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RESUMO

InfeccBes bacterianas constituem um grande problema de satde em todo o mundo, o qual
é agravado pela resisténcia aos antibacterianos. A busca por novos agentes vem sendo um
desafio e os produtos naturais tém sido fonte de descobertas de novas substancias
bioativas. A curcumina exibe destaque por suas propriedades terapéuticas, entretanto com
algumas limitacGes em sua estrutura. Nesse contexto, a simplificagdo molecular pode
conduzir analogos mais potente. Portanto, para esse trabalho, uma série de curcuminoides
monocetdnicos foram planejados, sintetizados, caracterizados e investigados contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de importancia clinica. Foram sintetizados 14
compostos, dentre eles 13 totalmente inéditos na literatura. Os analogos foram
caracterizados por RMN de *H e RMN de *3C, os valores de log Po/w foi entre 1,55 a
3,36, com grau de pureza de 95,9 a 99,0%, o que confirma que a estrutura planejada foi
formada. Entre a série, 0 andlogo GRM12 obteve acdo de amplo espectro pois exibiu
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas com valores de CIM de 3 a
60 uM. Outro fator importante foi a agdo contra cepas resistentes, inclusive muitas delas,
resistente a varias classes de antibidticos. O GRM12 exibiu uma CIM de 1 a 79 uM, valor
igual ou proximo a tetraciclina, somente contra P. aeruginosa (ATCC 27453) o GRM12
foi fracamente ativo com uma CIM 1.000 puM. No estudo in silico, foi analisado padrdes
fisico-quimicos do GRM12, o que é crucial para molécula em fase experimental. Neste
mesmo ensaio utilizamos a plataforma computacional (SwissTargetPrediction) para
elucidar possiveis mecanismo de acdo, no qual projetou forte interagdo com protease,
enzima apagadora e quinase bacteriana. Com essa investigacdo esclarecemos pontos
justificaveis a CIM tdo baixo. No ensaio de permeacdo de membrana 0 GRM12
apresentou 75% de dano a membrana de S. aureus (ATCC 29213), o0 que pode associar
acdo desse andlogo na ruptura da membrana bacteriana. Em teste de citotoxidade in vivo
para Galleria mellonella, o GRM12 ndo demonstrou toxidade nas concentragdes testadas,
contribuindo no seguimento para outros ensaios. O biofilme é um mecanismo desafiador
para inser¢do de antibioticos convencionais por decorréncia da sua matriz muito bem
organizada, tornando rigido a sua erradicacao, entretanto o GRM12 foi capaz de inibir o
biofilme formado em 50% contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas tendo uma
acdo bacteriostatico contra a biomassa. Em contrapartida, a curva de morte bacteriana
provocada pelo GRM12 foi igual ou menor aos farmacos, como vancomicina e
tetraciclina, validando o GRM12 a um candidato promissor para futuros ensaios. Dentre
a série de curcuminoides monocetdnicos, outros compostos foram fortemente ativos. O
GRMO01, obteve atividade contra H. pylori (ATCC43526) com uma CIM 44 uM, GRMO03
e GRM11 apresentaram atividade antibacteriana contra H. pylori (ATCC43526) e a cepa
resistente MRSA (ATCC BAA44) com CIM entre 39 e 177 uM, respectivamente.
Portanto, conclui-se que a simplificacdo molecular ocasionou curcuminoides ativos,
corroborando o potencial da curcumina como um protétipo no planejamento de
substancia com competéncias antibacterianas. Um analogo com caracteristica de amplo
espectro em sua bioatividade e padrdes minimos predefinidos para viabilizar um futuro
candidato a farmaco.

Palavras-chave: Curcumina, curcuminoide, sintese, antibacteriano, membrana
bacteriana, antibiofilme, citotoxidade.



