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RESUMO 

A ineficácia mútua para diversos antibióticos chamada de resistência múltipla as 

drogas (MDR), tem minado o valor terapêutico dos antibacterianos existentes. Com a 

identificação e caracterização de sistemas de efluxo que conferem resistência clínica 

aos antimicrobianos, tem surgido interesse no desenvolvimento de uma nova classe 

de agentes potenciadores da ação antibiótica que atuem como inibidores de bombas 

de efluxo, estes também são chamados de modificadores de atividade antibiótica ou 

adjuvantes de antibióticos. No presente trabalho, foram avaliados derivados sintéticos 

guanilhidrazônicos como antibacterianos e agentes moduladores da resistência à 

drogas em linhagens de Staphylococcus aureus. As linhagens bacterianas utilizadas 

expressam o gene norA, msrA ou tetK codificadores das proteínas de efluxo para 

norfloxacina e brometo de etídeo (NorA), eritromicina (MsrA) e tetraciclina (TetK), 

respectivamente.  Foram determinadas por meio da técnica de microdiluição em caldo 

nutritivo os valores das concentrações inibitória mínima (CIM) dos antibióticos e dos 

derivados sintéticos, e para avaliar a atividade moduladora, as CIM dos antibióticos e 

do brometo de etídeo foram determinadas na ausência e na presença de 

concentrações subinibitórias dos compostos sintéticos. Os compostos ensaiados não 

mostraram atividade antibacteriana efetiva para a maioria dos compostos nas 

concentrações testadas, exibindo CIM variando entre (16 à >256 μg/mL). Quando 

combinados com os antibióticos tetraciclina e eritromicina alguns reduziram suas CIM 

em 2 e 4 vezes respectivamente. Entretanto quando combinado com norfloxacina, 

exceto apenas um composto, todos os derivados guanilhidrazônicos em diferentes 

proporções e graus de sensibilidade, foram capazes de potencializar o efeito deste 

antibiótico, apresentando três compostos que reduziram sua CIM até 16 vezes, 32 

vezes para brometo de etídeo e 8 vezes para berberina usados como controles 

positivos para bomba NorA. Os estudos de docking molecular mostrou que tanto a 

norfloxacina quanto o composto 13 reconhecem o mesmo sítio de ligação na bomba 

NorA, sugerindo um mecanismo competitivo para atividade moduladora a drogas. 

Estes resultados aqui apresentados relatam pela primeira vez, o potencial de 

derivados guanilhidrazônicos em ser putativos inibidores dos sistemas de efluxo 

bacterianos, em especial para estirpes de Staphylococcus aureus. 

 

Palavras-chaves: Staphylococcus aureus, resistência bacteriana, inibidor de bomba 

de efluxo, Guanilhidrazonas, Guanidina. 
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ABSTRACT 

The mutual ineffective for many antibiotics called multidrug resistance (MDR), has 

undermined the therapeutic value of existing antibacterial. With the identification and 

characterization of efflux systems that confer clinical resistance to antimicrobial, has 

emerged interest in developing a new class of agents enhancers the antibiotic action 

that act as inhibitors of efflux pumps, this are also called antibiotic activity modifiers or 

antibiotics adjuvantes. In this study, were evaluated synthetic guanylhydrazones 

derivatives as antibacterial and agents modulators of drug resistance in strains of 

Staphylococcus aureus. The bacterial strains used express the genes NorA, MrsA or 

TetK  encoding  proteins  efflux for  norfloxacin  and  ethidium  bromide  (NorA), 

erythromycin (MsrA) and  tetracycline(TetK), respectively. The minimum inhibitory 

concentrations (MIC) values of the antibiotics and synthetic derivatives were 

determined in nutrient broth by the microdilution assay, and to evaluate the modulator 

activity, the MIC of antibiotics and ethidium bromide were determined in the absence 

and presence of subinibitory concentrations of guanylhydrazones. The compounds 

tested did not display relevant antibacterial activity for majority compounds at the 

concentrations tested, showing MIC ranging from (16 to > 256 µg/mL). When combined 

with the antibiotics tetracycline and erythromycin some compounds reduced their MIC 

2-fold and 4-fold respectively. However, when combined with norfloxacin, except only 

one compound, all guanylhydrazones derivatives in different ratios and degrees of 

sensitivity, were able to potentiate the effect of this antibiotic, with three compounds 

which  reduced its MIC 16-fold to norfloxacin, 32-fold to ethidium bromide and 8-fold  

for berberine used as positive controls for NorA pump. The molecular docking studies 

showed that both norfloxacin and compound 13 are recognized by the same binding 

site on the NorA pump, suggesting a competitive mechanism. The results presented 

here reported for the first time its great potential of guanylhydrazones derivatives to be 

putative inhibitors of bacterial efflux systems, especially for strains Staphylococcus 

aureus. 

 

Keywords:  Staphylococcus aureus, resistance bacterial, efflux pump inhibitor, 

Guanylhydrazones, Guanidine. 
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1. INTRODUÇÃO 

A terapia antimicrobiana encontra-se sob uma constante pressão de seus 

agentes etiológicos, provinda da contínua queda da eficácia dos agentes 

antimicrobianos. Atualmente a ineficácia mútua para diversos antibióticos chamada 

de resistência múltipla as drogas (MDR), é observada em cepas patogênicas, 

originando um problema de grande relevância médica, altamente presente em 

infecções hospitalares, especialmente estafilocócicas (TRABULSI et al., 2002). 

Algumas estimativas dos efeitos econômicos da resistência aos antibióticos 

foram relatados no último relatório da Organização Mundial da Saúde (OMS). Por 

exemplo o custo anual para sistema de saúde dos Estados Unidos, foram 

estimados em 21 bilhões de dólares, acompanhado com mais de 23 mil mortes 

anualmente (WHO, 2014). 

Algumas espécies bacterianas tem importância particular no que se refere à 

resistência adquirida, entre elas destaca-se o gênero Staphylococcus (GOODMAN 

et al., 2000; WHO, 2014). Staphylococcus aureus é um dos principais patógenos 

causadores de  doenças infecciosas em seres humanos.  O sucesso desta 

bactéria como um sério patógeno tem sido atribuído a sua abilidade de 

desenvolver resistência a grande variedade de compostos antimicrobianos tal 

como a todos os β-lactâmicos, macrolídeos, aminoglicosídeos, tetraciclinas, 

rifampicinas, quinolonas e até mesmo a vancomicina (HIRAMATSU et al., 2002). 

São vários os mecanismos através dos quais os microorganismos se tornam 

resistentes às drogas. Um exemplo é a produção do sistema de efluxo que 

consiste de proteínas transmembranas, também conhecidas como bombas de 

efluxo, as quais são responsáveis por eliminar as drogas para o meio extracelular 

diminuindo assim a concentração intracelular do antimicrobiano, e portanto, 

permitindo a sobrevivência das bactérias (PIDDOCK, 2006a).  

Estratégias para combater a resistência mediada por efluxo são baseadas na 

procura por novos antibióticos ou por inibidores de bombas de efluxo (EPIs). Esta 

última opção é muito mais atrativa, pois quando usados na terapia adjunvante 

podem (i) diminuir a resistência intrínseca, (ii) reverter a resistência adquirida e (iii) 

reduzir a emergência de mutantes altamente resistentes a uma série de 

antibióticos, aumentando assim a utilidade clínica dos antibióticos disponíveis 

(VIDAILLAC et al., 2007a). 

Vários ensaios para identificar EPIs tem sido desenvolvido nos últimos 15 anos, 

e tem resultado na identificações de diversas susbtâncias utilizados na terapêutica 

como adjuvantes de antibióticos, tal como os inibidores naturais reserpina 

(NEYFAKH et al., 1993; BARANOVA; NEYFAKH,1997), clorpromazina (MOLNAR 
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et al.,1997), totarol (SMITH et al., 2007a) e semi-sintéticos como os análogos de 

piperina (KUMAR et al., 2008), estimulando mais pesquisas com esse objetivo. 

Atualmente o número de moléculas sintéticas utilizadas como EPIs tem sido 

validados em combinação com antibióticos in vitro (KOURTESI, et al., 2013). 

Dentre estes compostos estão os derivados guanilhidrazônicos. As 

guanilhidrazonas representam um grupo de compostos que compreende diferentes 

classes químicas, contendo grupos amidina (guanil/guanidina) ligados a hidrazona 

(MITCHELL et al., 1998).  

Estas duas classes de substâncias apresentam compostos de considerável 

interesse científico, devido as suas importantes propriedades químicas e biológicas 

tais como: inibição da síntese de DNA, (RACZYNSKA et al., 2003), são indutores 

de apoptose (ZHANG et al., 2009), antimaláricos, antileishmania, antifúngicas, anti-

HIV e antibacteriana (BORGES, 2001; OLIVEIRA et al., 2012; AHMED et al., 

2013;), anti-hipertensivos (HOFFMAN, 2003), antidiabéticos (LARSEN et al., 2001), 

antineoplásicos (ANDREANI et al., 2000; BRZOZOWSKI et al., 2007) dentre 

outras. 

Atualmente a presença destes grupamentos químicos em novos compostos 

sintéticos, pode apresentar-se como novos candidatos para o desenvolvimento de 

alternativas para os antibióticos no combate da resistência bacteriana. 

Como os dados da biologia estrutural de bombas de efluxo de S. aureus tal 

como NorA, ainda não foram determinadas (NEYFAKH, 2002), muitos estudos 

estão se voltando para a bioinformática, através de análises de docking molecular 

para pesquisar EPIs e determinar seus possíveis mecanismos de ação. 

Diante do exposto, o presente trabalho apresenta-se importante ao realizar 

estudos na busca de novas moléculas derivadas de guanilhidrazonas com 

potencial antibacteriano e como possíveis inibidores de bomba de efluxo em 

linhagens de Staphylococcus aureus e realizar estudos de docking molecular, visto 

que estas são bactérias de relevância clínica por possuir alto grau de resistência 

aos antimicrobianos, muitas vezes, como resultado da atuação de mecanismos de 

efluxo a múltiplas drogas. 
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2.1 REVISÃO DA LITERATURA 

2.2 2.1. Staphylococcus aureus e sua evolução aos antimicrobianos 

Staphylococcus aureus são cocos Gram-positivos pertencentes à família 

Micrococcaceae, são anaeróbicas facultativas que estão dispostas sozinhas, em pares 

ou formando grupos irregulares com aspecto de cacho de uva (LINDSAY; HOLDEN, 

2004).   

 Frequentemente citado como patógeno em infecções hospitalares, 

Staphylococcus aureus é um dos mais importantes agentes etiológicos de infecções 

humanas no século XXI. Isso se deve a sua virulência intrínseca, sua capacidade de 

causar infecções diversificadas como (endocardites, pneumonia, meningites 

bacterianas e infecções purulentas) e a facilidade de adaptação às diferentes 

condições ambientais (LOWY, 2003; GIBBONS, 2004). São bactérias distribuídas na 

natureza como microbiota normal da pele e mucosa de indivíduos saudáveis, que com 

aparecimento de lesões penetram no organismo (COUTINHO et al., 2009; MATIAS et 

al., 2010).  Seu arsenal de fatores de virulência, como cápsula polissacarídica, 

peptideoglicano, ácido teicóicos, proteína A e toxinas, permite contornar as defesas do 

hospedeiro e se estabelecer no organismo humano causando infecções graves 

(TANG; STRATTON, 2010). 

 A importância clínica de S. aureus entretanto não se deve somente aos fatores 

de virulência e patogenecidade que apresenta, mas também a fácil habilidade de 

adquirir resistência a praticamente todos os antibióticos utilizados atualmente, sendo, 

portanto, um motivo de considerável preocupação (GIBBONS, 2004a; CHAMBERS; 

De LEO, 2009). 

Antes da descoberta dos antibióticos, a mortalidade de pacientes com 

infecções causadas por S. aureus ultrapassava 80% (LOWY, 2003). Atualmente com o 

fenômeno da multirresistência a drogas (MDR), este alto índice de mortalidade voltará 

a ser uma realidade, se novas alternativas para controle de cepas resistentes não 

forem desenvolvidas. 

Quando a penicilina foi introduzida pela primeira vez ocorreu uma rápida 

eficácia no tratamento das infeções, reduzindo a mortalidade. Mas pouco tempo 

depois S.aureus já tinha desenvolvido resistência durante a década de 1940. Esta 

resistência foi mediada pela produção de uma enzima beta-lactamase que inativavam 

os antibióticos ampicilina e amoxicilina através da hidrólise do anel beta-lactâmico da 

estrutura química do antibiótico, (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; SILVA, 2009; WHO, 

2014). As penicilinas semi-sintéticas (meticilina e a oxacilina) foram então introduzidas 

na tentativa de solucionar o problema. Mas, pouco tempo depois surgiram os primeiros 

isolados de S. aureus meticilina resistentes (MRSA), (REMONATTO et al., 2007; 

ANDRADE, 2008).  
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A resistência à meticilina está relacionada à produção de uma proteína da 

parede celular, chamada PBP (proteína ligadora de penicilina). As cepas MRSA 

produzem uma PBP modificada, denominada PBP2a, codificada pelo gene mec A, 

funcional para a célula bacteriana, porém com baixa afinidade pelo antimicrobiano 

permitindo a sobrevivência do estafilococo à exposição a altas concentrações desses 

agentes (SOUSA et al, 2005; REMONATTO et al, 2007).  

Cepas MRSA são resistentes a todos os antibióticos beta-lactâmicos o que 

inclui as penicilinas, cefalosporinas e carbapenêmicos e representa um grande desafio 

no estabelecimento do tratamento.  Atualmente o tratamento hospitalar de cepas 

MRSA geralmente é procedido com antibióticos potentes como vancomicina, linezulida 

e teicoplamida.  No entanto, como alguns hospitais já apresentam casos de MRSA 

resistente também à vancomicina, a linezulida passa a ser a principal opção 

terapêutica (GIBBONS, 2005; SILVEIRA et al., 2006; MAHBOUBI; BIDGOLI, 2009). 

