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RESUMO

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

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



ABSTRACT

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

Keywords: Curcumin, curcuminoid, synthesis, antibacterial, bacterial membrane,
antibiofilm, cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais dos microrganismos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

positivas
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1.2 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana € uma das principais barreiras para a antibioticoterapia,
sendo um desafiado para a satde publica, mesmo vivendo na era de novas tecnologias e
pesquisas, as doengas infecciosas sem tratamento sdo classificadas como as principais
causas de morte no mundo (WHO, 2021). Em 2019 houve uma estimativa de 4,95 milhdes
de mortes associadas a resisténcia bacteriana, incluindo 1,27 milhdo de mortes
diretamente relacionadas as bactérias resistentes (KOULENTI et al., 2019; MELO
SILVA et al., 2020).

O uso crescente de antibidticos pelos humanos e na producdo animal sdo uma das
maiores forcas-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 resisténcia aos antibiéticos € um processo de complexidade
multifatorial (WATKINS & BONOMO, 2016). Geralmente as bactérias utilizam uma
forma limitada para resistir aos antibioticos, englobando a inativacdo do mesmo por meio
de acdo enzimatica, modificacdo no sitio de ligacdo do farmaco, alteracdo na
permeabilidade celular, bem como as bombas de efluxo podem manter as concentracdes
de antibidtico abaixo das concentracdes inibitorias e finalmente os genes plasmidiais de
resisténcia adquiridos da transferéncia vertical ou horizontal (LEE et al., 2010; DAVIES
et al., 2006; FAJARDO & MARTINEZ, 2008; AMINOV, 2009).
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Nas bactérias Gram-negativas um dos principais mecanismos responsaveis pela
resisténcia sdo as bombas de efluxo que bombeiam substancias téxicas como antibiéticos,
por meio das membranas celulares para 0 meio extracelular (KORONAKIS et al. 2000;
ESWARAN et al. 2004; MURAKAMI et al. 2006; SYMMONS et al. 2009). O
lipopolissacarideo (LPS), esta associado a liberagéo de endotdxico debilitando o sistema
inato do individuo, j& os fosfolipidios juntamente com LPS auxiliam como barreira fisica
para resisténcia da espécie (RAETZ & WHITFIELD 2002; DELCOUR, 2009;
BREUKINK & KRUIJFF, 2006; SILHAVY et al., 2010).

As porinas sdo outra barreira que dificulta a permeacdo de compostos
antibacterianos pela membrana, pois envolve tamanho, polaridade e lipofilicidade dessas
substancias o que limita 0 nimero de antibioticos adequados para tratamento de infeccdes
por bactérias Gram-negativa (ACOSTA-GUTIERREZ et al., 2018; BAJAJ et al., 2016).

Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria Gram-negativa, € um organismo
metabolicamente versatil, capaz de se adaptar e sobreviver em varios ambientes. Alguns
estudos mostram que apds multiplas mutagcfes houve a diminuicdo da permeabilidade da
membrana e alteracdo da regulacdo das bombas de efluxo MICHALOPOULOS et al.,
2005; KIPNIS et al., 2006; RUPPE et al., 2015).

Duas particularidades da P. aeruginosa que contribuem para sua alta taxa de
mortalidade sdo seu fendtipo de resisténcia intrinseca ou adquirida e sua capacidade de
formar biofilme o que dificulta a permeacédo de antibidticos em concentracdes inibitdrias,
principalmente a resisténcia aos carbapenémicos (CIOFU et al., 2015; RYBTKE et al.,
2015).

As bactérias Gram-positivas utilizam alguns fatores de resisténcias, incluindo
aqueles atrelados a degradacdo dos peptideos 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 sdo tipicamente
encontradas em patdgenos de mamiferos e incluem a metalopeptidases e proteases de
cisteina, sendo secretadas por bactérias em seu meio extracelular circundante
(SCHMIDTCHEN et al., 2002; HASE & FINKELSTEIN, 1993; DEL PAPA et al., 2007).

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

em bactérias Gram-positivas. A producdo de proteinas extracelulares ou ligadas a
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superficies se conectam aos AMPs e impedem o0 acesso a membrana celular, esse
isolamento de AMPs é mediado por proteinas que variam de acordo com a cepa. Essa
maquinaria € caracteristica 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 superficie 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 resisténcia é determinada por mutagdes ou
aquisicao de genes, a resisténcia para S-lactamicos (penicilinase) que veio pelo gene mecA
(ALOS, 2015; RODRIGUEZ-NORIEGA et al., 2013; HIRAMATSU et al., 2001;
DWEBA et al., 2018). Nas espécies de Enterococcus as mutacdes cromossdémicas para
rifampicina foi no gene rpoB, para tetraciclinas ocorre na protecédo ribossomal, 0s genes
tet (M), tet (O), tet (S) e para trimetoprima, modificaces no gene dfr e o gene adquirido
dfrF, sendo para Staphylococcus. Em glicopeptideos séo os percussores de peptidoglicano
contendo o D-alanil-D-lactato e 0s 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 Vigilancia de Uso e Resistencia
Antimicrobiana — GLASS (2021), outros patdgenos possuem alta prioridade, os quais
causam infeccdes em humano sdo Acinetobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella spp., S. aureus e S. pneumoniae, Shigella spp. e Neisseria
gonorrhoeae.

No ano de 2020 dois patdgenos de infeccdes por sepses entraram nessa lista, da
familia Enterobacteriaceae, primeiro E. coli resistente as cefalosporinas de terceira
geracdo, mencionado por 60 paises no ano de 2019 e segundo, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina reportado por 54 paises, respectivamente (WHO, 2021;
GAGLIOTTI et al., 2008; HUGUET et al., 2015). O indice de resisténcia média geral
relatada para cefalosporinas de terceira geragdo foi de 40 a 50%, principalmente para

infeccdes causada por K. pneumoniae e E. coli (WHO, 2021).
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A meédia de resisténcia reportada para o cotrimoxazol usado para tratamento de
infeccbes no trato urinario, foi de 54,4% para E. coli e de 43,1% para K. pneumoniae, ja
para resisténcia 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 sdo microrganismos do
microbioma do trato gastrointestinal, sendo também responsaveis por inameras
patologias, entretanto a K. pneumoniae é responsavel por um terco de todas infeccdes
relacionadas as bactérias Gram-negativas em geral (PODSCHUN & ULLMANN 1998).

Por meio de mapeamento genético da bactéria multirresistentes K. pneumoniae
(MDR) foram observados protétipo de 52 plasmideos resistentes a antibidticos, como
carbapenemases e B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) (KLIEBE et al., 1985;
SIROT et al., 1987; NAVON-VENEZIA et al., 2003; CANTON et al., 2008).

O fator de mecanismo da K. pneumoniae que conferem resisténcia aos mais
importantes antibioticos incluindo p-lactdmicos, aminoglicosideos, quinolonas,
tigeciclina e polimixinas, estdo a associado a capacidade do microrganismo na
codificacdo de enzimas, transferéncia de plasmideo e mutagdes cromossdmicas (BUSH
& JACOBY, 2010; LIAKOPOULOS et al., 2016). Segundo estudos, alguns genes
centrais reforcam essa resisténcia antimicrobiana e particularmente estdo associadas na
sintese de lipopolissacarideo (LPS), bomba de efluxo ou permeabilidade da membrana,
especificamente nas porinas externas (BERNARDINI et al., 2019; JANA et al., 2017;
FAJARDO-LUBIAN et al., 2019; WONG et al., 2019).

Portanto o surgimento de cepas resistentes aos farmacos atuais vem sendo um
transtorno eminente, associado a alta ocorréncia de coinfeccdo, por esse motivo, a
mobilizacdo por pesquisa de novas substancias efetivas contra bactéria resistente é
primordial, (PAI et al., 2016; O'NEILL, 2016).
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1. INTRODUCAO
1.1 Acao Antimicrobiana da Curcumina e Curcuminoides

Os estudos de produtos naturais e seus derivados tém permitido ao longo tempo
inimeras descobertas de novos farmacos e substancia bioativas (BERNARDINI et al.,
2018; THOMFORD et al., 2018).

Curcuma longa é uma planta da familia Zingiberaceae, popularmente denomidada
como "clrcuma" ou "acafrdo-da-terra”, sendo bastante utilizada para fins culinarios e
medicinais. Nos rizomas de C. longa sdo acumuladas trés substancias majoritarias:
curcumina (60%), desmetoxicurcumina (22%) e bis-desmetoxicurcumina (18%) (Figura
1), sendo responsaveis pela coloragdo amarela intensa (VAUGHN et al., 2016; MAJEED
et al., 1996).

Figura 1. Substancias Majoritarias dos Rizomas de Curcuma longa
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Ao longo do tempo, a circuma tem sido utilizada como fonte medicinal e fins
culinario em alguns paises da Asia. Com isso, a curcumina (substancia mais ativa da
circuma), tem sido investigada por suas caracteristicas terapéuticas, com um niumero
consideravel de publicacdo na literatura no quais atestam seu potencial farmacoldgico
seja natural ou sintético, como atividade antitumoral, antioxidante, anti-inflamatoria,
antiviral e antimicrobiana (antiprotozoaria, anti-helmintica, antibacteriana e antifingica)
(ARAUJO; LEON, 2001; KRAUSZ et al.,2015; VALLIANOU et al., 2015).