ABSTRACT

Bacterial infections are a major health problem worldwide, compounded by resistance
to antibacterials. The search for new agents has been a challenge and natural products
have been the origin of discoveries of new bioactive substances. Curcumin stands out
for its therapeutic properties, but with some limitations in its structure. In this context,
molecular simplification can lead to more potent analogues. Therefore, for this work, a
series of monocarbonyl curcuminoids was designed, synthesized, characterized and
investigated against Gram-positive and Gram-negative bacteria of clinical importance.
The 14 compounds were synthesized, among them 13 completely unpublished in the
literature. ThelH NMR and 13C NMR characterized the analogs, and the log Po/w
values were between 1.55 to 3.36, with a purity degree of 95.9 to 99.0%, which
confirms that the structure plane was formed. Among the series, the GRM12 analog
obtained broad-spectrum action, exhibiting activity against Gram-positive and Gram-
negative bacteria with MIC values from 3 to 60 uM. Another relevant factor was the
action against resistant strains, including many of them, resistant to several classes of
antibiotics. GRM12 exhibited a MIC of 1 to 79 uM, equal to or close to tetracycline,
only against P. aeruginosa (ATCC 27453) was GRM12 weakly active with a MIC of
1000 pM. In the in silico study, physicochemical patterns of GRM12 were analyzed,
which is crucial for a molecule in the experimental period. In this same assay, we used
the computational platform (SwissTargetPrediction) to elucidate possible mechanisms
of action, in which it projected a strong interaction with protease, eraser enzyme and
bacterial kinase. With this investigation, we explain points that are justifiable for such a
low MIC. In the membrane permeation test, GRM12 showed 75% damage to the
membrane of S. aureus (ATCC 29213), which may associate the action of this analogue
in the rupture of the bacterial membrane. In an in vivo cytotoxicity test for Galleria
mellonella, GRM12 did not demonstrate toxicity at the tested concentrations,
contributing to the follow-up of other assays. The biofilm is a challenging mechanism
for the insertion of conventional antibiotics due to its very well organized matrix,
making its eradication rigid, however, the GRM12 was able to inhibit the biofilm
formed by 50% against Gram-positive and Gram-negative bacteria having a
bacteriostatic action against biomass. In contrast, the bacterial death curve caused by
GRM12 was equal to or lower than drugs such as vancomycin and tetracycline,
validating GRM12 as a promising candidate for future trials. Among the series of
monocarbonyl curcuminoids, other compounds were strongly active. GRMO01, showed
activity against H. pylori (ATCC43526) with a MIC 44 uM, GRM03 and GRM11
showed antibacterial activity against H. pylori (ATCC43526) and the MRSA resistant
strain (ATCC BAA44) with MIC between 39 and 177 uM, respectively. Therefore, it is
concluded that molecular simplification leads to active curcuminoids, corroborating the
potential of curcumin as a prototype in the design of a substance with antibacterial
competencies. An analog with a broad spectrum characteristic in its bioactivity and
predefined minimum standards to enable a future drug candidate.

Keywords: Curcumin, curcuminoid, synthesis, antibacterial, bacterial membrane,
antibiofilm, cytotoxicity.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1 Estruturas da parede celular de espécies bacterianas Gram-negativas e Gram-
POSTEIVAS. ...ttt sttt ettt e ettt e bbbt bt b e e e 38
CAPITULO II

Figura 1. Substancia majoritaria dos Rizomas de Curcuma longa..........c.cccceecervevrennnne, 51
Figura 2. Planejamento estrutural dos andlogos monocetdnicos...........ccocevrerevrerernnnn. 58
Figura 3. Gréfico representativo BOILED - EQQ.....cccceveereniriienenine e 71
Figura 4. Principais classe-alvos de agdo para 0 GRM12...........ccccoviiiiinicienccnn 72
Figura 5. Microscopia de fluorescéncia da membrana citoplasmatica, barra de escala
Sum com ampliagao de T00X......cuiiiiiiiiiieeeiie e e e e e 75
Figura 6. Porcentagem de permeabilidade células com membranas danificadas............ 76
Figura 7. Efeito do GRM 12 sobre o biofilme de S. aureus resitente a meticilina.......... 78

Figura 8. Efeito da vancomicina sobre o biofilme de S. aureus resitente a meticilina....78
Figura 9.Efeito do GRM 12 sobre o biofilme de S. aureus suscetivel a meticilina........ 79

Figura 10. Efeito da tetraciclina sobre o biofilme de S. aureus suscetivel a meticilina..79

Figura 11. Efeito do GRM 12 sobre o biofilme de Enterococcus faecium................... 80
Figura 12. Efeito da tetraciclina sobre o biofilme de Enterococcus faecium................. 80
Figura 13. Efeito do GRM 12 sobre o biofilme de Escherichia coli resistente............... 81
Figura 14. Efeito da tetraciclina sobre o biofilme de Escherichia coli resistente........... 81
Figura 15. Efeito do GRM 12 sobre o biofilme de Klebsiella pneumoniae.................... 82
Figura 16. Efeito da tetraciclina sobre o biofilme de Klebsiella pneumoniae................. 82

Figura 17. Avaliacdo da cinética de morte do GRM 12 nas concentragdes 1x e 2x CIM e
a vancomincina para S. aureus suscetivel a meticilina no periodo de 24 horas.............. 84