Dados atuais de acordo com último relatório OMS (2014), as cepas MRSA 

apresentaram uma proporção de resistência superior a 80%. Esta alta proporção 

implica no aumento do risco ao paciente e uma necessidade de uma linha de 

antibióticos mais tóxico para uso no tratamento contra MRSA. No entanto isto acarreta 

no aumento dos custos, efeitos colaterais e pode dirigir a uma nova resistência em 

staphylococci ou em outras espécies (WHO, 2014). 

 

2.2. Antibióticos e Resistência aos antibióticos 

2.2.1. Antibióticos 

Antibióticos são drogas de origem natural ou sintética, capazes de provocar a 

morte celular (ação bactericida) ou inibir o crescimento bacteriano (ação 

bacteriostática), produzindo o mínimo de danos possíveis ao hospedeiro (toxicidade 

seletiva) (LEEKHA et al., 2011). 

Os agentes antimicrobianos podem exercer a sua ação sobre a célula 

bacteriana de diferentes modos. Estes mecanismos envolvem a inibição de processos 

fundamentais ao desenvolvimento bacteriano, são atualmente agrupados em cinco 

categorias (Figura 1): (i) inibição da síntese da parede celular, (ii) inibição da síntese 

proteica, (iii) inibição da síntese de ácidos nucléicos, (iv) inibição competitiva de 

metabólitos essenciais, e (v) ação sobre a integridade da membrana citoplasmática. 

(CHAN et al., 1999; WALSH, 2000; PRESCOTT et al., 2002; MACHADO-SEQUEIRA, 

2004). 
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Figura 1. Alvos celulares bacterianos de antibióticos. 

Fonte:  Modificado, MACHADO-SEQUEIRA, (2004).  

 

Os inibidores da síntese da parede celular bacteriana bloqueiam a capacidade 

dos microrganismos em sintetizar peptidoglicano, através da inibição de enzimas que 

integram a sua via biossintética, como transglicosilases e transpeptidases (CHOPRA; 

GREENWOOD, 2001).   

As quinolonas uma das maiores classes de antibióticos inibem seletivamente a 

DNA girase e a topoisomerase IV bacteriana, através da formação de complexos 

quinolona-DNA-topoisomerase, inibindo o processo de replicação, (CHOPRA; 

GREENWOOD, 2001; PRESCOTT et al., 2002). 

Para os inibidores da síntese protéica tais como as bem estudadas classes de 

tetraciclinas e macrolídeos, tem como principal alvo o ribossomo. Este é composto de 

duas subunidades a 30S onde está localizado o sítio para RNAm e 50S contém o 

centro da peptidil transferase (BERINGER; RODNINA, 2007). 

 As tetraciclinas são inibidores da fase de elongação da síntese protéica, 

evitando a acomodação do aminoacil-tRNA no sítio A e interagindo principalmente 

com a porção açucar dos aminoácidos do RNAr, o que pode explicar sua ampla 

especificidade por este alvo (CONNELL et al., 2003).  

Macrolídeos, lincosamidas e streptogramínia B, embora não estejam 

relacionadas estruturalmente, todas inibem a síntese protéica por ligação na 

subunidade ribossomal 50S (CHAMPNEY; TOBER, 2000). Todos estes antibióticos se 

associam no sitio de ligação do RNAr 23S, bloqueando o centro de ligação da peptidil 

transferase (DOUTHWAITE; CHAMPNEY, 2001), inibindo a tradução. O mecanismo 
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de resistência para estes antibióticos é a metilação ou dimetilação do RNAr por 

enzimas metiltransferase (POKKUNURI; CHAMPNEY,2007). 

 

2.2.2. Resistência aos antibióticos  

 Inicialmente o fenômeno da resistência não parecia ser um problema 

preocupante, pois era temporariamente resolvido com a introdução de novos agentes.  

Com o aumento do arsenal de antibióticos e antifúngicos, associados a sua utilização 

indiscriminada (COHEN; TARTASKY, 1997) e com a capacidade microbiana de 

adquirir e disseminar resistência, tem selecionado cepas microbianas cada vez mais 

resistentes (MATIAS et al., 2010), tornando-se um problema de difícil resolução, visto 

que não é fácil colocar novos antibióticos na indústria farmacêutica em um curto 

espaço de tempo. Esse fato tem levado mais rapidamente pacientes hospitalizados a 

óbito, além de aumentar significativamente os custos com relação ao tratamento da 

infecção (COUTINHO et al., 2009; MATIAS et al, 2010). 

 A aquisição da resistência a agentes antimicrobianos envolve alterações 

genéticas (TRABULSI et al., 2008), podendo ser originária de uma mutação ou da 

transferência horizontal de material genético.  

 A mutação normalmente envolve deleção, substituição ou adição de um ou 

mais pares de bases, levando a alterações na composição de aminoácidos de 

determinados peptídeos. Já a resistência transferível ocorre quando um dado 

microorganismo recebe material genético de outro, passando a expressar a 

característica contida no gene recentemente adquirido (TAVARES, 2000). 

Existem três mecanismos pelos quais é possível ser realizada a transferência 

gênica horizontal: transdução, conjugação e principalmente transformação (BAUMAN, 

2009; TORTORA et al., 2012). A transformação é o processo pelo qual a bactéria é 

capaz de realizar recombinação genética por meio da absorção ativa de DNA 

extracelular proveniente de diversas fontes como cromossomos, plasmídeos e fagos, 

dispersos no ambiente. Para tanto é necessário que a captação do DNA doador 

(BRIGULLA; WACKERNAGEL, 2010). Assim, se o DNA livre for composto por genes 

de resistência a antibióticos, a célula receptora provavelmente adquire a resistência 

correspondente, caso a integração ao material genético seja eficiente (FOLEY; 

LYNNE, 2008). Estes genes que conferem ao patógeno vantagem seletiva em relação 

ao hospedeiro, têm o potencial de serem rapidamente espalhados dentro da 

população bacteriana (THOMAS; NIELSEN, 2005). 

Os mecanismos por meio dos quais as bactérias se tornam resistentes são 

bastante versáteis (KOHLER et al., 1999; POOLE, 2002). Esses mecanismos podem 

ser resumidos na figura 2. 
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Figura 2.  Principais mecanismos de resistência aos antimicrobianos. 

A - Prevenção da acumulação de antimicrobianos através da redução da permeabilidade 

celular ou por bomba efluxo; B – Inativação ou modificação da droga por hidrólise; C - 

Modificação do alvo, que ocorre devido a mutações no gene da molécula-alvo do antibiótico.  

Fonte: Modificado YONEYAMA; KATSUMATA, (2006). 

Levando em conta todos estes mecanismos de resistência, o desenvolvimento 

de novas gerações de antibióticos se tornou insuficiente. No aspecto global, 80 

diferentes antibióticos, agrupados em diferentes classes, foram desenvolvidas até 

então. Até a década de 1970 houve um fluxo constante de novos fármacos, alguns 

com novos mecanismos de ação para contornar a resistência bacteriana (PASBERG-

GAUHL, 2014). Entretanto mesmo com os avanços das mais variadas tecnologias do 

século XXI, houve uma queda brusca na introdução efetiva de novas opções 

terapêuticas para a resistência aos antibióticos, porém como pode ser observado na 

tabela 1 existe uma corrida para implantação de novos antibióticos em especial para 

linhagem MRSA. 

 

Tabela 1. Antibióticos implantados ou atualmente em desenvolvimento do século XXI 

na terapia antimicrobiana. 

Classe de antibiótico 

introduzido 

Implantação e status de 

desenvolvimento USA 

Aplicação 

 Linezolide 

(Oxazolidinona) 

 2000  Micumbactéria 

(tuberculose) 

Daptomicin e Caspofungin 

(Lipopeptídeo) 

2003 Infecções microbianas em 

geral 

Ceftarolin (Cefalosporina) 2012 Bactérias gram-positiva e 

MRSA 
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Fidaxomicina (Nova 

classe Macrocíclico) 

2013 Enterococcus resistente a 

vancomicina e Clostridium 

difficile 

Ceftobeprol 

(Cefalosporina) 

Processo de aprovação Bactérias Gram + e MRSA 

Dalbavancina 

(Lipoglicopeptídeo) 

Fase clínica (III) Bactérias Gram + e MRSA 

Oritavancina 

(Lipoglicopeptídeo) 

Fase clínica (III) Bactérias Gram + e MRSA 

Tedizolidi (Oxazolidinona) Fase clínica (III) Bactérias Gram + e MRSA 

Nemonoxacina 

(Quinolonas não 

fluoradas) 

Fase clínica (III) Bactérias Gram + e MRSA 

Finafloxacina 

(Fluorquinolona) 

Fase clínica (III) Helicobacter pilori 

Surotomicina 

(Lipopeptídeo) 

Fase clínica (III) Clostridium difficili 

HT-61 (Novas classe 

quinolonas) 

Fase clínica (III) Bactérias Gram + e MRSA 

Ceftazidin + avabactam 

Cefalosporina + inibidores 

de β- lactamase) 

Fase clínica (III) Pseudomonas e Gram- 

negativa 

Fonte: Adaptado do relatório da organização mundial de saúde (WHO, 2014). 

 

2.3. Bombas de Efluxo 

 Efluxo ativo foi descrito pela primeira vez em 1980, como um mecanismo 

causador da resistência a tetraciclina (MCMURRY et al., 1980). Posteriormente foi 

considerado um mecanismo generalizado de que confere a ambos os organismos 

Gram-positivos e Gram-negativos a capacidade de expelir antibióticos de todas as 

principais classes estruturais (KUMAR; SCHWEIZER, 2005; Poole, 2007).  

 Estudos mais recentes, no entanto, sugerem que os antibióticos são substratos 

oportunistas destes transportadores, com bombas de efluxo desempenhando um 

papel importante na extrusão de moléculas endógenas mau difusíveis (NISHINO et al., 

2009) e execendo também a proteção das bactérias contra substâncias exógenas 

potencialmente prejudiciais (MARTINEZ et al., 2009).  

 Neste contexto, os antibióticos têm provavelmente exercido uma pressão 

necessária para que bomba de efluxo realize a superexpressão como um mecanismo 

não específico de resistência (GRKOVIC et al., 2002). 

 Funcionalmente as bombas de efluxo bacteriana de Antibióticos, pertencem a 5 

grandes famílias: SMR (small multidrug resistance) (CHANG et al., 2004); RND 
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(Resistance nodulation  division); MFS (major  facilitator); e MATE (multidrug  and  

toxic  compound  extrusion) estas famílias utilizam o transporte antiporte de prótons 

(Na+ / H+ ) como força motriz. A família ABC (ATP  binding  cassette) diferentemente 

das outras utilizam a hidrólise de ATP para o efluxo como mostra a figura 3, 

(KOURTESI et al ., 2013 ). 

 

Figura 3. Ilustração esquemática mostrando as 5 famílias do sistema de efluxo bacteriano. 

Fonte: Modificado, KUMAR; SCHWEIZER (2005).  

 

 Os sistemas de efluxo em S. aureus são constituídos pelas famílias MFS e 

ABC, com predomínio da MFS que possui 12 ou 14 domínios transmembranais, 

podendo ser representada pelas bombas de efluxo NorA e TetK. A família ABC tem 

como principal bomba bacteriana a MsrA (SAIER; PAULSEN, 2001; VANBAMBEKE, 

2010). 

2.3.1. Bomba NorA 

 A NorA é a bomba de efluxo mais estudada e encontrada tanto em linhagens 

MSSA como MRSA (GIBBONS et al., 2004b; PIDDOCK, 2006b). Esta proteína 

promove o efluxo ativo de fluorquinolonas hidrofílicas (norfloxacina e ciprofloxacina), 

mas não a fluorquinolonas lipofílicas (esparfloxacina e perfloxacina), (KAATZ; SEO, 

1995). O sistema NorA também desenvolveu a capacidade de efluxar outras classes 

de compostos orgânicos tais como clorafenicol, brometo de etídio, radaminas e outros 

(NEYFAKH et al., 1993; SMITH et al., 2007b). Portanto, NorA tem diferentes 

substratos (MDR).  

 Dados da biologia estrutural de NorA ainda não foram determinados, entretanto 

através de estudos da homologia de sequências e o compartilhamento dos vários 

substratos com outras bombas MDR, tem levado a hipótese que NorA possa ter um 

grande sítio de ligação hidrofóbico. Esta peculiaridade poderia explicar a ampla 

especificidade por substratos hidrofílicos de bombas MDR (NEYFAKH, 2002). 
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 Segundo a caracterização tridimensional in silico da estrutura Nor (figura 4), 

este é um transportador transmembranar de 12 segmentos helicoidais, intercalados 

com ciclos hidrofílicos de tamanhos variados, apresentam dois locais de ligação 

putativos constituídos por uma bolsa hidrofóbica central e um bolso periplasmático, 

sendo estes os pontos de ligação preferencial para as interações, NorA-inibidores da 

bomba e NorA-substratos (NARGOTRA et al., 2007).  

 

Figura 4. Representação esquemática da bomba de efluxo NorA (A); Esquema de estudo in 

sílico de NorA com seus respectivos motivos conservados (B). 

Fonte: Modificado de PUTMAN et al., 2000; KUMAR; SCHWEIZER, (2005). 

 

 A superexpressão desta bomba de efluxo, está relacionada com mutações 

encontrado no promotor do gene que codifica NorA, esta modificação é baseado na 

substituição da timidina por uma guanina (G → T)  apresentando assim uma 

resistência cromossomal (SPELLBERG et al., 2008; HUET et al., 2008). Estas 

mutações são a causa de uma transcrição e/ou tradução aumentada (FOURNIER et 

al.,2001). 