A curcumina exibe amplo espectro de atividade antibacteriana, demonstrando
acdo 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 quimica, o que tem limitado sua aplicacdo terapéutica. Portanto, o
planejamento de analogos pode contornar esses desafios, culminando na obtengdo de
curcuminoides com melhores propriedades fisico-quimicas e farmacolégicas (WANG et
al., 1997; ANAND et al.,2007; KHARAT et al., 2017).

Alguns estudos demostram que essa instabilidade é referente, principalmente, a
subunidade p-dicétonica (HEGER et al., 2014; HAMPANNAVAR et al., 2016). Entre as
varias taticas da quimica medicinal, a simplificagdo molecular pode conduzir a analogos
mais ativos e menos toxicos, permitindo a descoberta de contribui¢des farmacoforicas 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, varios pesquisadores vém alterando a estrutura da curcumina com
a obtencdo de analogos sintéticos ou semissintéticos com atividade antimicrobiana
potente (MOSLEY et al., 2007).

Em estudo realizado por Mordo e colaboradores (2019) foram testados a
curcumina e seus analogos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Contra E.
coli (ATCC25922) a curcumina apresentou uma CIM de 65 pg/mL, enquanto os analogos
valores de CIM de <10 a 38ug/mL, contra S. aureus (ATCC25923) a curcumina obteve
uma CIM de 95 pg/mL, enquanto seus andlogos valores de CIM de entre 21 a < 10 pg/mL.

Contra bactéria E. faecalis (ATCC29212) uma CIM de 52 pg/mL para curcumina
e seus curcuminoides com valores de <10 a 78ug/mL, comprovando a importancia da
simplificagdo molecular para o aumento da poténcia antimicrobiana (MORAO et al.,
2019).

Nesse mesmo trabalho a bactéria B. subtilis (cepa 168) foi exposta a curcumina e
um anélogo simplificado onde mostrou uma perturbacéo consideravel na integridade da
membrana bacteriana, agindo na divisdo celular, diretamente na proteina FtsZ e no
aumento da atividade da GTPase (MORAO 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
periodo de 15 e 30 minutos, no qual mostrou danos de 72% e 85% na permeabilidade da
membrana, corroborando a eficiéncia dos derivados da curcumina.

Em comparagdo com o composto 4,4'-dimetoxicurcumina, foi observada uma
acao 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 pug/mL, respectivamente (POLAQUINI et. al., 2019).

A diacetilcurcumina (DAC) outro analogo originado da curcumina apresentou
resultados contra as cepas S. aureus sucetivel a meticilina (ATCC 25923) - MSSA com
uma CIM de 17,3 ug/mL e S. aureus resistente a meticilina (ATCC 33591) - MRSA com
um CIM de 34,6 ug/mL (SARDI et. al. 2017).

Outro efeito desse composto foi a capacidade de represséo a formacéo de biofilme
e a subsequéncia de biofilmes pré-formados em concentragdes 10 x CIM e 100 x CIM
(SARDI et. al. 2017).

Nos patogenos Escherichia coli, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa 0s
quais provocam infeccdes do trato urinario em humanos, a curcumina conseguiu reduzir
ou deixar menos densa a estrutura do biofilme (PACKIAVATHY et al., 2014). Sugerindo
gue a curcumina desempenha papéis inibitérios em relacéo a sinalizacéo do gene ativador
Quorum Sensing e atua como efeito bacteriostatico, reduzindo a massa do biofilme (LEE
et al.,2021).

A curcumina e seu derivado a diacetilcurcumina tiveram seus efeitos avaliados
em terapia fotodinamica contra biofilme provocado por S. mutans (ATCC 700610) no
qual demostrou reducgdes consideraveis ao mecanismo de biofilme com valores de (8,7
logio) para diacetilcurcumina e para curcumina (8,9 logio) (SANCHES et al., 2017).

Theodoro e colaboradores (2017) similarmente testaram a curcumina contra S.
mutans que estd associada a casos clinicos como doencas periodontais, caries e
complicac6es a implantes dentarios por placa bacteriana.

Em uma pesquisa realizada em camundongos com periodontite, foi observado que
0 uso da curcumina juntamente, com estimulo fotodindAmico promoveu uma reducdo no
processo inflamatério e controle da perda dssea, 0 que apoia o0 potencial de uso clinico da
curcumina (WANG et al., 2020; MOGHADAMTOUSI et al., 2014).
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Em relacéo H. pylori, responsavel por provocar inflamacao no estbmago humano,
uma pesquisa demostrou a eficdcia da utilizacdo da curcumina de forma natural para o
tratamento contra H. pylori no estdmago de camundongos infectados (DE et al., 2009;
CROWE, 2019). Portanto a literatura demostra uma variedade de competéncias da
curcumina e seus analogos, com mecanismos de acdo na célula microbiana, como:
alteracdo da permeabilidade, polaridade e ruptura da membrana celular, desordem na
interacdo de proteinas ou enzimas e interrupcao da sintese proteica (TYAGI et al., 2015;
TAIBAKHSH et al., 2008; RAI et al., 2008).

A curcumina surgiu como uma nova e eficaz alternativa no combate a viruléncia
e resisténcia do M.abscessus aos antibioticos, com uma CIM de 128 ug/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 agdo da curcumina em outra espécie de micobatéria, no

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

1.2 Mecanismo antibacteriano da curcumina

Varios pesquisadores ao longo dos anos vem conduzindo elucidagdes sobre os
mecanismos antibacterianos da curcumina. Estudos apontaram gque a curcumina possuia
melhor acdo contra bactérias Gram-positivas por decorréncia das varias camadas de
peptideoglicano, hoje a diferenca entre a estrutura celular e a composicdo das Gram-
positivas e Gram-negativas causam varia¢do em suas atividades, mais ndo o impedimento
de acdo da curcumina (GAYANI et al., 2019; LOPUSIEWICZ 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 resisténcia a
curcumina, como lipopolissacarideo (LPS), esse apéndice na membrana externa protege
como uma barreira de permeabilidade controlando a entrada e saida de varias substancias,

como: fons, nutrientes e toxinas. Por este motivo as Gram-negativas demonstram maior

37



resisténcia 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 anfipatica e lipofilica, 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 transhicamada e induzindo processos de fusdo
exocitotica (VARSHNEY et al, 2013; BARRY et al., 2009).

Estudos revelam que a curcumina pode se auto-oxidar, criando uma variedade de
intermediarios, incluindo radicais livres e intermediarios eletréfilicos, inibindo a
proliferacdo bacteriana, danificando o DNA e proteinas necessarias para 0 Seu
crescimento (GAYANI et al., 2019).

Tyagi e coautores (2015) realizaram 0 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 concentracfes de 25 uM, 50 uM ¢ 100 uM por periodo
de 30, 60 e 120 minutos e concluiram que a curcumina tem acédo eficaz contra todos 0s
géneros testados. Além disso, a curcumina tem a habilidade de juntar-se com o
peptidoglicano rompendo a integridade da membrana bacteriana, levando a lise celular
(DURACKA et al., 2019; TAJBAKHSH et al., 2008).

A curcumina atua também de forma significativa nos niveis de proteina fixadora
de penicilina PBP2a codificada pelo gene mecA, um dos fatores responsavel pela
resisténcia de S. aureus a antibioticos B-lactamicos, também tem efeito contra a enzima
sortase A, interferindo na adesdo e formacdo do biofilme de S. aureus resistente &
meticilina e S. mutans (ZHENG et al., 2020; CUSSOLIM, JUNIOR, 2021; MUN et al.,
2014).

As bactérias como forma de sobrevivéncia possuem uma resposta de SOS quando
0 DNA ¢ danificado por algum fator mecénico, rapidamente esse dano € identificado e o
DNA é reparado, considerando que a resposta SOS contribui para resisténcia celular,
sendo mecanismo de protecdo bacteriana (RECACHA et al., 2019; RUDRAPPA et al.,
2008).

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

recombinacdo do DNA, na resposta SOS, transferéncia horizontal de genes,
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movimentacéo e formacgdo de biofilme (COSTA et al., 2014; GOMEZ-GOMEZ 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 ativagdo do sistema
SOS ndo permitindo a regeneragdo do DNA danificado, atuando diretamente no RecA
levando a bactéria E. coli & ruptura celular (YUN; LEE, 2016; JENKINS et al., 2014;
BELLIO et al., 2014; GOMEZ-GOMEZ 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 formacdo da a-hemolisina (toxina alfa), um fator de viruléncia das cepas S.
aureus no processo patoldgico.

Estudos demonstraram que a infeccdo por H. pylori induz a secrecdo de
metaloproteinase matriz (MMPs) de uma variedade de células gastricas, que por sua vez
contribuem para a patogénese de Ulcera e cancer gastrico. Nesse contexto, derivados de
curcumina interage com MMPs tendo efeito benéfico na patogénese gastrica induzida por
H. pylori (GUPTA et al., 2011).

Um estudo feito por Rai e colaboradores (2008) sugere que o0 mecanismo de acéo
da curcumina é no processo de inibicdo da dindmica de montagem de FTsZ, impedindo a
diviséo celular, como também discutido no trabalho de Moréo e colaboradores sobre 0s
efeitos da curcumina e seus analogos contra B. subtilis.