Figura 18. Avaliacdo da cinética de morte do GRM 12 nas concentragdes 1x e 2x CIM e
a vancomincina para S. aureus resistente a meticilina no periodo de 24 horas............. 84

Figura 19. Avaliacdo da cinética de morte do GRM 12 nas concentragdes 1x e 2x CIM e
a tetraciclina para Enterococcus faecium no periodo de 24 horas..........c.ccccovvevveiiecnnnne. 85

Figura 20. Avaliacdo da cinética de morte do GRM 12 nas concentragdes 1x e 2x CIM e
a tetraciclina para Escherichia coli no periodo de 24 horas...........ccccoceeveveivecce e, 85

Figura 21. Avaliacdo da cinética de morte do GRM 12 nas concentracfes 1x e 2x CIM e
a tetraciclina para Klebsiella pneumoniae no periodo de 24 horas.............ccceeveveiveennenn. 86



CAPITULO Il

APENDICE |

Figura 1. Espectro de RMN *H do composto GRMO01 (600 MHz; DMSO-d) ............. 119
Figura 2. Espectro de RMN **C do composto GRMO01 (150 MHz; DMSO-d) ............ 120
Figura 3. Espectro de RMN *H do composto GRMO02 (600 MHz; DMSO-d) ............. 121
Figura 4.Espectro de RMN *C do composto GRM02 (150 MHz; DMSO-d) .............. 122
Figura 5. Espectro de RMN *H do composto GRMO03 (600 MHz; DMSO-d) ................ 123
Figura 6. Espectro de RMN *3C do composto GRMO03 (150 MHz; DMSO-() ............... 124
Figura 7. Espectro de RMN *H do composto GRMO04 (600 MHz; DMSO-d) ................ 125
Figura 8. Espectro de RMN **C do composto GRM04 (150 MHz; DMSO-d) ............. 126
Figura 9. Espectro de RMN *H do composto GRMO05 (600 MHz; DMSO-d) ................ 127
Figura 10. Espectro de RMN **C do composto GRMO05 (150 MHz; DMSO-d) ............. 128
Figura 11. Espectro de RMN *H do composto GRMO06 (600 MHz; DMSO-d) ............. 129
Figura 12. Espectro de RMN **C do composto GRM06 (150 MHz; DMSO-d) ............. 130
Figura 13. Espectro de RMN *H do composto GRM07 (600 MHz; DMSO-d) ........... 131
Figura 14. Espectro de RMN *3C do composto GRM07 (150 MHz; DMSO-d) .......... 132
Figura 15. Espectro de RMN *H do composto GRMO08 (600 MHz; DMSO-d) ........... 133
Figura 16. Espectro de RMN *3C do composto GRM08 (150 MHz; DMSO-d) .......... 134
Figura 17. Espectro de RMN *H do composto GRMO09 (600 MHz; DMSO-d) ........... 135
Figura 18. Espectro de RMN *C do composto GRMO09 (150 MHz; DMSO-() ........... 136
Figura 19. Espectro de RMN *H do composto GRM10 (600 MHz; DMSO-q) ............ 137
Figura 20. Espectro de RMN *H do composto GRM11 (600 MHz; DMSO-d) ............. 138
Figura 21. Espectro de RMN **C do composto GRM11 (150 MHz; DMSO-d) ........... 139
Figura 22. Espectro de RMN *H do composto GRM12 (600 MHz; DMSO-q) ............ 140
Figura 23. Espectro de RMN *3C do composto GRM12 (150 MHz; DMSO-) ............ 141
Figura 24. Espectro de RMN *H do composto GRM13 (600 MHz; DMSO-d) ............. 142
Figura 25. Espectro de RMN **C do composto GRM13 (150 MHz; DMSO-d) ............. 143

Figura 26. Espectro de RMN *H do composto GRM14 (600 MHz; DMSO-q) ............ 144



