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RESUMO 
 

Infecções bacterianas constituem um grande problema de saúde em todo o mundo, o qual 

é agravado pela resistência aos antibacterianos. A busca por novos agentes vem sendo um 

desafio e os produtos naturais têm sido fonte de descobertas de novas substâncias 

bioativas. A curcumina exibe destaque por suas propriedades terapêuticas, entretanto com 

algumas limitações em sua estrutura. Nesse contexto, a simplificação molecular pode 

conduzir análogos mais potente. Portanto, para esse trabalho, uma série de curcuminoides 

monocetônicos foram planejados, sintetizados, caracterizados e investigados contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de importância clínica. Foram sintetizados 14 

compostos, dentre eles 13 totalmente inéditos na literatura. Os análogos foram 

caracterizados por RMN de 1H e RMN de 13C, 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, o análogo GRM12 obteve ação de amplo espectro pois exibiu 

atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas com valores de CIM de 3 a 

60 µM. Outro fator importante foi a ação contra cepas resistentes, inclusive muitas delas, 

resistente a várias classes de antibióticos. O GRM12 exibiu uma CIM de 1 a 79 µM, valor 

igual ou próximo à tetraciclina, somente contra P. aeruginosa (ATCC 27453) o GRM12 

foi fracamente ativo com uma CIM 1.000 µM. No estudo in silico, foi analisado padrões 

físico-químicos do GRM12, o que é crucial para molécula em fase experimental. Neste 

mesmo ensaio utilizamos a plataforma computacional (SwissTargetPrediction) para 

elucidar possíveis mecanismo de ação, no qual projetou forte interação com protease, 

enzima apagadora e quinase bacteriana. Com essa investigação esclarecemos pontos 

justificáveis a CIM tão baixo. No ensaio de permeação de membrana o GRM12 

apresentou 75% de dano a membrana de S. aureus (ATCC 29213), o que pode associar 

ação desse análogo na ruptura da membrana bacteriana. Em teste de citotoxidade in vivo 

para Galleria mellonella, o GRM12 não demonstrou toxidade nas concentrações testadas, 

contribuindo no seguimento para outros ensaios. O biofilme é um mecanismo desafiador 

para inserção de antibióticos convencionais por decorrência da sua matriz muito bem 

organizada, tornando rígido a sua erradicação, entretanto o GRM12 foi capaz de inibir o 

biofilme formado em 50% contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas tendo uma 

ação bacteriostático contra a biomassa. Em contrapartida, a curva de morte bacteriana 

provocada pelo GRM12 foi igual ou menor aos fármacos, como vancomicina e 

tetraciclina, validando o GRM12 a um candidato promissor para futuros ensaios. Dentre 

a série de curcuminoides monocetônicos, outros compostos foram fortemente ativos. O 

GRM01, obteve atividade contra H. pylori (ATCC43526) com uma CIM 44 µM, GRM03 

e GRM11 apresentaram atividade antibacteriana contra H. pylori (ATCC43526) e a cepa 

resistente MRSA (ATCC BAA44) com CIM entre 39 e 177 µM, respectivamente. 

Portanto, conclui-se que a simplificação molecular ocasionou curcuminoides ativos, 

corroborando o potencial da curcumina como um protótipo no planejamento de 

substância com competências antibacterianas. Um análogo com característica de amplo 

espectro em sua bioatividade e padrões mínimos predefinidos para viabilizar um futuro 

candidato a fármaco.  

 

Palavras-chave: Curcumina, curcuminoide, síntese, antibacteriano, membrana 

bacteriana, antibiofilme, citotoxidade. 
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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. The1H 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 µM. 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 µM, equal to or close to tetracycline, 

only against P. aeruginosa (ATCC 27453) was GRM12 weakly active with a MIC of 

1000 µM. 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. GRM01, showed 

activity against H. pylori (ATCC43526) with a MIC 44 µM, GRM03 and GRM11 

showed antibacterial activity against H. pylori (ATCC43526) and the MRSA resistant 

strain (ATCC BAA44) with MIC between 39 and 177 µM, 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos gerais dos microrganismos 

As bactérias são organismos unicelulares simples e procariontes, pois não 

possuem núcleo definido, nem organelas membranosas. Elas podem ser classificadas de 

acordo com seu aspecto morfológico 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 relação à identificação das espécies, é possível observar uma gama de 

características morfológicas e fisiológicas que diferenciam esses microrganismos como: 

Forma, endósporo, flagelos, corpos de inclusão, cor, dimensões, crescimento em várias 

temperaturas, valores de pH, concentrações de soluto ou condições atmosféricas, 

exemplo: Aeróbio e anaeróbico, desenvolvimento à presença de várias substâncias, como 

agentes antimicrobianos, metabolização de compostos e atividade enzimática (VAN 

DAMME et. Al., 1996; MAKI et al., 2000; MACNAB, 2003). 

Os principais componentes bacterianos são parede celular, membrana 

citoplasmática, nucleoide, citoplasma, plasmídeo e ribossomo. Procariontes constituem o 

Reino Monera, algumas espécies causam doenças e outras são importantes para equilíbrio 

ecológico e de relevância industrial (WHITAKER, 1969; WOESE et al., 1990; MAKI et 

al., 2000; BARCO et al., 2020). A parede celular dos organismos procariotos é constituída 

por peptideoglicano, um polissacarídeo derivado de dois monossacaídeos, N-

acetilglicosamina e ácido N-acetilmurânico, além dos aminoácidos, L-alanina, ácido D-

glutâmico e L-lisina dividindo as bactérias em dois grupos: Gram-positiva e Gram-

negativa, que podem ser diferenciadas por meio da técnica de coloração de Gram (GRAM 

1884; SCHLEIFER e KANDLER, 1972; VOLLMER et al., 2008). 

Nas bactérias Gram-negativas contam com uma proteção extra, a 

lipopolissacarídeo (LPS), formada por fosfolipídeos e proteínas, corando-se rosa pela 

coloração 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 hidrofóbica e desempenha 

uma função importante como forma de proteção com uma ampla cadeia de polissacarídeo 

constituída pelo O-antígeno e núcleo interno, lipídio A (RAETZ; WHITFIELD, 2002; 

GRONOW; BRADE, 2001).  

https://cshperspectives.cshlp.org/content/2/5/a000414.full#ref-94


    

 

 

19 
 

As bactérias Gram-negativas são envolvidas por duas membranas, interna e 

externa, separadas pelo periplasma, um compartimento celular aquoso, sendo mais 

viscoso que o citoplasma, o que permite as bactérias Gram-negativas captar enzimas 

degradantes que são potencialmente prejudiciais à célula (MULLINEAX et al., 2006). 

O LPS e seus componentes são sintetizados no citoplasma em unidades separadas 

e transportados até a parte externa da membrana pelo transportador ABC (RAETZ; 

WHITFIELD, 2002). As proteínas destinadas ao periplasma ou membrana externa são 

sintetizadas de forma precursora com uma sequência de sinal no amino terminal, essa 

sucessão de sinal direciona para translocação do citoplasma (DRIESSEN e NOUWEN, 

2008). 

O meio de transporte e catálise realizado por Escherichia coli na membrana 

interna, ocorre por meio de proteínas translocase formada pelo complexo SecA, usando a 

força próton-motriz e adenosina trifosfatase (ATPase), no qual impulsiona a reação de 

translocação formando um sistema chamado SecYEG (BERG et al., 2004; ZIMMER et 

al. 2008; SANGANNA et al., 2019). 

Essa interação de SecA se dissocia do SecYEG após a hidrólise de ATP e se une 

ao citoplasma e pode juntar-se a ciclos de translocação adicionais. Todo esse processo 

dinâmico continua até que a estrutura polipeptídica completa passe pelo canal membranal 

(GOURIDIS et al., 2013; BAUER et al 2014; YOUNG e DUONG, 2019). 

Portanto, com relação ao tráfico e integração da membrana interna e externa ainda 

existem alguns pontos a serem compreendidos. Contudo a integração de transporte entre 

as membranas é utilizada uma sinergia de proteínas periplasmáticas que realizam esse 

transporte (MATSUYAMA et al.,1995; TANAKA et al., 2001). 

As subunidades de proteínas de superfície, como pili, são direcionadas e montadas 

por meio de vias específicas de chaperonas (KLEMM; CHRISTIANSEN, 1990; 

THANASSI et al., 1998). O gene imp está presente em uma ampla grama de bactérias 

Gram-negativas e envolvida em proteína da biogênese do envoltório celular, sendo 

essencial para viabilidade celular (SAMPSON et al. 1989; BRAUN; SILHAVY, 2002). 

Os Omps são genes que codificam as porinas de membrana externa, essas 

proteínas transmembranares são responsáveis pela difusão de pequenos metabólitos, 

como: mono e dissacarídeos e aminoácidos por meio da membrana. As OmpF e OmpC 

são características em E.coli e as OmpK35, OmpK36 e OmpK37 em Klebsiella 

https://cshperspectives.cshlp.org/content/2/5/a000414.full#ref-52
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1365-2958.2002.03091.x#b10
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pneumoniae (COWAN et al. 1992; SIMÕES, 2013).  As chaperonas trabalham para evitar 

o dobramento incorreto ou agregação de proteínas inativas para microrganismo, um 

exemplo: As proteínas periplasmáticas que contém ligações dissulfeto, recorrem à 

dissulfeto oxidase periplasmática produzida pela proteína DsbA para o dobramento 

correto. Na falta de DsbA, a protease periplasmática/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 incorporação de pontes dissulfeto ocorre no 

compartimento periplasmático, 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 é composta por uma camada bem 

espessa de peptideoglicano e algumas espécies apresentam o ácido diaminopimélico 

(DAP) e outra lisina em vez de DAP. Essa camada formada por ligações cruzadas e por 

uma curta ponte de interpeptídica, ácidos teicóicos no qual estão ligados nos ácidos 

lipoteicóicos e ancorados aos grupos de cabeça dos lipídios da membrana, essa estrutura 

coram - se de roxo pelo processo de coloração de Gram (SCHLEIFER; KANDLER, 1972; 

GRAM, 1884; NEUHAUS, 2003; VOLLMER et al., 2008).  

Os organismos Gram-positivos não contêm camada externa, como os Gram-

negativos, contudo para conter proteínas extracelulares, elas precisam apresentar 

elementos que as retêm dentro ou perto da membrana. Algumas bactérias, contêm 

proteína em hélices e outras em ancoras lipídicas inseridas na membrana, podendo estar 

ligadas covalentemente, uma fortemente ao peptidoglicano ou aos ácidos teicóicos 

(SCOTT e BARNETT, 2006).  Os ácidos teicóicos são polímeros aniônicos longos, 

compostos em grande parte de repetições de fosfato de glicerol, fosfato de glicosil ou 

ribitol. Esses polímeros podem compor mais de 60% da massa da parede das bactérias 

Gram-positivas se tornando importantes para a estrutura e fisiologia bacteriana 

(NEUHAUS, 2003).  

Há dois tipos de ácidos teicóicos, os ácidos teicóicos de parede que estão 

acoplados ao peptidoglicano e os ácidos lipoteicóicos que estão sustentados à membrana 

celular (NEUHAUS, 2003). Os ácidos teicóicos têm uma parcela de participação na 

massa da parede celular e sua função é variada, dependo da espécie. Por serem aniônicos 

e se ligam aos cátions, desempenham o papel de estabilidade de cátions, essa rede de 

https://cshperspectives.cshlp.org/content/2/5/a000414.full#ref-94
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cátions e ácidos teicóicos 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 composição de proteínas expressas de 

superfície pode mudar radicalmente dependendo das condições ambientais ou de 

crescimento, refletindo um papel importante da parede celular na adaptação ao meio 

(POLLACK e NEUHAUS, 1994). 

Muitas dessas proteínas de superfície, chamadas adesinas estão ligadas por meio 

de interações iônicas não covalentes ao peptidoglicano ou ácidos teicóicos, outras estão 

ligadas covalentemente a peptídeos-tronco dentro das camadas de peptidoglicano 

(DRAMSI et al., 2008). As enzimas sortases que são as responsáveis por catalisar a reação 

de transpeptidação nos precursores do peptidoglicano, a qual ocorre em duas etapas. 

A primeira etapa envolve um nucleófilo no sítio ativo da sortase que ataca a amida 

entre a treonina e a glicina assim produzindo intermediários covalentes, no qual o amino-

terminal da proteína substrato é ligada na enzima. Na segunda etapa, o ramo de glicina 

do peptídeo-tronco entra no sítio ativo e o terminal amino nucleofílico do ramo de glicina 

ataca o intermediário acil-enzima, reintegrando a enzima e formando uma ligação 

modificada que é incorporada ao precursor peptidoglicano (DRAMSI et al., 2008; 

ARRAFFINI et al., 2006). Outra característica das bactérias Gram-positivas são os 

peptídeos de hastes ramificados que desempenham uma variedade de funções, atuando 

principalmente como sitio de ligação para proteínas ligadas covalentemente, o que 

influencia na resistência aos antibióticos β-lactâmicos (CHAMBERS 2003). 

 

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

positivas 
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Fonte: BROWN et al., 2015. 

 

 

1.2 Resistência bacteriana  

  

A resistência bacteriana é uma das principais barreiras para a antibioticoterapia, 

sendo um desafiado para a saúde pública, mesmo vivendo na era de novas tecnologias e 

pesquisas, as doenças infecciosas sem tratamento são classificadas como as principais 

causas de morte no mundo (WHO, 2021). Em 2019 houve uma estimativa de 4,95 milhões 

de mortes associadas à resistência bacteriana, incluindo 1,27 milhão de mortes 

diretamente relacionadas às bactérias resistentes (KOULENTI et al., 2019; MÉLO 

SILVA et al., 2020). 

O uso crescente de antibióticos pelos humanos e na produção animal são uma das 

maiores forças-motrizes para o surgimento de bactérias resistentes na comunidade em 

geral (WEGENER, 2003; UDIKOVIC-KOLIC et al., 2014; DE WAELE et al., 2018).  

O aparecimento da resistência aos antibióticos é um processo de complexidade 

multifatorial (WATKINS & BONOMO, 2016). Geralmente as bactérias utilizam uma 

forma limitada para resistir aos antibióticos, englobando a inativação do mesmo por meio 

de ação enzimática, modificação no sitio de ligação do fármaco, alteração na 

permeabilidade celular, bem como as bombas de efluxo podem manter as concentrações 

de antibiótico abaixo das concentrações inibitórias e finalmente os genes plasmidiais de 

resistência adquiridos da transferência vertical ou horizontal (LEE et al., 2010; DAVIES 

et al., 2006; FAJARDO & MARTÍNEZ, 2008; AMINOV, 2009). 
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Nas bactérias Gram-negativas um dos principais mecanismos responsáveis pela 

resistência são as bombas de efluxo que bombeiam substâncias tóxicas como antibióticos, 

por meio das membranas celulares para o meio extracelular (KORONAKIS et al. 2000; 

ESWARAN et al. 2004; MURAKAMI et al. 2006; SYMMONS et al. 2009). O 

lipopolissacarídeo (LPS), está associado a liberação de endotóxico debilitando o sistema 

inato do indivíduo, já os fosfolipídios juntamente com LPS auxiliam como barreira física 

para resistência da espécie (RAETZ & WHITFIELD 2002; DELCOUR, 2009; 

BREUKINK & KRUIJFF, 2006; SILHAVY et al., 2010).  

As porinas são outra barreira que dificulta a permeação de compostos 

antibacterianos pela membrana, pois envolve tamanho, polaridade e lipofilicidade dessas 

substâncias o que limita o número de antibióticos adequados para tratamento de infecções 

por bactérias Gram-negativa (ACOSTA-GUTIÉRREZ et al., 2018; BAJAJ et al., 2016). 

Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria Gram-negativa, é um organismo 

metabolicamente versátil, capaz de se adaptar e sobreviver em vários ambientes. Alguns 

estudos mostram que após múltiplas mutações houve a diminuição da permeabilidade da 

membrana e alteração da regulação das bombas de efluxo MICHALOPOULOS et al., 

2005; KIPNIS et al., 2006; RUPPÉ et al., 2015). 

Duas particularidades da P. aeruginosa que contribuem para sua alta taxa de 

mortalidade são seu fenótipo de resistência intrínseca ou adquirida e sua capacidade de 

formar biofilme o que dificulta a permeação de antibióticos em concentrações inibitórias, 

principalmente a resistência aos carbapenêmicos (CIOFU et al., 2015; RYBTKE et al., 

2015). 

As bactérias Gram-positivas utilizam alguns fatores de resistências, incluindo 

àqueles atrelados à degradação dos peptídeos antimicrobianos (AMPs) por proteases, 

sendo um mecanismo encontrado em muitas espécies como: Enterococcus faecalis, S. 

aureus e Staphylococcus epidermidis (SCHMIDTCHEN et al., 2002; SABAT et al., 

2000; LAI et al., 2007). Essas proteases que degradam os AMPs são tipicamente 

encontradas em patógenos de mamíferos e incluem a metalopeptidases e proteases de 

cisteína, sendo secretadas por bactérias em seu meio extracelular circundante 

(SCHMIDTCHEN et al., 2002; HÄSE & FINKELSTEIN, 1993; DEL PAPA et al., 2007). 

O isolamento dos AMPs é um adicional no mecanismo extracelular de resistência, 

em bactérias Gram-positivas. A produção de proteínas extracelulares ou ligadas a 

https://cshperspectives.cshlp.org/content/2/5/a000414.full#ref-66
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superfícies se conectam aos AMPs e impedem o acesso a membrana celular, esse 

isolamento de AMPs é mediado por proteínas que variam de acordo com a cepa. Essa 

maquinaria é característica das espécies de Streptococcus pyogenes, S. aureus, 

Streptococcus agalactiae e Lactococcus lactis (LAUTH et al., 2009; MAISEY et al., 

2008; FRICK et al., 2003; FERNIE-KING et al., 2002; JIN et al., 2004). Tanto a parede 

celular e a membrana envolvem um alvo principal para atividade bactericida de AMPs, e 

as bactérias continuamente modificam as estruturas de superfície celular para combater 

os efeitos dos AMPs e assim reduzir a carga negativa na célula, alterando a fluidez da 

membrana ou mudando diretamente os alvos do AMP (POWERS & HANCOCK, 2003; 

ZASLOFF, 2002; WEIDENMAIER & PESCHEL, 2008; GOLDFINE, 1984). 