A atividade antibacteriana da curcumina é fundamentado na interferéncia da
montagem da proteina FtsZ (alca Z), resultando no bloqueio da divisdo celular
associando-se aos microtubulos interrompendo 0 RNA, consequentemente a sintese de
proteinas (RAI et al., 2008). A proteina Z (FtsZ) é um homdélogo procariotico da proteina
tubulina que polimeriza em células intermediarias para formacdo do citoesqueleto
eucariotico e coordena a divisdo celular e a citocinese das bactérias, resultando no
blogueio da proliferacdo bacteriana (RAI et al., 2008).

Um mecanismo desafiador das batérias é a formacéo de biofilme no qual aumenta
a resisténcia do sistema imunolégico do hospedeiro aos antibacterianos, sendo um
obstaculo ao tratamento clinico (SHARMA et al., 2014). As células bacterianas do
biofilme tem um metabolismo baixo, portanto crescimento lento, tornando mais
resistentes aos farmacos (HAWVER et al., 2016; ZHANG et al., 2019). Composto por
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varios polimeros, enzimas, sais minerais, exopolissacarideos, DNA e proteinas formando
uma matriz polissacaridica extracelular tornando as bactérias em biofilmes bem
protegidas (SHARMA et al., 2014; HAWVER et al., 2016; ZHANG et al., 2019;
LOPUSIEWICZ et al., 2021).

Pesquisas mostram que a curcumina e seus analogos 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,
LOPUSIEWICZ et al., 2021; LEE et al., 2021).

O Quorum Sensing possui trés sistemas principais, o sistema QS acilhomoserina
lactona (AHL) em bactérias Gram-negativas; o sistema QS de peptideo autoindutor (AlIP)
em bactérias Gram-positivas e o sistema QS autoindutor-2 (Al-2), que estd em ambos
procariotos (BRACKMAN; COENYE, 2015).

O QS é um processo de comunicacdo entre células bacterianas por meio da
sinalizagdo da molécula auto indutor no qual monitora a densidade celular e a
complexidade das espécies em uma populacdo (HAWVER et al., 2016). O mecanismo de
acdo da curcumina € a interacdo com varios alvos moleculares e vias de transdugdo por
meio de uma estratégia de infeccdo multi-mecénica, semelhante aos mecanismos de
muitos antibidticos (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 oxidacdo
pode inibir a formagdo 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 Laboratorio
de Antibioticos e Quimioterapicos (LAQ) foi estruturado o planejamento molecular da
série de curcuminoides monoceténicos. No trabalho de Ayusso e colaboradores (2019)
(dados ndo publicados) foi observado que grupos de anéis aromaticos corroborram a
bioatividade dos curcuminoides contra M. tuberculosis e no trabalho reportado por Moréo

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 simplificacdo molecular da curcumina com a

retirada da subunidade B-dicétonica, aprimorando a estabilidade quimica e modificacfes

estrutural no anel A e B (Figura 2).

Figura 2. Planejamento estrutural dos andlogos monocet6nicos
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Planejar, sintetizar, purificar, caracterizar e avaliar a atividade antibacteriana,

toxicidade e 0 mecanismo de a¢do dos curcuminoide monoceténicos.
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3.1.2 Especificos

A. Sintetizar, purificar e identificar curcuminoides monocetonicos;

B. Avaliar a atividade antibacteriana das substancias;

C. Determinar o coeficiente de particdo n-octanol/agua (log Po/a) dos analogos
sintetizados;

D. Avaliar a toxicidade do analogo mais ativo em queratindcitos humanos (HaCaT)
e Galleria mellonella;

E. Investigar atividade antibiofilme da substadncia mais ativa em placas de
poliestireno;

F. Awvaliar a substancia mais ativa em curva de morte;

G. Avaliar substancia mais ativa em ensaio de permeagdo em membrana em
Sthaphylococcus aureus (ATCC 29213);

H. Avaliar as propriedades fisico-quimicas, drug-likeness e farmacocinéticas in
silico das substancias bioativas na plataforma computacional (SwissADME);

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

(SwissTargetPrediction).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quimica

Os curcuminoides foram sintetizados por meio de condensacdo alddlica de
Claisen-Schmidt (KUBRA et al., 2014). Foram sintetizados 14 curcuminoides
monocetonicos, sendo 13 compostos inéditos de acordo com banco de dados SciFinder,
com rendimento global de 3 a 98%. Parametros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN
de 'H e *3C) incluindo deslocamento quimicos e constantes de acoplamento confirmam a
estrutura quimica. Os compostos obtiveram a avaliacdo de massa em relacédo a carga (m/z)
e peso molecular através do ensaio de espectrometria de massa.

Os espectros de RMN de *H e RMN de C e os espectros de massas estdo no

Apéndice do trabalho.

4.1.2. Relacdo de log P in silico (SwissADME) e Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)
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A lipofilicidade é wuma propriedade fisico-quimica fundamental no
desenvolvimento de novos farmacos, a qual pode ser mensurada pelo logaritmo do
coeficiente de partigdo entre dois solventes imisciveis (log P octanol / P 4gua; Log Po/w)
(LEO; HANSCH; ELKINS, 1971; ARNOTT et al., 2012). A lipofilicidade descreve a
particdo de um composto entre ambiente aquoso e um lipofilico tendo uma forte inter-
relacdo com os parametros farmacocinéticos: absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excre¢do (ADME) bem com os pardmetros farmacodindmicos. Portanto esta 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 € um ponto importante no processo
farmacocinético, pois a solubilidade interfere na absorcédo intestinal, permeabilidade da
membrana, ligacdo com proteinas e a distribuicdo em diferentes tecidos (PRICE et
al.,2021; RAEVSKY, 2004; PODUNAVAC-KUZMANOVIC; CVETKOVIC; BARNA,
2008).

Tabela 1. Analises de coeficiente de particdo entre n-octanol e agua (Log Po / w), pureza

e Massa Molar

0 0 0
WOH HOOH Ar%on
01 OCH, H,CO 02 OCH, 03-14 OCH;
Cadigo Ar Massa Molar ~ Log P?insilico Log P°*  Pureza (%)
GRMO01 4H 280,32 3,43 2,50 98,0
GRMO02 3-OH, 4-OMe 326,34 3,07 1,66 97,9
GRM03 3-Cl 314,76 3.97 3,18 98,0
GRMO04 4-Cl 314,76 3.96 3,13 96,8
GRMO05 3- NO; 325,32 2,67 2,54 97,0
GRMO06 4- NO, 325,32 2,68 2,57 98,0
GRM07 4-CF; 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

aSwissADME (DAINA; ZOETE, 2017), "Determinagao de coeficiente de particdo (n-octanol/agua), método HPLC (OECD, 1989).
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Com os valores descritos na (Tabela 1) podemos observar que houve algumas
variacdes entre o log P do experimento por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia —
CLAE e o in silico (SwissADME).

Os valores de bases ideais para log P, que indicam nocao de permeacéo, no qual
variam de -0,7 a 5,0 e quanto maior o indice menos insoltveis serd a molécula (TIAN et
al., 2015; MANNHOLD et al., 2009). De acordo com os valores apresentado acima, a
série de curcuminoides monocetdnicos esta dentro do padrdo de referéncia, indicando
potencial para administracdo oral. No estudo de Velayudhan e colaboradores (2012) foi
avaliado a biodisponibilidade da curcumina, no qual mostrou que a biomolécula tinha um
boa absorcéo e seus analagos demostraram a mesma eficiéncia do seu prototipo original.

Além disso, através da analise feita por cromatografia foram determinados indices
de pureza entre 95,9 a 99% por meio dos valores de area dose picos, 0s espectros UV-Vis

e 0s cromatogramas foram apresentados no Apéndice.

4.2 Atividade biologica

4.2.1 Classe-alvo in silicio antibacteriana dos curcuminoides monoceténicos

A curcumina tem varios mecanismos de acdo antibacteriano descritos na
literatura, portanto a série de curcuminoides monocetonicos foram investigadas in silico
na plataforma computacional (SwissTargetPrediction), ja que 0os compostos sdo inéditos
na literatura, com excecdo de GRMO02 (GFELLER et al.,2014; DAINA; ZOETE, 2017).

A plataforma computacional é utilizada para realizar varias pesquisas de molécula
em construcdo, ou seja, investigar o potencial da substancia antes do inicio da sintese
(RESENDE, 2022). Hoje o sistema operacional da (SwissTargetPrediction) tem sido
muito usado pela robustez dos dados fornecidos e pela sua referéncia em artigos
cientificos (DAINA; ZOETE, 2017; SOHN et al.,2021).

Sua previsdo envolve alvos macromoleculares de pequenas moléculas, sendo
utilizado para entender os mecanismos moleculares subjacentes a um determinado
fendtipo ou bioatividade (DAINA; ZOETE, 2017). A classe-alvo citada na (tabela 2) dos
curcuminoides monocet6nicos e a curcumina sdo o0s alvos com maior porcentagem de

ligagdo. De acordo com os dados fornecidos in silico da sequéncia de compostos,
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podemos observar que muitos alvos foram preservados do protétipo original,

principalmente quando analisamos a curcumina (CUR) na plataforma.