2.3.2. Bombas TetK  

 

 São proteínas de efluxo específicas que expulsa o antibiótico tetraciclina 

(LEVY, 1998). A bomba TetK está presente principalmente no gênero Staphylococcus 

especialmente em Staphylococcus aureus. Os genes que codificam estas bombas 

estão presentes em plasmídeos de tamanho variável e pode transportar outros genes 

de resistência tal como TetL. A expressão dessas Bombas é controlada pela 

transcrição do repressor tetR que é induzida pela presença da tetraciclina (BUTAYE et 

al., 2003).   

 Em Staphylococcus aureus, TetK é responsável por uma resistência a 

tetraciclina mas não a minociclina (CATTOIR, 2004). 

 Tem sido determinado outro tipo de resistência para tetraciclina conhecido 

como proteção ribossomal (TetM e TetO) mediado por transposons localizado no 

cromossomo (TRZCINSK et al., 2000). A presença de ambos mecanismos de 
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resistência Tetk e proteção ribossomal em S. aureus gera implicações no 

desenvolvimento e uso de inibidores de bombas Tetk, pois é difícil observar como os 

inibidores de bomba de efluxo sozinhos podem beneficiar o tratamento para as 

infecções causadas tanto por efluxo, quanto proteção ribossomal, tornando assim, 

difícil o estudo para bomba Tetk (CHOPRA, 2002). 

2.3.3. Bomba MsrA   

 A MsrA é uma proteína de efluxo com 488 aminoácidos responsável pela 

resistência aos antibióticos da classe macrolídios e streptogramina B streptococci e 

staphylococci, mas susceptível a clindamicina que não é afetada por este sistema 

(LIXZ NIKAIDO, 2004; CATTOIR, 2004). A MrsA é um transportador ABC do tipo 

ubiquinona envolvida principalmente no transporte específico de drogas (MÉNDEZ; 

SALAS, 2004) 

A resistência aos macrolídeos em estafilococos está geralmente relacionado a 

uma mudança no alvo do ribossomo 50S (devido gene erm - ribossomas eritromicina 

methylase) ou a bomba de efluxo de múltiplos fármacos codificada pelo gene MsrA 

plasmídial (REYNOLDS et al., 2003).  

A MsrA possui dois domínios transmembranares, altamente hidrofóbicos, 

compreendendo geralmente seis hélices α que formam a via através da qual o 

substrato atravessa a membrana, e dois domínios hidrofílicos de ligação a sequências 

nucleotídicas, localizados na periferia da face citoplasmática da membrana e 

responsáveis pela ligação e 

hidrólise do ATP para a translocação do substrato figura 5 (PUTMAN et al., 

2000; DE ROSSI et al., 2006)   

 

Figura 5. Esquema estrutural para os  transportadores ABC (MrsA) e respectivos motivos 

conservados . 

Fonte: PUTMAN et al., 2000. 
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2.4.  Inibidores de bombas de efluxo  

 

Com a identificação e caracterização de sistemas de efluxo que conferem 

resistência clínica aos antimicrobianos, tem surgido interesse no desenvolvimento de 

uma nova classe de agentes potenciadores da ação antibiótica que atuem como 

inibidores de bombas de efluxo (IBEs) (LAWRENCE; BARRETT, 1998; LYNCH, 2006). 

Os inibidores de resistência, também chamados modificadores de atividade antibiótica 

ou adjuvantes de antibióticos, são considerados como a alternativa mais apropriada 

das novas terapias antibacterianas (VAN BAMBEKE et al., 2006; LYNCH, 2006). 

Estes agentes seriam co-formulados ou co-administrados com os antibióticos 

apropriados, numa abordagem terapêutica adjuvante como na combinação dos 

antibióticos amoxicilina (um beta-lactâmico) com ácido clavulânico (um inibidor 

microbiano de beta-lactamases).  A eficácia da ação antibacteriana é aumentada, pois 

o inibidor estabiliza a amoxicilina, impedindo a sua degradação pelas enzimas beta-

lactamases produzidas pela bactéria como um mecanismo de defesa e sobrevivência 

do microorganismo (GIBBONS, 2004a; SANGWAN et al, 2008). 

Existem atualmente diversas estratégias de bloquear o efluxo de compostos 

antimicrobianos, sendo umas delas, a utilização de moléculas com uma estrutura 

análoga aos antibióticos, tornando-os menos susceptíveis de serem bombeados. Os 

estudos mais promissores vão no sentido de inibir a extrusão através de substâncias 

inibidoras das bombas de efluxo ao interferirem com a energia para o transporte ativo 

(LOMOVSKAYA et al., 2001; VAN BAMBEKE et al., 2006).  

Os mecanismos pelos quais os inibidores de bomba de efluxo podem atuar não 

estão claramente compreendidos, mas têm sido propostas algumas formas de ação 

(ZLOH et al., 2004), como:  

I- Ligar-se diretamente a um ou mais sítios de ligação na proteína de 

efluxo, de maneira competitiva ou não-competitiva; apresentar afinidade 

pelo substrato transportado pela bomba, formando um complexo que 

poderá não ser mais reconhecido pela bomba de efluxo;  

II- Interferir no gradiente de próton;  

III- Interagir com a membrana plasmática modificando a conformação da 

proteína de efluxo  

IV- Inibir a expressão do gene de efluxo. 

 

Assim, a aplicação desses inibidores em associação com antibióticos 

convencionais poderá aumentar a concentração intracelular desses antibióticos, 

restaurando sua eficiência, além de reduzir o emergente desenvolvimento da 
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resistência bacteriana (MARKHAM et al., 1999; LOMOVSKAYA; BOSTIAN, 2006; 

POOLE; LOMOVSKAYA, 2006). Diversos IBEs já foram identificados tabela 2. 

Tabela 2. Inibidores de bomba de efluxo com seus respectivos substratos e bactérias. 

Classe 

dos IBEs 
Estrutura inibidor Substratos 

Demonstraç

ão da 

atividade 

Referên-

cias 

A
lc

a
ló

id
e

 

 

Reserpina

 

Fluorquinolo

nas 

Streptococcu

s 

pneumoniae 

S. aureus 

 

Baranova; 

Neyfakh, 

1997; 

Gibbons; 

Udo, 2000. 

F
e
n
o
ti
a
z
in

a
s
 

 

Clorpromazina 

 

Tetraciclinas E. coli 
Molnar et al., 

1997. 

F
e
n
il 

p
ip

e
ri

d
in

a
 

 

Paroxitina 

 

Norfloxacina 

BrEt 

Tetraciclina 

S aureus 
Kaatz et al., 

2003ª 

F
la

v
o
n
o

lig
n

a
n
a
s
 

 

5’ metoxihidnocarpina (5-MHC) 

 

Nordloxacina 

BrEt 
S. aureus 

Stermitz at 

al., 2000.  
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D
it
e
rp

e
n
o
s
 f

e
n
ó

lic
o
s
  

Totarol 

 

 

Eritromicina 

Norfloxacina 

Tetraciclina 

BrEt 

 

S. aureus 

 

Smith et al., 

2007a. 
A

n
á

lo
g
o
s
 d

e
 p

ip
e
ri

n
a

 

 

SK20 SK56 

Ciprofloxacin

a 
S. aureus 

Kumar et al., 

2008. 

In
d
o

l 

IFN55 

 

Ciprofloxacin

a 

BrEt 

S.aureus 

S. 

pneumoniae 

Markham et 

al., 1999.  

B
e
n
z
o
ti
o
fe

n
o
s
 

 

Fluorquinolo

nas 

Macrolídios 

S.aureus 
Fournier et 

al., 2007.  

A
lq

u
ila

m
in

o
 

q
u
in

o
lin

a
 

 

Clorafenicol 

Norfloxacina 

Tetraciclina 

Enterococcu

s 

aerogenes 

Mallea et al., 

2003. 

A
c
ri
d
in

a
 

C
a
rb

o
x
a
m

id
a
s
 

 

Fluorquinolo

nas 

Tetraciclinas 

S.aureus 
Gibbons et 

al., 2003a. 

 

No entanto vale ressaltar que a atividade potenciadora da ação antibiótica 

demonstrada pela maioria destes compostos IBEs principalmente de origem natural 

(plantas) apenas ocorre com concentrações significativamente superiores às 

clinicamente utilizadas nos outros âmbitos terapêuticos (LYNCH, 2006), 

impossibilitando seu uso na terapia antimicrobiana. 



15 
  

A escassez de inibidores de efluxo efetivos na prática clínica leva a constante 

procura pela identificação e desenvolvimento de novos inibidores, tanto contra os 

sistemas de efluxo em microrganismos, como em células tumorais resistentes a 

múltiplas a drogas (DICKSON et al., 2006; KAATZ et al., 2003b). Atualmente a procura 

por novos agentes tem focado nos produtos sintéticos como moduladores da atividade 

antibiótica por bomba de efluxo, devido a uma obtenção mais fácil e produção em 

larga escala. 

 

2.5. Potencial biológico das guanilhidrazonas 

As guanilhidrazonas são moléculas amplamente estudadas, biológica e 

quimicamente. Na química, são utilizadas como intermediários na construção de 

compostos heterocíclicos polifuncionais contendo átomos de nitrogênio 

(GOSSNITZER et al., 2002). 

A função guanidina presente nestas moléculas, com sua forte basicidade, é 

parte integrante de vários compostos  biologicamente  ativos e  está  intimamente  

relacionada  a  diversas dessas  atividades  (ORNER; HAMILTON, 2001).  

No campo da química orgânica, uma base é geralmente definida como um 

composto capaz de se ligar a um próton para dar uma espécie catiônica. A introdução 

de uma imina (=NH) sobre o carbono α de uma amina constitui uma amidina, outra 

espécie de amina ainda mais básica. A guanidina, uma 2-aminoamidina apresenta três 

funções nitrogenadas (figura 6) e mostra a forte basicidade de acordo com Brønsted 

(HAFELINGER et al., 1991). 

 

Figura 6: Estrutura guanidina 

Entre o potencial biológico dessas moléculas se destacam as atividades 

microbiológicas e farmacológicas tais como: antihipertensivos (FOYE, 1990; 

HOFFMAN, 2003), antidiabéticos (LARSEN, 2001), antineoplásicos (ANDREANI, 

2000; BRZOZOWSKI, 2007), antitubercular (BAIRWA et al., 2010), antimaláricos, 

antileishmania, antifúngicas, anti-HIV e antibacteriana (BORGES, 2001; OLIVEIRA et 

al., 2012; AHMED et al., 2013). 
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A figura 7 abaixo mostra algumas estruturas de fármacos guanilhidrazônicos 

de uso consagrado na terapêutica, evidenciando assim o reconhecido potencial 

biológico destas moléculas para indústria farmacêutica. 

 

 

 

 

 

 

 

Guanabenz (antihipertensivo) 

Holmes, 2003 

 

 

 

 

 

Figura 7: Estruturas de fármacos guanilhidrazônicos usados na terapêutica. 

Considerando o expectro de atividade bacteriana das guanilhidrazonas, 

MARTINS, (2004), sintetizou uma serie de derivados guanilhidrazônicos, dentre eles o 

cloridrato de (E)-2-[(2,3-dimetoxifenil)-metileno]- hidrazinocarboxi-midamida (A) e 

cloridrato de (E)-2-[(3,4-dimetoxifenil)-metileno]- hidrazinocarboxi-midamida (B) com 

efeitos antibacterianos em Staphylococcus aureus e Escherichia coli e também com 

efeitos antifúngicos em Candida albicans. A diferença entre dois compostos é a 

presença do grupo metoxila na posição 2 ou 4 no anel aromático (figura 8). GADAD et 

al., (2000)  também relataram atividade  bacteriana  de algumas  guanilhidrazonas  

contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e moderada atividade frente 

Pseudomonas aerginosa.  

 

Figura 8: Guanilhidrazonas com atividade antibacteriana e antifúngica 

Fonte: Martins (2004). 
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Como anti-HIV WEI et al., 2007 através de estudos de relação estrutura 

atividade apresentou guanilhidrazonas 2-benziloxibenzaldeído (figura 9) como potente 

antagonista do receptor CCR5, este tem papel fundamental como co-recepetor para 

entrada do víus na célula. 

 

Figura 9. Guanilhidrazonas como antagonista do receptor CCR5 do vírus HIV. 

Fonte: WEI et al., 2007. 

Estudos anti-tripanossoma usando compostos guanilhidrazônicos também tem 

sido relatados na literatura (MESSEDER, 1995; PEDROSA et al.,2001). Foi verificado 

que as moléculas mais ativas para T. Cruzi foram aquelas em que a cadeia lateral 

amino guanidina possuia uma rotação livre. Por falta de impedimentos estéricos 

causados por outros ligantes na molécula, esta liberdade rotacional favoreceu a 

ligação da porção guanidina com DNA de T. Cruzi realizando sua atividade contra este 

organismo. 

Através  de  métodos  de  modelagem  molecular  (Docking), SANTOS-FILHO  

(1997) estudou a interação  de  guanilhidrazonas  com  a  fenda  menor  do  DNA.  Em  

seus estudos, utilizando um fragmento de DNA de dupla fita com a seqüência de pares 

de base d(CGCGAATTCGCG)2, foi verificada a interação preferencial do terminal 

guanidínico catiônico com os pares de bases A-T(Adenina-Timina), sugerindo que o 

mecanismo de ação dessas drogas seja através de sua  interação com o DNA do  

parasita. BRANDS et al., 2002, também relata que derivados guanidinicos inibem 

eficazmente o processo de tradução bacteriana em cepas Staphylococcus aureus. 