Em espécies de Staphylococcus a resistência é determinada por mutações ou 

aquisição de genes, a resistência para β-lactâmicos (penicilinase) que veio pelo gene mecA 

(ALÓS, 2015; RODRÍGUEZ-NORIEGA et al., 2013; HIRAMATSU et al., 2001; 

DWEBA et al., 2018). Nas espécies de Enterococcus as mutações cromossômicas para 

rifampicina foi no gene rpoB, para tetraciclinas ocorre na proteção ribossomal, os genes 

tet (M), tet (O), tet (S) e para trimetoprima, modificações no gene dfr e o gene adquirido 

dfrF, sendo para Staphylococcus. Em glicopeptídeos são os percussores de peptidoglicano 

contendo o D-alanil-D-lactato e os genes vanA, vanB, vanD e precursores de D-alanil-D-

serina com genes vanC, vanE e vanG (LECLERCQ et al., 1988; WOODFORD, 2001; 

ENNE ET AL., 2004; COQUE et al., 1999; CHOPRA & ROBERTS, 2001).  

De acordo com Sistema Global de Vigilância de Uso e Resistencia 

Antimicrobiana – GLASS (2021), outros patógenos possuem alta prioridade, os quais 

causam infecções em humano são Acinetobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Salmonella spp., S. aureus e S. pneumoniae, Shigella spp. e Neisseria 

gonorrhoeae.  

No ano de 2020 dois patógenos de infecções por sepses entraram nessa lista, da 

família Enterobacteriaceae, primeiro E. coli resistente às cefalosporinas de terceira 

geração, mencionado por 60 países no ano de 2019 e segundo, Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina reportado por 54 países, respectivamente (WHO, 2021; 

GAGLIOTTI et al., 2008; HUGUET et al., 2015). O índice de resistência média geral 

relatada para cefalosporinas de terceira geração foi de 40 a 50%, principalmente para 

infecções causada por K. pneumoniae e E. coli (WHO, 2021).  
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A média de resistência reportada para o cotrimoxazol usado para tratamento de 

infecções no trato urinário, foi de 54,4% para E. coli e de 43,1% para K. pneumoniae, já 

para resistência ao ciprofloxacino de 43,1% para E.coli e 36,4% para K. pneumoniae 

(WHO, 2021; GLASS, 2021). Resultados semelhantes foram encontrados para 

levofloxacina e fluoroquinolona (WHO, 2021; GLASS, 2021; GAGLIOTTI et al., 2008; 

HUGUET et al., 2015).  As bactérias E. coli e K. pneumoniae são microrganismos do 

microbioma do trato gastrointestinal, sendo também responsáveis por inúmeras 

patologias, entretanto a K. pneumoniae é responsável por um terço de todas infecções 

relacionadas as bactérias Gram-negativas em geral (PODSCHUN & ULLMANN 1998). 

Por meio de mapeamento genético da bactéria multirresistentes K. pneumoniae 

(MDR) foram observados protótipo de 52 plasmídeos resistentes a antibióticos, como 

carbapenemases e β-lactamases de espectro estendido (ESBLs) (KLIEBE et al., 1985; 

SIROT et al., 1987; NAVON-VENEZIA et al., 2003; CANTÓN et al., 2008). 

O fator de mecanismo da K. pneumoniae que conferem resistência aos mais 

importantes antibióticos incluindo β-lactâmicos, aminoglicosídeos, quinolonas, 

tigeciclina e polimixinas, estão a associado a capacidade do microrganismo na 

codificação de enzimas, transferência de plasmídeo e mutações cromossômicas (BUSH 

& JACOBY, 2010; LIAKOPOULOS et al., 2016). Segundo estudos, alguns genes 

centrais reforçam essa resistência antimicrobiana e particularmente estão associadas na 

síntese de lipopolissacarídeo (LPS), bomba de efluxo ou permeabilidade da membrana, 

especificamente nas porinas externas (BERNARDINI et al., 2019; JANA et al., 2017; 

FAJARDO-LUBIÁN et al., 2019; WONG et al., 2019). 

Portanto o surgimento de cepas resistentes aos fármacos atuais vem sendo um 

transtorno eminente, associado a alta ocorrência de coinfecção, por esse motivo, a 

mobilização por pesquisa de novas substâncias efetivas contra bactéria resistente é 

primordial, (PAI et al., 2016; O'NEILL, 2016). 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Ação Antimicrobiana da Curcumina e Curcuminoides 

 

Os estudos de produtos naturais e seus derivados têm permitido ao longo tempo 

inúmeras descobertas de novos fármacos e substância bioativas (BERNARDINI et al., 

2018; THOMFORD et al., 2018). 

Curcuma longa é uma planta da família Zingiberaceae, popularmente denomidada 

como "cúrcuma" ou "açafrão-da-terra", sendo bastante utilizada para fins culinários e 

medicinais. Nos rizomas de C. longa são acumuladas três substâncias majoritárias: 

curcumina (60%), desmetoxicurcumina (22%) e bis-desmetoxicurcumina (18%) (Figura 

1), sendo responsáveis pela coloração amarela intensa (VAUGHN et al., 2016; MAJEED 

et al., 1996).  

 

Figura 1. Substâncias Majoritárias dos Rizomas de Curcuma longa  

 

Ao longo do tempo, a cúrcuma tem sido utilizada como fonte medicinal e fins 

culinário em alguns países da Ásia. Com isso, a curcumina (substância mais ativa da 

cúrcuma), tem sido investigada por suas características terapêuticas, com um número 

considerável de publicação na literatura no quais atestam seu potencial farmacológico 

seja natural ou sintético, como atividade antitumoral, antioxidante, anti-inflamatória, 

antiviral e antimicrobiana (antiprotozoária, anti-helmíntica, antibacteriana e antifúngica) 

(ARAÚJO; LEON, 2001; KRAUSZ et al.,2015; VALLIANOU et al., 2015).  

A curcumina exibe amplo espectro de atividade antibacteriana, demonstrando 

ação tanto contra espécies Gram-positivas: Bacillus cereus, Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, como Gram-negativas: 
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Escherichia coli, Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 

choleraesuis, Salmonella entérica sorovar Typhi, Vibrio cholerae e Yersinia 

enterocolitica (DE et al., 2009; SELVAKUMAR e VENKATARAMAN, 2010).  

Contudo, a curcumina, apresenta baixa hidrossolubilidade, biodisponibilidade e 

instabilidade química, o que tem limitado sua aplicação terapêutica. Portanto, o 

planejamento de análogos pode contornar esses desafios, culminando na obtenção de 

curcuminoides com melhores propriedades físico-químicas e farmacológicas (WANG et 

al., 1997; ANAND et al.,2007; KHARAT et al., 2017). 

Alguns estudos demostram que essa instabilidade é referente, principalmente, à 

subunidade β-dicêtonica (HEGER et al., 2014; HAMPANNAVAR et al., 2016). Entre as 

várias táticas da química medicinal, a simplificação molecular pode conduzir a análogos 

mais ativos e menos tóxicos, permitindo a descoberta de contribuições farmacofóricas das 

funcionalidades estruturais, bem como maior acessibilidade sintética por meio de rotas 

sintéticas mais concisas (MIGUELEZ et al., 2013; BARREIRO 2002; MOSLEY et al., 

2007). 

Nesse contexto, vários pesquisadores vêm alterando a estrutura da curcumina com 

a obtenção de análogos sintéticos ou semissintéticos com atividade antimicrobiana 

potente (MOSLEY et al., 2007). 

Em estudo realizado por Morão e colaboradores (2019) foram testados a 

curcumina e seus análogos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Contra E. 

coli (ATCC25922) a curcumina apresentou uma CIM de 65 μg/mL, enquanto os análogos 

valores de CIM de <10 a 38μg/mL, contra S. aureus (ATCC25923) a curcumina obteve 

uma CIM de 95 μg/mL, enquanto seus análogos valores de CIM de entre 21 a < 10 μg/mL. 

Contra bactéria E. faecalis (ATCC29212) uma CIM de 52 μg/mL para curcumina 

e seus curcuminoides com valores de <10 a 78μg/mL, comprovando a importância da 

simplificação molecular para o aumento da potência antimicrobiana (MORÃO et al., 

2019). 

Nesse mesmo trabalho a bactéria B. subtilis (cepa 168) foi exposta a curcumina e 

um análogo simplificado onde mostrou uma perturbação considerável na integridade da 

membrana bacteriana, agindo na divisão celular, diretamente na proteína FtsZ e no 

aumento da atividade da GTPase (MORÃO et. al., 2019; ZHENG et al., 2020).  
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Em um outro estudo feito por Polaquini e colaboradores (2019), a espécie B. 

subtilis (cepa 168) foi submetida ao composto 3,3'-dihidroxicurcumina (DHC) por 

período de 15 e 30 minutos, no qual mostrou danos de 72% e 85% na permeabilidade da 

membrana, corroborando a eficiência dos derivados da curcumina. 

Em comparação com o composto 4,4'-dimetoxicurcumina, foi observada uma 

ação inativa em contraposto ao 3,3'-dihidroxicurcumina (DHC) demostrou atividade mais 

potente que a curcumina contra E. faecalis e M. tuberculosis com valores de CIM de 78 

e 156 μg/mL, respectivamente (POLAQUINI et. al., 2019). 

A diacetilcurcumina (DAC) outro análogo originado da curcumina apresentou 

resultados contra as cepas S. aureus sucetível à meticilina (ATCC 25923) - MSSA com 

uma CIM de 17,3 μg/mL e S. aureus resistente à meticilina (ATCC 33591) - MRSA com 

um CIM de 34,6 μg/mL (SARDI et. al. 2017). 

Outro efeito desse composto foi a capacidade de repressão a formação de biofilme 

e a subsequência de biofilmes pré-formados em concentrações 10 x CIM e 100 x CIM 

(SARDI et. al. 2017). 

Nos patógenos Escherichia coli, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa os 

quais provocam infecções do trato urinário em humanos, a curcumina conseguiu reduzir 

ou deixar menos densa a estrutura do biofilme (PACKIAVATHY et al., 2014). Sugerindo 

que a curcumina desempenha papéis inibitórios em relação à sinalização do gene ativador 

Quorum Sensing e atua como efeito bacteriostático, reduzindo a massa do biofilme (LEE 

et al.,2021). 

A curcumina e seu derivado a diacetilcurcumina tiveram seus efeitos avaliados 

em terapia fotodinâmica contra biofilme provocado por S. mutans (ATCC 700610) no 

qual demostrou reduções consideráveis ao mecanismo de biofilme com valores de (8,7 

log10) para diacetilcurcumina e para curcumina (8,9 log10) (SANCHES et al., 2017). 

Theodoro e colaboradores (2017) similarmente testaram a curcumina contra S. 

mutans que está associada a casos clínicos como doenças periodontais, cáries e 

complicações a implantes dentários por placa bacteriana.  

Em uma pesquisa realizada em camundongos com periodontite, foi observado que 

o uso da curcumina juntamente, com estímulo fotodinâmico promoveu uma redução no 

processo inflamatório e controle da perda óssea, o que apoia o potencial de uso clínico da 

curcumina (WANG et al., 2020; MOGHADAMTOUSI et al., 2014).  



    

 

 

37 
 

Em relação H. pylori, responsável por provocar inflamação no estômago humano, 

uma pesquisa demostrou a eficácia da utilização da curcumina de forma natural para o 

tratamento contra H. pylori no estômago de camundongos infectados (DE et al., 2009; 

CROWE, 2019). Portanto a literatura demostra uma variedade de competências da 

curcumina e seus análogos, com mecanismos de ação na célula microbiana, como: 

alteração da permeabilidade, polaridade e ruptura da membrana celular, desordem na 

interação de proteínas ou enzimas e interrupção da síntese proteica (TYAGI et al., 2015; 

TAJBAKHSH et al., 2008; RAI et al., 2008). 

A curcumina surgiu como uma nova e eficaz alternativa no combate à virulência 

e resistência do M.abscessus aos antibióticos, com uma CIM de 128 μg/mL e atividade 

sinérgica com amicacina, ciprofloxacina, claritromicina e linezolida. Além disso, reduziu 

a motilidade do M.abscessus em 1/8 da CIM (MARINI et al., 2018). Singh e 

colaboradores (2017) estudou a ação da curcumina em outra espécie de micobatéria, no 

qual exibiu um CIM de 16 μg/mL para cepas de M. tuberculosis H37Rv.  

 

1.2 Mecanismo antibacteriano da curcumina 

 

Vários pesquisadores ao longo dos anos vem conduzindo elucidações sobre os 

mecanismos antibacterianos da curcumina. Estudos apontaram que a curcumina possuía 

melhor ação contra bactérias Gram-positivas por decorrência das várias camadas de 

peptideoglicano, hoje a diferença entre a estrutura celular e a composição das Gram-

positivas e Gram-negativas causam variação em suas atividades, mais não o impedimento 

de ação da curcumina (GAYANI et al., 2019; ŁOPUSIEWICZ et al., 2021). Tyagi e 

colaboradores (2015) confirmaram a natureza antimicrobiana de amplo espectro da 

curcumina e sua capacidade de danificar a membrana. Contudo as Gram-positivas 

continua a ter maior sensibilidade a curcumina, porém a suscetibilidade vai de acordo 

com a estrutura celular bacteriana (RAJAGOPAL et al., 2017; GAYANI et al., 2019). 

De fato, as Gram-negativas possuem componentes que conferem resistência a 

curcumina, como lipopolissacarídeo (LPS), esse apêndice na membrana externa protege 

como uma barreira de permeabilidade controlando a entrada e saída de várias substâncias, 

como: Íons, nutrientes e toxinas. Por este motivo as Gram-negativas demonstram maior 
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resistência aos agentes antimicrobianos do que as bactérias Gram-positivas (MUN et al., 

2014; RAJAGOPAL et al. 2017; KOKOULIN et al., 2020). 

A curcumina sendo uma molécula anfipática e lipofílica, ela se insere em 

bicamadas de lipossomas e aumenta sua permeabilidade da membrana, além disso, 

principalmente na desordem das membranas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina 

(DPPC) inserindo afundo chegando a transbicamada e induzindo processos de fusão 

exocitótica (VARSHNEY et al, 2013; BARRY et al., 2009).  

Estudos revelam que a curcumina pode se auto-oxidar, criando uma variedade de 

intermediários, incluindo radicais livres e intermediários eletrófílicos, inibindo a 

proliferação bacteriana, danificando o DNA e proteínas necessárias para o seu 

crescimento (GAYANI et al., 2019). 

Tyagi e coautores (2015) realizaram o ensaio de permeabilidade de membrana 

com a curcumina, contra as bactérias Gram-positivas S. aureus (ATCC29213), 

E. faecalis (ATCC29212) e Gram-negativas E. coli (ATCC25922) e P. 

aeruginosa (ATCC 25619) com concentrações de 25 μM, 50 μM e 100 μM por período 

de 30, 60 e 120 minutos e concluíram que a curcumina tem ação eficaz contra todos os 

gêneros testados. Além disso, a curcumina tem a habilidade de juntar-se com o 

peptidoglicano rompendo a integridade da membrana bacteriana, levando à lise celular 

(DURACKA et al., 2019; TAJBAKHSH et al., 2008). 

A curcumina atua também de forma significativa nos níveis de proteína fixadora 

de penicilina PBP2a codificada pelo gene mecA, um dos fatores responsável pela 

resistência de S. aureus a antibióticos β-lactâmicos, também tem efeito contra a enzima 

sortase A, interferindo na adesão e formação do biofilme de S. aureus resistente á 

meticilina e S. mutans (ZHENG et al., 2020; CUSSOLIM, JUNIOR, 2021; MUN et al., 

2014). 

As bactérias como forma de sobrevivência possuem uma resposta de SOS quando 

o DNA é danificado por algum fator mecânico, rapidamente esse dano é identificado e o 

DNA é reparado, considerando que a resposta SOS contribui para resistência celular, 

sendo mecanismo de proteção bacteriana (RECACHA et al., 2019; RUDRAPPA et al., 

2008). 

A proteína RecA é dependente de ATP e desempenha um papel no reparo e 

recombinação do DNA, na resposta SOS, transferência horizontal de genes, 
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movimentação e formação de biofilme (COSTA et al., 2014; GÓMEZ-GÓMEZ et al., 

2007; STRUGEON et al., 2016). A RecA pode ativar a resposta SOS e iniciar a 

autoclivagem dos inibidores LexA que omitir a resposta SOS (BAHAROGLU et al., 

2014). Em estudos mostram que a curcumina inibiu o processo de ativação do sistema 

SOS não permitindo a regeneração do DNA danificado, atuando diretamente no RecA 

levando a bactéria E. coli á ruptura celular (YUN; LEE, 2016; JENKINS et al., 2014; 

BELLIO et al., 2014; GÓMEZ-GÓMEZ et al., 2007). 

Wang e colaboradores (2016) trataram com curcumina, camundongos com 

pneumonia causada por MSSA e MRSA e observaram que a curcumina foi capaz de 

prevenir a formação da α-hemolisina (toxina alfa), um fator de virulência das cepas S. 

aureus no processo patológico. 

Estudos demonstraram que a infecção por H. pylori induz a secreção de 

metaloproteinase matriz (MMPs) de uma variedade de células gástricas, que por sua vez 

contribuem para a patogênese de úlcera e câncer gástrico. Nesse contexto, derivados de 

curcumina interage com MMPs tendo efeito benéfico na patogênese gástrica induzida por 

H. pylori (GUPTA et al., 2011). 

Um estudo feito por Rai e colaboradores (2008) sugere que o mecanismo de ação 

da curcumina é no processo de inibição da dinâmica de montagem de FTsZ, impedindo a 

divisão celular, como também discutido no trabalho de Morão e colaboradores sobre os 

efeitos da curcumina e seus análogos contra B. subtilis. 