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

Cadigo Ar Classe - alvo in silico
*CUR - Oxidorredutase; Quinase

GRMO01 4-H Oxidorredutase; Liase; Quinase

GRMO02 3-OH, 4-OMe Oxidorredutase; Quinase

GRMO03 3-Cl Oxidorredutase; Receptor acoplado a proteina da familia AG

GRM04 4-Cl Oxidorredutase; Receptor de membrana

GRMO05 3-NO; Quinase; Protease; Fator de transcricdo

GRMO06 4-NO, Enzima apagadoras; Oxidorredutase; Protease

GRMO7 4-CF; Quinase; Oxidorredutase

GRMO08 2-furanila Quinase, Receptor acoplado a proteina da familia AG; Enzima;
Canal idnico dependente de voltagem

GRMO09 2-tiofenila Fosfodiesterase; Quinase

GRM10 3-piridila Protease; Quinase

GRM11 4-piridila Quinase; Oxidorredutase; Antigeno de superficie; Receptor
acoplado a proteina da familia AG

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

GRM13 1-naftali Fator de transcricdo; Quinase; Liase

GRM14 2-naftali Quinase; Proteina ndo classificada; Liase

*Curcumina: CUR; (N.d.) — nada determinado; @8SwissTargetPreciction (DAINA; ZOETE, 2017);

4.2.2 Atividade antibacteriana

Em trabalhos anteriores, varios 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 poténcia antibacteriana, gerando varios analogos. Primeiramente, foi avaliada
a interferéncia do substituinte na atividade biolégica. O GRMO1 foi fracamente ativo
praticamente contra todas as bactérias testadas, porém com exce¢do contra H. pylori no
qual obteve uma CIM de 12.5 pg/mL (44 uM). O composto GRMO02, foi fracamente ativo
contra as bactérias testadas (tabela 3,4 e 5) com CIM de 625 e 400 pg/mL (1.229 e 1.226
uM) diferente dos valores apresentado no estudo de Mordo e colaboradores que foram,
contra bactéria E. coli CIM <10 pg/mL (30 uM), MSSA 21 pg/mL (64 uM) e E. faecalis
com CIM de 78 pg/mL (239 uM). Portanto se pode observar que nesse trabalho o analogo

GRMO02 perdeu sua efetividade antibacteriana com a inversédo de posi¢cdo dos grupos

45



hidroxila e metoxila (MORAO et al., 2019). Contudo, para a avaliacio dos resultados
dessa interferéncia seria necessario aplicar o curcuminoide GRMO02 aos mesmo
experimentos realizado no trabalho de Moré&o e colaboradores (2019) e assim determinar
os fatos se essa modificacdo estrutural implica na perda da bioatividade ou ndo, ja que no
estudo por Ghose e colaboradores (2006) mostra que mudanca estrutural pode altera
atividade.

Na tabela 4 avaliou-se 0 GRMO03 no qual obteve atividade contra S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) com uma CIM de 12.5 pg/mL (39 uM) e contra H. pylori,
CIM de 25 pg/mL (79 uM), conforme a (tabela 4). Em compensagdo 0 mesmo composto
ndo obteve atividade contra as outras bactérias testadas como E. coli, E. faecalis, S.
mutans e S. aureus suscetivel a meticilina (MSSA), somente uma fraca atividade contra

S. mutans com CIM de 625 pg/mL (1.985 uM) conforme mostrado na (tabela 3).
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Tabela 3. Determinacdo de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (MBC) estdo em UM para cada

0
HO. NN OH
H,CO E 02 E OCH,

composto contra as bactérias testadas

(0]

OH
/Q)ké\@
01 OCH,4

E. coli (ATCC 10536)

E. faecalis (ATCC51299)

(0]

03-12 OCH,

aMSSA (ATCC 144558)

S. mutans (ATCC 25175)

Cédigo Ar
CIM
GRM 01 4-H >2.229
GRM 02 3-OH, 4-OMe >1.915
GRM 03 3-Cl >1.985
GRM 04 4-Cl >1.985
GRM 05 3- NO; >1.921
GRM 06 4- NO; >1.921
GRM 07 4-CF; >1.794
GRM 08 2-furanila >2.312
GRM 09 2-tiofenila >2.182
GRM 10 3-piridila -
GRM 11 4-piridila -
GRM 12 5- nitro- 2-furanila 3-12
PCHX - 0.05-0.79
Ciprofloxacino - 0.3

iniciadas para CIM e MBC em 625pg/mL; "CHX: clorexidina.

CBM

>2.229
>1.915
>1.985
>1.985
>1.921
>1.921
>1.794
>2.312
>2.182

12 -61
0,19-0,79
0.3

CIM
>2.229
>1.915
>1.985
>1.985
>1.921
>1.921
>1.794
>2.312
>2.182

61

1.1-17
1,81-5.73

CBM
>2.229
>1.915
>1.985
>1.985
>1.921
>1.921
>1.794
>2.312
>2.182

60 — 123
1.1-17

1.81-5.73

CIM CBM
>2.229 >2.229
>1.915 >1.915
>1.985 >1.985
1.985 >1.985
>1.921 >1.921
>1.921 >1.921
>1.794 >1.794
577 1.154
2.182 >2.182
6 6
0.1-0.19 0.1-0.19
0.18 0.18

CIM
2.229

>1.915
1.985
1.985

>1.921
1.921
1.794

1.154 -2.312

2.182

60
0.1
0.18

CBM
>2.229
>1.915
>1.985
>1.985
>1.921
>1.921
>1.794

2.312
>2.182

123

0.19-0.79
0.18-3.01

(-) ndo determinado, * Os valores sdo apresentados em intervalos (minimo — maximo MIC/MBC) foram obtidos por dois experimentos independentes, 3Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina; concentragdes



Tabela 4. Determinacdo de Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) em uM

(0] (0] (0]
OH HO. OH OH
&)9\@( Ar&v\@
01 OCH, H;CO 02 OCH, 03-14 OCH;,
Cédigo Ar aH. pylori PMRSA CMSSA
(ATCC 43526) (ATCC BAA44) (ATCC6538)

GRM 01 4-H 44 >1.426 1.426

GRM 02 3-0OH, 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- NO; >1.229 1.229 >1.229

GRM 06 4- NO; >1.229 1.229 >1.229

GRM 07 4-CF; >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

(—) ndo determinado; @Helicobacter pylori; "Staphylococcus aureus resistente a meticilina; °Staphylococcus aureus suscetivel a
meticilina; a concentracéo inibitéria minima foi avaliadas frente as concentragdes para as bactérias em 0,195 pg/mL a 400 pg/mL e
concentracdes do antibidtico (vancomicina e tetraciclina) avaliado frente as bactérias = 0,0115 a 5,9 pg/mL.

Tabela 5. Determinacdo de Concentracédo Inibitoria Minima (CIM) em uM contra
bactérias resistentes

0 0
OH OH
W AK%JJ\&\@(
01 OCH, 03-12 OCH,
Cadigo Ar bE. faecium 2E. coli °P. aeruginosa “K. pneumoniae
(ATCC700221) (BAA198) (ATCC27453) (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-NO; 1.229 >1.229 >1.229 >1.229
GRM 06 4- NO;, 1.229 >1.229 >1.229 >1.229
GRM 07 4-CFs3 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

(-) ndo determinado; 2Escherichia coli; "Enterococcus faecium; ‘Pseudomonas aeruginosa;“Klebsiella pneumoniae; Concentragdes
das amostras avaliadas frente as bactérias testadas = 0,195 pg/mL a 400 pg/mL e para os antibiéticos Tetraciclina: 0,0115ug/mL a

5,9 pg/mL.



Para esclarecer um possivel mecanismo de agdo, um estudo in silico
(SwissTargetPrediction) foi realizado e apresentado na (tabela 2). Os principais alvos para
GRMO3 sédo: Oxidorredutase, receptor acoplado a proteina A/G, quinase e proteases
(DAINA; ZOETE, 2017).

H. pylori usa a oxidorredutase dimérica para catalisar e formar ligacdes dissulfeto
no periplasma, na revisdo 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 enzimatico pode ser um alvo molecular dos
GRMO01 e GRMO03. Em relacdo a S. aureus, 0 microrganismo possui a proteina A de
superficie celular por onde tem forte fusdo a proteina G, esse mecanismo esté interligado
ao processo infeccioso entre a bactéria e 0 hospedeiro, sendo muito peculiar da espécie,
portanto pode haver uma hipétese do GRMO03 estaria agindo nessa proteina (CUSSOLIM,
JUNIOR, 2021; KOBAYASHI; DELEO, 2013). Sendo um prognose justificavel perante
ao valor apresentado, com CIM de 12,5 pg/mL (39 uM) para MRSA.

Em relacdo a diferenca de valores de CIM entre MSSA e MRSA, vérios fatores
podem estar envolvidos. Primeiro, a categoria de metodologia aplicagdo ao CIM, no qual
os valores podem deferir, segundo, na fonte dos microrganismos testados (FINCH et
al.,2011). Terceiro o fator de resisténcia, as cepas S. aureus resistente a meticilina
normalmente transportam o gene mecA que codifica uma proteina de ligacao a penicilina
(PBP2a) sendo resistente a antibidticos g-lactamicos (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 concentracBes. O resultado a esse teste foi 0 mesmo, o
GRMO3 ¢é fortemente ativo contra 0 MSRA e fracamente ativo contra MSSA, levantando
hipdtese que o fator de resisténcia ou mutagcdes de MRSA o deixa vulneravel ao analago
GRMO03, diferente do MSSA. Portanto para melhores respostas dessa interferéncia, novos
experimentos seriam necessario.