Figura 27. Espectro de RMN **C do composto GRM14 (150 MHz; DMSO-) ............. 145
Figura 28. Cromatograma de CLAE da GRMOL @ 254NM.......cccoiiiiniiiniieiine s 146
Figura 29. Cromatograma de CLAE da GRMO02 @ 254NM.........ccccooriiiiiiiinnieieieeies 147
Figura 30. Cromatograma de CLAE da GRMO03 @ 254NM........ccooiininininiieiieeneens 148
Figura 31. Cromatograma de CLAE da GRMO04 @ 254NM.........ccccooiiiiiiiiiinnecienecens 149
Figura 32. Cromatograma de CLAE da GRMO05 8 254NM.........cccocviininiinicienenenns 150
Figura 33. Cromatograma de CLAE da GRMO06 @ 254NM.........cccceriiinineiineiineseees 151
Figura 34. Cromatograma de CLAE da GRMO7 8 254NM.........cccoomiiiiiniincireneneenns 152
Figura 35. Cromatograma de CLAE da GRMO08 @ 254NM...........cccoovviiiieinienniecieenn, 153
Figura 36. Cromatograma de CLAE da GRMO09 a 254NM........ccooiiiiinieniiniinineeieneenns 154
Figura 37. Cromatograma de CLAE da GRM11 @ 254NM........cccccoviriiniiniiiieiiienns 155
Figura 38. Cromatograma de CLAE da GRM12 & 254nM..........ccccoeviinenciinicncnes 156
Figura 39. Cromatograma de CLAE da GRM13 @ 254NM.........ccccccveiieienneinciesiie e, 157
Figura 40. Cromatograma de CLAE da GRM14 a 254NM........ccccccooeviveieiiennsieesne e 158
Figura 41. Espectrometria de massa GRMOL..........cccccveiiiieiiiiiiece e 159
Figura 42. Espectrometria de massa GRMO2Z............cccveveeiieiiiieiiece e 159
Figura 43. Espectrometria de massa GRM 03...........ccoooeviviriieienieieese e 160
Figura 44. Espectrometria de massa GRM O4............ccocoviviiiiieieesece e 160
Figura 45. Espectrometria de massa GRM 05..........ccccocviviiiieie i 161
Figura 46. Espectrometria de massa GRM 06............ccccovverieeieiiesieiie e 161
Figura 47. Espectrometria de massa GRM 07.........ccccooceviviiicieiie e 162
Figura 48. Espectrometria de massa GRM 08............ccccvvviiieiieiieiice e 162
Figura 49. Espectrometria de massa GRM 09...........ccccviviiicieies s 163
Figura 50. Espectrometria de massa GRM 10...........cccccovvviiicieiieiiie e 163
Figura 51. Espectrometria de massa GRM 11..........ccccccoviiiicieiiiicce e 164

Figura 52.

Espectrometria de massa GRM 12...........ccccooeiiiieiiiie e e 164



CAPITULO |

LISTA DE ESQUEMA
I

Esquemal. Sintese de curcuminoides monocetdnico monossubstituido

dissubstituido



LISTA DE TABELA

CAPITULO II

Tabela 1. Analises de coeficiente de particdo entre n-octanol e &gua (log Po / w), pureza
€ MASSA MOIAT........coieeee e e 60

Tabela 2. Andlise in silicio de classe-alvo pela plataforma (SwissTargetPrediction) ...62

Tabela 3. Determinagdo de Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (MBC) estdo em M para cada composto contra as bactérias

L= €U0 LSS 64
Tabela 4. Determinacdo de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) em pM.................. 65
Tabela 5. Determinagdo de Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) em uM em bactérias
(=R 1 (5] ] (1 TSSOSO 65
Tabela 6. Preditivos in silico (SWisSADME) para GRMI12..........ccccooeoiininneeiencie e 69

Tabela 7. Estrutura de intermediario e curcuminoides monocetdniCos. ..........covevceveene... 92



LISTA DE GRAFICO

CAPITULO Il

Gréfico 1. Ensaio de citotoxidade em diferentes concentragdes do curcuminoide
monoceténico (GRM12) e clorexidina (CHX) na viabilidade de células de queratindcitos
(HaCat). Os resultados sdo expressos como MEdias £ D.......ccccvvvvevevierercriesieerieie e 87

Gréafico 2. Ensaio de toxidade em diferentes concentracbes do curcuminoide
monocetdnico GRM12 em Galleria mellonella...........cccccoooveieeeieiiie e, 88



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADME: Absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecéo
ATP: Adenosina trifosfato

BH: Barreira hematocenfalica

CGN: Curcuminoide nitrofuranico guaiacolico

Clso: Concentracdo inibitoria para 50%

CIM: Concentracdo inibitéria minima

CIMgo: Concentracéo inibitoria para 90%

DMSO-d6: Dimetilsulfoxido hexadeuterado

EMA: European Medicines Agency

FOA: Faculdade de Odontologia de Aracatuba

GI: Gastrointestinal

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

LAQ: Laboratorio de Antibioticos e Quimioterapicos
Log Po/w: Logaritmo do coeficiente de particdo n-octanol/water
MDR: Multidrug Resistant