A atividade antibacteriana da curcumina é fundamentado na interferência da 

montagem da proteína FtsZ (alça Z), resultando no bloqueio da divisão celular 

associando-se aos microtúbulos interrompendo o RNA, consequentemente a síntese de 

proteínas (RAI et al., 2008). A proteína Z (FtsZ) é um homólogo procariótico da proteína 

tubulina que polimeriza em células intermediárias para formação do citoesqueleto 

eucariótico e coordena a divisão celular e a citocinese das bactérias, resultando no 

bloqueio da proliferação bacteriana (RAI et al., 2008).  

Um mecanismo desafiador das batérias é a formação de biofilme no qual aumenta 

a resistência do sistema imunológico do hospedeiro aos antibacterianos, sendo um 

obstáculo ao tratamento clínico (SHARMA et al., 2014). As células bacterianas do 

biofilme tem um metabolismo baixo, portanto crescimento lento, tornando mais 

resistentes aos fármacos (HAWVER et al., 2016; ZHANG et al., 2019). Composto por 
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vários polímeros, enzimas, sais minerais, exopolissacarídeos, DNA e proteínas formando 

uma matriz polissacarídica extracelular tornando as bactérias em biofilmes bem 

protegidas (SHARMA et al., 2014; HAWVER et al., 2016; ZHANG et al., 2019; 

ŁOPUSIEWICZ et al., 2021). 

Pesquisas mostram que a curcumina e seus análogos atua no sistema do gene 

ativador Quorum Sensing (QS) bacteriano tanto em biofilmes formado por Gram-

positivas e Gram-negativas reduzindo a massa formada (PACKIAVATHY et al., 2014; 

HAWVER et al., 2016; SANCHES et al., 2017; THEODORO et al., 2017; 

ŁOPUSIEWICZ et al., 2021; LEE et al., 2021). 

O Quorum Sensing possui três sistemas principais, o sistema QS acilhomoserina 

lactona (AHL) em bactérias Gram-negativas; o sistema QS de peptídeo autoindutor (AIP) 

em bactérias Gram-positivas e o sistema QS autoindutor-2 (AI-2), que está em ambos 

procariotos (BRACKMAN; COENYE, 2015). 

O QS é um processo de comunicação entre células bacterianas por meio da 

sinalização da molécula auto indutor no qual monitora a densidade celular e a 

complexidade das espécies em uma população (HAWVER et al., 2016). O mecanismo de 

ação da curcumina é a interação com vários alvos moleculares e vias de transdução por 

meio de uma estratégia de infecção multi-mecânica, semelhante aos mecanismos de 

muitos antibióticos (KRAUSZ et al., 2015; SELVAM et al., 2019).  

Como abordado anteriormente no trabalho de Gayani e colaboradores (2019) 

sobre o poder da curcumina se auto-oxidar, curiosamente sugere-se que essa oxidação 

pode inibir a formação de biofilme. Contra P. aeruginosa, S. aureus e E. faecalis, a 

curcumina produz lactato desidrogenase (LDH), esse complexo exibiu atividades 

antibacteriana e antibiofilme (GAYANI et al., 2019).  

 

2. PLANEJAMENTO MOLECULAR  

Com fundamentos nos resultados obtidos em trabalhos anteriores no Laboratório 

de Antibióticos e Quimioterápicos (LAQ) foi estruturado o planejamento molecular da 

série de curcuminoides monocetônicos. No trabalho de Ayusso e colaboradores (2019) 

(dados não publicados) foi observado que grupos de anéis aromáticos corroborram a 

bioatividade dos curcuminoides contra M. tuberculosis e no trabalho reportado por Morão 

e colaboradores (2019) o curcuminoide dissubstituido (4-OH, 3-OMe) exibiu atividade para 
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bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Dentro disso, o planejamento molecular da 

série de compostos foi estabelecido com a simplificação molecular da curcumina com a 

retirada da subunidade β-dicêtonica, aprimorando a estabilidade química e modificações 

estrutural no anel A e B (Figura 2).  

 

Figura 2. Planejamento estrutural dos análogos monocetônicos  

 

 Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Geral  

Planejar, sintetizar, purificar, caracterizar e avaliar a atividade antibacteriana, 

toxicidade e o mecanismo de ação dos curcuminoide monocetônicos. 
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3.1.2 Específicos  

A. Sintetizar, purificar e identificar curcuminoides monocetônicos; 

B. Avaliar a atividade antibacteriana das substâncias; 

C. Determinar o coeficiente de partição n-octanol/água (log Po/a) dos análogos 

sintetizados; 

D. Avaliar a toxicidade do análogo mais ativo em queratinócitos humanos (HaCaT) 

e Galleria mellonella; 

E. Investigar atividade antibiofilme da substância mais ativa em placas de 

poliestireno; 

F. Avaliar a substância mais ativa em curva de morte; 

G. Avaliar substância mais ativa em ensaio de permeação em membrana em 

Sthaphylococcus aureus (ATCC 29213); 

H. Avaliar as propriedades físico-químicas, drug-likeness e farmacocinéticas in 

silico das substâncias bioativas na plataforma computacional (SwissADME); 

I. Investigar classes de alvo das substâncias  in silico pela plataforma computacional 

(SwissTargetPrediction). 

 

4.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Química 

Os curcuminoides foram sintetizados por meio de condensação aldólica de 

Claisen-Schmidt (KUBRA et al., 2014). Foram sintetizados 14 curcuminoides 

monocetônicos, sendo 13 compostos inéditos de acordo com banco de dados SciFinder, 

com rendimento global de 3 a 98%. Parâmetros de Ressonância Magnética Nuclear (RMN 

de 1H e 13C) incluindo deslocamento químicos e constantes de acoplamento confirmam a 

estrutura química. Os compostos obtiveram a avaliação de massa em relação à carga (m/z)  

e peso molecular através do ensaio de espectrometria de massa. 

Os espectros de RMN de 1H e RMN de 13C e os espectros de massas estão no 

Apêndice do trabalho. 

 

4.1.2. Relação de log P in sílico (SwissADME) e Cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) 
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A lipofilicidade é uma propriedade físico-química fundamental no 

desenvolvimento de novos fármacos, a qual pode ser mensurada pelo logaritmo do 

coeficiente de partição entre dois solventes imiscíveis (log P octanol / P água; Log Po/w) 

(LEO; HANSCH; ELKINS, 1971; ARNOTT et al., 2012). A lipofilicidade descreve a 

partição de um composto entre ambiente aquoso e um lipofílico tendo uma forte inter-

relação com os parâmetros farmacocinéticos: absorção, distribuição, metabolismo e 

excreção (ADME) bem com os parâmetros farmacodinâmicos. Portanto está diretamente 

correlacionada com outras propriedades, tais como: solubilidade, permeabilidade, 

metabolismo, toxicidade e biodisponibilidade (PICCIRILLO, AMARAL, 2018; 

HENCHOZ et al.,2008).  

Por esses motivos a lipofilicidade do composto é um ponto importante no processo 

farmacocinético, pois a solubilidade interfere na absorção intestinal, permeabilidade da 

membrana, ligação com proteínas e a distribuição em diferentes tecidos (PRICE et 

al.,2021; RAEVSKY, 2004; PODUNAVAC-KUZMANOVIĆ; CVETKOVIĆ; BARNA, 

2008).  

Tabela 1. Análises de coeficiente de partição entre n-octanol e água (Log Po / w), pureza 

e Massa Molar 

 

 

aSwissADME (DAINA; ZOETE, 2017), bDeterminação de coeficiente de partição (n-octanol/água), método HPLC (OECD, 1989). 

Código Ar Massa Molar Log Pa in silico Log Pb Pureza (%) 

GRM01 4 H 280,32 3,43 2,50 98,0 

GRM02 3-OH, 4-OMe 326,34 3,07 1,66 97,9 

GRM03 3-Cl 314,76 3.97 3,18 98,0 

GRM04 4-Cl 314,76 3.96 3,13 96,8 

GRM05 3- NO2 325,32 2,67 2,54 97,0 

GRM06 4- NO2 325,32 2,68 2,57 98,0 

GRM07 4-CF3 348,32 4.48 2,88 96,9 

GRM08 2-furanila 270.28 2,68 2,05 97,7 

GRM09 2-tiofenila 286,35 3.33 2,33 99,0 

GRM11 4-piridila 281,31 2,60 1,55 99,0 

GRM12 5- nitro- 2-furanila 315,28 2,13 2,09 95,9 

GRM13 1-naftali 330,38 4,36 3,34 97,0 

GRM14 2-naftali 330,38 4,35 3,36 98,0 
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Com os valores descritos na (Tabela 1) podemos observar que houve algumas 

variações entre o log P do experimento por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência – 

CLAE e o in silico (SwissADME). 

Os valores de bases ideais para log P, que indicam noção de permeação, no qual 

variam de -0,7 a 5,0 e quanto maior o índice menos insolúveis será a molécula (TIAN et 

al., 2015; MANNHOLD et al., 2009). De acordo com os valores apresentado acima, a 

série de curcuminoides monocetônicos está dentro do padrão de referência, indicando 

potencial para administração oral. No estudo de Velayudhan e colaboradores (2012) foi 

avaliado a biodisponibilidade da curcumina, no qual mostrou que a biomolécula tinha um 

boa absorção e seus analágos demostraram a mesma eficiência do seu protótipo original. 

Além disso, através da análise feita por cromatografia foram determinados índices 

de pureza entre 95,9 a 99% por meio dos valores de área dose picos, os espectros UV-Vis 

e os cromatogramas foram apresentados no Apêndice. 

 

4.2 Atividade biológica  

 

4.2.1 Classe-alvo in silício antibacteriana dos curcuminoides monocetônicos 

 

A curcumina tem vários mecanismos de ação antibacteriano descritos na 

literatura, portanto a série de curcuminoides monocetônicos foram investigadas in silico 

na plataforma computacional (SwissTargetPrediction), já que os compostos são inéditos 

na literatura, com exceção de GRM02 (GFELLER et al.,2014; DAINA; ZOETE, 2017). 

A plataforma computacional é utilizada para realizar várias pesquisas de molécula 

em construção, ou seja, investigar o potencial da substância antes do início da  síntese 

(RESENDE, 2022). Hoje o sistema operacional da (SwissTargetPrediction) tem sido 

muito usado pela robustez dos dados fornecidos e pela sua referência em artigos 

científicos (DAINA; ZOETE, 2017; SOHN et al.,2021).  

Sua previsão envolve alvos macromoleculares de pequenas moléculas, sendo 

utilizado para entender os mecanismos moleculares subjacentes a um determinado 

fenótipo ou bioatividade (DAINA; ZOETE, 2017). A classe-alvo citada na (tabela 2) dos 

curcuminoides monocetônicos e a curcumina são os alvos com maior porcentagem de 

ligação. De acordo com os dados fornecidos in silico da sequência de compostos, 



    

 

 

45 
 

podemos observar que muitos alvos foram preservados do protótipo original, 

principalmente quando analisamos a curcumina (CUR) na plataforma. 

 

Tabela 2. Analise in silício de classe-alvo pela plataforma (SwissTargetPrediction) 

 

 *Curcumina: CUR; (N.d.) – nada determinado; aSwissTargetPreciction (DAINA; ZOETE, 2017); 

 

4.2.2 Atividade antibacteriana  

 

Em trabalhos anteriores, vários estudos mostraram que a curcumina possui 

atividade antibacteriana de amplo espectro (POLAQUINI et al., 2021; NIAMSA; 

SITTIWET, 2009; KHAN, et al., 2020).  

Contudo a estrutura original da curcumina foi simplificada com intuito de 

aumentar a potência antibacteriana, gerando vários análogos. Primeiramente, foi avaliada 

a interferência do substituinte na atividade biológica. O GRM01 foi fracamente ativo 

praticamente contra todas as bactérias testadas, porém com exceção contra H. pylori no 

qual obteve uma CIM de 12.5 μg/mL (44 μM). O composto GRM02, foi fracamente ativo 

contra as bactérias testadas (tabela 3,4 e 5) com CIM de 625 e 400 μg/mL (1.229 e 1.226 

μM) diferente dos valores apresentado no estudo de Morão e colaboradores que foram, 

contra bactéria E. coli CIM <10 μg/mL (30 μM), MSSA 21 μg/mL (64 μM) e E. faecalis 

com CIM de 78 μg/mL (239 μM). Portanto se pode observar que nesse trabalho o análogo 

GRM02 perdeu sua efetividade antibacteriana com a inversão de posição dos grupos 

Código Ar aClasse - alvo in silico 
*CUR - Oxidorredutase; Quinase 

GRM01 4-H Oxidorredutase; Liase; Quinase 

GRM02 3-OH, 4-OMe Oxidorredutase; Quinase 

GRM03 3-Cl Oxidorredutase; Receptor acoplado à proteína da família AG 

GRM04 4-Cl Oxidorredutase; Receptor de membrana 

GRM05 3-NO2 Quinase; Protease; Fator de transcrição 

GRM06 4-NO2 Enzima apagadoras; Oxidorredutase; Protease 

GRM07 4-CF3 Quinase; Oxidorredutase 

GRM08 2-furanila Quinase, Receptor acoplado à proteína da família AG; Enzima; 

Canal iônico dependente de voltagem 

GRM09 2-tiofenila Fosfodiesterase; Quinase 

GRM10 3-piridila Protease; Quinase 

GRM11 4-piridila Quinase; Oxidorredutase; Antígeno de superfície; Receptor 

acoplado à proteína da família AG 

GRM12 5- nitro- 2-furanila Protease; Enzimas apagadoras; Quinase 

GRM13 1-naftali Fator de transcrição; Quinase; Liase 

GRM14 2-naftali Quinase; Proteína não classificada; Liase 
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hidroxila e metoxila (MORÃO et al., 2019). Contudo, para a avaliação dos resultados 

dessa interferência seria necessário aplicar o curcuminoide GRM02 aos mesmo 

experimentos realizado no trabalho de Morão e colaboradores (2019) e assim determinar 

os fatos se essa modificação estrutural implica na perda da bioatividade ou não, já que no 

estudo por Ghose e colaboradores (2006) mostra que mudança estrutural pode altera 

atividade.  

Na tabela 4 avaliou-se o GRM03 no qual obteve atividade contra S. aureus 

resistente à meticilina (MRSA) com uma CIM de 12.5 µg/mL (39 μM) e contra H. pylori, 

CIM de 25 µg/mL (79 μM), conforme a (tabela 4). Em compensação o mesmo composto 

não obteve atividade contra as outras bactérias testadas como E. coli, E. faecalis, S. 

mutans e S. aureus suscetível à meticilina (MSSA), somente uma fraca atividade contra 

S. mutans com CIM de 625 µg/mL (1.985 μM) conforme mostrado na (tabela 3).



 
 

 

Tabela 3.  Determinação de Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (MBC) estão em µM para cada 

composto contra as bactérias testadas 
 

 
 

 

Código Ar E. coli (ATCC 10536) E. faecalis (ATCC51299) aMSSA (ATCC 144558) S. mutans (ATCC 25175) 

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM 

GRM 01 4-H  >2.229 >2.229  >2.229 >2.229 >2.229 >2.229       2.229 >2.229 

GRM 02 3-OH, 4-OMe  >1.915 >1.915  >1.915 >1.915 >1.915 >1.915    >1.915 >1.915 

GRM 03 3-Cl >1.985 >1.985 >1.985 >1.985 >1.985 >1.985      1.985 >1.985 

GRM 04 4-Cl      >1.985 >1.985 >1.985 >1.985 1.985 >1.985      1.985 >1.985 

GRM 05 3- NO2 >1.921 >1.921 >1.921 >1.921 >1.921 >1.921    >1.921 >1.921 

GRM 06 4- NO2 >1.921 >1.921 >1.921 >1.921 >1.921 >1.921      1.921 >1.921 

GRM 07 4-CF3 >1.794 >1.794 >1.794 >1.794 >1.794 >1.794      1.794 >1.794 

GRM 08 2-furanila >2.312      >2.312 >2.312 >2.312  577   1.154 1.154 – 2.312 2.312 

GRM 09 2-tiofenila >2.182 >2.182 >2.182 >2.182  2.182 >2.182       2.182 >2.182 

GRM 10 3-piridila - - - - - - - - 

GRM 11 4-piridila - - - - - - - - 

GRM 12 5- nitro- 2-furanila 3 - 12 12 – 61 61 60 – 123 6 6 60 123 

bCHX - 0.05 – 0.79 0,19 - 0,79 1.1 – 1.7 1.1 – 1.7 0.1 – 0.19 0.1 – 0.19 0.1 0.19 – 0.79 

Ciprofloxacino - 0.3 0.3 1,81 – 5.73 1.81 – 5.73 0.18 0.18 0.18 0.18 – 3.01 
( – ) não determinado, * Os valores são apresentados em intervalos (mínimo – máximo MIC/MBC) foram obtidos por dois experimentos independentes, aStaphylococcus aureus suscetível à meticilina; concentrações 

iniciadas para CIM e MBC em 625µg/mL;  bCHX: clorexidina. 

 



 
 

Tabela 4. Determinação de Concentração Inibitória Mínima (CIM) em µM 

 

( – ) não determinado; aHelicobacter pylori;  bStaphylococcus aureus resistente à meticilina; cStaphylococcus aureus suscetível à 

meticilina; a concentração inibitória mínima foi avaliadas frente as concentrações para  às bactérias em 0,195 µg/mL a 400 µg/mL e 

concentrações do antibiótico (vancomicina e tetraciclina) avaliado frente às bactérias = 0,0115 a 5,9 μg/mL. 

 

Tabela 5. Determinação de Concentração Inibitória Mínima (CIM) em µM contra 

bactérias resistentes 

                             

 

( – ) não determinado; aEscherichia coli; bEnterococcus faecium; cPseudomonas aeruginosa;dKlebsiella pneumoniae; Concentrações 

das amostras avaliadas frente às bactérias testadas = 0,195 µg/mL a 400 µg/mL e para os antibióticos Tetraciclina: 0,0115µg/mL a 

5,9 µg/mL. 