Os curcuminoides GRM04 e GRMOQ9 foram inativos contra a maioria das
bactérias, somente uma atividade fraca contra MSSA e S. mutans com CIM de 625 pg/mL
(1.915 e 2.182 uM), jA 0 GRMO06 e GRMO07 obteve uma inibicdo na maior concentragdo
somente contra S. mutans (Tabela 05 e 06), em relagdo ao composto GRMO5, ele foi

inativos para todas as bactérias testadas.
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O GRMO08 possui grupo furanila e apresentou uma CIM de 156 pg/mL (577 puM)
contra MSSA, E. faecium com uma CIM de 200 pg/mL (574 uM), H. pylori CIM de 100
pg/mL (369 puM) e contra S. mutans um valor de 312 - 625 pg/mL (1.154 — 2.312 pM),
exibindo atividade contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativa expressando um
grupo de amplo espectro.

O composto GRM10 ndo entrou no ensaio (tabela 3,4 e 5) por falta de material
disponivel. Ja o seu regioisbmero 0 GRM 11 exibiu contra MRSA uma CIM de 50 pg/mL
(177 uM) e H. pylori uma CIM de 12,5 pg/mL (44 uM).

Pode-se considerar que o GRM11 pode estar interligado na acdo 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 nitrofurdnico mostrou atividade contra todas as bactérias
testadas, revelando uma bioatividade de amplo espectro, com exce¢do da fraca acéo
contra Pseudomonas aeruginosa com uma CIM de 400 pg/mL (1.268uM).

O grupo nitro precisa de reducao enzimatica para produzir efeitos biolégicos, isso
porque a reducdo € geralmente mediada por nitrorredutases que usam mononucleotideo
de flavina (FMN) ou dinucleotideo de flavina adenina (FAD) como grupos prostéticos e
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) ou nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) como subunidades redutores.

Gerando uma sequéncia generalizada para via biorredutiva que envolve a
formacdo de um derivado nitroso, um anion radical nitro, um radical nitroxil,
hidroxilamina e uma amina primaria (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 possivel elucidacéo sobre a acdo do GRM12.

Contra bactérias Gram-negativas 0 GRM 12 obteve uma CIM 1.56 pug/mL (4 uM),
contra H. pylori, sendo uma CIM préxima a tetraciclina, o farmaco de referéncia e contra
E. coli uma CIM 1- 4 pg/mL (3-12 uM), ja contra E.coli (BAA198) multirresistente, o
mesmo obteve uma CIM de 6.25 pg/mL (19 uM) um valor maior ao farmaco de
referéncia. O curcuminoide GRM12 foi testado contra bactéria multirresistente, a k.

pneumoniae e apresentou um valor de CIM de 25 pg/mL (79 uM).
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Em bactérias Gram-positivas 0 GRM12 exibiu uma atividade praticamente igual
ou maior ao farmaco de referéncia contra a cepa MRSA com um CIM 0.39 pg/mL (1uM),
para E. faecalis CIM de 19 pg/mL (61 uM), MSSA com CIM 2 pg/mL (6 uM), S. mutans
CIM 19 pg/mL (60 pM) e E.faecium com CIM 12.5 pg/mL (39 uM).

Portanto através desses resultados, o curcuminoide GRM12 possui em sua
estrutura quimica, mecanismo de acdo com liberdade de agir em bactérias com parede

celular diferente.

4.3 Propriedades in silico: fisico-quimicas, drug-likeness e farmacocinéticas obtidas pelo
SwissADME do GRM12

Para produzir um farmaco eficaz, certas propriedades fisico-quimica precisam ser
analisadas, sendo que essa molécula deve reunir poténcia, eficacia e baixos efeitos toxicos
(AFONSO, 2009). Ser potente ao atingir o alvo no organismo na concentragéo suficiente
e bioativa no tempo certo para que 0s eventos bioldgicos esperados ocorram, isto &, tendo
uma boa inter-relagdo com absor¢édo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo - ADME
(PRICE et al.,2021; PICCIRILLO, AMARAL, 2018; MALIK et al., 2017).

Aperfeicoar essas propriedades por modificagdes moleculares é fundamental na
selecdo de substancias para ndo serem descartadas na fase clinica. Estudo preliminar in
silico é utilizado em etapas anteriores ao desenvolvimento dos farmacos (DAINA;
ZOETE, 2017; VOTANO et al., 2004).

Nesse contexto, foi avaliado dados preditivos do GRM12 pelo plataforma
SwissADME sobre as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas, afinidade com
farmacos e conformidade com a quimica medicinal do composto GRM12 (DAINA,;
ZOETE, 2017; GHOSE, et al., 2006).

Tabela 6. Preditivos in silico (SwissADME) para GRM12
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OH
\ / N ’d

OMe
Propriedade aValores preditos
Peso molar (g/mol) 315,28
Num. de atomos pesados 23
Num. arom. Atomos pesados 11
Fragdo Csp3 0,06
Num. ligagdes giratorias 6
Num. aceptores H 6
Num. doadores H-bond 1
Refratividade molar 85,56
TPSA 105,49 A2
Lipofilicidade -
Log P o/w 2,13
Solubilidade -
Log S -3,64
Solubilidade em agua SolGvel
Farmacocinética -
Absorcéo Gl Alto
Permeacdo BBB N&o
Substrato P-gp N&o
Log Ky -6,09cm /S
Semelhanca a farmaco -
Lipinski Sim, 0 violacOes
Quimica Medicinal -
Pontuacéo de biodisponibilidade 0,55
Acessibilidade sintética 3,16

(—) ndo determinado; 3SwissADME (DAINA; ZOETE, 2017)

De acordo com analise in silico 0 andlogo GRM12 indicou massa molar de 315,28
g/mol, valor esse que esté inserido na faixa 6tima entre 150 e 500 g/mol. A massa molar
esta entre as regras de Lipinski para determinar tamanho molecular de um composto ideal,
pois 0 tamanho implica na determinacéo de alguns compartimentos que a substancia sera
absorvida (ERMONDI et al., 2020; GHOSE, et al., 2006; LIPINSKI, 2001). Dentro disso,
uma flexibilidade ideal € ter até 9 ligacOes rotativas e 0 GRM12 apresentou 6 ligacdes,
avaliacdo essa, consideravel ja que o namero de rotacdo molecular influéncia, em
particular, na passagem pela membrana, biodisponibilidade e poténcia de ligacao
(RITCHIE et al., 2011; GHOSE, et al., 2006).

A polaridade € uma propriedade molecular relacionada a permeabilidade, a area

de superficie polar topoldgica (TPSA) ideal é de 20 & 140 A? e 0 GRM 12 apresentou 0
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valor de 105,49 A? 0 que est4 inserido no intervalo sugerido, pois na literatura indica que
compostos com area de superficie polar (PSA) segundo essa referéncia apresenta melhor
biodisponibilidade oral (ERMONDI et al., 2020; DAINA et al., 2017; GHOSE, et al.,
2006; KELDER et al., 1999). Na saturacdo, que representa a fragdo de carbonos na
hibridizacdo sp3, 0 GRM12 apresentou valor de 0,06 o que esta no padrdo consideravel
que é de pelo menos > 0,25. O log S foi satisfatorio baseado na média de trés categorias
de célculos que a plataforma computacional oferece, 0 ESOL, Ali e SILICOS-IT.

Em relacdo ao log P in silico e o fornecido experimental (CLAE) ndo houve muita
diferenca nos numeros, porém, ambos estdo dentro dos padrdes indicativos que variam
de -0,7 a 5,0, valores significativos que indicam uma boa permeacédo (DAINA; ZOETE,
2017).

Portanto, o0 composto GRM12 apresenta um potencial de atravessar membranas
por difusdo passiva no meio gastrointestinal e uma administragdo oral viavel, sem ter
acesso a barreira hematoencefalica baseado no dado representado no (Figura 3),
interessante ja que o sistema nervoso central (SNC) néo é foco, pois as propriedades do
composto devem ser tracadas com base em um objetivo terapéutico (GHOSE, et al.,
2006). Pois, se tivéssemos tal finalidade de permeabilidade cerebral teriam que ter um
PSA menor, entre <60-70 A? (KELDER et al., 1999).

Na figura 6 observamos dados que estimulam a estender a abordagem para a
permeacdo da barreira hematoencefalica (BBB), para avaliar preditivo de penetracdo e
prevencdo de efeitos indesejados (DAINA; ZOETE, 2017; EGAN et al., 2000).
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Figura 3. Gréfico representativo BOILED — Egg

arflzo ost

Nenhum

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

Outro fator importante é que o analogo GRM12 mostrou-se negativo no potencial
substrato para a glicoproteina ( P-gp ) sendo relevante, visto que a proteina € significativa
entre os transportadores de cassete de ligacdo de ATP ou transportadores, ABC
(SZAKACS et al., 2008). Essa proteina desempenha a fungdo de uma bomba de efluxo
ativo através de membranas bioldgicas contra substancias xenobidticos prejudiciais ao
organismo e um dos principais papéis da P-gp é proteger o sistema nervoso central
(SZAKACS et al., 2008). Da mesma forma é importante lembrar que o P-gp é expressa
em algumas células tumorais e consequentemente a canceres persistentes (SHAROM et
al., 2008).