MSSA: Staphylococcus aureus suscetivel

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
P-gp: Glicoproteina P

PSA: Superficie polar

REMA: Ensaio de microtitulacao resazurina

RMN- H!: Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

RMN- C*3: Ressonancia magnética nuclear de carbono Treze

TPSA: Area de superficie polar topolégica



Sumario

CAPITULO I

1. INTRODUGAO. ...t sass s es s seasasn s s enessennens 18

1.1 Aspectos gerais dOS MICrOrganiSIMOS. ........ccuerueruerrirenteriareeees et se e e e 18
1.2 RESIStENCIA DACTEITANA. .......cvevieirieieeieieeeiee ettt eneeas 22

REFERENCIAS. ..ottt ettt s 26

CAPITULO II

1. INTRODUGAO. .....c.ooiieiceeeeeeeeeeeee e saes s s sa s en s sennes 34
1.1 Agédo Antimicrobiana da Curcumina e Curcuminoides..........cccocvververeresenesenennnns 34
1.2 Mecanismo antibacteriano da CUrCUMING..........cccovereeieiieiesieeiie e e see e 37
2. PLANEAMENTO MOLECULAR. ...ttt 40
. OBIETIVOS. ...ttt e e st te e ae et ae e e raeennees 41
3L GBIAL .ttt 41
BTN L <o | T OSSR 42

4. RESULTADOS E DISCUSSAO........coiioieieieeeieeees s es s esesieseniesass s 42
L R @ LU 111 o or VSRR UUROSTOURRPRPRR 42
4.1.2. Relacdo de log P in silico (SwissADME) e Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(O A SO PRTOTSPR 42
4.2 Atividade DIOIOQICA. .........cccecieiiiicce e s 44
4.2.1 Classe-alvo in silicio antibacteriano dos curcuminoides monocetonicos............... 44
4.2.2 Atividade antiDaCteriaNa.........cceeveiireiiiesiie st 45

4.3 Propriedades in silico: fisico-quimicas, drug-likeness e farmacocinéticas obtidas pelo

SWISSADME A0 GRIMIL2.......cooiiiiieiectiet sttt ettt st e 51
4.3.1 Investigacdo in silicio pelo SwissTargetPrediction de mecanismo de acdo para
GRIML2.....e et ettt ettt sttt b bttt r bt n e et e 55
4.3.2 Ensaio de Permeabilidade de Membrana com Sthaphylococcus aureus (ATCC
20213 ittt ettt Rt s et R Rt R Rt ekt bt en b Re et en b nenrenean 57
4.3.3 Ensaio de AntiDIOTIME......ccoiiiiie s 60
4.3.4 CINELICA U8 MOITE.....eivieieie ettt ettt e st sbe e sre e ereas 66
4.4 Teste de CITOTOXICIAAUE. ......ccveeieiiiee e 69

4.4.1 Ensaio em células queratindcitos (HACat) ..........ccceveieeiiecie i e 69



4.4.2 Citotoxidade Galleria MEHONEIIAL ... ... e 70

5. CONCLUSAOD.......ooiiriiiriiniississiies sttt 72
6. PROCEDIMENTO ESPERIMENTAL.....cciiiii e 73

6.1 QUIMICO...c.eiieitiie sttt ettt et ettt et e e et e s e are s e ere e e enee e eneas 73
6.1.2 Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN) e Cromatografia de gel
permeacao em SephadeX ® LH20.. ..o 76
6.1.3 Coeficiente de particdo (n-octanol/agua) medido pelo método Cromatografia liquida
de Alta EFICIENCIA (CLAE) ...c.uiiiiieieiie ettt e s e 76
6.2 Ferramenta COMPULACIONAL .........c.oiiiiiiiii i s 77

6.3 Procedimentos DIOIOQICOS. .........cueiviieiiie e s 77
6.3.1 Cepas microbianas padrao e condigdes de CreSCIMeNtO........cccvevvvreereereeresiesennnens 77
6.3.2 Triagem dos compostos quanto a atividade antibacteriana............cccccvcvevverveinnnen, 78