Código Ar aH. pylori 

(ATCC 43526) 

bMRSA  

(ATCC BAA44) 

CMSSA 

(ATCC6538) 

GRM 01 4-H 44 >1.426  1.426 
GRM 02 3-OH, 4-OMe >1.225 1.225  1.225 

GRM 03 3-Cl  158  19  1.270 

GRM 04 4-Cl >1.270 >1.270 >1.270 

GRM 05 3- NO2 >1.229  1.229 >1.229 

GRM 06 4- NO2 >1.229  1.229 >1.229 

GRM 07 4-CF3 >1.148 >1.148 >1.148 

GRM 08 2-furanila  369 >1.479 >1.479 

GRM 09 2-tiofenila >1.396   1.396 1.396 

GRM 10 3-piridila - - - 

GRM 11 4-piridila   44 177 - 

GRM 12 5- nitro- 2-furanila   4  1 4 

GRM 13 1-naftila - - - 

GRM 14 2-naftila >1.210 >1.210 - 

Vancomicina -  -  0,5 - 

Tetraciclina -   3  - 0.4 

Código Ar bE. faecium 

(ATCC700221) 

aE. coli 

(BAA198) 

cP. aeruginosa 

(ATCC27453) 

dK. pneumoniae 

(ATCC13883) 

GRM 01 4-H 1.426 >1.426 >1.426 >1.426 

GRM 02 3-OH, 4-OMe 1.225 >1.225 >1.225 >1.225 

GRM 03 3-Cl 1.270 >1.270 >1.270 >1.270 

GRM 04 4-Cl           >1.270 >1.270 >1.270 >1.270 

GRM 05 3- NO2 1.229 >1.229 >1.229 >1.229 

GRM 06 4- NO2 1.229 >1.229 >1.229 >1.229 

GRM 07 4-CF3 1.148 >1.148 >1.148 >1.148 

GRM 08 2-furanila 574 >1.479 >1.479 >1.479 

GRM 09 2-tiofenila  1.396 >1.396 >1.396 >1.396 

GRM 12 5- nitro- 2-Furanila 39  19   1.268 79 

Tetraciclina -  0.8   3 13 6.6 
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Para esclarecer um possível mecanismo de ação, um estudo in silico 

(SwissTargetPrediction) foi realizado e apresentado na (tabela 2). Os principais alvos para 

GRM03 são: Oxidorredutase, receptor acoplado à proteína A/G, quinase e proteases 

(DAINA; ZOETE, 2017).  

H. pylori usa a oxidorredutase dimérica para catalisar e formar ligações dissulfeto 

no periplasma, na revisão e reparo da viabilidade celular, isto é, uma enzima importante 

no processo desenvolvimento da bactéria (DENIC et al. 2020; BOCIAN-OSTRZYCKA 

et al., 2016). Desta forma, esse processo enzimático pode ser um alvo molecular dos 

GRM01 e GRM03. Em relação à S. aureus, o microrganismo possui a proteína A de 

superfície celular por onde tem forte fusão a proteína G, esse mecanismo está interligado 

ao processo infeccioso entre a bactéria e o hospedeiro, sendo muito peculiar da espécie, 

portanto pode haver uma hipótese do GRM03 estaria agindo nessa proteína (CUSSOLIM, 

JUNIOR, 2021; KOBAYASHI; DELEO, 2013). Sendo um prognose justificável perante 

ao valor apresentado, com CIM de 12,5 μg/mL (39 μM) para MRSA. 

 Em relação à diferença de valores de CIM entre MSSA e MRSA, vários fatores 

podem estar envolvidos. Primeiro, a categoria de metodologia aplicação ao CIM, no qual 

os valores podem deferir, segundo, na fonte dos microrganismos testados (FINCH et 

al.,2011). Terceiro o fator de resistência, as cepas S. aureus resistente à meticilina 

normalmente transportam o gene mecA que codifica uma proteína de ligação à penicilina 

(PBP2a) sendo resistente a antibióticos β-lactâmicos (CUSSOLIM, JUNIOR, 2021; 

MUN et al., 2013).  

Desse modo, para esclarecer esse ponto, as cepas MSSA e MRSA foram testadas 

com a mesma metodologia e concentrações. O resultado a esse teste foi o mesmo, o 

GRM03 é fortemente ativo contra o MSRA e fracamente ativo contra MSSA, levantando 

hipótese que o fator de resistência ou mutações de MRSA o deixa vulnerável ao análago 

GRM03, diferente do MSSA. Portanto para melhores respostas dessa interferência, novos 

experimentos seriam necessário. 

Os curcuminoides GRM04 e GRM09 foram inativos contra a maioria das 

bactérias, somente uma atividade fraca contra MSSA e S. mutans com CIM de 625 µg/mL 

(1.915 e 2.182 μM), já o GRM06 e GRM07 obteve uma inibição na maior concentração 

somente contra S. mutans (Tabela 05 e 06), em relação ao composto GRM05, ele foi 

inativos para todas as bactérias testadas. 
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O GRM08 possui grupo furanila e apresentou uma CIM de 156 µg/mL (577 µM) 

contra MSSA, E. faecium com uma CIM de 200 µg/mL (574 µM), H. pylori CIM de 100 

µg/mL (369 µM) e  contra S. mutans um valor de 312 - 625 µg/mL (1.154 – 2.312 µM), 

exibindo  atividade contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativa expressando um 

grupo de amplo espectro. 

O composto GRM10 não entrou no ensaio (tabela 3,4 e 5) por falta de material 

disponível. Já o seu regioisômero o GRM 11 exibiu contra MRSA uma CIM de 50 µg/mL 

(177 µM) e H. pylori uma CIM de 12,5 µg/mL (44 µM). 

Pode-se considerar que o GRM11 pode estar interligado na ação das 

oxidorredutases de H. pylori de acordo com o estudo in silico realizado. 

Da série de curcuminoides o que exibiu melhor resultado antibacteriano foi 

GRM12, esse composto nitrofurânico mostrou atividade contra todas as bactérias 

testadas, revelando uma bioatividade de amplo espectro, com exceção da fraca ação 

contra Pseudomonas aeruginosa com uma CIM de 400 µg/mL (1.268µM). 

O grupo nitro precisa de redução enzimática para  produzir efeitos biológicos, isso 

porque a redução é geralmente mediada por nitrorredutases que usam mononucleotídeo 

de flavina (FMN) ou dinucleotídeo de flavina adenina (FAD) como grupos prostéticos e 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) ou nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato (NADPH) como subunidades redutores. 

Gerando uma sequência generalizada para via biorredutiva que envolve a 

formação de um derivado nitroso, um ânion radical nitro, um radical nitroxil, 

hidroxilamina e uma amina primária (MACHEREY& DANSETTE, 2008; LEE & 

ZHAO, 2007; NISHINO & SPAIN, 2004; SPAIN, 1995). Esse processo redox que a 

bactéria realiza, pode produzir radicais capaz de matar ou inibir metabolismo bacteriano, 

sendo uma possível elucidação sobre a ação do GRM12.  

Contra bactérias Gram-negativas o GRM 12 obteve uma CIM 1.56 µg/mL (4 µM), 

contra H. pylori, sendo uma CIM próxima a tetraciclina, o fármaco de referência e contra 

E. coli uma CIM 1- 4 µg/mL (3-12 µM), já contra  E.coli (BAA198) multirresistente, o 

mesmo obteve uma CIM de 6.25 µg/mL (19 µM) um valor maior ao fármaco de 

referência. O curcuminoide GRM12 foi testado contra bactéria multirresistente, a k. 

pneumoniae e apresentou um valor de CIM de 25 µg/mL (79 µM). 
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Em bactérias Gram-positivas o GRM12 exibiu uma atividade praticamente igual 

ou maior ao fármaco de referência contra a cepa MRSA com um CIM 0.39 µg/mL (1µM), 

para E. faecalis CIM de 19 µg/mL (61 µM), MSSA com CIM 2 µg/mL (6 µM), S. mutans 

CIM 19 µg/mL (60 µM) e E.faecium com CIM 12.5 µg/mL (39 µM). 

Portanto através desses resultados, o curcuminoide GRM12 possui em sua 

estrutura química, mecanismo de ação com liberdade de agir em bactérias com parede 

celular diferente. 

 

4.3 Propriedades in silico: físico-químicas, drug-likeness e farmacocinéticas obtidas pelo 

SwissADME do GRM12 

 

Para produzir um fármaco eficaz, certas propriedades físico-química precisam ser 

analisadas, sendo que essa molécula deve reunir potência, eficácia e baixos efeitos tóxicos 

(AFONSO, 2009). Ser potente ao atingir o alvo no organismo na concentração suficiente 

e bioativa no tempo certo para que os eventos biológicos esperados ocorram, isto é, tendo 

uma boa inter-relação com absorção, distribuição, metabolismo e excreção - ADME 

(PRICE et al.,2021; PICCIRILLO, AMARAL, 2018; MALIK et al., 2017). 

Aperfeiçoar essas propriedades por modificações moleculares é fundamental na 

seleção de substâncias para não serem descartadas na fase clínica. Estudo preliminar in 

silico é utilizado em etapas anteriores ao desenvolvimento dos fármacos (DAINA; 

ZOETE, 2017; VOTANO et al., 2004). 

Nesse contexto, foi avaliado dados preditivos do GRM12 pelo plataforma 

SwissADME sobre as propriedades físico-químicas, farmacocinéticas, afinidade com 

fármacos e conformidade com a química medicinal do composto GRM12 (DAINA; 

ZOETE, 2017; GHOSE, et al., 2006).  

 

Tabela 6. Preditivos in silico (SwissADME) para GRM12 
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                                        ( – ) não determinado; aSwissADME (DAINA; ZOETE, 2017) 

 

De acordo com análise in silico o análogo GRM12 indicou massa molar de 315,28 

g/mol, valor esse que está inserido na faixa ótima entre 150 e 500 g/mol. A massa molar 

está entre as regras de Lipinski para determinar tamanho molecular de um composto ideal, 

pois o tamanho implica na determinação de alguns compartimentos que a substância será 

absorvida (ERMONDI et al., 2020; GHOSE, et al., 2006; LIPINSKI, 2001). Dentro disso, 

uma flexibilidade ideal é ter até 9 ligações rotativas e o GRM12 apresentou 6 ligações, 

avaliação essa, considerável já que o número de rotação molecular influência, em 

particular, na passagem pela membrana, biodisponibilidade e potência de ligação 

(RITCHIE et al., 2011; GHOSE, et al., 2006).  

A polaridade é uma propriedade molecular relacionada à permeabilidade, a área 

de superfície polar topológica (TPSA) ideal é de 20 à 140 Å2 e o GRM 12 apresentou o 

Propriedade  aValores preditos 

Peso molar (g/mol) 315,28 

Num. de átomos pesados  23 

Num. arom. Átomos pesados 11 

Fração Csp3 0,06 

Num. ligações giratórias 6 

Num. aceptores H 6 

Num. doadores H-bond 1 

Refratividade molar 85,56 

TPSA 105,49 Å² 

Lipofilicidade  - 

Log P o/w 2,13 

Solubilidade  - 

Log S -3,64 

Solubilidade em água Solúvel 

Farmacocinética  - 

Absorção GI Alto 

Permeação BBB Não 

Substrato P-gp Não 

Log K p -6,09cm / S 

Semelhança a fármaco - 

Lipinski Sim, 0 violações 

Química Medicinal - 

Pontuação de biodisponibilidade 0,55 

Acessibilidade sintética  3,16 
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valor de 105,49 Å2 o que está inserido no intervalo sugerido, pois na literatura indica que 

compostos com área de superfície polar (PSA) segundo essa referência apresenta melhor 

biodisponibilidade oral (ERMONDI et al., 2020; DAINA et al., 2017; GHOSE, et al., 

2006; KELDER et al., 1999). Na saturação, que representa a fração de carbonos na 

hibridização sp3, o GRM12 apresentou valor de 0,06 o que está no padrão considerável 

que é de pelo menos ≥ 0,25. O log S foi satisfatório baseado na média de três categorias 

de cálculos que a plataforma computacional oferece, o ESOL, Ali e SILICOS-IT. 

Em relação ao log P in sílico e o fornecido experimental (CLAE) não houve muita 

diferença nos números, porém, ambos estão dentro dos padrões indicativos que variam 

de -0,7 a 5,0, valores significativos que indicam uma boa permeação (DAINA; ZOETE, 

2017). 

Portanto, o composto GRM12 apresenta um potencial de atravessar membranas 

por difusão passiva no meio gastrointestinal e uma administração oral viável, sem ter 

acesso à barreira hematoencefálica baseado no dado representado no (Figura 3), 

interessante já que o sistema nervoso central (SNC) não é foco, pois as propriedades do 

composto devem ser traçadas com base em um objetivo terapêutico (GHOSE, et al., 

2006). Pois, se tivéssemos tal finalidade de permeabilidade cerebral teriam que ter um 

PSA menor, entre <60-70 Å2 (KELDER et al., 1999). 

Na figura 6 observamos dados que estimulam a estender a abordagem para a 

permeação da barreira hematoencefálica (BBB), para avaliar preditivo de penetração e 

prevenção de efeitos indesejados (DAINA; ZOETE, 2017; EGAN et al., 2000). 
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Figura 3. Gráfico representativo BOILED – Egg

     

                                                                                                     Fonte: (SwissADME; EGAN et al., 2000). 

 

Outro fator importante é que o análogo GRM12 mostrou-se negativo no potencial 

substrato para a glicoproteína ( P-gp ) sendo relevante, visto que a proteína é significativa 

entre os transportadores de cassete de ligação de ATP ou transportadores, ABC 

(SZAKÁCS et al., 2008). Essa proteína desempenha a função de uma bomba de efluxo 

ativo através de membranas biológicas contra substâncias xenobióticos prejudiciais ao 

organismo e um dos principais papéis da P-gp é proteger o sistema nervoso central 

(SZAKÁCS et al., 2008). Da mesma forma é importante lembrar que o P-gp é expressa 

em algumas células tumorais e consequentemente a cânceres persistentes (SHAROM et 

al., 2008). 

Vale evidenciar que a série de curcuminoides monocetônicos possuem 

propriedades que estão em conformidade com a regra de Lipinski, Ghose, Veber, Egan e 

Muegge (VEBER et al., 2002; EGAN et al.,2000; MUEGGE et al., 2001; LIPINSKI et 

al.,2001; GHOSE et al.,1997). 

Outro fator in silico fornecido pelo SwissADME é uma análise na estrutura 

química para identificar se há fragmentos potencialmente problemáticos (composto 

promíscuo). Esses fragmentos podem proporcionar desvio premeditadamente de 

resultados falso-positivos em testes biológicos (BAELL et al., 2010; PICCIRILLO, 

AMARAL, 2018). Portanto com a análise feita no análogo GRM12 não foi diagnosticado 

fragmento que seja questionável e com uma acessibilidade sintética de 3,16 classificando 
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em uma síntese moderada, já que os valores de referência são de 1 muito fácil a 10 muito 

difícil. Uma acessibilidade sintética razoável é significativa para uma futura produção em 

larga escala (ERTL, SCHUFFENHAUER, 2009). 

 

4.3.1. Investigação in silício pelo SwissTargetPrediction de mecanismo de ação para 

GRM12 

 

No estudo in silico pelo SwissTargetPrediction verificamos dados preditivos de 

classe-alvo do GRM12 que estão em fase de construção (Figura 4) (GFELLER et 

al.,2014; DAINA; ZOETE, 2017). A importância de uma análise in silico é que 

conseguimos elucidar melhor os resultados obtidos, já que o composto GRM 12 é inédito 

na literatura portando uma molécula em fase de eleucidação de seus mecanismos. 

 

Figura 4. Principais classe-alvos de ação para o GRM12 

 

Fonte: (SwissTargetPrediction).  

 

Conforme observado na (Figura 4) o GRM 12 possui uma interação de 33.3% por 

proteases bacterianas. As proteases são um amplo conjunto de enzimas, essenciais na 

viabilidade celular, produz resposta ao estresse bacteriano e processo de patogenicidade, 

pois as proteases permitem que as bactérias desenvolvam a capacidade de infectar o 

hospedeiro e causar doenças (ZHENG et al., 2021; EMIOLA et al., 2015). 
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Hoje, a maioria dos mecanismos antimicrobianos convencionais se resum em 

bloqueios da biossíntese da parede celular, biosíntese de proteínas e DNA/RNA, contudo, 

tal ação talvez tenha sido superada com o surgimento de várias cepas resistentes 

(BROWN; WRIGHT, 2016).  Por esse motivo, é importante buscar novas alternativas, e 

proteases bacterianas oferecem um conjunto de opção antibacteriana (BROWN; 

WRIGHT, 2016).  

Atualmente, as proteases têm sido foco molecular no desenvolvimento de 

antivirais, fármaco disponível com tal mecanismo de ação tem sido promissor na indústria 

farmacêutica, inclusive há pesquisa de moléculas contra a principal protease presente no 

vírus SARS-CoV-2 (NITSCHE, 2019; MAHMUD, et al.,2021). 

Em E. coli, as proteases têm papéis importantes na fisiologia e bioquímica, a 

bactéria possui um conjunto de genes essenciais de várias proteases que regula a enzima 

da biossíntese da membrana externa, ativa resposta ao estresse celular, peptidases de 

sinais e outras para evitar a proteólise descontrolada na célula bacteriana (EMIOLA et 

al., 2015; AKIYAMA et al., 2015; PAETZEL et al., 2002). Interferir nessas enzimas pode 

ser uma rota alternativa de alvos inexplorados, logo, pode-se justificar que o composto 

GRM12 pode estar intervindo nesse alvo, pois o mesmo, obteve atividade contra E. coli 

(ATCC 10536) com CIM de 1- 4 μg/mL (3-12 μM) (tabela 3) e para cepa resistente de E. 

coli (BAA 198) com CIM de 6,25 μg/mL (19 μM) ( tabela 5). 

A clpP é uma subunidade proteolítica de protease caseinolítica que desempenha a 

função proteostase de células procarióticas (KIRSCH et al.,2020; MORENO-CINOS et 

al., 2019). A maior parte das espécies bacterianas, como E. coli, B. subtilis e S. aureus 

tem um gene clpP que se associa com a família AAA + ATPases, no entanto, não são 

essenciais para a viabilidade celular, contudo a desregulação ou perturbação do clpP 

nessas cepas aumenta sua suscetibilidade aos antibacterianos e diminui a virulência em 

alguns patógenos, por exemplo, S. aureus (KIRSCH et al.,2020; FLYNN et al., 2003; 

KOCK et al., 2004; CHATTERJEE et al., 2005; FREES et al.,2014). 