As drogas contendo o grupo guanidina também têm sido alvo de intensa 

avaliação clínica e pré-clínica para tratamento de tumores (ANDREANI et al., 2004; 

2006). Por exemplo o metilglioxal-bis (guanilhidrazona) é um composto protótipo dessa 

classe de agentes com ação antitumoral (EKELUND et al., 2001). Acretida-se que em 

relação à estrutura-atividade, o grupo guanidino é essencial para ação cititóxica em 

células leucêmicas (SMETS et al., 1988).  

Então diante do exposto em termos de derivados guanilhidrazônicos a 

investigação é especialmente interessante, pois além do amplo espectro de atividades 

biológicas mostrados acima, esses  compostos  apresentam  custos  acessíveis,  e  
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sua  síntese  é relativamente fácil, tornando-se apropriados para o uso em países mais 

pobres e que apresentam grandes problemas no sistema de saúde. Isto justifica  a 

necessidade  de  maior  conhecimento  das  potencialidades  desses fármacos. 

 

3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Tendo em vista o alarmante problema da resistência microbiana aos 

antibióticos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial biológico de novos 

produtos sintéticos bioativos frente a linhagens de Staphylococcus aureus que 

superexpressam genes codificadores de bombas de efluxo. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

Avaliar os derivados de guanilhidrazônicos com relação: 

 À atividade antibacteriana em linhagens de S. aureus; 

 À atividade moduladora da ação antibiótica em linhagens de S. aureus; 

 Analisar a contribuição dos radicais destes compostos na atividade 

antimicrobiana e moduladora da resistência à drogas; 

 Criar modelo teórico para proteína NorA através de modelagem 

molecular; 

Realizar estudos de docking molecular com o composto 13 que mostrou melhor 

atividade moduladora da resistência à drogas para bomba NorA. 
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4. Metodologia 

4.1. Linhagens de Staphylococcus aureus 

Foram utilizadas 3 linhagens de Staphylococcus aureus fornecidas pelo Dr. Simon 

Gibbons (Universitry of London) sendo elas:  

 IS-58, que possui o gene que codifica a proteína TetK para efluxo de 

tetraciclina (GIBBONS; UDO, 2000).  

 RN-4220 que possui o plasmídeo pUL5054, o qual, carrega o gene que codifica 

a proteína para efluxo de macrolídeos (MrsA) (ROSS et al., 1989) 

 SA-1199B, que superexpressa o gene norA que codifica a proteína de efluxo 

NorA, responsável pelo efluxo de várias substâncias (KAATZ et al., 1993; 

KAATZ; SEO, 1995)  

Estas linhagens são mantidas em meio de cultura Agar a base sangue (Blood ágar 

base – Difco) inclinado. Antes de serem utilizadas, as células crescem em caldo 

nutritivo de infusão (Brain heart infusion - BHI, Difco) por 18-24hs a 37ºC. 

 

4.2. Antibióticos e brometo de etídio  

A solução estoque dos diversos antibióticos, norfloxacina, pefloxacina 

tetraciclina, eritromicina, reserpina e berberina foram preparados de acordo com o 

NCCLS (2005). A solução brometo de etídio (BrEt) foi preparada em água destilada. 

Todas as drogas foram obtidas da Sigma Chemical Co.USA.   

 

4.3. Substâncias utilizadas: Guanilhidrazonas 

Foram fornecidos pelo Prof. Dr. Thiago Mendonça de Aquino do Laboratório de 

Pesquisa em Recursos Naturais no Instituto de Química e Biotecnologia, UFAL. 

A solução estoque dos derivados guanilhidrazônicos foi preparada dissolvendo 

os compostos em DMSO, e depois diluindo com água destilada até atingir uma 

concentração final de DMSO 4%, a qual não interfere no crescimento bacteriano. As 

estruturas químicas das guanilhidrazonas testados estão apresentados no Quadro 1 

abaixo. 

Código Nomenclatura Estrutura 

 

1 

 

Cloridrato de 2-((1H-indol-3-il) 

metileno) hidrazina carboximidamida 

N N
H

NH

NH
2

N
H

ClH

PM =237,69
FM =C10H11N5 . HCl  
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Código Nomenclatura Estrutura 

 

 

2 

 

 

Cloridrato de 2-(4 clorobenzilideno) 

hidrazina carboximidamida 

 

N N
H

NH

NH
2

Cl

ClH

PM =233,10
FM =C8H9ClN4 . HCl  

 

3 

 

Cloridrato de 2-(4-cianobenzilideno) 

hidrazina carboximidamida 

N N
H

NH

NH
2

C
N

ClH

PM =223,67
MF =C9H9N5 . HCl  

 

4 

 

Cloridrato de 2-(3-hidroxi-4-

metoxibenzilideno) hidrazina 

carboximidamida 

N N
H

NH

NH
2

O

OH

ClH

PM =244,68
FM =C9H12N4O2 . HCl  

 

5 

 

Cloridrato de 2-(3,4-

dimetoxibenzilideno) hidrazina 

carboximidamida 

N N
H

NH

NH
2

O

O

ClH

PM =258,71
FM =C10H14N4O2 . HCl  

 

6 

 

Cloridrato de 2-(4-hidroxi-3-

metoxibenzilideno) hidrazina 

carboximidamida 

N N
H

NH

NH
2

OH

O ClH

PM =244.68
FM =C9H12N4O2 . HCl  

 

 

7 

 

Cloridrato de 2-(4-hidroxibenzilideno) 

hidrazina carboximidamida 

 

N N
H

NH

NH
2

OH

ClH

PM =214,66
FM =C8H10N4O . HCl  
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Código Nomenclatura Estrutura 

 

9 

 

Cloridrato de 2-(benzo[d][1,3] dioxol-

5-ilmetileno) hidrazina 

carboximidamida 

N N
H

NH

NH
2

O

O

ClH

PM = 242,67
FM = C9H10N4O2 . HCl  

 

 

10 

 

Cloridrato de 2-(3,5-di-tert-butil4-

hidroxibenzilideno) hidrazina 

carboximidamida 

ClH

OH

N N
H

NH

NH
2

PM = 326,87
FM = C16H26N4O . HCl  

 

11 

 

Cloridrato de ácido 4-((2-

carbamimidoilidrazono) metil) 

benzoico 

 

 

12 

 

Cloridrato de 2-(2,6-

diclorobenzilideno) hidrazina 

carboximidamida 

 

 

13 

 

Cloridrato de 2-(quinolin-4-ilmetileno) 

hidrazina carboximidamida 

 

ClH

N

N N
H

NH

NH
2

PM =249.70
FM =C11H11N5 . HCl  

 

 

14 

 

Cloridrato de 2-(bifenil-4-ilmetileno) 

hidrazina carboximidamida 

 

ClHN N
H

NH

NH
2

PM =274.75
FM =C14H14N4 . HCl  
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Código Nomenclatura Estrutura 

 

15 

 

Cloridrato de 2-benzilideno hidrazina 

carboximidamida 

 

ClHN N
H

NH

NH
2

PM =198.66
FM =C8H10N4 . HCl  

 

 

16 

 

Cloridrato de 4-((2-

carbamimidoilidrazono) metil) 

benzoato de metila 

ClHN N
H

NH

NH
2

O

OMe

PM =256.69
FM =C10H12N4O2 . HCl  

 

 

17 

 

Cloridrato de 2-(3,4-

diclorobenzilideno) hidrazina 

carboximidamida 

 

 

18 

 

Cloridrato de 2-(3-diclorobenzilideno) 

hidrazina carboximidamida 

ClHN N
H

NH

NH
2

Cl

PM =233,10
FM =C8H9ClN4 . HCl  
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Cloridrato de 2-(bifenil-2-ilmetileno) 

hidrazina carboximidamida 
ClHN N

H

NH

NH
2

PM =274,75
FM =C14H14N4 . HCl  

 

Para calcular o LogP das guanilhidrazonas foi utilizado o software Hyper 

Chem™ Release 8.0.8. Windows. 
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4.4. Avaliação da atividade antibacteriana 

 As concentrações inibitórias mínima (CIMs) dos compostos sintéticos, dos 

antibióticos e do BrEt, foram determinadas em caldo nutritivo através da técnica de 

microdiluição, usando uma suspensão de c.a. 105 ²ufc/mL. As CIM dos compostos 

sintéticos, antibióticos, BrEt foram determinadas com concentrações variando de 

256μg/mL a 0,25μg/mL em (diluições seriadas ½). A CIM foi definida como a menor 

concentração que inibiu completamente o crescimento bacteriano (SMITH et al., 

2005). Para a melhor visualização do crescimento bacteriano após 24hs na estufa à 

37ºC, foi feito uso do corante resazurina (0,01%), adquirido na (Sigma-Aldrich). 

 

4.5. Avaliação da atividade moduladora da resistência à drogas 

 

Para a avaliação dos compostos sintéticos como agentes modificadores da 

atividade antibiótica (inibidores putativos de bomba de efluxo), a metodologia básica 

consiste na determinação da concentração inibitória mínima (CIM) dos antibióticos, na 

presença e na ausência do produto sintético (GIBBONS et al., 2003b). A concentração 

do produto é aquela correspondente a 1/4 da sua CIM (concentração sub-inibitória) 

(STAVRI et al., 2007).  Para a melhor visualização do crescimento bacteriano após 

24hs, foi feito uso do corante resazurina (0,01%). 

O brometo de etídio (BrEt), assim como a berberina foram utilizadas como 

controles positivos contra a linhagem SA-1199B, pois a resistência a estes inibidores 

está restrita ao sistema de efluxo, (KUMAR et al., 2008; STERMITZ, et al., 2000). A 

reserpina foi usado como controle positivo para bomba TetK. 

A perfloxacina por se tratar de uma quinolona hidrofóbica foi usada como 

controle negativo, por tratar de um fraco substrato para bomba NorA (MARQUEZ et 

al., 2005).   

4.6. Modelagem da Proteína de Resistência à Quinolona (NorA) 

Uma vez que a estrutura cristalográfica real da proteína NorA de S. aureus não 

foi desvendada, foi então produzido um modelo teórico baseado em similaridade da 

estrutura primária da NorA frente a outras estruturas cristalográficas de proteínas 

conhecidas. Assim, foi escolhida a seguinte sequência primária da proteína NorA de S. 

aureus, depositada no NCBI 

ReferenceSequence:NP_373905.1):MNKQIFVLYFNIFLIFLGIGLVIPVLPVYLKDLGLTG

SDLGLLVAAFALSQMIISPFGGTLADKLGKKLIICIGLILFSVSEFMFAVGHNFSVLMLSR

VIGGMSAGMVMPGVTGLIADISPSHQKAKNFGYMSAIINSGFILGPGIGGFMAEVSHR

MPFYFAGALGILAFIMSIVLIHDPKKSTTSGFQKLEPQLLTKINWKVFITPVILTLVLSFGL
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SAFETLYSLYTADKVNYSPKDISIAITGGGIFGALFQIYFFDKFMKYFSELTFIAWSLLYS

VVVLILLVFANGYWSIMLISFVVFIGFDMIRPAITNYFSNIAGERQGFAGGLNSTFTSMG

NFIGPLIAGALFDVHIEAPIYMAIGVSLAGVVIVLIEKQHRAKLKEQNM AKLKEQNM. Tal 

sequência foi então utilizada para produzir o modelo teórico da proteína NorA 

utilizando o software online SWISS-MODEL (BIASINI et al., 2014). 

O SWISS-MODEL busca por modelos estruturais através de testes de 

alinhamento realizados pelas ferramentas Basic Local Alignment Search Tool (Blast) 

(ALTSCHUL et al., 1997) ou HMM-HMM-based lightning-fast iterative sequence search 

(HHBlits) (REMMERT et al., 2012), que utilizam o banco de dados do SWISS-MODEL 

(SMTL) frente à sequência selecionada. Após alinhamento, as estruturas de maior 

similaridade foram escolhidas para a construção do modelo da proteína NorA através 

do alinhamento alvo-modelo via software ProMod-II (GUEX; PEITSCH, 1997). Este 

método consiste em copiar as coordenadas dos resíduos conservados no modelo em 

construção, depois as cadeias laterais são reconstruídas e então a geometria do 

modelo em construção é regularizada através do campo de força de cada resíduo. A 

escolha do melhor modelo é baseada em diferentes variáveis, sendo a mais notável o 

score QMEAN (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011). 

4.7. Métodos para estudo de Dockings Moleculares 

O modelo selecionado nos resultados do modelamento feito no WISS-MODEL foi 

dockado frente as moléculas ligantes da proteína NorA, sendo eles o antibiótico 

norfloxacino e a guanilhidrazona 13 que apresentou um dos melhores resultados nos 

testes in vitro.  

Para realização dos testes de docking molecular, foi utilizado o software 

AUTODOCK 4.2 (MORRIS et al., 2009), onde foram tratados o receptor (NorA) e os 

ligantes (norfloxacina, composto 13,), ambos no formato de arquivo „.pdb‟. 