Vale evidenciar que a série de curcuminoides monocetbnicos possuem
propriedades que estdo 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 analise na estrutura
quimica para identificar se ha fragmentos potencialmente problematicos (composto
promiscuo). Esses fragmentos podem proporcionar desvio premeditadamente de
resultados falso-positivos em testes bioldgicos (BAELL et al., 2010; PICCIRILLO,
AMARAL, 2018). Portanto com a analise feita no andlogo GRM12 ndo foi diagnosticado

fragmento que seja questionavel e com uma acessibilidade sintética de 3,16 classificando
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em uma sintese moderada, ja que os valores de referéncia sdo de 1 muito facil a 10 muito
dificil. Uma acessibilidade sintética razoavel é significativa para uma futura producdo em
larga escala (ERTL, SCHUFFENHAUER, 2009).

4.3.1. Investigacdo in silicio pelo SwissTargetPrediction de mecanismo de acdo para
GRM12

No estudo in silico pelo SwissTargetPrediction verificamos dados preditivos de
classe-alvo do GRM12 que estdo em fase de construcdo (Figura 4) (GFELLER et
al.,2014; DAINA; ZOETE, 2017). A importancia de uma analise in silico é que
conseguimos elucidar melhor os resultados obtidos, ja que o composto GRM 12 é inédito

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

Figura 4. Principais classe-alvos de acdo para 0 GRM12

6.7%
6.7% 26.7%
6.7%
13.3%
33.3%
6.7%
[ Eraser [ Enzyme [ Phosphodiesterase

[ Membrane receptor [[] Protease [ Lyase
[0 Kinase

Fonte: (SwissTargetPrediction).

Conforme observado na (Figura 4) o GRM 12 possui uma interacdo de 33.3% por
proteases bacterianas. As proteases sdo 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 doengas (ZHENG et al., 2021; EMIOLA et al., 2015).
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Hoje, a maioria dos mecanismos antimicrobianos convencionais se resum em
bloqueios da biossintese da parede celular, biosintese de proteinas e DNA/RNA, contudo,
tal acdo talvez tenha sido superada com o surgimento de varias cepas resistentes
(BROWN; WRIGHT, 2016). Por esse motivo, é importante buscar novas alternativas, e
proteases bacterianas oferecem um conjunto de opcdo antibacteriana (BROWN;
WRIGHT, 2016).

Atualmente, as proteases tém sido foco molecular no desenvolvimento de
antivirais, farmaco disponivel com tal mecanismo de a¢do tem sido promissor na industria
farmacéutica, inclusive ha pesquisa de moléculas contra a principal protease presente no
virus SARS-CoV-2 (NITSCHE, 2019; MAHMUD, et al.,2021).

Em E. coli, as proteases tém papéis importantes na fisiologia e bioquimica, a
bactéria possui um conjunto de genes essenciais de varias proteases que regula a enzima
da biossintese da membrana externa, ativa resposta ao estresse celular, peptidases de
sinais e outras para evitar a proteolise 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 0 mesmo, obteve atividade contra E. coli
(ATCC 10536) com CIM de 1- 4 pg/mL (3-12 uM) (tabela 3) e para cepa resistente de E.
coli (BAA 198) com CIM de 6,25 pg/mL (19 uM) ( tabela 5).

A clpP é uma subunidade proteolitica de protease caseinolitica que desempenha a
funcéo proteostase de células procarioticas (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 familia AAA + ATPases, no entanto, ndo séo
essenciais para a viabilidade celular, contudo a desregulacdo ou perturbacdo do clpP
nessas cepas aumenta sua suscetibilidade aos antibacterianos e diminui a viruléncia em
alguns patdgenos, 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 inativacdo de clpP no complexo proteolitico e varios desses reguladores de
viruléncia dependera de cada cepa bacteriana (FREES et al.,2014; BAK et al.,2014).

A clpP depende da associacdo de AAA + ATPases para selecionar e desenrolar
substratos de proteina, a desordem desses parceiros pode desregular totalmente o sistema

proteolitico trazendo complicacdes a viabilidade celular (RAJI et al., 2012). Vale ressaltar
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que no estudo de Sui e colaboradores (1993) a curcumina j& apresentava uma fraca
atividade através de indicacdo in vitro para proteases do HIV-1 e HIV-2, sendo
potencializado em seu analdgo GRM12.

Outra classe-alvo interessante, depois das proteases, sdo as enzimas apagadoras
com 26.7%, um conjunto de enzimas conhecidas como “borrachas” ou “apagadores”.

Essas enzimas sdo essenciais para 0s eventos de reprogramacao epigenética,
necessarios durante os estagios de evolucdo (O'SULLIVAN et al., 2019).

A nivel celular, a atividade das “borrachas” é importante para a transicdo de uma
fase do ciclo celular para outra, ou seja, existem varias categorias de apagadores
epigenéticos que tém como alvo as histonas (ESTEVE-PUIG et al., 2020; O'SULLIVAN
et al., 2019). Outras classe-alvo para 0 GRM12 séo as quinases, com 13.3% e para
enzimas, liase, fosfodiesterase e receptor de membrana com 6.7% pelo
SwissTargetPrediction.

Ha uma hipotese que moléculas com caracteristicas de funcdo de aceitador de
ligacdo de H ou doadora complementar podem ter afinidade em ligantes de quinase
(GHOSE, et al., 2006).

Uma condicdo que o composto GRM12 preservou de seu protétipo, a curcumina,
foi o alvo na metaloproteinase matriz (MMPs) conforme fornecido in silico
(SwissTargetPrediction) os MMP sdo classe-alvo de proteases. Essas enzimas
proteoliticas conforme discutidas anteriormente sdo importantes para o desenvolvimento
de infeccdo 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 0s

dados in silico e os resultados antibacterianos apresentados.

4.3.2 Ensaio de Permeabilidade de Membrana com Staphylococcus aureus (ATCC
29213)

Para investigar a acdo 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 infecgbes graves em seres
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humanos, principalmente no &mbito hospitalar, pois os biofilmes formados séo dificeis
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 concentracao do valor de CIM 2 pg/mL (6 pM) por 15 minutos, assim como
a nisina (disruptor de membrana usado como controle positivo).

Imagens de microscopia de fluorescéncia representativas do controle negativo
(células tratadas com 1% de DMSO), o controle positivo (nisina a 5,0 pg/mL) e o
composto GRM12 estdo apresentados na figura 5. As relacdes de porcentagens de células
com membranas danificadas foram quantificadas a partir das imagens do microscopio
(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/SYTQ9. O tratamento com o0 GRM12 apontou porcentagens

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

Figura 5. Microscopia de fluorescéncia da membrana citoplasmatica, barra de escala Sum

com ampliacao 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
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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 analogos da curcumina apontavam sua forte interacdo na
ruptura da membrana bacteriana o0 que corrobora com os resultados apresentado neste
trabalho (MORAO et al., 2019; POLAQUINI et al., 2021).

Em estudos anteriores é possivel observar um amplo mecanismo de acdo da
curcumina, principalmente a sua interferéncia na montagem da proteina FtsZ, responsavel
pela divisdo celular (RAI et al., 2008). Com esses resultados podemos afirmar que o
andlogo GRM12, um composto simplificado da curcumina ndo perdeu sua efetividade de
acdo na membrana bacteriana, assim como também seu efeito bacteriostatico
(TAJBAKHSH et al., 2008; DILARRI et al., 2021). Ao contrario o GRM12 preservou 0s
fatores de acdo do seu progenitor, como também teve seu potencial aumentado com a
simplificacdo molecular da sua estrutura.

Estudos apontam gque compostos que atuam na atividade da proteina FtsZ podem
ser inibidores promissores no processo de divisdo 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 penetracdo de antibacterianos por
decorréncia da formacdo de uma matriz polissacaridica muito bem organizada, tornando
resistente a sua irradicacdo (SHARMA et al., 2014; HAWVER et al., 2016; ZHANG et
al., 2019; LOPUSIEWICZ 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 ja sdo conhecidas por provocar infecgdes graves e dificeis de tratar
levando vérios pacientes a bitos, por serem resistentes a vérias classes de antibiticos
existentes, tornando seu biofilme mais complexo ao tratamento clinico (HAWVER et al.,
2016; ZHANG et al., 2019). Assim sendo, a descoberta de novos agentes inibitorios
direcionados ao sistema Quorum sensing bacteriano € uma importante estratégia para
controlar a formagéo e resisténcia 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 varias
concentracdes, no qual o GRM12 apresentou atividade antibiofilme com valores de
CIMB de 0.195 pg/mL (0.61 uM) contra MRSA e MSSA (Figura 7 & 10) demostrando
mais de 50% de inibicdo celular, ja para vancomicina os valores de inibicdo foram nos
valores de 0.73 pg/mL (0.50 uM) contra MRSA e 0.045 pg/mL (0.03 uM) contra MSSA.