A inativação de clpP no complexo proteolítico e vários desses reguladores de 

virulência dependerá de cada cepa bacteriana (FREES et al.,2014; BÆK et al.,2014).  

A clpP depende da associação de AAA + ATPases para selecionar e desenrolar 

substratos de proteína, a desordem desses parceiros pode desregular totalmente o sistema 

proteolítico trazendo complicações a viabilidade celular (RAJI et al., 2012). Vale ressaltar 
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que no estudo de Sui e colaboradores (1993) a curcumina já apresentava uma fraca 

atividade através de indicação in vitro para proteases do HIV-1 e HIV-2, sendo 

potencializado em seu analágo GRM12. 

Outra classe-alvo interessante, depois das proteases, são as enzimas apagadoras 

com 26.7%, um conjunto de enzimas conhecidas como “borrachas” ou “apagadores”. 

Essas enzimas são essenciais para os eventos de reprogramação epigenética, 

necessários durante os estágios de evolução (O´SULLIVAN et al., 2019).  

À nível celular, a atividade das “borrachas” é importante para a transição de uma 

fase do ciclo celular para outra, ou seja, existem várias categorias de apagadores 

epigenéticos que têm como alvo as histonas (ESTEVE-PUIG et al., 2020; O´SULLIVAN 

et al., 2019). Outras classe-alvo para o GRM12 são as quinases, com 13.3% e para 

enzimas, liase, fosfodiesterase e receptor de membrana com 6.7% pelo 

SwissTargetPrediction. 

Há uma hipótese que moléculas com características de função de aceitador de 

ligação de H ou doadora complementar podem ter afinidade em ligantes de quinase 

(GHOSE, et al., 2006).  

Uma condição que o composto GRM12 preservou de seu protótipo, a curcumina, 

foi o alvo na metaloproteinase matriz (MMPs) conforme fornecido in silico 

(SwissTargetPrediction) os MMP são classe-alvo de proteases. Essas enzimas 

proteolíticas conforme discutidas anteriormente são importantes para o desenvolvimento 

de infecção por H. pylori como mostrado no estudo in vivo por Gupta e colaboradores 

(2011).  Assim sendo, o GRM12 pode interferir nesse processo contra H. Pylori, pois o 

mesmo obteve fortemente atividade de CIM tal bactéria. 

Dessa forma podemos considerar que o curcuminoide GRM12 pode ser um 

candidato promissor a atuar em alvos como as proteases bacterianas de acordo com os 

dados in silico e os resultados antibacterianos apresentados. 

 

4.3.2 Ensaio de Permeabilidade de Membrana com Staphylococcus aureus (ATCC 

29213) 

Para investigar a ação do curcuminoide GRM12 na membrana bacteriana, foi 

utilizada a espécie de Staphylococcus aureus (ATCC 29213), um microrganismo 

pertencente a microbiota da pele e conhecido por causar infecções graves em seres 
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humanos, principalmente no âmbito hospitalar, pois os biofilmes formados são difíceis 

de erradicar com agentes antibacterianos convencionais (ARCHER et al., 2011; DE LA 

CALLE et al., 2016; BRADLEY, 2015). A célula bacteriana foi exposta ao composto 

GRM12 na concentração do valor de CIM 2 µg/mL (6 µM) por 15 minutos, assim como 

a nisina (disruptor de membrana usado como controle positivo). 

Imagens de microscopia de fluorescência representativas do controle negativo 

(células tratadas com 1% de DMSO), o controle positivo (nisina a 5,0 µg/mL) e o 

composto GRM12 estão apresentados na figura 5. As relações de porcentagens de células 

com membranas danificadas foram quantificadas a partir das imagens do microscópio 

(Figura 6). As culturas tratadas com DMSO a 1% apresentaram aproximadamente 10% 

das células com membranas permeabilizadas. O tratamento com nisina demonstrou 95% 

das células coradas com PI/SYTO9. O tratamento com o GRM12 apontou porcentagens 

de dano de 75% sendo capaz de danificar a membrana levando citólise de S. aureus. 

 

Figura 5. Microscopia de fluorescência da membrana citoplasmática, barra de escala 5μm 

com ampliação de 100 x. 

 

a.Células tratadas com DMSO 1% (controle negativo); b.Células tratadas com nisina (controle positivo) e c.Células tratadas com 

GRM12. 
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Figura 6. Porcentagem de permeabilidade células com membranas danificadas 

 

 

a. NC: Células tratadas com DMSO 1% (controle negativo); b. PC: Células tratadas com nisina (controle positivo) e c. Células tratadas 

com GM12. 

 

Alguns estudos com análogos da curcumina apontavam sua forte interação na 

ruptura da membrana bacteriana o que corrobora com os resultados apresentado neste 

trabalho (MORÃO et al., 2019; POLAQUINI et al., 2021). 

Em estudos anteriores é possível observar um amplo mecanismo de ação da 

curcumina, principalmente a sua interferência na montagem da proteína FtsZ, responsável 

pela divisão celular (RAI et al., 2008). Com esses resultados podemos afirmar que o 

análogo GRM12, um composto simplificado da curcumina não perdeu sua efetividade de 

ação na membrana bacteriana, assim como também seu efeito bacteriostático 

(TAJBAKHSH et al., 2008; DILARRI et al., 2021). Ao contrário o GRM12 preservou os 

fatores de ação do seu progenitor, como também teve seu potencial aumentado com a 

simplificação molecular da sua estrutura. 

Estudos apontam que compostos que atuam na atividade da proteína FtsZ podem 

ser inibidores promissores no processo de divisão celular bacteriana (SUN et al., 2014; 

GROUNDWATER et al., 2017). 
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4.3.3 Ensaio de Antibiofilme 

 

O biofilme é um mecanismo desafiador para penetração de antibacterianos por 

decorrência da formação de uma matriz polissacarídica muito bem organizada, tornando 

resistente a sua irradicação (SHARMA et al., 2014; HAWVER et al., 2016; ZHANG et 

al., 2019; ŁOPUSIEWICZ et al., 2021).  

Muitos microrganismos possuem essa capacidade de formar biofilme como 

MSSA, MRSA, E. coli, E. faecium, K. pneumoniae (SOOD et al., 2008, SHARMA et al., 

2014). Essas bactérias já são conhecidas por provocar infecções graves e difíceis de tratar 

levando vários pacientes a óbitos, por serem resistentes a várias classes de antibióticos 

existentes, tornando seu biofilme mais complexo ao tratamento clínico (HAWVER et al., 

2016; ZHANG et al., 2019). Assim sendo, a descoberta de novos agentes inibitórios 

direcionados ao sistema Quorum sensing bacteriano é uma importante estratégia para 

controlar a formação e resistência do biofilme. Portanto neste trabalho foi avaliado o 

efeito do GRM12 contra biofilme em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

O curcuminoide GRM12, vancomicina e a tetraciclina foram avaliados em várias 

concentrações, no qual o GRM12 apresentou atividade antibiofilme com valores de 

CIMB de 0.195 µg/mL (0.61 µM) contra MRSA e MSSA (Figura 7 á 10) demostrando 

mais de 50% de inibição celular, já para vancomicina os valores de inibição foram nos 

valores de 0.73 µg/mL (0.50 µM) contra MRSA e 0.045 µg/mL  (0.03 µM) contra MSSA. 

Outra bactéria avaliada foi E. faecium, produtores de biofilme e causadora de 

infecções recorrentes, crônicas e resistentes a antibióticos (SOOD et al., 2008). O GRM12 

e tetraciclina foram testadas no qual obteve atividade de CIMB foi de 12.5 µg/mL (39 

µM) e a tetraciclina um valor de inibição de 0.0925 µg/mL (0.20 µM). Nas bactérias 

Gram-negativas, o GRM12 apresentou contra E.coli resistente uma inibição na 

concentração de 3.12 µg/mL (9.89 µM), valor um pouco superior que a tetraciclina que 

foi de 0.1845 µg/mL (0.41 µM). Em K. pneumoniae o GRM12 também obteve atividade 

antibiofilme nas concentrações de 12.5 µg/mL (39 µM)  e para tetraciclina um valor de 

1.47 µg/mL (3.30 µM). Para todas as bactérias testadas o GRM12 obteve atividade 

antibiofilme e com valores de inibição superior a 50% e diminuindo ou zerando os 

números de células viáveis quando comparado ao controle não tratado conforme 

mostrado nas figuras abaixo.  
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 A curcumina já havia demostrado processo inibitório sobre biofilme de algumas 

espécies, agindo na reduz a biomassa, dificuldade de adesão, desfazendo a estrutura do 

biofilme e modulando o sistema Quorum Sensing e além disso a curcumina inibe os 

fatores de virulência que dependem do Quorum Sensing, provalmente no GRM12 deve 

ter sido potencializado esses fatores de ação. 

 

Figura 7. Efeito do GRM 12 sobre o biofilme de S. aureus resitente a meticilina. A 

barra em cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o log10 UFC/mL. 

 

 

Figura 8. Efeito da vancomicina sobre o biofilme de S. aureus resitente a meticilina. A 

barra em cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o log10 UFC/mL. 
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Figura 09. Efeito do GRM 12 sobre o biofilme de S. aureus suscetível a meticilina. A 

barra em cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o log10 UFC/mL. 

 

 

 

Figura 10. Efeito da tetraciclina sobre o biofilme de S. aureus suscetível a meticilina. A 

barra em cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o log10 UFC/mL. 
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Figura 11. Efeito do GRM 12 sobre o biofilme de Enterococcus  faecium. A barra em 

cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o log10 UFC/mL. 

 

 

 

 

Figura 12. Efeito da tetraciclina sobre o biofilme de Enterococcus  faecium. A barra em 

cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o log10 UFC/mL. 
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Figura 13. Efeito do GRM 12 sobre o biofilme de Escherichia coli resistente. A barra 

em cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o log10 UFC/mL. 

 

 

 

 

Figura 14. Efeito da tetraciclina sobre o biofilme de Escherichia coli resistente. A barra 

em cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o log10 UFC/mL. 
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Figura 15. Efeito do GRM 12 sobre o biofilme de Klebsiella pneumoniae. A barra em 

cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o log10 UFC/mL. 

 

 

 

Figura 16. Efeito da tetraciclina sobre o biofilme de Klebsiella pneumoniae. A barra em 

cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o log10 UFC/mL. 
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4.3.4 Cinética de morte 

 

De toda série de curcuminoides testados neste trabalho, o GRM12 foi o que obteve 

melhor atividade antibacteriana, sendo assim, o análogo foi avaliado no ensaio de curva 

de tempo de morte contra as bactérias E. coli (BAA198), E. faecium (ATCC700221), K. 

pneumoniae (ATCC 13883), S. aureus resistente à meticilina (ATCC BAA44) e S. aureus 

suscetível à meticilina (ATCC6538). A base de comparação do GRM12 foi feito com dois 

fármacos de referência vancomicina e tetraciclina (FLUIT et al., 2005; CHAREST et al., 

2005; GERACI et al., 1956; GERACI & WILSON, 1981; GRIFFITH, 1981). De acordo 

com as figuras abaixo podemos observar o tempo de curva de morte que o curcuminoide 

GRM12 obteve contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

Contra MRSA e MSSA, observou que o número de log UFC mL-1 sofreu uma 

redução significativa em 24 horas  quando comparado ao inóculo. Foi observado que a 

curva de morte do GRM12 para cepa MSSA iniciou a partir de 4 horas após a exposição 

e em 24 horas obteve melhor curva de morte comparado à vancomicina. Contra MRSA a 

influência de redução de morte pelo composto GRM12 teve início no intervalo entre 4 a 

8 horas, chegando a agir inicialmente melhor que a vancomicina, contudo no prazo de 24 

horas obteve a curva de morte inferior à vancomicina. Contra E. faecium a curva de morte 

iniciou a partir de 4 horas de exposição ao análogo GRM12 chegando ao prazo de 24 

horas com curva de morte praticamente igual a tetraciclina. 

Nas bactérias Gram-negativas de acordo com a figura 20 para E. coli resistente, o 

composto obteve redução no número de log UFC mL-1 no prazo de 24 horas, 

principalmente na concentração 2 x o valor CIM, obtendo melhor resultado comparado a 

curva de morte da tetraciclina. 

Contra K. pneumoniae, obteve redução no número de log UFC mL-1, contudo não 

zerando morte celular, mas obtendo a curva de morte paralela com a tetraciclina.  

Portanto de acordo com os resultados, o composto GRM12 foi capaz de inibir 

consideravelmente as Log UFC mL-1 no período de 24 horas e mantendo uma curva de 

morte similar ao fármaco de referência. Com isso podemos comprovar que o 

curcuminoide GRM12 tem uma ação bacteriostática impedindo a proliferação dos 

microrganismos. Vários estudos já comprovaram a eficiência na curcumina em relação 

ao seu poder de inibir crescimento bacteriano, com esse resultado só reafirma que essa 
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ação continua e de forma potencializadora desse análago (TAJBAKHSH et al., 2008; 

DILARRI et al.,2021). 

 

Figura 17. Avaliação da cinética de morte do GRM 12 nas concentrações 1x e 2x CIM e 

a vancomincina para S. aureus suscetível a meticilina no período de 24 horas.  

 

 

Figura 18.  Avaliação da cinética de morte do GRM 12 nas concentrações 1x e 2x CIM 

e a vancomincina para S. aureus resistente a meticilina no período de 24 horas. 
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Figura 19. Avaliação da cinética de morte do GRM 12 nas concentrações 1x e 2x CIM e 

a tetraciclina para Enterococcus faecium no período de 24 horas. 

 

 

Figura 20. Avaliação da cinética de morte do GRM 12 nas concentrações 1x e 2x CIM e 

a tetraciclina para Escherichia coli no período de 24 horas. 
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Figura 21.  Avaliação da cinética de morte do GRM 12 nas concentrações 1x e 2x CIM 

e a tetraciclina para Klebsiella pneumoniae no período de 24 horas. 

  

 

 

4.4 Teste de toxicidade  

 

4.4.1 Ensaio em queratinócitos (HaCaT) 

 

O teste de toxicidade foi realizado contra queratinócitos (HaCaT), que compõem 

o tecido epitelial (ARCHER et al., 2011). A epiderme e mucosas são regiões de 

colonização S. aureus, um agente infeccioso em humanos (LOWY, 1998). A clorexidina 

(CHX) é um antisséptico, com ação antifúngica e bactericida utilizado pelos dentistas e o 

público como enxaguante bucal como forma profilática (BESCOS et al., 2020).  

O gráfico 1 mostra a porcentagem de células de queratinócitos humanos viáveis 

(HaCat) quando expostas ao composto GRM12 e clorexidina (CHX) por 24horas. Assim 

podemos observar que houve viabilidade celular nas concentrações 39 a 4,87 µg/mL 

(123-15 µM). 

Nas concentrações de 19,5 µg/mL (61 µM) houve uma viabilidade de 25% e na 

menor concentração de 4,87 μg/mL (15 µM) mostra 45% de viabilidade celular, 2 vezes 

maior que a CIM (µM) contra MSSA e contra MRSA 25 vezes maior que a CIM 



    

 

 

70 
 

apresentado no valor de 0,195 μg/mL (0.6 µM).  O GRM12 mostrou valores de 

citotoxicidade menor que a CHX na maioria das concentrações demostrada neste estudo, 

somente na menor concentração de 4,87µg/mL (9µM) que a CHX obteve maior 

viabilidade celular que o GRM12.  

 

Gráfico 1. Ensaio de citotoxidade em diferentes concentrações do curcuminoide 

monocetônico GRM12 e clorexidina (CHX) na viabilidade de células de queratinócitos 

(HaCat). Os resultados são expressos como médias ± DPs 

Fonte: próprio autor. As letras minúsculas diferentes mostram diferença estatística entre os compostos, dentro de cada concentração, 

segundo ANOVA/Tukey (p<0,05) 

 

4.4.2 Totoxidade contra Galleria mellonella 

 

Os nitrocompostos são conhecidos pela sua performance terapêutica e também 

pela toxicidade, isso se deve ao ciclo redox no qual são gerados vários intermediários 

radicalares reativos, o que ocasiona efeitos adversos (SMITH et al., 1948; GROSS & 

SMITH, 1985; MACHEREY & DANSETTE, 2008). Assim, além do teste in vitro nos 

queratinócitos (HaCaT), testamos o seu efeito tóxico in vivo nas larvas de Galleria 

mellonella. A investigação da toxicidade aguda do composto GRM12 foi avaliado no 

ensaio com Galleria mellonella, no qual tem sido um modelo confiável para teste in vivo 
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de toxidade (ALLEGRA et al., 2018). O mecanismo das lavras apresentam similaridade 

estruturais e funcionais dos mamíferos, abrangendo uma resposta imune inata, sendo 

aceita como uma forma de análise in vivo consolidado (WOJDA, 2017). 

Portando o composto GRM12 foi testado em Galleria mellonella, a taxa de 

sobrevivência das larvas após a administração do composto foi observada nos períodos 

de 0,24, 48 e 72 horas.  

As concentrações testadas foram de 500, 250 e 100 e 50 µg/mL (1.585, 792, 317 

e 158µM) que correspondem a 20 mg/Kg/larva, 10 mg/Kg/larva 4 mg/Kg/larva e 2 

mg/Kg/larva, respectivamente.  

 

Gráfico 2. Ensaio de toxidade em diferentes concentrações do curcuminoide 

monocetônico GRM12 em Galleria mellonella 

 

Percentagem de sobrevivência ao longo do tempo de larvas de Galleria mellonella injetadas com GRM12 a 500 µg/ml (20 

mg/Kg/larvas), GRM12 a 250 µg/ml (10 mg/Kg/larvas), GRM12 a 100 µg/ml (4 mg/Kg/larvas) e GRM12 a 50 µg/ml (2 

mg/Kg/larvas). p < 0,05, teste log-rank. 