 

a) Receptor: em todos os testes, o receptor foi 3wdo_nora.pdb (modelo teórico).  

b) Ligante: após carregado o ligante específico para cada teste, automaticamente 

foram identificadas as ligações rotáveis, carbonos aromáticos e adicionado 

cargas de Gasteiger; então a molécula foi salva na extensão .pdbqt. Esta 

extensão contém, além das coordenadas atômicas da molécula, sua carga 

parcial (q) e identificação „autodock type‟ para cada átomo (t). 

c)  Parâmetros da Grid Box: após a molécula 3wdo_nora.pdb ter sido 

identificada como a macromolécula do teste, automaticamente foram 

adicionadas cargas de Gasteister e identificação de átomos não-ligados à 

molécula, então foi salva na extensão .pdbqt. Após isto, as dimensões para a 
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grade (Grid Dimension) escolhidas como padforam o número de pontos em 40 

para os três eixos, espaçando de 0.603 angstrom e centro da caixa de grade 

de -29.984, 55.831 e 73.869 para os eixos X, Y e Z, respectivamente. Para o 

docking entre 3WDO e a norfloxacina os parâmetros escolhidos foram: Grid 

Dimension 40 para os eixos X, Y e Z, espaçando de 0.569 e centro da caixa de 

grade de -33.013, 56.749 e 70.798 para os eixos X, Y e Z. Então, o ligante 

estudado foi selecionado para os parâmetros da grade, onde esta foi salva na 

extensão .gpf. 

d) Autogrid: para realizar os cálculos do Autogrid, foi necessário utilizar o arquivo 

.gpf. Esse procedimento calcula mapas para os átomos do ligante estudado, 

mapa de dessolvatação e mapa eletrostático. 

e) Autodock: para realizar o procedimento de docking propriamente dito foi 

necessário identificar o receptor como a macromolécula rígida e o ligante 

específico estudado. No parâmetro de busca Genetic Algorithm (GA), todas as 

opções foram deixadas no padrão, exceto no número de voltas e no número 

máximo de indivíduos sobreviventes, alterados para 20 e 2, respectivamente. 

Feito isso, todos esses parâmetros foram salvos no tipo GA Lamarkiano em 

extensão .dpf. Por fim, o Autodock foi executado utilizando o arquivo recém 

criado. 

f) Análise: na análise dos resultados, as soluções geradas foram classificadas 

por melhor energia e estudadas por agrupamentos (clustering). Os complexos 

com melhores energias e conformações espaciais notáveis foram salvos em 

.pdbqt e então convertidos em .pdb. Para estudar/visualizar as interações 

moleculares de cada complexo gerado nos testes de docking moleculares, 

foram utilizados os softwares Pymol (DELANO, 2002) e Coot (EMSLEY et al., 

2010). 
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5.RESULTADOS 

5.1. Atividade antibacteriana  

 Neste estudo, uma nova série de guanilhidrazônicos foi testada frente a três 

cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) para determinar seu 

potencial como antimicrobiano e como possíveis inibidores de bomda de efluxo (EPIs) 

bacteriana. 

Os novos compostos guanilhidrazônicos exibiram CIM variando entre (16 à >256 

μg/mL) tabela 3. Com os compostos 10, 14 e 17 (CIM = 16, 16, 32 μg/mL 

respectivamente) apresentando melhor atividade antibacterina, sendo mais efetivas 

que os antibióticos padrão tetraciclina, eritromicina, norfloxacina (CIM = 64, >256, 128 

μg/mL respectivamente) para três linhagens testadas IS-58, RN4220 e AS-1199B. 

 

Tabela 3. Concentração inibitória mínima (CIM) das Guanilhidrazonas e antibióticos 

(µg mL) em linhagens de S.aureus. 

LogP  IS-58 (TetK) RN4220 

(MsrA) 

SA1199B 

(NorA) 

- 1.07 1 256 256 256 

0.54 2 128 128 128 

0.49 3 >256 >256 >256 

-1.25 4 >256 >256 >256 

-1.22 5 >256 >256 >256 

-1.25 6 >256 >256 >256 

-0.26 7 >256 >256 >256 

0.82 8 128 128 128 

-1.03 9 >256 >256 >256 

2.37 10 16 16 16 

0.15 11 >256 >256 >256 

0.32 12 256 256 256 

-0.42 13 >256 >256 >256 

1.37 14 16 16 16 

0.77 15 >256 >256 >256 

0.18 16 >256 >256 >256 
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0.32 17 32 32 32 

0.54 18 256 256 256 

1.37 19 64 64 64 

- Tetraciclina 64 - - 

- Eritromicina - >256 - 

- Norfloxacina - - 128 

 

O composto 19 (CIM = 64 μg/mL) mostrou atividade melhor apenas que 

eritromicina e norfloxacina e equipotente a tetraciclina. Estes resultados obtidos 

indicam que as estruturas moleculares mais lipofílicas apresentaram melhor atividade 

antimicrobiana. Os dois grupamentos alifáticos di-tert-butila presentes em (10) 

fornecem características de lipossolubilidade mais elevada a este protótipo com LogP 

= 2,37 (tabela 3). As fenilas presentes em (14) e (19) são grupos volumosos e que 

também fornecem características de lipofilicidade a estes isômeros constitucionais, 

apresentado LogP 1,37. Pode-se observar que em (19) há predominância do 

confômero anti em função do efeito orto-orto causado pelo grupo fenila, o que não 

ocorre em (14), isso pode ter favorecido a atividade inferior da molécula 19.  

A atividade antibacteriana também foi favorecida com a di-substituiçao 

observada ema 17 (3,4-dicloro), quando comparado com os compostos 

monosubstituídos (2, 3, 7, 8, 18). As substâncias detentoras de grupamentos polares 

como metoxila (4, 5, 6, 16), grupamentos hidroxila e ácido carboxílico (4, 6, 7, 11), ou 

heteroátomos mais eletronegativos como oxigênio e nitrogênio (1, 3, 9, 13), 

demonstraram-se pouco promissores, haja vista terem apresentado nenhuma 

atividade. Isto pode está relacionado a alta hidrofilia destes compostos, mostrado pelo 

seus baixos valores de LogP.  

Nos estudos de OLIVEIRA et al., (2012), foi evidenciado que atividade anti-

estafilocócica de N-acilhidrazônicos estava relacionado com a lipoficilidade dos 

compostos, de forma que a diminuição da lipofilicidade era seguida da diminuição da 

atividade antibacteriana.  

COUQUEIRO et al., (2014), apontam que o tamanho da cadeia lateral e as 

substituições no núcleo guanidínico parece ter um papel chave para a atividade 

antibacteriana. Isso pode ser atribuído ao fato que o aumento do tamanho da cadeia 

lateral diminui a habilidade do nitrogênio (imino da guanidina) como doador de elétron. 

O tamanho da cadeia lateral também serve como moduladores da afinidade lipídica, e 

portanto para a biodisponibilidade celular, então o aumento do tamanho ou número da 

cadeias lateral melhora a permeabilidade da membrana, mas também pode diminuir a 
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solubilidade aquosa ao ponto do composto se tornar insolúvel e portanto perca a 

atividade (APPENDINO et al., 2008). 

USUKI et al., (2006), relatam que o Nifimicim (Guanidilpoliol) (figura 10) é um 

antibiótico que realiza sua atividade antifúngica, via interação direta com fosfolipídeos 

da membrana plasmática através do grupamento alquila ligado a porção guanidina da 

cadeia lateral, indicando que tanto a hidrofobicidade do grupo alquila quanto a 

guanidina são requeridas para a atividade antibiótica. Este também é um 

antimicrobiano contra bactérias gram-positivas. 

 

Figura 10. Estrutura Nifimicin, mostrando a porção guanidina requerida para atividade 

antibiótica. Fonte: USUKI et al., 2006 

 

5.2. Atividade Moduladora da resistência à drogas 

As pesquisas por novos agentes antibacteriano envolvendo ensaios in vitro que 

tenha não apenas habilidade de inibir o crescimento bacteriano, mas também possua 

a capacidade destes compostos modificar a resistência a drogas em linhagens com 

bombas de efluxo (APPENDINO et al., 2008), tem se tornado uma nova alternativa no 

combate da resistência bacteriana. 

A modificação da resistência bacteriana foi avaliada em todas as cepas de 

S.aureus na presença e ausência dos compostos guanilhidrazônicos (1-19), quando 

foram adicionados no meio de crescimento na concentração subinibitória (¼ CIM). 

Conforme está apresentado na tabela 4, exceto o composto 11 todos os 

derivados guanilhidrazônicos, em diferentes proporções e graus de sensibilidade, 

foram capazes de potencializar a ação dos antibióticos-padrão, tornando-os 

novamente efetivos para o combate a S.aureus. 
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Tabela 4. CIM dos antibióticos na presença e ausência das guanilhidrazonas em S. 

aureus. 
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Como pode ser observado os antibióticos-padrão (tabela 4, linha 1), na 

ausência dos derivados guanilhidrazônicos não foram capazes de inibir o crescimento 

das cepas nas maiores concentrações avaliadas (CIM= >256, 128 e 64 μg/mL, 

respectivamente para cepas RN-4220, SA-1199B e IS-58), uma vez que as cepas 

avaliadas possuem genes que superexpressam os genes codificadores das 

respectivas proteínas de efluxo (MrsA, NorA e TetK), portanto, expulsando os 

antibióticos do interior celular, tornando-os completamente inefetivos. 

NorA é uma proteína que exporta uma série de drogas estruturalmente 

diferentes (GIBBONS et al., 2003).  O sistema NorA em S. aureus tem sido mostrado 

 CIM (µg/mL)   

 IS-58 RN-
4220 

SA-1199B  

Compos
tos 

Tetraci 
Clina 

Eritromi 
Cina 

Norflox
a 

cina 

Brometo 
de etídio 

Berbe 
rina 

Perflo
xa 

cina 
Sozinho 64 >256 128 32 >256 16 

+1 64 > 256 32 (4x)  8 (4x) 128 (4x) 16 

+2 64 > 256 16 (8x) 4 (8x) 128 (4x) 16 

+3 32 (x2) > 256 8 (16x) 1 (32x) 128 (4x) 16 

+4 64 > 256 64 (x2) 16(x2) 128 (x4)   16 

+5 64 > 256 64 (x2) 16(x2) 256 (x2) 16 

+6 64 > 256 64 (x2) 16(x2) 256 (x2) 16 

+7 128 > 256 64 (x2) 16(x2) 256 (x2) 16 

+8 64 > 256 16 (x8) 4(x8) 128 (x4) 16 

+9 64 256(2x) 16 (x8) 4 (x8) 128 (x4) 16 

+10 64 > 256 64 (x2) 32 (nm) >256(nm) 16 

+11 128 > 256 128(nm) 32 (nm) >256(nm) 16 

+12 64 > 256 16 (x8) 4(x8) 128 (x4) 16 

+13 64 > 256 8 (x16) 1(x32) 64 (x8) 16 

+14 64 > 256 32 (x4) 8(x4) 256 (x2) 16 

+15 64 > 256 32 (x4) 8(x4) 256 (x2) 16 

+16 32 (2x) 128 (4x) 16 (x8) 2(x16) 128 (x4) 16 

+17 64 > 256 8 (x16) 4 (x8) 256 (x2) 16 

+18 64 > 256 16 (x8) 2(x16) 128 (x4) 16 

+19 32 (2x) 128 (x4) 16 (x8) 4 (x8) 256 (x2) 16 

+ 
reserpina 

64 - - - - - 
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como o alvo para a maioria das descobertas, tendo uma série de sintéticos 

identificados como EPIs com as mais variadas estruturas (KOURTESI et al., 2013).  A 

identificação de inibidores efetivos de NorA e outras bombas de efluxo poderia 

restaurar a utilidade clínica dos substratos de bombas. 

Todos os derivados guanilhidrazônicos com exceção do composto 11 foram 

capazes de potencializar a ação do antibiótico norfloxacina para linhagem SA-1199B, 

levando a uma redução da CIM de até 16 vezes para norfloxacina na presença dos 

compostos 3, 13 e 17 (CIM= 8 μg/ mL), 8 vezes para 2, 8, 9, 12, 16, 18 e 19 (CIM= 16 

μg/ mL ), 4 vezes 1, 14, 15 (CIM= 32 μg/mL) e de apenas 2 vezes para 4, 5, 6, 7 e 10 

(CIM= 64 μg/mL) portanto apresentando para a maioria dos compostos como um 

possível EPI para NorA. 

De acordo com estes resultados ao contrário do que ocorreu com atividade 

antibacteriana, na modulação da resistência à drogas, a lipofilicidade dos compostos 

guanilhidrazônicos testados, não apresentou grande importância para sua atividade, 

visto que as moléculas com melhor fator de modulação de 16 e 8 vezes para linhagem 

SA-1199B continham em suas estruturas, grupos com carcaterísticas  mais 

eletronegativas (grupos retiradores de elétrons) tais como nitrogênio (nitrila), oxigênio 

como heteroátomo, cloro e bromo.  

SANGWAN et al., (2008), estudando análogos de piperina como potentes 

inibidores de NorA, verificou que com a introdução de substituintes retiradores de 

elétrons tal como a nitrila ligada a porção anilinil da molécula, potencializou a atividade 

moduladora tanto para ciprofloxacina quanto para o estudo do efluxo de BrEt (figura 

11a). VIDAILLAC et al., (2007b), também verificam a importânciado substituinte cloro 

nos derivados de pirrolo(1,2-a) quinoxalina, o qual aumentou a atividade modificadora 

de norfloxacina no sistema de efluxo NorA (figura 11b), assim também como o 

substituinte bromo presente no inibidor INF277, um análogo de piperidina (GERMAN 

et al., 2008), figura 11c. 

 

 

 

Figura 11a.  Análogo de piperina; 11b. Derivado Pirrolo  (1,2-a) quinoxalina;  11c. 

Análogo de Piperidina 

 

A B C 
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Os estudos de BRINCAT et al., (2011), também corroboram com nossos resultados 

quando o mesmo relata o potencial do composto 4-({[3-ciano-6-etill-4-(tri- fluorometill)-

5,6,7,8-tetrahidroquinolina-2-il]tio}metill)-ácido benzóico, na qual em sua estrutura está 

presente o aromático quinolina o qual é apontado como um potente inibidor de NorA, 

responsável por reduzir até 16 vezes a CIM de ciprofloxacina, assim como a guanil 

hidrazona 13. Vale ressaltar também que o antibiótico norfloxacina também apresenta 

em sua estrutura o anel quinolona, evidenciando desta forma a importância deste 

aromático (figura 14). 