Outra bactéria avaliada foi E. faecium, produtores de biofilme e causadora de
infeccdes recorrentes, cronicas e resistentes a antibidticos (SOOD et al., 2008). O GRM12
e tetraciclina foram testadas no qual obteve atividade de CIMB foi de 12.5 pg/mL (39
uM) e a tetraciclina um valor de inibicdo de 0.0925 pg/mL (0.20 uM). Nas bactérias
Gram-negativas, o0 GRM12 apresentou contra E.coli resistente uma inibicdo na
concentracdo de 3.12 pg/mL (9.89 uM), valor um pouco superior que a tetraciclina que
foi de 0.1845 pg/mL (0.41 uM). Em K. pneumoniae 0 GRM12 também obteve atividade
antibiofilme nas concentrac6es de 12.5 pg/mL (39 uM) e para tetraciclina um valor de
1.47 pg/mL (3.30 uM). Para todas as bactérias testadas o0 GRM12 obteve atividade
antibiofilme e com valores de inibicdo superior a 50% e diminuindo ou zerando 0s
nameros de células vidveis quando comparado ao controle ndo tratado conforme

mostrado nas figuras abaixo.
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A curcumina ja havia demostrado processo inibitorio sobre biofilme de algumas
espécies, agindo na reduz a biomassa, dificuldade de adeséo, desfazendo a estrutura do
biofilme e modulando o sistema Quorum Sensing e além disso a curcumina inibe os
fatores de viruléncia que dependem do Quorum Sensing, provalmente no GRM12 deve

ter sido potencializado esses fatores de acéo.

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 logio UFC/mL.
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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 logio UFC/mL.
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Figura 09. Efeito do GRM 12 sobre o biofilme de S. aureus suscetivel a meticilina. A
barra em cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o logio UFC/mL.
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Figura 10. Efeito da tetraciclina sobre o biofilme de S. aureus suscetivel a meticilina. A
barra em cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o logio 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 logio UFC/mL.

Enterococcus faecium (ATCC 700221)
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Figura 12. Efeito da tetraciclina sobre o biofilme de Enterococcus faecium. A barra em
cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o logio 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 logio UFC/mL.
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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 logio 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 logio UFC/mL.
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Figura 16. Efeito da tetraciclina sobre o biofilme de Klebsiella pneumoniae. A barra em
cinza representam o valor MBIC e as linhas representam o logio UFC/mL.
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4.3.4 Cinética de morte

De toda série de curcuminoides testados neste trabalho, 0 GRM12 foi o que obteve
melhor atividade antibacteriana, sendo assim, o analogo 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 a meticilina (ATCC BAA44) e S. aureus
suscetivel a meticilina (ATCC6538). A base de comparacdo do GRM12 foi feito com dois
farmacos de referéncia 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 nimero de log UFC mL-! sofreu uma
reducdo significativa em 24 horas quando comparado ao indculo. Foi observado que a
curva de morte do GRM12 para cepa MSSA iniciou a partir de 4 horas apds a exposicdo
e em 24 horas obteve melhor curva de morte comparado a vancomicina. Contra MRSA a
influéncia de reducéo de morte pelo composto GRM12 teve inicio 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 & vancomicina. Contra E. faecium a curva de morte
iniciou a partir de 4 horas de exposi¢do ao andlogo 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 reducdo no nimero de log UFC mL™ no prazo de 24 horas,
principalmente na concentracdo 2 x o valor CIM, obtendo melhor resultado comparado a
curva de morte da tetraciclina.

Contra K. pneumoniae, obteve reducédo no nimero de log UFC mL-, contudo ndo
zerando morte celular, mas obtendo a curva de morte paralela com a tetraciclina.

Portanto de acordo com os resultados, 0 composto GRM12 foi capaz de inibir
consideravelmente as Log UFC mL-! no periodo de 24 horas e mantendo uma curva de
morte similar ao farmaco de referéncia. Com isso podemos comprovar que 0O
curcuminoide GRM12 tem uma acdo bacteriostatica impedindo a proliferacdo dos
microrganismos. Varios estudos ja& comprovaram a eficiéncia na curcumina em relagédo

ao seu poder de inibir crescimento bacteriano, com esse resultado s6 reafirma que essa
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acdo continua e de forma potencializadora desse analago (TAJBAKHSH et al., 2008;
DILARRI et al.,2021).

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

a vancomincina para S. aureus suscetivel a meticilina no periodo de 24 horas.
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Figura 18. Avaliacao da cinética de morte do GRM 12 nas concentracdes 1x e 2x CIM

e a vancomincina para S. aureus resistente a meticilina no periodo de 24 horas.

Staphylococcus aureus (ATCC BAA 44)
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Figura 19. Avaliacéo da cinética de morte do GRM 12 nas concentragcfes 1x e 2x CIM e
a tetraciclina para Enterococcus faecium no periodo de 24 horas.
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Figura 20. Avaliacdo da cinética de morte do GRM 12 nas concentracdes 1x e 2x CIM e
a tetraciclina para Escherichia coli no periodo de 24 horas.

Escherichia coli (ATCC BAA 198)
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Figura 21. Avaliacdo da cinética de morte do GRM 12 nas concentragfes 1x e 2x CIM
e a tetraciclina para Klebsiella pneumoniae no periodo de 24 horas.

Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883)

20+
15-
) #— Inoculum Log= 5.86 CFU/mL
r
» ' --#-- Tetracycline = 2,95 pg/mL
104 l

« GRM12 MIC 1X = 25.0 pg/mL

Log;q CFU/mL

..y. GRM12 MIC 2X = 50.0 pg/mL

n T 'JI II: T T T T T
05 2 4 8 12 16 24
Time (hours)

4.4 Teste de toxicidade
4.4.1 Ensaio em queratindcitos (HaCaT)

O teste de toxicidade foi realizado contra queratindcitos (HaCaT), que comp6em
o tecido epitelial (ARCHER et al., 2011). A epiderme e mucosas sdo regibes de
colonizacdo S. aureus, um agente infeccioso em humanos (LOWY, 1998). A clorexidina
(CHX) é um antisséptico, com acdo antifingica e bactericida utilizado pelos dentistas e 0
publico como enxaguante bucal como forma profilatica (BESCOS et al., 2020).

O grafico 1 mostra a porcentagem de células de queratindcitos humanos viaveis
(HaCat) quando expostas ao composto GRM12 e clorexidina (CHX) por 24horas. Assim
podemos observar que houve viabilidade celular nas concentracbes 39 a 4,87 pg/mL
(123-15 puM).

Nas concentragdes de 19,5 pg/mL (61 pM) houve uma viabilidade de 25% e na
menor concentragéo de 4,87 pg/mL (15 pM) mostra 45% de viabilidade celular, 2 vezes

maior que a CIM (uM) contra MSSA e contra MRSA 25 vezes maior que a CIM
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apresentado no valor de 0,195 pg/mL (0.6 puM). O GRM12 mostrou valores de
citotoxicidade menor que a CHX na maioria das concentragdes demostrada neste estudo,
somente na menor concentracdo de 4,87ug/mL (9uM) que a CHX obteve maior
viabilidade celular que 0 GRM12.

Grafico 1. Ensaio de citotoxidade em diferentes concentracbes do curcuminoide
monoceténico GRM12 e clorexidina (CHX) na viabilidade de células de queratindcitos
(HaCat). Os resultados séo expressos como médias + DPs
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Fonte: proprio autor. As letras mintsculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os compostos, dentro de cada concentracéo,
segundo ANOVA/Tukey (p<0,05)

4.4.2 Totoxidade contra Galleria mellonella

Os nitrocompostos sdo conhecidos pela sua performance terapéutica e também
pela toxicidade, isso se deve ao ciclo redox no qual sdo gerados varios intermediarios
radicalares reativos, o que ocasiona efeitos adversos (SMITH et al., 1948; GROSS &
SMITH, 1985; MACHEREY & DANSETTE, 2008). Assim, além do teste in vitro nos
queratindcitos (HaCaT), testamos o seu efeito toxico in vivo nas larvas de Galleria
mellonella. A investigacdo da toxicidade aguda do composto GRM12 foi avaliado no

ensaio com Galleria mellonella, no qual tem sido um modelo confidvel para teste in vivo
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de toxidade (ALLEGRA et al., 2018). O mecanismo das lavras apresentam similaridade
estruturais e funcionais dos mamiferos, abrangendo uma resposta imune inata, sendo
aceita como uma forma de andlise in vivo consolidado (WOJDA, 2017).

Portando o composto GRM12 foi testado em Galleria mellonella, a taxa de
sobrevivéncia das larvas apos a administracdo do composto foi observada nos periodos
de 0,24, 48 e 72 horas.

As concentragdes testadas foram de 500, 250 e 100 e 50 pg/mL (1.585, 792, 317
e 158uM) que correspondem a 20 mg/Kg/larva, 10 mg/Kg/larva 4 mg/Kg/larva e 2

mg/Kg/larva, respectivamente.

Gréafico 2. Ensaio de toxidade em diferentes concentragdes do curcuminoide

monocetonico GRM12 em Galleria mellonella
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Percentagem de sobrevivéncia ao longo do tempo de larvas de Galleria mellonella injetadas com GRM12 a 500 pg/ml (20
mg/Kg/larvas), GRM12 a 250 pg/ml (10 mg/Kg/larvas), GRM12 a 100 pg/ml (4 mg/Kg/larvas) e GRM12 a 50 pg/ml (2
mg/Kg/larvas). p < 0,05, teste log-rank.