 

A curva de controle foi obtida pela administração sistêmica de solução salina 

estéril 0,9% e DMSO 100% na hemocele das larvas. Os resultados da análise de 

toxicidade demonstraram que, nas doses testadas, houve apenas uma morte na maior 

concentração, indicando que o GRM12 nessas concentrações não demonstrou ser tóxico 

(Gráfico 2). Em estudo realizado por Velayudhan e colaboradores (2012) foi elucidado 

que administração a longo prazo da curcumina não causaria qualquer efeito adverso, 

portanto esse fator pode estar presente em seu análago GRM12 já que não desmostrou 

efeito toxicidade em Galleria mellonella. 
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5. CONCLUSÃO 

 

A simplificação molecular da curcumina gerou compostos com potenciais 

bioativos. Foram sintetizados 14 análogos, dentre estes 13 inéditos na literatura, sendo 

todos identificados por RMN de 1H e RMN de 13C. Analisados por CLAE que determinou 

um coeficiente de partição entre n-octanol e água (log Po / w) obtendo um log P que 

variou de 1,55 a 3,36, valores dentro dos padrões permissíveis de permeação e níveis de 

pureza que variam de 95,9 a 99,0%, comprovando sua eficiência na bioatividade. 

Dentre os compostos testados, o análogo GRM12 exibiu potencial de amplo 

espectro, com ação antibacteriana com valores de CIM entre 3 a 60 µM e contra cepas 

resistentes 1 a 79 µM, com exceção da P. aeruginosa (ATCC 27453) com uma CIM 1.268 

µM. Nas predições in silico obteve-se resultados e parâmetros físico-químicos dentro dos 

intervalos preconizados, com classe-alvo para proteases, enzimas apagadoras e quinases, 

diferenciando seu mecanismo de ação dos antibióticos tradicionais. Em relação a 

citotoxidade, o mesmo causou viabilidade celular de 45% na concentração de 15 µM para 

queratinócitos (HaCaT), já em G. mellonella não demonstrou ser tóxico nas concentações 

testadas. No ensaio de permeação de membrana o composto GRM12 apresentou 75% de 

dano a membrana de S. aureus (ATCC 29213). Atividade antibiofilme superior a 50% de 

inibição contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O mesmo obteve cinética de 

morte igual ou maior aos fármacos vancomicina e tetraciclina. 

Dentre a sequência de compostos testados, o GRM01 obteve CIM de 44 µM contra 

H. pylori (ATCC43526), o GRM 03 e GRM 11 apresentaram atividade antibacteriana 

contra H. pylori (ATCC43526) e MRSA (ATCC BAA44) com valores de CIM entre 44 

e 177 µM. Portanto a simplificação molecular conduziu curcuminoides monocetônicos 

fortemente ativos, corroborando o potencial da curcumina como uma 

protótipo no planejamento de substâncias com competências antibacterianas.  

Nosso estudo proporcionou novas alternativas em relação aos antibacterianos, tal 

como o surgimento de um canditato com aspectos promissores para investigação de seu 

mecanismo de ação. 
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6. EXPERIMENTAL  

6.1 Químico 

Os análogos de curcuminoides monocetônicos foram sintetizados por meio de 

duas reações de condensação aldólica (Esquema 1) (KUBRA et al., 2014). 

 

 

Esquema 1. Síntese de Curcuminoides monocetônico e o 3-OH, 4-OMe 

 

 

 

A primeira etapa a reação ocorre entre diferentes derivados benzaldeídos 

comerciais e acetona, na presença de catálise básica, gerando uma variedade de 

intermediários cetônicos α-β-insaturados. Na segunda etapa, os respectivos 

intermediários foram submetidos a reação com isovanilina e sob catálise ácida, 

culminando na obtenção dos curcuminoides monocetônicos (Tabela 7). As reações foram 

acompanhadas por placas de cromatografia em camada delgada - CCD sob a inspeção de 

luz 254 e 365 nm para a observação da síntese.  

Os curcuminoides GRM 01 a GRM 09 e GRM13- GRM14 foram obtidos através 

da metodologia tradicional descrita acima, com rendimentos que variam 22% a 91%, os 

compostos GRM02, GRM10 a GRM12 foram obtidos com pequenas modificações na 

metodologia convencional. 

Na realização dos intermediários 3 e 4-piridila foi agregada uma contribuição 

segundo Bhambra e colaboradores (2017) que descreveram a utilização dioxano na 

síntese. Portanto dentro da metodologia convencional adicionou-se dioxano o que 



    

 

 

74 
 

proporcionou pouca formação de subprodutos, maior rendimento e facilitação no 

processo de purificação. 

 Mesmo com aplicação do dioxano o substituinte piridila é quimicamente instável, 

talvez por esse motivo a propensão por rendimentos foram baixos com 22% a 24%. 

Na síntese dos curcuminoides finais empregou-se catalise ácida para os produtos 

piridínicos, ou seja,  ácido clorídrico sob atmosfera de N2. Os produtos piridínicos 

possuem uma estabilidade química maior que os intermediários, porém seu rendimento 

de massa na rota sintética é bem baixo comparado aos outros substituintes da série. Para 

o 3-piridila obtivemos uma produção de 3%, já o 4-piridila rendeu uma massa de 26%. 

O intermediário do 5-nitro-2-furanila foi sintetizado em catálise ácida. Para tal, 

realizou-se a troca do catalisador NaOH por ácido acético e ácido sulfúrico em 

temperatura de 50 ºC sob acoplamento em refluxo, após 24 horas o produto foi vertido 

em gelo picado, filtrado e purificado, com rendimento de 31%.  

Na síntese do curcuminoide GRM 12 foi acrescentado o ácido acético em seu meio 

reacional em substituição ao EtOH, com rendimento de 51% no processo final após 

purificação. 

Na síntese do curcuminoide monossubstituido e dissubstituido foi por 

condensação aldólica em meio básico em única etapa. A reação foi realizada em 

temperatura ambiente no período de 72 horas. Após esse período, o meio reacional foi 

vertido em gelo e o meio foi acidificado com ácido sulfúrico, precipitado e filtrado (LIN 

et al., 2006). Para ambos os compostos não observou-se a formação de subprodutos. O 

rendimento para o curcuminoide monossubstituído foi de 96 %, já para o dissubstituido 

foi de 98%.  

 

Tabela 7. Estrutura dos curcuminoides monocetônicos 
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As substâncias foram purificadas por extração líquido-líquido e técnicas 

cromatográficas, como: cromatografia em coluna de gel de sílica e cromatografia em 

coluna de permeação em gel (LH-20, Sephadex). 

O monitoramento das reações e a análise de pureza das amostras foram realizados 

por cromatografia em camada delgada analítica (CCD) sendo reveladas por meio de 

inspeção no ultravioleta (254 e 365 nm) e revelada no reagente químico anisaldeído 

sulfúrico. A obtenção dos intermediários cetônicos α, β-insaturados e seus respectivos 

curcuminoides finais foram confirmados por meio da análise de seus espectros de 

Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN de 1H) e por Ressonância 

Magnética Nuclear de Carbono Treze (RMN de 13C). Os compostos foram analisados por 

Cromatografia Líquida de Alto Eficiência - CLAE e espectrometria de massa.  

Todos os resultados de espectros e cromatogramas dos compostos foram 

adicionados no Apêncide. De acordo com a base de dados Scifinder, os análogos GRM 

01-14 foram identificados como novas entidades químicas, com exceção GRM02.  

As reações foram acompanhadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

utilizando cromatoplacas de gel de sílica sob base de alumínio da marca Supelco® como 

fase estacionária e como fase móvel foram utilizados gradientes de solventes 

hexano/acetato de etila de acordo com a polaridade das substâncias. As placas foram 

Curcuminoide Ar Rendimento 

GRM 01 4-H 91% 

GRM 02  3-OH, 4-OMe 98% 

GRM 03 3-clorofenila 71% 

GRM 04 4-clorofenila 48% 

GRM 05 3-nitrofenila 76% 

GRM 06 4-nitrofenila 88% 

GRM 07 4-trifluormetilfenila 75% 

GRM 08 2-furanila 46% 

GRM 09 2-tiofenila 85% 

GRM 10 3-piridila 3% 

GRM 11 4-piridila 12% 

GRM 12 5-nitro-2-furanila 51% 

GRM 13 1-naftila 62% 

GRM 14 2-naftila 70% 
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reveladas na câmera escura de luz ultravioleta (254 e 365 nm) e dependendo dos analitos 

também se utilizou o anisaldeído sulfúrico.  

 

6.1.2 Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN) e Cromatografia de gel 

permeação em Sephadex ® LH20 

 

A cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN) foi um dos processos 

utilizados na purificação dos análogos. Usando uma fase estacionária, gel de sílica de 100 

a 200 (Mesh Sigma Aldrich®) aplicadas em colunas de vidro de variáveis diâmetros e 

alturas. Para fase móvel foram utilizadas misturas de acetato de etila e hexano e suas 

porcentagens variam de acordo com a polaridade da substância. Outro método de 

purificação foi Sephadex LH20 que separa por diferentes pesos moleculares. As amostras 

foram solubilizadas em DMSO e eluídas em etanol. As frações foram analisadas por 

Cromatografia em Camada Delgada (CCD), utilizando cromatoplacas de gel de sílica sob 

base de alumínio da marca Supelco®. Como fase móvel foram utilizadas misturas de 

acetato de etila e hexano de acordo com a polaridade das substâncias. As placas foram 

reveladas na câmera de luz ultravioleta (254 e 365 nm) e revelada no anisaldeído 

sulfúrico.  

 

6.1.3 Coeficiente de partição (n-octanol/água) medido pelo método Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE)  

 

A determinação do log Po/w seguindo o padrão de procedimentos descritos nas 

Diretrizes da OCDE para o Teste de químico (OCDE, 1989). O log P teórico usado para 

compostos de referência foi extraído da SwissADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 

2017). Valores do fator de capacidade (k) de compostos de referência foram calculados 

de acordo com o tempo de retenção (rt) segundo a fórmula k = (rt– rt0)/rt0, onde rt0 é o 

tempo de retenção de tiouréia. Os compostos de referência utilizados foram acetofenona, 

ácido cinâmico, benzofenona, timol, tolueno, bifenila, fluoranteno e trifenilamina. Uma 

curva padrão foi construída para cada eluição isocrática: MeOH:H2O (70:30, 75:25 ou 

80:20) sob fluxo de 1,0 mL/min. O volume de amostra injetado foi de 20,0μL e o 
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comprimento de onda foi de 254 nm. A pureza dos compostos foi medida por valores de 

área de banda. 

 

6.2 Ferramenta computacional (Swiss Institute of Bioinformatics) 

 

Trabalhar com pesquisas para descobertas de fármacos e outras substâncias 

bioativas demanda tempo e estudo, pois projetar e incluir essas substâncias na sociedade 

é um processo gradual (HAY et al., 2014; DAHLIN et al., 2015). A utilização de 

softwares economiza tempo e investimentos econômicos. Assim o Swiss Institute of 

Bioinformatics (SIB) exerceu um papel fundamental no desenvolvimento de técnicas de 

planejamento de fármacos, acompanhada por estudos in silico (DAINA; ZOETE, 2017).  

O grupo de modelagem molecular da SIB desenvolveu várias ferramentas CADD 

(Computer-Aided Design and Drafting) com uma metodologia avançada de softwares 

sofisticados. Ferramenta in silico é muito utilizada no processo de desenvolvimento de 

novos antibacterianos e antimicobacterianos (RAGHU et al., 2020; RAMESH et al., 

2020; BAKCHI et al., 2020; ABD-ALWAHAB et al, 2020; ABDULLAHI et al,2020). 

Portanto neste trabalho usou-se o site interativo SwissADME (análise de 

propriedade ADME) e SwissTargetPrediction (Previsão de alvos biomoleculares) para 

complementar o estudo (GFELLER et al.,2014; DAINA; ZOETE, 2017). O acesso pela 

plataforma é feito através de acesso livre: http://www.swissadme.ch/index.php. 

 

6.3 Procedimentos biológicos  

 

6.3.1 Cepas microbianas padrão e condições de crescimento 

 

Laboratório de Cultura de Células (FOA) – UNESP Câmpus Araçatuba – SP 

Profa. Responsável: Dra. Cristiane Duque 

 

Para a avaliação das atividades antimicrobiana dos compostos foram utilizadas as 

seguintes cepas padrão: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus faecalis 

(ATCC 51299), Escherichia coli (ATCC 10536) e Staphylococcus aureus (ATCC 

14458). As cepas foram doadas pela Fundação Oswaldo Cruz – FIOCRUZ, Rio de 
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Janeiro. Os meios de cultura usados para crescimento de cada espécie bacteriana foram 

os seguintes: Mitis Agar Salivarius Agar (Difco, Kansas City, MO, USA) com 0,2U/mL 

de bacitracina para S. mutans, Brain Heart Infusion Agar – BHIA (Difco) para E. coli e 

E. faecalis e Mannitol Salt Agar (BD BBL) para S. aureus. As placas foram incubadas a 

37ºC e 5% de CO₂. 

 

6.3.2 Triagem dos compostos quanto à atividade antibacteriana  

 

Laboratório de Cultura de Células (FOA) – UNESP Câmpus Araçatuba – SP 

Profa. Responsável: Dra. Cristiane Duque  

 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Bactericida Mínima (CBM). Cada análise descrita a seguir foi realizada em três dias 

independentes. O controle positivo de cada experimento foi o ciprofloxacina ( Sigma‐

Aldrich, USA) e o controle negativo foi o meio de cultura sem os compostos. Brevemente, 

curvas de crescimento foram realizadas para cada microrganismo (S. mutans, E. faecalis, 

S. aureus, E. coli) com a finalidade de identificar o número de horas necessárias para este 

atingir sua fase de maior multiplicação celular (fase logarítmica ou exponencial). Os 

ensaios de CIM foram medidos pelo método de microdiluição, baseados nas normas do 

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute - M7-A9, 2012) com algumas 

modificações. 

Culturas das espécies bacterianas mencionadas no item 4.2.1 foram repicadas em 

meio caldo BHI (Difco) por 24h ou mais, dependendo do tempo de crescimento de cada 

microrganismo, a 37ºC. Quando a cultura atingiu a metade da fase logarítmica, as células 

foram separadas por centrifugação a 5000xg por 5 minutos a 4 ºC. Estas foram lavadas e 

ressuspendidas em tampão fosfato de sódio – PB (10 mM, pH. 6,8). Em seguida, o número 

de células foi ajustado utilizando-se Mueller-Hinton (MH) caldo 2 x concentrado para 

obtenção de 1-5 x 10⁵ UFC/mL (Unidades Formadoras de colônias/mL). Os compostos 

foram diluídos seriadamente em meio de cultura MH e em seguida, inserida a cultura 

bacteriana com a concentração ajustada. 

Após incubação por 24 horas a 37 ºC, as placas de microtitulação foram analisadas 

a 550 nm em um leitor de Microplacas modelo 3550‐UV (Biorad do Brasil) após a 
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aplicação de uma solução de resazurina (Sigma) a 5μg/mL por 3 horas. A CIM foi 

definida como a menor concentração do composto ou ciprofloxacina que não houve 

crescimento detectável (coloração azul da viragem da resazurina). Os meios contendo a 

CIM e duas concentrações maiores foram diluídas seriadamente e plaqueados em MH 

ágar e incubados a 37ºC por 48horas para todos os microrganismos. A coloração amarela 

ou alaranjados dos compostos não interferiu na visualização. As colônias foram contadas 

com auxílio de estereomicroscópio binocular (Labomed, USA) e determinado o número 

de unidades formadoras de colônias (UFC) /mL. A CBM foi considerada quando o 

composto eliminou mais de 99% das bactérias.  

 

6.3.3 Atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus resistente à meticilina (BAA 

44) - MRSA e Staphylococcus aureus suscetível à meticilina (ATCC 6538) – MSSA 

 

Laboratório de Testes Antimicrobianos, Instituo Ciências Biomédicas – UFU Câmpus 

Uberlândia - MG  

Prof. Responsável:  Dr. Carlos Henrique G. Martins 

 

A concentração inibitória mínima (CIM) contra Staphylococcus aureus foi 

definida como a concentração mais baixa do agente antimicrobiano capaz de inibir o 

crescimento bacteriano. Para determinar a CIM das bactérias incluídas no estudo, foi 

realizado o método de microdiluição recomendado pelo Clinical and Laboratory 

Standards Institute, com algumas modificações descritas a seguir (CLSI, 2007). As 

amostras foram dissolvidas em dimetilsulfóxido (DMSO; Sigma®) e diluídas com caldo 

Brain Heart Infusion (Difco®). Em seguida, doze concentrações dos compostos foram 

testadas variando de 0,195 a 400 μg / mL em uma microplaca de 96 poços.  

A bactéria S. aureus (ATCC BAA44) utilizada neste estudo foi obtida na 

American Type Culture Collection (ATCC). Os inóculos foram ajustados para dar uma 

concentração de células de 5 × 105 CFU / mL. 

As placas contendo as bactérias foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Após a 

incubação, 30 μL de solução aquosa de resazurina (Sigma®) a 0,02% foram adicionados 

a cada poço, para revelar o crescimento bacteriano (SARKER et al.,2007). As cores azul 
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e rosa representam a ausência e a presença de crescimento microbiano, respectivamente. 

DMSO 5% (v / v) foi empregado como controle negativo. O controle positivo foi com 

vancomicina (0,0115 a 5,9 µg / mL) contra a cepa resistente e tetraciclina (0,0115 a 5,9 

µg / mL) para cepa suscetível. Um inóculo foi incluído para monitorar o crescimento 

bacteriano. Os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

6.3.4 Atividade antibacteriana contra cepa de H. pylori (ATCC 43526) 

 

Laboratório de Testes Antimicrobianos, Instituo Ciências Biomédicas – UFU Câmpus 

Uberlândia - MG  

Prof. Responsável:  Dr. Carlos Henrique G. Martins 

 

A atividade contra Helicobacter pylori foi avaliada de acordo com Spósito e 

colaboradores, (2019). O ensaio de microdiluição em caldo utilizou meio Mueller Hinton 

suplementado com 10% de soro fetal bovino. As substâncias foram solubilizadas em 

DMSO em placas de 96 poços em concentrações variando de 0,195 a 400 μg /mL. A 

concentração do inóculo foi ajustada para 5 × 105 CFU / mL. As placas foram preparadas 

em triplicata e incubadas a 37 °C por três dias em uma atmosfera contendo 10% de CO2. 