6.3.3 Atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (BAA

44) - MRSA e Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina (ATCC 6538) — MSSA.....79
6.3.4 Atividade antibacteriana contra cepa de H. pylori (ATCC43526) ........ccccoveverunenen, 80
6.3.5 Atividade antibacteriana contra cepa resistente Gram-positivas e Gram-negativas
......................................................................................................................................... 80
6.4 Ensaio de permeacdo em membrana de Staphylococcus aureus (ATCC29213) ......81
6.5 ENSaio antiDIOTIME. ..o s 82
6.6 CINALICA DACTEITANG. ... evivieieiie it st 84
6.7 Ensaio toxicidade contra queratinocitos humanos (HaCaT)........c.cccccevvevvivecrecnennen, 85
6.7.1. Ensaio de toxicidade contra Galleria mellonella............ccccooeiviiiinicincnice, 85
REFERENCIA. .....ccooittiteeis ittt sttt 87

CAPITULO Il

APENDICE ..ottt bbbt s 101
1. DAd0S de ESPECIIOSCOPIA. ... .eivierieirieeiie et e ie et eee et et e et st erbe e ese e e e e s e e sraeeraeenaes 102



Capitulo |




1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais dos microrganismos

As bactérias sdo organismos unicelulares simples e procariontes, pois nao
possuem nicleo definido, nem organelas membranosas. Elas podem ser classificadas de
acordo com seu aspecto morfolégico como: Coco, bacilo, espirilo, espiroqueta, bactéria
apendiculada e filamentosa (BEGG & DONACHIE, 1985; POINDEXTER,1981,;
STACKEBRANDT & WOESE, 1979; HEDLUND et al., 1996; TAMAMES et al., 2001).

Com relacdo a identificacdo das espécies, é possivel observar uma gama de
caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas que diferenciam esses microrganismos como:
Forma, enddsporo, flagelos, corpos de incluséo, cor, dimensdes, crescimento em varias
temperaturas, valores de pH, concentragdes de soluto ou condi¢Ges atmosféricas,
exemplo: Aerobio e anaerdbico, desenvolvimento a presenca de varias substancias, como
agentes antimicrobianos, metabolizacdo de compostos e atividade enzimatica (VAN
DAMME et. Al., 1996; MAKI et al., 2000; MACNAB, 2003).

Os principais componentes bacterianos sdo parede celular, membrana
citoplasmatica, nucleoide, citoplasma, plasmideo e ribossomo. Procariontes constituem o
Reino Monera, algumas espécies causam doencas e outras sdo importantes para equilibrio
ecoldgico e de relevancia industrial (WHITAKER, 1969; WOESE et al., 1990; MAKI et
al., 2000; BARCO et al., 2020). A parede celular dos organismos procariotos é constituida
por peptideoglicano, um polissacarideo derivado de dois monossacaideos, N-
acetilglicosamina e acido N-acetilmuranico, além dos aminoacidos, L-alanina, acido D-
glutdmico e L-lisina dividindo as bactérias em dois grupos: Gram-positiva e Gram-
negativa, que podem ser diferenciadas por meio da técnica de coloracdo de Gram (GRAM
1884; SCHLEIFER e KANDLER, 1972; VOLLMER et al., 2008).

Nas bactérias Gram-negativas contam com uma protecdo extra, a
lipopolissacarideo (LPS), formada por fosfolipideos e proteinas, corando-se rosa pela
coloracdo de Gram (SCHLEIFER; KANDLER, 1972; GRAM, 1884; SNIJDER et al.,
1999; RAETZ; WHITFIELD, 2002; GRONOW; BRADE, 2001).

Na membrana externa, o LPS atua como uma ancora hidrofobica e desempenha
uma func¢éo importante como forma de prote¢do com uma ampla cadeia de polissacarideo
constituida pelo O-antigeno e nucleo interno, lipidio A (RAETZ; WHITFIELD, 2002;
GRONOW; BRADE, 2001).
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As bactérias Gram-negativas sdo envolvidas por duas membranas, interna e
externa, separadas pelo periplasma, um compartimento celular aquoso, sendo mais
Vviscoso que o citoplasma, o que permite as bactérias Gram-negativas captar enzimas
degradantes que sdo potencialmente prejudiciais a célula (MULLINEAX et al., 2006).

O LPS e seus componentes séo sintetizados no citoplasma em unidades separadas
e transportados até a parte externa da membrana pelo transportador ABC (RAETZ;
WHITFIELD, 2002). As proteinas destinadas ao periplasma ou membrana externa sdo
sintetizadas de forma precursora com uma sequéncia de sinal no amino terminal, essa
sucessédo de sinal direciona para translocagdo do citoplasma (DRIESSEN e NOUWEN,
2008).