NH  .HCl

NH2N
H

NN

 
 

Derivado 

Guanilhidrazona 

13 

 
 

Análogo de piperina 
 

Norfloxacina 

 

Figura 12. Inibidores de bomba de efluxo NorA como anel aromático quinolina 

 

A exceção do que foi comentado acima, o composto 19 com caráter um pouco 

mais lipofílico apresentando o radical 2-fenil em posição orto, potencializou efeito da 

norfloxacina em 8 vezes. O composto 14 com radical para-fenil obteve um fator de 

modulação menor de apenas 4 vezes, podendo ser assim um indicativo que posição 

para não é favorável para atividade deste composto em relação a posição orto. 

SEBATINI et al., (2008), mostrou a importância do radical fenil apara o coposto 3-fenil-

1,4-benzotiazina na atividade inibidora da proteína de efluxo NorA. 

Os grupos que menos contribuíram para atividade modificadora de antibióticos 

das guanil hidrazonas foram as metoxilas, hidroxilas, ácido carboxílico e di-tert-butila. 

O di-tert-butil presente no composto 10, sendo este o composto mais lipofílico 

da série avaliada neste estudo, mostrou uma redução de apenas duas vezes, 

indoportanto na contra-mão do que é relato na literatura, que descreve que um 

aumento da lipofilia incrementa a atividade modulatória. O mesmo pode ser observado 

com os compostos metoxilados. Para exemplificar, podemos citar flavonóides 

metoxilados que mostram atividade como inibidores do sistema de efluxo em S. 

aureus já descritos na literatura, onde a atividade pode está relacionada a lipofilicidade 

das metoxilas (STERMITZ et  al., 2002; SILVA. et al., 2009; MAIA et al., 2011). 

A lipofilicidade, portanto é uma característica comum de vários inibidores 

putativos de bomba de efluxo, e esta qualidade apontada por GIBBONS, (2004a), é 

provavelmente importante para facilitar sua solubilidade na membrana plasmática 
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bacteriana e na ligação às proteínas de efluxo, ou mesmo sua ligação a substratos da 

bomba (ZLOH et al., 2004), inibindo a remoção da droga.   

Como no presente estudo a lipofilicidade não está presente nos compostos 

mais ativos, a atividade modificadora antibiótica pode também está sendo favorecida 

pela porção guanidina das moléculas. Segundo SANTOS-FILHO, (1997), a principal 

característica estrutural, mostrada pelas guanilhidrazonas, é o terminal catiônico da 

guanidina, essa parte da estrutura pode ter grande importância nas propriedades 

microbianas apresentadas por esses compostos. 

Muitos antimicrobianos peptídicos policatiônicos ricos em argininas indica a 

importância da porção catiônica da guanidina para suas mais variadas atividades (LIU; 

WILSON, 2010) isso porque através das interações da guanidina com  grupos fosfatos 

presentes em fosfolipideos, ácidos nucléicos e proteínas fosforiladas (WOODS; 

FERRE, 2005; MANDELL et al., 2007) são mais estável, adquirindo uma organização 

espacial definida no meio biológico. 

A função guanidina é de fundamental importância no processo de 

reconhecimento molecular de proteínas e enzimas, onde por meio desta função se 

efetuam interações eletrostáticas e ligações de hidrogênio. (HANNON et al., 1993), 

sendo estas de extrema importância para ocorrer ligações entre fármacos e sítios 

ativos das proteínas, no caso as bombas de efluxo. 

Inibidores como acridinas, rodaminas, berberina e broeto de etídio têm sido 

extensivamente usados para reportar a atividade de bombas de efluxo em uma 

variedade de organismos incluindo bactérias e fungos (TEGOS et al., 2011). Sendo 

assim, a redução da CIM para BrEt e berberina, indicam que a modulação está 

associada à inibição do sistema de efluxo (STERMITZ, et al.,2000; KUMAR et al., 

2008) e foram então usados como controles positivos na linhagem SA-1199B (NorA).  

A redução da CIM para o BrEt e berberina (MIC= 32, >256 μg/mL 

respectivamente) (tabela 4) na linhagem SA-1199B (NorA), mostram que a atividade 

adjuvante do antibiótico norfloxacina pelos derivados guanilhidrazônicos se dá através 

da inibição dos sistemas de efluxo NorA.  Os compostos 3 e 13 levaram a uma 

redução da CIM de até 32 e 8 vezes para BrEt e berberina (CIM= 1 μg/mL e 64 μg/mL 

respectivamente). Apenas a guanilhidrazona 10 não modulou BrEt e berberina, 

levando a crer que a sua redução da CIM de duas vezes para norfloxacina ocorra por 

outro mecanismo, como inibição da topoisomerase IV. 

A linhagem SA-1199B (NorA) além de superexpressar a proteína de efluxo 

NorA, também apresenta uma mutação no gene grlA (topoisomerase IV subunidade 

A), conferindo um resistência por modificação do alvo, ao impedir a inibição da 

replicação do DNA pelas fluroquinolonas (KAATZ; SEO, 1997; PRICE et al., 2002; 

BRINCAT et al., 2011), ou seja esta linhagem apresenta dois mecanismo de 
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resistência, por bomba de efluxo e inibição da topoisomerase. Segundo os autores 

WALZER et al., (1994); EKELUND et al., (2001); CARUSO et al., (2014) a presença da 

porção catiônica do grupo guanidina, melhora a intercalação no DNA e a atividade 

inibidora de topoisomerase. 

A falta de modulação no controle negativo com perfloxacina também contribuiu 

para validar ainda mais os resultados destas guanilhidrazonas como inibidores de 

bomba de efluxo NorA. 

As guanilhidrazonas também mostraram redução da CIM para eritromicina de 4 

vezes na linhagem RN-4220 (MsrA) e de 2 vezes para tetraciclina na linhagem IS-58 

(TetK) (tabela 4). Em relação a estas linhagens que codificam as proteínas de efluxo 

específicas, TetK (IS-58) e MsrA (RN-4220), são poucos os inibidores apresentados 

para as mesmas.  

 Uma ampla diversidade estrutural dos inibidores para bombas MDR, sugere 

que os transportadores inibidos, tem uma baixa especificidade estrutural pelo 

reconhecimento substrato/inibidor (VANBAMVEKE et al.,2010), entretanto para 

bombas específicas como Tetk e MrsA isso não ocorre, apresentando desta forma 

uma maior dificuldade em encontrar potentes inibidores. 

A reserpina conhecida por potencializar a atividade da tetraciclina na linha 

linhagem IS-58 (Tetk) (GIBBONS; UDO, 2000), foi utilizado como controle positivo 

para Tetk. O resultado (tabela 4) mostrou que a reserpina não reduziu a CIM da 

tetraciclina, levando a considerar que exista um outro mecanismo atuante nesta 

linhagem. 

São conhecidos dois mecanismo de resistência para tetraciclina em 

Staphylococci: Efluxo mediado por bomba Tetk e proteção ribossomal, ambos 

genótipos podem ocorrer juntos em cepas MRSA (TRZCINSKI et al.,2000; ARDIC et 

al., 2005). 

Para a linhagem RN-4220 (MrsA) o efeito modulador de 4 vezes pode ser 

considerado importante, porque são poucos os moduladores que tem sido reportados 

para esta bomba. Existe uma discussão na literatura que a proteína MsrA 

provavelmente não seja uma bomba de efluxo (REYNOLDS et al., 2003). Este fato 

torna difícil discutir seus resultados. 

 LINA et al., (1999), relatam que a importância da bomba MrsA entre 

Staphylococcus aureus resistente aos macrolídeos parece limitado, uma vez que 

durante o seu estudo, a presença do gene MsrA foi detectado por apenas 2,1% do 

isolados de S. aureus resistentes a macrolídeos, lincosaminas, e/ou em ambas as 

estirpes (estreptogramina meticilina resistente e suscetível). Mesmo tendo passado 

tanto tempo da realização deste trabalho, isso pode ainda ser uma realidade, visto aos 

pouquissimos trabalhos que relatam da resistência por esta bomba em S. aureus. 
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Diante destes resultados expostos no referente trabalho, foi identificado pela 

primeira vez, o potencial destes novos derivados guanilhidrazônicos com relevante 

atividade moduladora da resistência a drogas em S. aureus. Tendo em vista a 

emergente resistência bacteriana e a constante necessidade de novas drogas capazes 

de minimizá-la, esses compostos se tornam possíveis candidatos na busca por 

inibidores de efluxo, em particular o sistema NorA. 

 

5.3. Modelagem da Proteína de Resistência à Quinolona (NorA) 

Para compreender melhor o potencial das guanilhidrazonas como inibidor da 

bomba de efluxo NorA, foi realizado estudos de modelagem e docking molecular da 

norfloxacina e do composto 13, sendo esta uma das moléculas de novos derivados 

guanilgudrazônicos de melhor atividade adjuvante do antibiótico norfloxacina.  

Então sabendo que a bomba NorA não teve sua estrutura revelada até então, a 

proposição de modelos teóricos se mostra como a boa alternativa para discutir sobre 

interações e identificação de sítios de diferentes moléculas. E o docking molecular é 

uma boa ferramenta para se construir modelos teóricos e podendo dar um bom 

suporte aos resultados dos testes in vitro apresentados aqui. 

A busca pelo modelo da proteína NorA através do SWISS-MODEL resultou no 

modelo YajR, da Major Transporter Superfamily (MFS), de E. coli (PDB: 3WDO) 

(JIANG et al., 2013). Os resultados para QMEAN4, GMQE, Identidade de Sequência, 

Similaridade de Sequência e Cobertura/Coverage foram -11, 0.51, 16.03, 0.29 e 0.95, 

respectivamente. 

O modelo gerado a partir da estrutura 3WDO apresentou conformação muito 

similar à estrutura original de E. coli, onde a estrutura secundária foi preservada 

variando apenas os resíduos de aminoácidos constituintes da proteína NorA. 

Superficialmente, como esperado, a porção externa central de ambas as estruturas 

apresentaram grande densidade de resíduos hidrofóbicos, sugerindo sua localização 

transmembrana enquanto que suas extremidades apresentaram boa densidade de 

cargas: a porção periplasmática do modelo gerado apresentou maior densidade iônica. 

Já a porção citoplasmática, dado menor número de resíduos de aminoácidos, não 

apresentou o domínio C-terminal (figura 13).  

Além dos melhores valores observados para o modelo 3WDO, é importante 

destacar o transportador YajR corresponde à mesma família da proteína NorA: „Major 

Facilitator Superfamily‟ (MFS) (JIANG et al., 2013). Esses dados deram maior suporte 

para que este modelo fosse o escolhido para os testes de docking moleculares, o qual 

foi intitulado de 3wdo_nora. 
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Figura 13. Apresentação tridimensional da estrutura cristalográfica 3WDO (roxo) sobreposta ao 

modelo 3wdo_nora (verde). Representação da estrutura secundária (a); e superfície 

eletrostática de 3WDO (b, c) e 3wdo_nora (d, e). Resíduos catiônicos (azul), aniônicos 

(vermelho) e hidrofóbicos (branco). 

 

Como observado na figura 13, apesar da mesma construção da conformação 

terciária, diferenças superficiais notáveis foram encontradas entre a estrutura 

cristalográfica 3WDO (JIANG et al., 2013) e o modelo gerado a partir dela, o 

3wdo_nora. Isso foi dado pelas diferenças entre os resíduos componentes da estrutura 

primária de cada proteína. Considerando a funcionalidade de ambas as proteínas, 

substituições na região do canal intramolecular constituem importantes diferenças para 

os tipos de moléculas transportadas. Sendo assim, substituições dos resíduos de 

aminoácidos Phe21, Met25, Met28, Met121, His225, Phe144, Met340 e Gln347 da 

estrutura 3WDO pelos resíduos Ile12, Phe16, Ile19, Thr113, Ser215, Ile136, Gly329 e 

Thr336 no modelo 3wdo_nora, respectivamente, fizeram com que este último 

apresentasse maior volume espacial no canal intramolecular.  

Vale destacar a exposição da cadeia lateral do resíduo Ile15 (3wdo_nora), 

substituído por Arg24 (3WDO), que, além de permitir o aumento do volume do canal, 

permite ainda possíveis interações com porções alongadas de determinadas 

moléculas. Quanto à polaridade dos canais, ambos apresentaram majoritariamente 

resíduos hidrofóbicos, salve os resíduos Glu222, Asp307 e Arg310 em 3wdo_nora e 

His215, Glu318 e Gln347 em 3WDO. Segundo Nargotra et al., (2007), a 

caracterização tridimensional in silico da estrutura Nora este é um transportador 

transmembranar de 12 segmentos helicoidais, intercalados com ciclos hidrofílicos de 

tamanhos variados, apresentam dois locais de ligação putativos constituídos por uma 

bolsa hidrofóbica central e um bolso periplasmático, sendo estes os pontos de ligação 

preferencial para as interações, NorA-inibidores da bomba e NorA-substratos. 
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5.4. Dockings Moleculares 

5.4.1. Docking da norfloxacina com bomba NorA 

Os testes de docking moleculares realizados entre o modelo da bomba de 

efluxo NorA resultaram em 5 agrupamentos. O agrupamento de melhor energia de 

ligação apresentou seis soluções com energias -6,99 à -6,89. Ao analisar as 

estruturas, foi possível observar que a norfloxacina interagiu com os lobos N e C-

terminal da NorA, através da piperazina e carboxila, respectivamente. A solução de 

melhor resultado apresentou estabilizações hidrofóbicas da quinolona e piperazina 

através das cadeias laterais dos resíduos Ile15, Phe16, Ile19, Met109 e Ile136. As 

interações polares foram observadas na estabilização do anel de piperazina entre o 4-

nitrogênio da piperazina e a cadeia lateral do resíduo Gln51 numa distância de 3,07Ǻ e 

oxigênio da cadeia lateral do resíduo Met107 a 3,32Ǻ. Já o radical cetona, foi 

estabilizado pela cadeia lateral do resíduo de Arg310 por uma ponte de hidrogênio de 

2,88Ǻ, enquanto que a carboxina da norfloxacina foi estabilizada também pela Arg310 

por duas pontes de hidrogênio de 3,19Ǻ e 3,30Ǻ, além de mais duas pontes formadas 

pela cadeia lateral do resíduo de Asn340 a 2,86 e 3,28Ǻ de distância (figura 14). 