DMSO (Merck - 5% v / v) e tetraciclina (Sigma - 0,0115 a 5,9 μg / mL) foram usados 

como controle negativo e controle positivo, respectivamente. Uma solução aquosa de 

resazurina (Sigma) (30 µL, 0,01%) foi adicionada a cada poço para avaliação visual. A 

presença de coloração rosa indicou a presença de células metabolicamente ativas, 

enquanto a presença de coloração azul indicou células metabolicamente inviáveis 

(SAKER et al., 2007). A concentração mais baixa em que foi observada mudança de cor 

foi considerada como o valor da Concentração Inibitória Mínima (CIM). Três 

experimentos independentes foram realizados. 

 

6.3.5 Atividade antibacteriana contra cepa resistente Gram-positivas e Gram-negativas  

Laboratório de Testes Antimicrobianos, Instituo Ciências Biomédicas – UFU Câmpus 

Uberlândia - MG  
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Prof. Responsável:  Dr. Carlos Henrique G. Martins 

A concentração inibitória mínima (CIM) contra espécies bacterianas Escherichia 

coli (BAA198) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) e Enterococcus faecium (ATCC 

700221) foi determinada em triplicata usando o método de microdiluição em caldo em 

microplacas de 96 poços, conforme relatado anteriormente, usando resazurina como 

indicador colorimétrico de viabilidade celular (LEANDRO et al., 2014). O composto foi 

dissolvido em DMSO a 1 mg/mL, seguido de diluição em infusão de cérebro e coração 

para atingir as concentrações finais variando de 400,0 a 0,195 μg/mL. O teor final de 

DMSO foi de 5% (v / v), e esta solução foi utilizada como controle negativo. O inoculo 

foi ajustado para cada microrganismo para atingir uma suspensão celular de 5,0 × 10 5 

unidades formadoras de colônias por mL (UFC/mL), conforme preconizado pelo Clinical 

and Laboratory Standards Institute, com modificações no meio de cultura (CLSI, 

2012). Controle de crescimento (poço inoculado) e controle de esterilidade (poço não 

inoculado livre de agente antimicrobiano) também foram incluídos. A tetraciclinae a 

vancomicina foram usadas como controle positivos em concentrações variando de 0,0115 

μg/mL a 5,9 μg/mL e 0,115 a 59 μg/mL, respectivamente. As microplacas de 96 poços 

foram seladas com filme plástico e incubadas a 37 °C por 24 horas. Após esse período, 

30 μL de solução aquosa de resazurina (0,02%) foi adicionado às microplacas e incubado 

por 15 minutos a 37 °C. O valor da CIM foi definido como a menor concentração capaz 

de inibir o crescimento do microrganismo indicado pela mudança de cor da resazurina de 

azul para rosa. 

 

6.4 Ensaio de permeação em membrana de Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 

 

Departamento de Bioquímica e Microbiologia IB – UNESP Câmpus de Rio Claro   

Prof. Responsável: Dr. Henrique Ferreira 

 

A bactéria utilizada neste experimento foi Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 

e as células foram cultivadas em TSA sólido (caldo de soja triptona) ou caldo TSA a 36 

± 1 ºC, agitado a 200 rpm. A Concentração Inibitória Mínima (CIM) utilizada foi o valor 
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apresentado na (tabela 4). S. aureus a 106 UFC mL-1 foram expostos ao composto na CIM 

por 15 minutos em um tubo de microcentrífuga de 1,5 mL com 100 µL de meio TSA. Em 

seguida, 900 µL de meio TSA foram adicionados a cada tubo para diluir o composto e 

interromper ação antibacteriana (DILARRI et al., 2021). Portanto a célula bacteriana foi 

tratada com o composto GRM 12 utilizando a CIM 2 µg/mL (6µM) por 15 minutos, bem 

como nisina (controle positivo), um antibiótico que age na membrana bacteriana, tendo 

como ação a formação de poros (WIEDEMANN et al., 2004). Dois corantes também 

foram acrescentados o fluorescente iodeto de propídio (PI) que coram células com 

membranas rompidas (em vermelho) e SYTO9 coram membranas intactas (em azul) 

(NAVARRO et al., 2020). 

 As células foram coradas com o kit Live/Dead BacLight (Thermo-Scientific 

L7012), que é composto por dois corantes de ácido nucleico, sendo o SYTO9 (cora todas 

as células - Azul) e o iodeto de propídio (PI) (penetra apenas em células com membranas 

danificadas - Vermelho) (Savietto et al., 2018). As células coradas foram imobilizadas 

em lâminas revestida-agarose conforme descrito por Martins et al. (2010). O controle 

negativo (células com membrana intacta) foram as células no meio sem contato de 

qualquer composto, e o controle positivo (células com ruptura em sua membrana) foram 

células de S. aureus expostas à nisina (SIGMA N5764) (KRÓL et al., 2015). A análise 

microscópica foi feita com um microscópio Olympus BX-61, equipado com uma câmera 

monocromática OrcaFlash-2.8, auxiliado pelo software CellSens versão 11. 

 

6.5 Ensaio antibiofilme   

 

Laboratório de Testes Antimicrobianos, Instituo Ciências Biomédicas – UFU Câmpus 

Uberlândia – MG. 

Prof. Responsável:  Dr. Carlos Henrique G. Martins 

 

A inibição de GRM12 contra a formação de biofilme contra Escherichia coli 

(BAA198), Enterococcus faecium (ATCC 700221), Klebsiella pneumoniae (ATCC 

13883), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (ATCC BAA 44) e Staphylococcus 

aureus suscetível à meticilina (ATCC 6538) e Enterococcus faecium (ATCC 700221), 

foi avaliada usando a metodologia de microdiluição em caldo proposta por CLSI 
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(2012). A concentração inibitória mínima de biofilme (CIMB) foi estabelecida como a 

concentração que o GRM12 foi capaz de inibir 50% ou mais da formação de biofilme. Os 

valores de CIMB foram determinados usando dois protocolos, incluindo avaliação de 

biomassa por leitura de densidade óptica (OD) e determinação de células viáveis de 

biofilme por contagem de unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL). Duas 

microplacas foram usadas para cada protocolo. Os ensaios foram realizados em triplicado 

em três experiências independentes. A concentração de inóculo e o tempo de incubação 

ideal para este ensaio foram determinados pela padronização da formação de biofilme. 

Em microplacas de fundo plano de 96 poços contendo caldo Brain Heart Infusion 

(BHI) suplementado com 2% de glicose, diluições seriadas das amostras foram feitas a 

partir da solução estoque (1600 µg/mL), obtendo-se uma concentração final entre 0,195 

a 400 µg/mL. A partir de uma cultura de 24 h em placas de ágar BHI, o inóculo da 

respectiva bactéria foi preparado em caldo BHI suplementado com 2% de glicose, com 

turbidez equivalente em espectrofotômetro operando a 625nm, para igualar 0,5 na escala 

McFarland (1,5 × 10 8 UFC/mL). As suspensões bacterianas foram diluídas até a 

concentração final de 1,0 × 10 6 UFC/mL. As microplacas foram incubadas a 37°C por 

24h. Subsequentemente, o conteúdo dos poços foi aspirado e as células não aderidas 

foram removidas por lavagem com um tampão salino tamponado com fosfato (PBS) (pH 

= 7,2). O biofilme formado foi fixado com metanol por 15 min, seco à temperatura 

ambiente e corado com solução de cristal violeta (0,2%) por 20 min. Após a remoção do 

cristal e lavagem dos poços com o tampão PBS, adicionou-se ácido acético a 33% por 30 

min para solubilizar o cristal retido no biofilme. A absorbância dos poços foi determinada 

em espectrofotômetro a 595nm. A determinação do CIMB foi realizada por meio da 

Equação (2) (WEI et al., 2006; VIEIRA et al., 2018). 

CIMB = (A 595 do teste ÷ A 595 do controle não tratado) × 100 

Para a determinação de células viáveis, as placas foram preparadas seguindo a 

mesma metodologia descrita acima. Após o período de incubação, o conteúdo de cada 

poço foi aspirado e lavado com tampão PBS para remover as células não aderidas. Em 

seguida, 200 µL de caldo BHI com 2% de glicose foram adicionados aos poços e a 

microplaca foi submetida a banho de ultrassom por 15 min. O conteúdo dos poços foi 

homogeneizado e foram realizadas diluições decimais (100 a 10 −7). Em seguida, 

alíquotas de 50 µL de cada diluição foram semeadas em placas de ágar BHI e incubadas 
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a 37°C por 24 h. Por fim, as colônias foram contadas e os resultados foram expressos 

em escala log 10 (UFC/mL). 

A vancomicina e tetraciclina foram utilizadas como controle positivo e testadas 

em concentrações variando de 0,0115 a 5,9 µg/mL. As células bacterianas foram 

avaliadas na ausência dos compostos antibacterianos e foram utilizadas como controle 

negativo. Os dados do ensaio de antibiofilme foram analisados pela análise de variância 

não paramétrica Kruskal-Wallis unidirecional (ANOVA) com um teste de comparação 

de pares de Steel-Dwass-Critchlow-Fligner. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significativos com p < 0,05. 

 

6.6 Cinética bacteriana 

 

Laboratório de Testes Antimicrobianos, Instituo Ciências Biomédicas – UFU Câmpus 

Uberlândia – MG 

Prof. Responsável:  Dr. Carlos Henrique G. Martins 

 

Os ensaios de curva de tempo de morte foram realizados em triplicata com base 

em D'Arrigo e colaboradores (2010) contra as bactérias Escherichia coli (BAA198), 

Enterococcus faecium (ATCC 700221), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (ATCC BAA 44) e Staphylococcus aureus 

suscetível à meticilina (ATCC 6538). O composto GRM 12 foi escolhido para os ensaios 

de curva de tempo de morte porque apresentou a mais potente atividade antimicrobiana. 

Os tubos contendo o GRM12 em concentrações finais de uma e duas vezes a CIM 

foram inoculados com o microrganismo testado e depois incubados a 37 °C.  

As amostras foram retiradas para determinação de cepas viáveis em 0, 0,5, 2, 4, 8, 

12, 16 e 24 horas após a incubação, seguida de diluição, quando necessário, em meio 

fresco estéril. 

As amostras diluídas (50 µL) foram espalhadas em placa de ágar de infusão de 

cérebro e coração, incubadas a 37°C e contadas após 24 h. As curvas de tempo de morte 

foram construídas traçando log10 UFC mL-1 versus tempo. 

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada concentração e para os 

controles positivos (tetraciclina, 0,36 µg / mL-1 e vancomicina, 0,73 µg / mL-1) e 
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negativos (suspensão de bactérias sem adição de compostos). Tetraciclina e vancomicina 

foram usadas em seu valor de CIM. 

 

6.7 Ensaio toxicidade contra queratinócitos humanos (HaCaT) 

 

Laboratório de Cultura de Células (FOA) – UNESP Câmpus Araçatuba – SP 

Profa. Responsável: Dra. Cristiane Duque  

 

Os queratinócitos humanos (HaCaT) foram cultivadas em meio DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), a penicilina (100 UI/mL) e 

estreptomicina (100 µg/mL), e 2 mmol/L de glutamina e incubadas em uma incubadora 

contendo 5% de CO2 a 37 °C, sendo subcultivado a cada 2 dias. As células foram 

semeadas (1-5 x 105 células/poço) e pré-incubadas por 24 horas. Após esse período, as 

células foram tratadas com os compostos diluídos em série (de 312 a 4,87 μg/mL) em 

microplacas de 96 poços por 24horas. Em seguida, o meio de cultura foi aspirado e as 

células foram incubadas com resazurina (70 μM, Sigma Aldrich) no meio de cultura e 

mantidas por 4h em incubadora. A absorbância foi então lida a 570 nM e 600 nm em um 

espectrofotômetro (Biotek, Winooski, VT). Os valores foram convertidos em 

porcentagem de viabilidade celular considerando o crescimento em (DMEM) como 100% 

e as médias determinadas para cada grupo. 

 

6.7.1. Ensaio de toxicidade contra Galleria mellonella 

 

Laboratório de biociência  – Universidade de Cuiabá - MT  

Profa. responsável: Dra. Janaina de Cássia Orlandi Sardi  

 

Para verificar a toxicidade do composto GRM 12, realizou-se o ensaio de 

toxicidade aguda em modelo in vivo com larvas Galleria mellonella.  

O experimento foi feito de acordo com a metodologia descrita em De Barros e 

colaboradores (2021). Larvas de G. mellonella foram criadas em insetário na 

Universidade de Cuiabá, sendo utilizadas as larvas em estágio final de instar. Larvas 

aleatórias com massa entre 200 e 300 mg, sem sinais de melanização (coloração escura), 
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foram utilizadas em grupos para cada tratamento. As larvas foram mantidas em placas de 

Petri. Os tratamentos consistiram no composto GRM12 nas concentrações de 500, 250 

100 e 50 µg/mL em salina 0,9% estéril e o controle negativo foi feito com salina estéril e 

o controle de morte em DMSO 100%.  Para cada tratamento e controle foram utilizadas 

10 larvas e em triplicatas. Com uma seringa de 10 µL (Hamilton, Reno, NV), as larvas 

receberam a injeção sistêmica de 10 µL na última proleg (pro pata-falsa pata) esquerda. 

Após a injeção, foram mantidas a 30 °C e sua sobrevivência foi monitorada em intervalos 

selecionados até 72 horas. As larvas foram consideradas mortas quando ficavam imóveis 

ao toque e apresentavam alto nível de melanização. 
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Capítulo III 



 
 

APÊNDICE I  

1. Dados de espectroscopia 

Os pontos de fusão dos compostos foram determinados através do aparelho de 

ponto capilar com termômetro. O espectro UV-Vis e a pureza dos compostos foram 

registrados por análise de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência - CLAE para 

determinação de log Po/w.  

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrômetro Bruker® Avance III 

Espectrômetros de 14,095 T (600 MHz). Os compostos foram solubilizados em acetona 

hexadeuterada e dimetilsulfóxido hexadeuterado (DMSO-d6). Os parâmetros de RMN são 

representados como deslocamentos químicos (em ppm), acoplamento constantes (J em 

Hz) e multiplicidades: s = singleto; br s = singleto largo; d = dupleto; m = multipleto; dd 

= dupleto de dupletos; e ddd = dupleto de dupleto de dupletos.  

A pureza dos compostos foi medida por valores de área de banda, que variaram 

de 95,9 a 99,0%. Os pontos de fusão dos compostos variaram de 82 a 223 ºC. O UV-Vis 

os espectros indicaram valores de λmax. Os espectros de RMN de H1 apresentados um 

par de dupletos com constantes de acoplamento características de ligação dupla carbono-

carbono com configuração trans (J ≈ 15-16 Hz). Os espectros de RMN de 13C exibiram 

sinais características de carbonilas de cetonas α,β insaturadas (δ ≈ 189 ppm).  

A espectrometria de massas mediu a analítica física e identificação das moléculas 

de interesse por meio da medição da sua massa e da caracterização de sua estrutura 

química.  
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Figura 1. Espectro de RMN 1H do composto GRM01 

 

 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-phenylpenta-1,4-dien-3-one 

Solido amarelo  

Rendimento: 86% 

Ponto de fusão:  157-158 ºC 

RMN de 1H (600 MHz; acetona-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 

3,93 (s; 3H; 4-OCH3), 7,04 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,15 (d; J = 16,2 Hz; 1H; 

H-α), 7,22 (dd; J = 1,8 e 8,4 Hz; 1H; H-6), 7,30 (d; J = 1,8 Hz; 1H; H-2), 7,31 

(d; J = 15,6 Hz; 1H; H-α’), 7,45−7,48 (m; 3H; H-3’, H-4’ e H-5’), 7,72 (d; J = 

16,2 Hz; 1H; H-β), 7,77 (dd; J = 2,4 e 7,2 Hz; 2H; H-2’ e H-6’), 7,79 (d; J = 

15,6 Hz; 1H; H-β’). 
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Figura 2. Espectro de RMN 13C do composto GRM01 

 

RMN de 13C (150 MHz; acetona-d6), δC em ppm: 55,4 (4-OCH3), 111,4 (C-

2), 113,7 (C-5), 122,0 (C-6), 123,5 (C-α), 125,9 (C-α’), 128,3 (C-2’ e C-6’), 

128,3 (C-1), 128,9 (C-3’ e C-5’), 130,2 (C-4’), 135,3 (C-1’), 141,9 (C-β), 142,9 

(C-β’), 147,0 (C-3), 149,9 (C-4), 187,9 (C=O). 
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Figura 3. Espectro de RMN 1H do composto GRM02 

 

 

 

(1E,4E)-1,5-bis(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido amarelo  

Rendimento: 98% 

RMN de 1H (600 MHz; DMSO-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s; 

6H; 4-OCH3 e 4’-OCH3), 6,99 (d; J = 7,8 Hz; 2H; H-5 e H-5’), 7,07 (d; J = 16,2 Hz; 2H; 

H-α e H-α’), 7,21–7,18 (m; 4H; H-6’, H-6, H-2’ e H-2), 7,61 (d; J = 15,6 Hz; 2H; H-β e 

H-β’), 9,20 (s; 2H; 3-OH e 3’-OH). 
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Figura 4. Espectro de RMN 13C do composto GRM02  

RMN de 13C (150 MHz; DMSO-d6), δC em ppm: 55,9 (4’-OCH3 e 4-OCH3), 112,2 (C-5’ 

e C-5), 114,5 (C-2’ e C-2), 122,0 (C-6’ e C-6), 123,7 (C-α’ e C-α), 127,8 (C-1’ e C-1), 

142,9 (C-β’ e C-β), 146,9 (C-3’ e C-3), 150,4 (C-4’ e C-4), 188,4 (C=O). 
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Figura 5. Espectro de RMN 1H do composto GRM03  

 

(1E,4E)-1-(3-chlorophenyl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido amarelo  

Rendimento: 71% 

Ponto de fusão: 121–123 ºC 

RMN de 1H (600 MHz; DMSO-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s; 

3H; 4-OCH3), 7,01 (d; J = 9,0 Hz; 1H; H-5), 7,02 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-α), 7,21 (td; J 