O meio de transporte e catalise realizado por Escherichia coli na membrana
interna, ocorre por meio de proteinas translocase formada pelo complexo SecA, usando a
forca proton-motriz e adenosina trifosfatase (ATPase), no qual impulsiona a reacdo de
translocacdo formando um sistema chamado SecYEG (BERG et al., 2004; ZIMMER et
al. 2008; SANGANNA et al., 2019).

Essa interacdo de SecA se dissocia do SecYEG apos a hidrélise de ATP e se une
ao citoplasma e pode juntar-se a ciclos de translocacdo adicionais. Todo esse processo
dindmico continua até que a estrutura polipeptidica completa passe pelo canal membranal
(GOURIDIS et al., 2013; BAUER et al 2014; YOUNG e DUONG, 2019).

Portanto, com relacao ao trafico e integracdo da membrana interna e externa ainda
existem alguns pontos a serem compreendidos. Contudo a integracdo de transporte entre
as membranas € utilizada uma sinergia de proteinas periplasmaticas que realizam esse
transporte (MATSUYAMA et al.,1995; TANAKA et al., 2001).

As subunidades de proteinas de superficie, como pili, sdo direcionadas e montadas
por meio de vias especificas de chaperonas (KLEMM; CHRISTIANSEN, 1990;
THANASSI et al., 1998). O gene imp esta presente em uma ampla grama de bactérias
Gram-negativas e envolvida em proteina da biogénese do envoltorio celular, sendo
essencial para viabilidade celular (SAMPSON et al. 1989; BRAUN; SILHAVY, 2002).

Os Omps sdo genes que codificam as porinas de membrana externa, essas
proteinas transmembranares sdo responsaveis pela difusdo de pequenos metabdlitos,
como: mono e dissacarideos e aminoacidos por meio da membrana. As OmpF e OmpC

sdo caracteristicas em E.coli e as OmpK35, OmpK36 e OmpK37 em Klebsiella
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pneumoniae (COWAN et al. 1992; SIMOES, 2013). As chaperonas trabalham para evitar
0 dobramento incorreto ou agregacdo de proteinas inativas para microrganismo, um
exemplo: As proteinas periplasméaticas que contém ligacBes dissulfeto, recorrem a
dissulfeto oxidase periplasmatica produzida pela proteina DsbA para o dobramento
correto. Na falta de DsbA, a protease periplasmatica/chaperona DegP codificada pelo
gene HtrA pode substituir e evitar esse dobramento incorreto (SPIESS et al. 1999; TAN
et al., 2004). Em bactérias Gram-negativas, a incorporacdo de pontes dissulfeto ocorre no
compartimento periplasmatico, organizada pela maquinaria Dsb, que é bem caracterizada
em E. coli (HATAHET et al. 2014; KADOKURA & BECKWITH, 2010).

Em bactérias Gram-positivas a parede celular € composta por uma camada bem
espessa de peptideoglicano e algumas espécies apresentam o &cido diaminopimélico
(DAP) e outra lisina em vez de DAP. Essa camada formada por ligacGes cruzadas e por
uma curta ponte de interpeptidica, acidos teicoicos no qual estdo ligados nos acidos
lipoteicoicos e ancorados aos grupos de cabeca dos lipidios da membrana, essa estrutura
coram - se de roxo pelo processo de coloracédo de Gram (SCHLEIFER; KANDLER, 1972;
GRAM, 1884; NEUHAUS, 2003; VOLLMER et al., 2008).

Os organismos Gram-positivos ndo contém camada externa, como 0s Gram-
negativos, contudo para conter proteinas extracelulares, elas precisam apresentar
elementos que as retém dentro ou perto da membrana. Algumas bactérias, contém
proteina em hélices e outras em ancoras lipidicas inseridas na membrana, podendo estar
ligadas covalentemente, uma fortemente ao peptidoglicano ou aos &cidos teicoicos
(SCOTT e BARNETT, 2006). Os acidos teicdicos sdo polimeros anidnicos longos,
compostos em grande parte de repeticdes de fosfato de glicerol, fosfato de glicosil ou
ribitol. Esses polimeros podem compor mais de 60% da massa da parede das bactérias
Gram-positivas se tornando importantes para a estrutura e fisiologia bacteriana
(NEUHAUS, 2003).

Ha dois tipos de acidos teicoicos, os &cidos teicoicos de parede que estdo
acoplados ao peptidoglicano e os &cidos lipoteicoicos que estdo sustentados a membrana
celular (NEUHAUS, 2003). Os &cidos teicoicos tém uma parcela de participacdo na
massa da parede celular e sua funcao é variada, dependo da espécie. Por serem anidnicos

e se ligam aos cétions, desempenham o papel de estabilidade de cétions, essa rede de
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cations e acidos teicdicos de parede influenciam na rigidez e na porosidade da parede
celular (MARQUIS et al. 1976; COLLINS et al. 2002).