 

Figura 14. Representação da interação entre 3wdo_nora e norfloxacina para as melhores 

soluções do primeiro agrupamento (A). Resíduos da proteína e estrutura da norfloxacina 

representados em branco e verde, respectivamente. Átomos de oxigênio, nitrogênio e flúor 

apresentados em vermelho, azul e ciano, respectivamente. Pontes de hidrogênio apresentadas 

em roxo e interações hidrofóbicas, em amarelo. 

Apesar de não apresentar uma ponte de hidrogênio para o átomo de flúor, a 

interação observada nessas soluções apresentou certa semelhança com a solução 

cristalográfica da bomba de eflux de P. furiosus, da família MATE. Nesta, o sítio da 

norfloxacina apresenta também pontes de hidrogênio que estabilizam seu radical ácido 

através dos resíduos Tyr37, Asn180 e Thr202, seu radical cetona e átomo de flúor são 

estabilizados pela Gln34 e seu nitrogênio-para do anel de piperazina pelo oxigênio 

principal do resíduo Asn53 (TANAKA et al., 2013). 
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5.4.2. Docking composto 13 com bomba NorA 

O docking molecular realizado entre o modelo da proteína NorA e o composto 

13 apresentaram soluções coesas, com apenas dois agrupamentos. No primeiro, as 

onze soluções geradas apresentaram energia de ligação de -6,62 à -5,99, todas 

projetadas para dentro da cavidade formada pelas α-hélices do lobo N-terminal.  

Analisando este agrupamento estruturalmente, a solução de melhor energia 

(roxo) apresentou o composto 13 estabilizado por interações hidrofóbicas entre seu 

radical quinolina e cadeias laterais dos resíduos Ile12, Ile15, Phe16, Ile19 e Met109, 

enquanto que as interações polares contaram com a participação dos oxigênios das 

cadeias principais dos resíduos Ile15 (3,10 e 3,20Ǻ), Gly101 (2,85Ǻ) e Met107 (2,72Ǻ) 

– destaca-se a proximidade da cadeia lateral do resíduo Gln51, a uma distância de 

3,74Ǻ do radical guanidina do composto 13. Apesar de essa conformação apresentar 

melhor energia de ligação entre o complexo, a quarta solução de melhor energia de 

ligação (verde) (-6,45) apresentou uma interação mais estável. Nesta, além das 

interações entre a quinolina e os resídulos Ile12, Ile15, Phe16 e Met109, foi observada 

ainda a estabilização da cadeia lateral do resíduo Ile136; enquanto que as interações 

polares foram em maior número, formadas entre a guanidina e os oxigênios das 

cadeias principais dos resíduos Ile15 (3,12Ǻ), Gly101 (3,07Ǻ) e Met107 (3,11Ǻ), além 

da participação da cadeia lateral do resíduo Gln51, com pontes de hidrogênio de 3,22 

e 3,37Ǻ.   

Vale salientar ainda, a proximidade da guanidina do resíduo Arg310 da 

proteína com o nitrogênio da estrutura da quinolina do composto 13, separados por 

uma distância de 5,57Ǻ, onde uma molécula de água poderia estabelecer uma ponte 

entre tais átomos, fortalecendo ainda mais a interação do complexo (figura 15). 

 

Figura 15. Representação da interação entre 3wdo_nora e o composto 13 para o 

primeiro agrupamento. Átomos de oxigênio e nitrogênio apresentados em vermelho e azul, 

respectivamente. Interações hidrofóbicas apresentadas em amarelo, e pontes de hidrogênio 

apresentadas em roxo. 
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A acomodação da guanidina desses compostos na projeção do canal presente 

no lobo N-terminal se mostrou como essencial para garantir o bloqueio da bomba 

NorA. Esse bloqueio se deu graças a oxigênios das cadeias principais de alguns 

resíduos da proteína, como Ile15 e Met107 ambos compartilhados com o sítio da 

norfloxacina mais o oxigênio da cadeia principal do Gly101. Este resíduo foi 

considerado como o decisivo para fortalecer a competição do composto 13 contra a 

norfloxacina, pois ele garante não só maior estabilidade para a guanidina comparada à 

norfloxacina, mas também minimiza a hidrofibicidade do referido canal. Dessa forma, a 

guanidina se mostrou como uma porção essencial para o efeito modulador do 

antibiótico norfloxacina em S. aureus, como mencionado anteriormente. 

Os docking moleculares entre a NorA e os seus ligantes norfloxacina e o 

compostos 13 apresentaram informações interessantes. Uma essencial informação foi 

a de uma provável competição pelo mesmo sítio ativo da bomba NorA (figura 16). 

Estes resultados podem ser fundamentais para explicar os testes biológicos 

realizados, que mostraram o aumento da atividade da norfloxacina frente S. aureus. A 

competição pelo mesmo sítio da bomba NorA favorece a permanência do antibiótico 

dentro da célula, o que aumenta seu poder deletério para as bactérias. Esta 

competição pode ser justificada também pelo compartilhamento dos resíduos Ile15, 

Phe16, Ile19, Gln51, Ile136 e Met107. 

 

 

Figura 16. Representação da competição pelo mesmo sítio entre a norfloxacina e compostos 

guanilhidrazônicos  na bomba NorA. Estrutura da norfloxacina (verde), 13 (roxo). NorA 

representada por suas estruturas secundárias e lobos N (verde) e C-terminal (ciano). 

 

Já foram detectados outros inibidores de bomba de efluxo que atuam por 

mecanismo competitivo, como por exemplo o dipeptídeo de amida (PAβN) na 

superfamília RND. O PaβN pode reconhecer e ligar-se ao sítio do substrato ou 

alternativamente através de impedimento estérico, pode prejudicar a ligação do 
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antibiótico ao seu sítio de afinidade. O PAβN foi avaliado contra as cepas de AcrAB-

TolC em vactérias gram-negativas (K. pneumoniae, E. coli, S. typhimurium, e E. 

aerogenes)  (KOURTESI et al., 2013). 

Diante destes resultados, os estudos de docking moleculares realizados entre a 

proteína NorA e a guanilhidrazona 13 se mostraram essenciais para entender melhor, 

como possivelmente se deu a inibição desta bomba de efluxo pelas as referidas 

moléculas obtidos nos testes realizados in vitro. 
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6. CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho pode-se concluir que: 

 Apenas os compostos 10,14 e 17 apresentaram atividade superior aos 

antibióticos padrão norfloxacina, eritromicina, tetraciclina (CIM = 64, >256, 

128 μg/mL respectivamente) para três linhagens testadas IS-58, RN4220 e 

AS-1199B de S.aureus; 

 Foi verificado que a lipofilicidade é um fator importante para a atividade 

antibacteriana deste compostos, e que os compostos mais lipofílicos 

apresentam melhor perfilantibacteriano; 

A modificação da resistência bacteriana avaliada com os derivados 

guanilhidrazônicos mostrou: 

 Todos os derivados guanilhidrazônicos com exceção do composto 11, 

foram capazes de potencializar a ação do antibiótico norfloxacina para 

linhagem SA-1199B (NorA), apresentando os compostos 3, 13 e 17 (CIM= 

8 μg/ mL) uma redução de até 16 vezes; 

 A presença dos grupos: nitrila, quinolina, cloro e fenila nas moléculas 

candidatas a inibidora de bomba de efluxo se mostrou importante para 

atividade moduladora no sistema de efluxo, em particular para a cepa AS-

1199B que superexpressa a bomba de efluxoNorA; 

 A lipofilicidade não se mostrou um fator primordial para atividade 

moduladora. Provavelmente a porção básica da guanidina presente nas 

moléculas é a porção responsável pela atividade modulatória; 

 Para a linhagem IS-58 (TetK) apenas os compostos 3, 16 e 19 foram 

capazes de potencializar a ação do antibiótico tetraciclina em 2 vezes. 

Entretanto o mecanismo de ação para esta linhagem não está totalmente 

resolvido; 

 Para a linhagem RN-4220 (MrsA) apenas os compostos 9, 16 e 19 foram 

capazes de potencializar a ação do antibiótico eritromicina em 4 vezes. 

Esses resultados também são relevantes visto que raras são as 

substâncias capazes de inibir a bomba MrsA; 

 Com os estudos de docking foi possível observar que o provável 

mecanismo de ação atuante na atividade moduladora pelas 

guanilhidrazonas testadas, como mostrada pelo composto 13, é competitivo 

ou seja tanto o antibiótico norfloxacino quanto composto 13 apresentam o 

mesmo sítio de ligação para bomba de fluxo NorA. 

Estes resultados demonstraram que derivados guanilhidrazônicos apresentam 

grande potencial em ser putativos inibidores dos sistemas de efluxo bacterianos, em 

especial para estirpes de S. aureus. 
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APÊNDICE A - PATENTE 

TÍTULO: “DERIVADOS GUANILHIDRAZÔNICOS COMO POTENCIALIZADORES DA 

AÇÃO ANTIBIÓTICA POR AÇÃO MODULADORA DE BOMBAS DE EFLUXO”  

DIA DE DEPÓSITO: 19 DE DEZEMBRO 

N° DEPÓSITO: BR 102014033128-0 

Resumo 

A presente invenção apresenta o uso de derivados Guanilhidrazônicos como 

potencializadores da ação antibiótica por ação moduladora de bombas de efluxo. 

Todos os derivados foram capazes de potencializar a ação para o antibiótico 

norfloxacina, (cepa SA-1199B), provocando redução da CIM de até 16 vezes, ate 4 

vezes para eritromicina na cepa RN-4220 e duas vezes para tetraciclina na cepa IS-

58. Estes resultados demonstram pela primeira vez o potencial que esses compostos 

têm em ser putativos inibidores dos sistemas de efluxo bacterianos, sendo esses 

portanto, uma possível fonte de adjuvantes de antibióticos. 
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Abstract 

Objectives: The goal of this study was to evaluate new guanylhydrazone derivatives as NorA 

efflux pump inhibitors, using Staphylococcus aureus SA-1199B, in docking molecular studies. 

Methods: The minimum inhibitory concentrations (MICs) of the antibiotic, and ethidium bromide 

were determined by microdilution assay in both the absence and presence of sub-inhibitory 

concentrations of various guanylhydrazones. The bio-informatic software Swiss-Model and 

Autodock 4.2 were respectively used to perform the modeling and docking studies. Results: All 

of the guanylhydrazone derivatives tested were able to potentiate the antibiotic action of 

norfloxacin, and cause 16-fold and 32-fold MIC reductions for ethidium bromide. The molecular 

docking studies showed that both norfloxacin and compound 13 are recognized by the same 

binding site on the NorA pump, suggesting a competitive mechanism. Conclusions: The 

present work demonstrated for the first time that guanylhydrazone compounds show the 

potential to be NorA efflux pump inhibitors, as shown by both molecular docking and in vitro 

studies, and thus a potential tool for antibacterial drug development. 

Keywords: Bacterial resistance, efflux pump inhibitor, Guanylhydrazones, Guanidine. 
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1. Introduction  

The emergence of drug resistance in different species of bacteria is a growing cause of 

concern 1. These bacteria include strains of Staphylococcus aureus that are resistant to 

vancomycin 2 , and also to the recently discovered linezolid 3, which is often considered “the last 

line of defense” against multidrug resistance (MDR) S. aureus strains.  

Among the MDR efflux pumps present in this species, NorA, which belongs to the Major 

Facilitator Superfamily (MFS) is considered representative, and the most efficient of the MDR 

systems in Gram-positive bacteria. In particular, the NorA protein confers resistance to a wide 

range of structurally unrelated antibiotics and antiseptics such as acridines, ethidium bromide, 

pentamidine, or more importantly, the hydrophilic fluoroquinolones, an important class of broad-

spectrum antimicrobials with potent activity 4, 5, 6. 

 The structural biology data of NorA are still undetermined. However, through sequence 

homology studies and the sharing of various substrates with other MDR pumps, the hypothesis 

that NorA may have a large hydrophobic binding site 7 has gained acceptance. This peculiarity 

could explain MDR pumps‟ broad specificity for substrates. 

 Even though new methods of treatment have been developed, or are about to be made 

available, the restoration of clinical antibacterial efficacy (against which resistance has 

developed), remains an important goal. One of the promising fields for improving the 

effectiveness of antimicrobial agents is combining them with efflux pump inhibitors (EPIs). This 

expands the usefulness of existing antibiotics, and reduces the emergence of resistant mutant 

strains 8.  

 Efforts are underway to generate new antibacterial agents capable of circumventing drug 

efflux by synthesizing compounds that are poor pump substrates, or to identify compounds that 

reduce or block efflux pump activity 9. 

 Among these compounds, as a class, the guanylhydrazones may well become a source 

for new candidates to develop alternatives to antibiotics, and to combat bacterial resistance. 

Guanylhydrazones represent a class of compounds containing an amidine group (guanyl), 

connected to a hydrazone moiety 10. Along with the biological potency of these molecules come; 

antihypertensive 11, 12, antidiabetic 13, antineoplastic 14, 15, antitubercular 16, antimalarial, anti-

Leishmania, antifungal, antibacterial, and anti-HIV activities 17, 18, 19.  