= 2,4 e 4,4 Hz; 2H; H-2 e H-6), 7,47 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α’), 7,48 (m; 2H; H-4’ e H-

5’), 7,68 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-β), 7,73 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-β’), 7,74 (d; J = 8,4 Hz; 

1H; H-2’), 7,92 (s; 1H; H-6’), 9,26 (s; 1H; OH). 
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Figura 6. Espectro de RMN 13C do composto GRM03 

 

RMN de 13C (150 MHz; DMSO-d6), δC em ppm: 55,7 (4-OCH3), 112,1 (C-5), 114,4 

(C-2), 121,9 (C-6), 123,7 (C-α), 126,9 (C-α’), 127,3 (C-2’), 127,6 (C-6’), 127,8 (C-1), 

129,9 (C-4’),  130,8 (C-5’), 133,8 (C-3’), 137,2 (C-1’), 140,4 (C-β), 143,8 (C-β’), 146,8 

(C-3), 150,4 (C-4), 188,3 (C=O). 
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Figura 7. Espectro de RMN 1H do composto GRM04 

 

(1E,4E)-1-(4-chlorophenyl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido amarelo  

Rendimento: 48% 

Ponto de fusão:  120–122 ºC 

RMN de 1H (600 MHz; DMSO-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s; 

3H; 4-OCH3), 7,00 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,05 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α), 7,20 (dd; J 

= 2,4 e 7,2 Hz; 2H; H-2 e H-6), 7,39 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α’), 7,52 (d; J = 8,4 Hz; 2H; 

H-3’ e H-5’), 7,70 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-β), 7,71 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-β’), 7,82 (d; J 

= 8,4 Hz; 2H; H-2’ e H-6’), 9,24 (s; 1H; OH). 
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Figura 8. Espectro de RMN 13C do composto GRM04 

 

RMN de 13C (150 MHz; DMSO-d6), δC em ppm: 55,8 (4-OCH3), 112,1 (C-5), 114,4 

(C-2), 122,0 (C-6), 123,5 (C-α), 126,4 (C-α’), 127,6 (C-1), 129,1 (C-3’ e C-5’), 130,3 (C-

2’ e C-6’), 133,9 (C-1’), 134,9 (C-4’), 140,7 (C-β), 143,7 (C-β’), 146,8 (C-3), 150,4 (C-

4), 188,3 (C=O). 
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Figura 9. Espectro de RMN 1H do composto GRM05 

 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(3-nitrophenyl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido amarelo  

Rendimento: 76% 

Ponto de fusão:  179–181ºC 

RMN de 1H (600 MHz; DMSO-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,84 (s; 

3H; 4-OCH3), 7,01 (d; J = 9,0 Hz; 1H; H-5), 7,08 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α), 7,22 (dd; J 

= 2,0 e 5,4 Hz; 2H; H-2 e H-6), 7,57 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α’), 7,74 (m; 1H; H-5’), 7,74 

(d; J = 15,6 Hz; 1H; H-β), 7,84 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-β’), 8,25 (m; 2H; H-2’ e H-4’), 

8,63 (m; 1H; H-6’), 9,26 (s; 1H; OH). 
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Figura 10. Espectro de RMN 13C do composto GRM05 

 

RMN de 13C (150 MHz; DMSO-d6), δC em ppm: 55,9 (4-OCH3), 112,2 (C-5), 114,5 

(C-2), 122,2 (C-2’), 123,0 (C-6), 123,5 (C-4’), 124,7 (C-α’), 127,6 (C-α),  128,2 (C-1), 

130,6 (C-5’), 134,6 (C-6’), 136,9 (C-1’), 139,8 (C-β), 144,2 (C-β’), 146,9 (C-3), 148,6 

(C-4'), 150,6 (C-4), 188,4 (C=O).  
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Figura 11. Espectro de RMN 1H do composto GRM06 

 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(4-nitrophenyl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido amarelo  

Rendimento: 88% 

Ponto de fusão:  151–153 ºC 

RMN de 1H (600 MHz; DMSO-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s; 

3H; 4-OCH3), 7,01 (d; J = 9,0 Hz; 1H; H-5), 7,06 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α), 7,20 (d; J = 

7,2 Hz; 2H; H-2 e H-6), 7,56 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-α’), 7,74 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-β), 

7,79 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-β’), 8,05 (m; 2H; H-3’ e H-5’), 8,27 (m; 2H; H-3’ e H-5’), 

9,29 (s; 1H; OH). 
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Figura 12. Espectro de RMN 13C do composto GRM06 

RMN de 13C (150 MHz; DMSO-d6), δC em ppm: 55,7 (4-OCH3), 112,1 (C-5), 114,4 

(C-2), 122,0 (C-6), 123,5 (C-α), 124,0 (C-3’ e C-5’), 127,5 (C-α’), 129,3 (C-1), 129,3 (C-

2’ e C-6’), 139,3 (C-1’), 141,5 (C-β), 144,3 (C-β’), 146,8 (C-3), 148,0 (C-4'), 150,5 (C-

4), 188,1 (C=O). 
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Figura 13. Espectro de RMN 1H do composto GRM07  

 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)penta-1,4-dien 3-one 

Solido amarelo  

Rendimento: 75% 

Ponto de fusão: 168–170ºC 

RMN de 1H (600 MHz; DMSO-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s; 

3H; 4-OCH3), 7,01 (d; J = 9,0 Hz; 1H; H-5), 7,08 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-α), 7,22 (d; J = 

7,2 Hz; 2H; H-2 e H-6), 7,50 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-α’), 7,73 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-β), 

7,78 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-β’), 7,80 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-3’ e H-5’), 8,00 (d; J = 7,8 

Hz; 2H; H-2’ e H-6’), 9,26 (s; 1H; OH). 
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Figura 14. Espectro de RMN 13C do composto GRM07  

 

RMN de 13C (150 MHz; DMSO-d6), δC em ppm: 55,9 (4-OCH3), 112,2 (C-5), 114,5 

(C-2), 122,3 (C-6), 123,6 (C-α), 126,0 (C-3’, C-5’ e 4-CF3), 127,6 (C-α’), 128,2 (C-1), 

129,3 (C-2’ e C-6’), 139,1 (C-4’), 140,3 (C-1’), 144,3 (C-β), 146,8 (C-β’), 150,7 (C-4), 

188,6 (C=O). 
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Figura 15. Espectro de RMN 1H do composto GRM08 

 

(1E,4E)-1-(furan-2-yl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido alaranjado  

Rendimento: 46% 

RMN de 1H (600 MHz; DMSO-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,82 (s; 

3H; 4-OCH3), 6,67 (dd; J = 1,8 e 3,0 Hz; 1H; H-4’),  6,98 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-α’), 

6,99 (dd; J = 3,7 e 7,2 Hz; 2H; H-5 e H-3’), 7,07 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α), 7,20 (td; J = 

2,0 e 4,4 Hz; 2H; H-2 e H-6), 7,56 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-β), 7,59 (d; J = 15,6 Hz; 1H; 

H-β’), 7,88 (s; 1H; H-5’), 9,22 (s; 1H; OH). 
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Figura 16. Espectro de RMN 13C do composto GRM08 

 

RMN de 13C (150 MHz; Acetone-d6), δC em ppm: 56,2 (4-OCH3), 112,3 (C-5), 113,5 

(C-4’), 114,6 (C-3’), 116,5 (C-2), 122,8 (C-6), 124,0 (C-α), 124,4 (C-1), 129,2 (C-α’), 

129,3 (C-β’), 143,6 (C-β), 146,1 (C-5’), 147,8 (C-3), 150,8 (C-4), 152,5 (C-2’), 188,2 

(C=O). 
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Figura 17. Espectro de RMN 1H do composto GRM09 

 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(thiophen-2-yl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido amarelo  

Rendimento: 85% 

Ponto de fusão: 93–95 ºC 

RMN de 1H (600 MHz; DMSO-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s; 

3H; 4-OCH3), 6,98 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-α’), 6,99 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,10 (d; J 

= 16,2 Hz; 1H; H-α), 7,18 (dd; J = 4,2 e 4,8 Hz; 1H; H-4’), 7,21 (m; 2H; H-2 e H-6),  

7,59 (d; J = 4,2 Hz; 1H; H-3’), 7,60 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-β), 7,75 (d; J = 5,4 Hz, 1H; 

H-5’),  7,92 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-β’), 9,24 (s; 1H; OH). 
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Figura 18. Espectro de RMN 13C do composto GRM09 

 

RMN de 13C (150 MHz; Acetone-d6), δC em ppm: 56,2 (4-OCH3), 112,3 (C-5), 114,6 

(C-2), 122,8 (C-6), 124,2 (C-α’), 125,6 (C-α), 129,2 (C-1), 129,3 (C-4’), 129,7 (C-3’), 

132,6 (C-5’), 135,5 (C-β’), 141,2 (C-2’), 143,5 (C-β), 147,8 (C-3), 150,8 (C-4), 188,1 

(C=O). 
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Figura 19. Espectro de RMN 1H do composto GRM10 

 

(1E,4E) -1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(pyridin-3-yl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido amarelo  

Rendimento: 3% 

RMN de 1H (600 MHz; DMSO-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s; H; 

4-OCH3), 7,00 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,05 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α’), 7,20–7,22 (m; 

2H; H-2 e H-6), 7,48 (dd; J = 4,5 e 4,8 Hz; 1H; H-5’), 7,51 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α), 

7,72 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H- β), 7,74 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H- β’), 8,23 (d; J = 7,8 Hz; 

1H;  H-4’), 8,60 (s; 1H; H-6’), 8,94 (s; 1H; H-2’),  9,24 (s; 1H; OH). 
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Figura 20. Espectro de RMN 1H do composto GRM11 

 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(pyridin-4-yl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido amarelo  

Rendimento: 12% 

Ponto de fusão: 201–203ºC 

RMN de 1H (600 MHz; Acetone-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,91 (s; 

H; 4-OCH3), 7,03 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,12 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-α), 7,21 (dd; J = 

1,8 e 8,1 Hz; 1H; H-2), 7,28 (d; J = 1,8 Hz; 1H; H-6), 7,51 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α’), 

7,66 (dd; J = 1,8 e 4,5 Hz; 2H; H-3’ e H-5’), 7,69 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-β’), 7,75 (d; J 

= 16,2 Hz; 1H; H-β), 8,65 (dd; J = 1,8 e 4,2 Hz; 2H; H-2’ e H-6’). 
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Figura 21. Espectro de RMN 13C do composto GRM11 

 

RMN de 13C (150 MHz; Acetone-d6), δC em ppm: 56,3 (4-OCH3), 112,3 (C-5), 114,6 

(C-2), 122,9 (C-3’ e C-5’), 123,0 (C-6), 124,2 (C-α), 129,0 (C-1), 130,4 (C-α’) 139,9 (C-

β’), 143,3 (C-β), 144,7 (C-4’), 147,9 (C-3), 150,7 (C-4), 151,0 (C-), 151,4 (C-2’ e C-6’), 

188,6 (C=O). 
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Figura 22. Espectro de RMN 1H do composto GRM12 

 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(5-nitrofuran-2-yl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido avermelhado 

Rendimento: 51% 

Ponto de fusão: 82–84ºC 

RMN de 1H (600 MHz; DMSO-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s; 

3H; 4-OCH3), 7,00 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5),  7,15 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α’), 7,22–7,25 

(m; 2H; H-2 e H-6), 7,32 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α), 7,33 (d; J = 4,8 Hz; 1H; H-3’), 7,60 

(d; J = 15,6 Hz; 1H; H-β), 7,66 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-β’), 7,79 (s; 1H; H-4’), 9,24 (s; 

1H; OH). 
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Figura 23. Espectro de RMN 13C do composto GRM12 

 

RMN de 13C (150 MHz; DMSO-d6), δC em ppm: 56,1 (4-OCH3), 112,4 (C-5), 114,7 

(C-2), 115,2 (C-4’), 117,8 (C-3’), 122,9 (C-6), 123,4 (C-α), 127,4 (C-1), 127,7 (C-α’), 

129,1 (C-β’), 145,0 (C-β),  147,1 (C-3), 152,0  (C-4), 152,3 (C-5’), 153,7 (C-1’), 187,9 

(C=O). 
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Figura 24. Espectro de RMN 1H do composto GRM13 

 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(naphthalen-1-yl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido Amarelo 

Rendimento: 62% 

RMN de 1H (600 MHz; CDCl3), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): ): 3,94 (s; H; 

4-OCH3), 5,78 (s; 1H; 3-OH), 6,88 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 6,99 (d; J = 16,2 Hz; 1H; 

H-α), 7,14 (dd; J =  1,8 e 8,4 Hz; 1H; H-6), 7,16 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-α’), 7,27 (d; J = 

1,8 Hz; 1H; H-2), 7,50–7,56 (m; 2H; H-6’ e H-7’), 7,58–7,61 (m; 1H; H-3’), 7,71 (d; J = 

15,6 Hz; 1H; H-β’), 7,85–7,92 (m; 3H; H-2’, H-4’, H-8’),  8,26 (d; J = 2,4 Hz; 1H; H-

1’), 8,57 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-β). 
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Figura 25. Espectro de RMN 13C do composto GRM13  

 

RMN de 13C (150 MHz; CDCl3), δC em ppm: 56,2 (4-OCH3), 110,8 (C-5), 113,3 (C-

2), 122,8 (C-6), 123,6 (C-2’), 124,2 (C-α’), 125,2 (C-α), 125,6 (C-8’), 126,4 (C-6’), 127,1 

(C-7’), 128,2 (C-3’), 128,6 (C-1), 128,9 (C-4’), 130,8 (C-5’), 131,9 (C-10’), 132,5 (C-

9’), 133,9 (C-1’), 139,9 (C-β’), 143,7 (C-β), 146,1 (C-3), 149,0 (C-4), 188,9 (C=O). 
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Figura 26. Espectro de RMN 1H do composto GRM14 

 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(naphthalen-2-yl)penta-1,4-dien-3-one 

Solido amarelo 

Rendimento: 70% 

RMN de 1H (600 MHz; Acetone-d6), δH em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,91 (s; 

H; 4-OCH3), 7,03 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,18 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α), 7,22 (dd; J =  

2,4 e 8,4 Hz; 1H; H-6), 7,30 (d; J =  2,4 Hz; 1H; H-2), 7,42 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-α’), 

7,55–7,59 (m; 2H; H-6’ e H-7’), 7,74 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-β), 7,92–7,99 (m; 5H; H-3’, 

H-4’, H-5’, H-8’ e H-β’), 8,21 (s; 1H; H-1’). 
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Figura 27. Espectro de RMN 13C do composto GRM14 

 

RMN de 13C (150 MHz; Acetone-d6), δC em ppm: 56,3 (4-OCH3), 112,3 (C-5), 114,8 

(C-2), 122,8 (C-6), 124,5 (C-α’), 124,7 (C-α), 127,1 (C-3’), 127,6 (C-6’), 128,1 (C-7’), 

128,6 (C-1), 129,3 (C-5’), 129,4 (C-1’), 129,5 (C-4’), 131,1 (C-8’), 133,8 (C-9’), 134,5 

(C-2’), 135,2 (C-10’), 142,9 (C-β’), 143,8 (C-β), 147,9 (C-3), 150,9 (C-4), 188,8 (C=O). 
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Figura 28. Cromatograma de CLAE da GRM01 a 254nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (75:25) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

Cromatograma  

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-phenylpenta-1,4-dien-3-one 
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Figura 29. Cromatograma de CLAE da GRM02 a 254 nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (75:25) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1,5-bis(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one 
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Figura 30. Cromatograma de CLAE da GRM03 a 254 nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (75:25) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1-(3-chlorophenyl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one 
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Figura 31. Cromatograma de CLAE da GRM04 a 254 nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (75:25) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1-(4-chlorophenyl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one 
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Figura 32. Cromatograma de CLAE da GRM05 a 254nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (70:30) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(3-nitrophenyl)penta-1,4-dien-3-one 
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Figura 33. Cromatograma de CLAE da GRM06 a 254nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (70:30) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(4-nitrophenyl)penta-1,4-dien-3-one 
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Figura 34. Cromatograma de CLAE da GRM07 a 254nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (80:20) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)penta-1,4-dien 3-one 
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Figura 35. Cromatograma de CLAE da GRM08 a 254 nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (70:30) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1-(furan-2-yl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one 
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Figura 36. Cromatograma de CLAE da GRM09 a 254nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (75:25) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(thiophen-2-yl)penta-1,4-dien-3-one 
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Figura 37. Cromatograma de CLAE da GRM11 a 254 nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (70:30) sem dopagem com ácido  

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(pyridin-4-yl)penta-1,4-dien-3-one 
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Figura 38: Cromatograma de CLAE da GRM12 a 254nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (70:30) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(5-nitrofuran-2-yl)penta-1,4-dien-3-one 
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Figura 39. Cromatograma de CLAE da GRM13 a 254nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (70:30) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(naphthalen-1-yl)penta-1,4-dien-3-one 
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Figura 40. Cromatograma de CLAE da GRM14 a 254nm 

Análise de pureza por CLAE 

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation 

Local: Bioen, Ibilce 

Volume de injeção: 20 µL 

Fase móvel: metanol:água (70:30) com 0,5% de ácido acético 

Tempo de corrida: 60 minutos 

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(naphthalen-2-yl)penta-1,4-dien-3-one 
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Figura 41. Espectrometria de massa GRM 01 

 

 

 

 

 

Figura 42. Espectrometria de massa GRM 02 
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Figura 43. Espectrometria de massa GRM 03 

 

 

 

 

Figura 44. Espectrometria de massa GRM 04 
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Figura 45. Espectrometria de massa GRM 05 

 

 

 

 

Figura 46. Espectrometria de massa GRM 06 
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Figura 47. Espectrometria de massa GRM 07 

 

 

 

 

Figura 48. Espectrometria de massa GRM 08 
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Figura 49. Espectrometria de massa GRM 09 

 

 

 

 

 

Figura 50. Espectrometria de massa GRM 10 
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Figura 51. Espectrometria de massa GRM 11 

 

 

 

 

 

 

Figura 52. Espectrometria de massa GRM 12 

 Massa teórica 315.28  

                                                                                             Massa Experimetal (M+H)+ 316.08 
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