Em cepas de Staphylococcus aureus, a composicdo de proteinas expressas de
superficie pode mudar radicalmente dependendo das condi¢cbes ambientais ou de
crescimento, refletindo um papel importante da parede celular na adaptacdo ao meio
(POLLACK e NEUHAUS, 1994).

Muitas dessas proteinas de superficie, chamadas adesinas estdo ligadas por meio
de interacOes ibnicas ndo covalentes ao peptidoglicano ou acidos teicoicos, outras estdo
ligadas covalentemente a peptideos-tronco dentro das camadas de peptidoglicano
(DRAMSI et al., 2008). As enzimas sortases que sdo as responsaveis por catalisar a reagdo
de transpeptidacdo nos precursores do peptidoglicano, a qual ocorre em duas etapas.

A primeira etapa envolve um nucledfilo no sitio ativo da sortase que ataca a amida
entre a treonina e a glicina assim produzindo intermediarios covalentes, no qual o amino-
terminal da proteina substrato € ligada na enzima. Na segunda etapa, o ramo de glicina
do peptideo-tronco entra no sitio ativo e o terminal amino nucleofilico do ramo de glicina
ataca o intermediario acil-enzima, reintegrando a enzima e formando uma ligagédo
modificada que € incorporada ao precursor peptidoglicano (DRAMSI et al., 2008;
ARRAFFINI et al., 2006). Outra caracteristica das bactérias Gram-positivas sdo 0s
peptideos de hastes ramificados que desempenham uma variedade de funcGes, atuando
principalmente como sitio de ligacdo para proteinas ligadas covalentemente, o que

influencia na resisténcia aos antibioticos f-lactamicos (CHAMBERS 2003).

Figura 1. Estruturas da parede celular de espécies bacterianas Gram-negativas e Gram-

positivas
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5. CONCLUSAO

A simplificacdo molecular da curcumina gerou compostos com potenciais
bioativos. Foram sintetizados 14 analogos, dentre estes 13 inéditos na literatura, sendo
todos identificados por RMN de *H e RMN de *C. Analisados por CLAE que determinou
um coeficiente de particdo entre n-octanol e adgua (log Po / w) obtendo um log P que
variou de 1,55 a 3,36, valores dentro dos padrdes permissiveis de permeacdo e niveis de
pureza que variam de 95,9 a 99,0%, comprovando sua eficiéncia na bioatividade.

Dentre os compostos testados, o andlogo GRM12 exibiu potencial de amplo
espectro, com agdo antibacteriana com valores de CIM entre 3 a 60 UM e contra cepas
resistentes 1 a 79 UM, com excecéo da P. aeruginosa (ATCC 27453) comuma CIM 1.268
M. Nas predigdes in silico obteve-se resultados e pardmetros fisico-quimicos dentro dos
intervalos preconizados, com classe-alvo para proteases, enzimas apagadoras e quinases,
diferenciando seu mecanismo de acdo dos antibioticos tradicionais. Em relacdo a
citotoxidade, 0 mesmo causou viabilidade celular de 45% na concentracao de 15 uM para
queratindcitos (HaCaT), ja em G. mellonella ndo demonstrou ser toxico nas concentacdes
testadas. No ensaio de permeacdo de membrana o composto GRM12 apresentou 75% de
dano a membrana de S. aureus (ATCC 29213). Atividade antibiofilme superior a 50% de
inibicdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O mesmo obteve cinética de
morte igual ou maior aos farmacos vancomicina e tetraciclina.

Dentre a sequéncia de compostos testados, 0 GRMO1 obteve CIM de 44 uM contra
H. pylori (ATCC43526), 0 GRM 03 e GRM 11 apresentaram atividade antibacteriana
contra H. pylori (ATCC43526) e MRSA (ATCC BAA44) com valores de CIM entre 44
e 177 uM. Portanto a simplificacdo molecular conduziu curcuminoides monocetdnicos
fortemente ativos, corroborando o potencial da curcumina como uma
prototipo no planejamento de substancias com competéncias antibacterianas.

Nosso estudo proporcionou novas alternativas em relacdo aos antibacterianos, tal
como o surgimento de um canditato com aspectos promissores para investigacao de seu

mecanismo de acao.
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