The goal of this research was to evaluate a new array of guanylhydrazones as NorA 

efflux pump inhibitors in Staphylococcus aureus resistant to methicillin (MRSA), and to conduct 

molecular docking studies.  
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 2. Materials and Methods 

 2.1. Chemistry 

 The guanylhydrazone derivatives (1-19) involved in this study were previously 

synthesized by reaction of the appropriate aldehyde with aminoguanidine hydrochloride in 

refluxing 95% ethanol. The guanylhydrazones were isolated after cooling to room temperature, 

being washed, or recrystallized using an appropriate solvent. Structural characterization of the 

products is described elsewhere 20, 21. 

The stock solutions of the compounds were prepared in DMSO solutions where, at its 

highest final concentration after dilution in broth (4%), no bacterial growth inhibition occurred 22. 

LogP was calculated in the HyperChem™ software Release 8.0.8 Windows. 

 

2.2. Biological assays 

2.2.1. Bacterial strains 

The S. aureus strain used, SA-1199B, over expresses the NorA gene encoding the NorA 

efflux protein, which extrudes hydrophilic fluoroquinolones and other drugs such as DNA-

intercalating dyes. The strain, kindly provided by Professor  Simon Gibbons (University of 

London), was maintained on blood agar base slants (Laboratory Difco Ltda., Brazil). Prior to use, 

the cells were grown overnight at 37 °C in brain heart infusion broth (BHI–Laboratory Difco 

Ltda., Brazil). 

2.2.2 Antibiotics and nucleic-acid binding (NAB) compounds 

All antibiotics were prepared according to NCCLS guidelines 23. The stock solution of 

ethidium bromide was prepared in distilled water. All compounds were obtained from Sigma-

Aldrich. 

 

2.2.3. Susceptibility tests 

The minimum inhibitory concentrations (MICs) of the antibiotics, ethidium bromide, and 

guanylhydrazone derivatives were determined by microdilution assay using a suspension of ca. 

105 cfu/mL and drug concentrations in the range of 256 – 0,25 µg/mL (two-fold serial dilutions). 

MIC is defined as the lowest concentration at which no growth is observed. Guanylhydrazone 

compounds were evaluated as NorA efflux pump inhibitors based on their effects on MICs of the 

antibiotic and ethidium bromide, in the presence and absence of guanylhydrazones at 

subinhibitory concentrations and corresponding to ¼ of their own MICs 24. 

All experiments were carried out at least twice with consistent results.  
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2.3. Molecular Studies 

2.3.1. NorA Modeling 

In order to find the structural determinants of the norfloxacin site, we used the S. aureus 

NorA pump primary sequence, taken from the Reference Sequence NP_373905.1 to produce its 

hypothetical three-dimensional structure on SWISS-MODEL software 25. Monomer A, of the 

crystal structure of the E. coli (PDB 3WDO) YajR transporter 26, was selected as the template for 

molecular docking, according to the HMM-HMM-based lightning-fast iterative sequence search 

(HHBlits) tool (QMEAN4: -11; GMQE: 0.51; seq. identity: 16.03; seq. similarity: 0.29; coverage: 

0.95). The NorA model was constructed by the program ProMod v.3.7 27. 

To perform the molecular docking; compound 13 (having better antibiotic modifying 

activity in the SA-1199B strain), was chosen for use as a binder, in order to find the degree of 

affinity of the compound towards the receptor NorA efflux pump. 

 

2.3.2. Molecular Docking 

In order to find structural insights, best modifying activity antibiotic in SA-1199B strains 

compound 13 and norfloxacin were used to perform Molecular Dockings on NorA efflux pump 

using Autodock 4.2 28. Receptor preparation was carried out using model generated by SWISS-

MODEL software where was add hydrogen atoms and Gasteiger charge to entire molecule. 

Autogrid was carried out for the preparation of the grid map, where a grid box was 40-40-40 Ǻ 

npts, spacing was 0.603Ǻ and grid center was -29.984, 55.831 e 73.869 to x, y and z-axis. 

Ligand preparation was set out with flexible bonds at maximum to both compounds. Further, 

Autodock (protein-rigid and ligand-flexible) were performed using Genetic Algorithm (GA) in 

standard configuration, with number of GA runs and maximum number of individuals survive at 

20 and 2, respectively. Best pose of each docking calculation was selected and analyzed using 

PyMol.
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3.. Results 

3.1 Antibiotic susceptibility test 

 The guanylhydrazones derivatives 1-19 did not display relevant antibacterial 

activity for most of the compounds at the tested concentrations, showing MICs ranging 

from 16 to >256 µg/ml. Only compounds 10, 14 and 17 (MIC = 16, 16, 32 mg/L, 

respectively) showed greater bacteriostatic effect  than the standard antibiotic 

norfloxacin. Concerning modulatory activity, (compounds 1-19 were added to the 

growth medium at sub-inhibitory concentrations), we observed that the corresponding 

MIC was reduced by at least two-fold, (and up to 16-fold and 32-fold for norfloxacin and 

ethidium bromide, respectively) (Table 1). As shown below, only compound 11 

presented no modifying activity. 

Please insert here table 1. 

 

Table 1. Chemical structures and LogP of guanylhydrazones and Minimum Inhibitory 

Concentrations (MICs) of antibiotics, and ethidium bromide (BrEt) against S. aureus 

strain SA-1199B, in the presence and absence of guanylhydrazones derivatives. 

 

2 Modeling Studies 

 The NorA efflux pump model presented a conformation quite similar to the 

original YjaR structure, preserving the secondary structure but varying for amino acid 

constitutions, and positions. Excluding the conserved transmembrane domain present 

in both, the NorA model presented higher ionic amino acid residue in the periplasmatic 

domain, and no intracellular C-terminal domain (Figure 1). 

Please insert here figure 1. 

Figure 1. Three-dimensional presentation of the crystal structure 3WDO (purple) 

superimposed the generated model NorA (green). Representation of the secondary 

structure (a); the electrostatic surface 3WDO (b, c); the electrostatic surface the 

generated model NorA (d, e) cationic residues (blue), anionic (red), and hydrophobic 

(white). 

 

3.3 Molecular Docking Studies 

In molecular docking studies both norfloxacin and compound 13 were localized 

in the same site: center position in the N-lobe (Figure 2a). Norfloxacin docking 

presented a binding energy of -6.99 kcal/mol with hydrophobic interactions of 

quinolone, and piperazine on the side chains of the residues I15, P16, I19, M109 and 

I136, and polar interactions on Q51 (3.07 Ǻ), M107 (3.32 Ǻ), R310 (2.88, 3.19 and 3.30 

Ǻ), and on the N340 (2.86 and 3.28 Ǻ) residue of the NorA pump (Figure 2b). 
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On the other hand, the best docking pose, compound 13 presented a binding 

energy of -6.62 kcal/mol, and was stabilized by hydrophobic interactions between the 

quinoline moiety and residue side chains I12, I15, P16, I19 and M109. For polar 

contacts, we observed interactions with residues I15 (3.10 and 3.20 Ǻ), G101 (2.85 Ǻ), 

and M107 (2.72 Ǻ). It is important to note that there was a proximity of the side chain of 

residue Q51 (3, 74 Ǻ) with the guanidine portion of compound 13 (Figure 2c). Although 

the binding energy of the NorA/norfloxacin complex was somewhat better, the inhibition 

constant of compound 13 was 1.87 times stronger than norfloxacin. 

Please insert here figure 2a, 2b and 2c. 

Figure 2. Presentation of NorA /norfloxacin and NorA/13 dockings. (a) Ribbon 

representation of both poses shows competition for the same site (a) and the 

characterization of both norfloxacin (b), and compound 13 (c) sites. Polar contacts 

presented in purple dotted dashes. Image generated by PyMol. 

 

4. Discussion 

Using in vitro assays when searching for new antibacterial agents (that have the 

ability not only to inhibit bacterial growth but also to modify drug resistance in strains 

with efflux pumps29, has become a new alternative in combating bacterial resistance. 

The antibacterial results for the SA-1199B strain, obtained by compounds 10 

and 14 can be explained by increased lipophilicity, due to lipophilic substitutions such 

as di-tert-butyl for compound 10 and phenyl for compound 14. Accordingly, both 

presented higher respective LogP values: 2.37 and 1.37. Although compound 17 

presented a lower value; the di-chloride-substitution (3, 4-di-chloro) favored its activity. 

The size of the side chains, as well as substitutions on the guanidine nucleus both 

seem to play key roles in antibacterial activity 30, probably acting as membrane lipid 

affinity modulators 29
. 

Unlike their antibacterial activity, the guanylhydrazone compounds showed a 

potent efflux pump inhibitory activity. Compounds 3, 13, and 17 provided the best 

MIC‟s, (reducing norfloxacin‟s MIC by 16-fold), (table 1). This potent activity can be 

explained by the presence of electron withdrawing groups such as nitrile, quinoline, 

and chlorine. These groups have already been noted in the literature as playing a key 

role in other structures with potent NorA inhibitory activity 31, 32, 33. It is likely that the 

guanidine moiety of the compounds also plays a vital role in their antibiotic adjuvant 

activity. The guanidine terminal of the guanylhydrazones may be an important feature 

of the antimicrobial properties expressed by these compounds 34, 35. In accordance with 

this, the molecular dockings demonstrated that the guanidine group of compound 13 

projects to the N-Lobe of NorA; allowing a hydrogen bond with the main chain oxygen 

of residue G101 (Figure 2c). This is an important factor for inhibitory activity. 
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Less active guanylhydrazone contributing group substitutions were identified as 

carboxylic acid (compound 11), di-tert-butyl (compound 10), hydroxyl  and methoxyl ( 

compounds 4, 5, 6 and  7) which promoted no (or low) MIC reductions for norfloxacin 

(2-fold) (table 1). These substitutions may also present unfavorable interactions due 

the hydrophobicity of NorA‟s site formed by lateral chains I15, P16, M109, and I136 

(Figure 2b and 2c). 

The NorA efflux protein is documented as a specific substrate for ethidium 

bromide (DNA-intercalating dye) and is also the only known resistance mechanism 

against it 36, 37. Therefore, we tested ethidium bromide against the SA-1199B strain to 

demonstrate that the evaluated guanylhydrazone derivatives modulate norfloxacin 

resistance by means of NorA inhibition. On the other hand, perfloxacin, a hydrophobic 

quinolone, is a poor substrate of the NorA efflux pump so it was used as a negative 

control 38, 39. Thus, the reductions in MIC for ethidium bromide (and not for perfloxacin) 

(Table 1) reinforce the idea that guanylhydrazones are putative inhibitors of the NorA 

efflux system. 

In accordance with our molecular docking studies, both the substrate 

norfloxacin and compound 13 recognize the same binding site of the protein NorA, thus 

implying inhibition, by a competitive mechanism. Previous docking studies of NorA and 

reserpine show a similar site to that observed in present study; sharing P16, Q51 and 

R310 residues of the NorA pump 40, and the NorA/norfloxacin complex (presented 

here), was quite similar to the crystallographic structure of the MATE multidrug efflux 

pump 41. 

Once guanylhydrazones bind to NorA‟s active site, they prevent antibiotic 

extrusion, increasing its concentration inside the cell, and consequently its deleterious 

effects. This was observed 16-fold for norfloxacin and 32-fold for ethidium bromide in 

the in vitro assays (Table 1). It has been detected with other efflux pump inhibitors that 

act by competitive mechanism. Such has been proposed; that dipeptide amide (PAβN) 

is itself an RND superfamily competitive substrate. It seems that PAβN may recognize 

and bind to the substrate pocket specific to the potentiated antibiotics. Alternatively, 

due to a proximal binding site, the EPI may also generate steric hindrance, impairing 

the antibiotic binding at its affinity site. PAβN has been validated against the AcrAB-

TolC in a variety of Gram-negative pathogens (K. pneumoniae, E. coli, S. typhimurium, 

and E. aerogenes) 42. 

These results demonstrate for the first time that these compounds have the 

potential to be putative inhibitors of the NorA efflux pump. The molecular docking 

studies provided support for the in vitro data presented here, being a good tool to 

elucidate the interactions between guanylhydrazone compounds and the NorA protein. 
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5. Conclusion 

 

 The guanylhydrazone derivatives showed no effective antibacterial activity, 

except for the compounds 10, 14 and 17 (with norfloxacin activity being better). For 

bacterial resistance modification, evaluated in the SA-1199B strain, all of the 

guanylhydrazone derivatives except compound 11 inhibited the NorA efflux pump; 

making the antibiotic norfloxacin once again effective to combat Staphylococcus 

aureus.  The molecular modeling involving NorA inhibition showed that 

guanylhydrazone inhibitors all act on the same norfloxacin binding site; and that the 

guanidine molecular groupings affect NorA pump inhibition. The results are important 

towards developing focused adjuvants for antibiotic drug therapies against bacterial 

multidrug resistance. 
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Table 1. Chemical structures and LogP of guanylhydrazones and Minimum Inhibitory 

Concentrations (MICs) of antibiotics, and ethidium bromide (BrEt) against S. aureus 

strain SA-1199B, in the presence and absence of guanylhydrazones derivatives. 

      

 
 

 MIC (mg/L) 

 
   

Compounds Structures of 
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LogP Norfloxacin BrEt Perfloxaci
n 

 
Alone _ _ 128 32 16 

+1 

 

-1.07 32 (4x)ª 8 (4x) 16 

+2 

 

0.54 16 (8x) 4 (8x) 16 

+3 
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Figure 1. Three-dimensional presentation of the crystal structure 3WDO (purple) 

superimposed the generated model NorA (green). Representation of the secondary 

structure (a); the electrostatic surface 3WDO (b, c); the electrostatic surface the 

generated model NorA (d, e) cationic residues (blue), anionic (red), and hydrophobic 

(white). 

 

 

 

Figure 2. Presentation of NorA /norfloxacin and NorA/13 dockings. (a) Ribbon 

representation of both poses shows competition for the same site (a) and the 

characterization of both norfloxacin (b), and compound 13 (c) sites. Polar contacts 

presented in purple dotted dashes. Image generated by PyMol. 

 