A curva de controle foi obtida pela administracdo sistémica de solucdo salina
estéril 0,9% e DMSO 100% na hemocele das larvas. Os resultados da analise de
toxicidade demonstraram que, nas doses testadas, houve apenas uma morte na maior
concentracdo, indicando que 0 GRM12 nessas concentracGes ndo demonstrou ser toXico
(Gréfico 2). Em estudo realizado por Velayudhan e colaboradores (2012) foi elucidado
que administracdo a longo prazo da curcumina ndo causaria qualquer efeito adverso,
portanto esse fator pode estar presente em seu analago GRM12 ja que ndo desmostrou

efeito toxicidade em Galleria mellonella.
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5. CONCLUSAO

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

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

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

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

mecanismo de acao.
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6. EXPERIMENTAL
6.1 Quimico

Os anélogos de curcuminoides monocetdnicos foram sintetizados por meio de

duas reacdes de condensacgdo alddlica (Esquema 1) (KUBRA et al., 2014).

Esquema 1. Sintese de Curcuminoides monocetdnico e 0 3-OH, 4-OMe
0

o HJJ\@OH
0
tH I OMe 0

Ar)LH o Ar/vj\ >

. NaOH EtOH, H,SO,
aldeidos intermediarios curcuminoides
aromaticos cetonicos a,b-insaturados
O O
H)k@OH . o HO U & OH
OMe )j\ H;CO E E OCH;
NaOH / EtOH Curcuminoide

A primeira etapa a reacdo ocorre entre diferentes derivados benzaldeidos
comerciais e acetona, na presenca de catalise basica, gerando uma variedade de
intermediarios cetbnicos a-f-insaturados. Na segunda etapa, 0S respectivos
intermediarios foram submetidos a reacdo com isovanilina e sob catalise &cida,
culminando na obtencdo dos curcuminoides monocetdnicos (Tabela 7). As reacdes foram
acompanhadas por placas de cromatografia em camada delgada - CCD sob a inspecéo de
luz 254 e 365 nm para a observacao da sintese.

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%, 0s
compostos GRM02, GRM10 a GRM12 foram obtidos com pequenas modificacGes na
metodologia convencional.

Na realizacdo dos intermediarios 3 e 4-piridila foi agregada uma contribuicéo
segundo Bhambra e colaboradores (2017) que descreveram a utilizacdo dioxano na

sintese. Portanto dentro da metodologia convencional adicionou-se dioxano o que
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proporcionou pouca formacdo de subprodutos, maior rendimento e facilitagdo no
processo de purificagéo.

Mesmo com aplicacdo do dioxano o substituinte piridila € quimicamente instavel,
talvez por esse motivo a propensao por rendimentos foram baixos com 22% a 24%.

Na sintese dos curcuminoides finais empregou-se catalise acida para os produtos
piridinicos, ou seja, 4&cido cloridrico sob atmosfera de N.. Os produtos piridinicos
possuem uma estabilidade quimica maior que os intermediarios, porém seu rendimento
de massa na rota sintética é bem baixo comparado aos outros substituintes da série. Para
0 3-piridila obtivemos uma producao de 3%, ja o 4-piridila rendeu uma massa de 26%.

O intermediario do 5-nitro-2-furanila foi sintetizado em catalise acida. Para tal,
realizou-se a troca do catalisador NaOH por acido acético e acido sulfrico em
temperatura de 50 °C sob acoplamento em refluxo, apds 24 horas o produto foi vertido
em gelo picado, filtrado e purificado, com rendimento de 31%.

Na sintese do curcuminoide GRM 12 foi acrescentado o acido acético em seu meio
reacional em substituicdo ao EtOH, com rendimento de 51% no processo final apos
purificacéo.

Na sintese do curcuminoide monossubstituido e dissubstituido foi por
condensacdo alddlica em meio basico em Unica etapa. A reacdo foi realizada em
temperatura ambiente no periodo de 72 horas. Apds esse periodo, o meio reacional foi
vertido em gelo e o meio foi acidificado com acido sulfurico, precipitado e filtrado (LIN
et al., 2006). Para ambos 0s compostos ndo observou-se a formacéo de subprodutos. O
rendimento para o curcuminoide monossubstituido foi de 96 %, ja para o dissubstituido
foi de 98%.

Tabela 7. Estrutura dos curcuminoides monocetdnicos
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Curcuminoide Ar Rendimento

. GRM 01 4-H 91%
tH on GRM 02 3-OH, 4-OMe 98%
W GRM 03 3-clorofenila 71%
o1 Octs GRM 04 4-clorofenila 48%
GRM 05 3-nitrofenila 76%
GRM 06 4-nitrofenila 88%
o) GRM 07 4-trifluormetilfenila ~ 75%
HO O XIANA O OH  GRM 08 2-furanila 46%
H;CO 02 OCH; GRMO09 2-tiofenila 85%
GRM 10 3-piridila 3%
GRM 11 4-piridila 12%
0 OH GRM 12 5-nitro-2-furanila 51%
Arcr z
03-14 OMe GRM 13 1-naftila 62%
—> GRM 14 2-naftila 70%

As substancias foram purificadas por extracdo liquido-liquido e técnicas
cromatograficas, como: cromatografia em coluna de gel de silica e cromatografia em
coluna de permeacdo em gel (LH-20, Sephadex).

O monitoramento das reacdes e a analise de pureza das amostras foram realizados
por cromatografia em camada delgada analitica (CCD) sendo reveladas por meio de
inspecdo no ultravioleta (254 e 365 nm) e revelada no reagente quimico anisaldeido
sulfurico. A obtengdo dos intermediarios cetonicos a, B-insaturados e seus respectivos
curcuminoides finais foram confirmados por meio da analise de seus espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de !H) e por Ressonancia
Magnética Nuclear de Carbono Treze (RMN de 3C). Os compostos foram analisados por
Cromatografia Liquida de Alto Eficiéncia - CLAE e espectrometria de massa.

Todos os resultados de espectros e cromatogramas dos compostos foram
adicionados no Apéncide. De acordo com a base de dados Scifinder, os andlogos GRM
01-14 foram identificados como novas entidades quimicas, com excecdo GRMO02.

As reacoes foram acompanhadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
utilizando cromatoplacas de gel de silica sob base de aluminio da marca Supelco® como
fase estaciondria e como fase moével foram utilizados gradientes de solventes

hexano/acetato de etila de acordo com a polaridade das substancias. As placas foram
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reveladas na cAmera escura de luz ultravioleta (254 e 365 nm) e dependendo dos analitos

também se utilizou o anisaldeido sulfarico.

6.1.2 Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN) e Cromatografia de gel

permeacdo em Sephadex ® LH20

A cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN) foi um dos processos
utilizados na purificacdo dos analogos. Usando uma fase estacionaria, gel de silica de 100
a 200 (Mesh Sigma Aldrich®) aplicadas em colunas de vidro de varidveis didmetros e
alturas. Para fase movel foram utilizadas misturas de acetato de etila e hexano e suas
porcentagens variam de acordo com a polaridade da substancia. Outro método de
purificacdo foi Sephadex LH20 que separa por diferentes pesos moleculares. As amostras
foram solubilizadas em DMSO e eluidas em etanol. As fracdes foram analisadas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), utilizando cromatoplacas de gel de silica sob
base de aluminio da marca Supelco®. Como fase movel foram utilizadas misturas de
acetato de etila e hexano de acordo com a polaridade das substancias. As placas foram
reveladas na camera de luz ultravioleta (254 e 365 nm) e revelada no anisaldeido

sulfdrico.

6.1.3 Coeficiente de particdo (n-octanol/agua) medido pelo método Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A determinacdo do log Po/w seguindo o padrdo de procedimentos descritos nas
Diretrizes da OCDE para o Teste de quimico (OCDE, 1989). O log P tedrico usado para
compostos de referéncia foi extraido da SwissADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE,
2017). Valores do fator de capacidade (k) de compostos de referéncia foram calculados
de acordo com o tempo de retencdo (rt) segundo a férmula k = (rt— rt0)/rt0, onde rt0 é o
tempo de retencédo de tiouréia. Os compostos de referéncia utilizados foram acetofenona,
acido cindmico, benzofenona, timol, tolueno, bifenila, fluoranteno e trifenilamina. Uma
curva padrdo foi construida para cada eluicdo isocratica: MeOH:H20 (70:30, 75:25 ou

80:20) sob fluxo de 1,0 mL/min. O volume de amostra injetado foi de 20,0uL e o
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comprimento de onda foi de 254 nm. A pureza dos compostos foi medida por valores de
area de banda.

6.2 Ferramenta computacional (Swiss Institute of Bioinformatics)

Trabalhar com pesquisas para descobertas de farmacos e outras substancias
bioativas demanda tempo e estudo, pois projetar e incluir essas substancias na sociedade
é um processo gradual (HAY et al., 2014; DAHLIN et al., 2015). A utilizacdo de
softwares economiza tempo e investimentos econdmicos. Assim o Swiss Institute of
Bioinformatics (SIB) exerceu um papel fundamental no desenvolvimento de técnicas de
planejamento de farmacos, acompanhada por estudos in silico (DAINA; ZOETE, 2017).

O grupo de modelagem molecular da SIB desenvolveu varias ferramentas CADD
(Computer-Aided Design and Drafting) com uma metodologia avangada de softwares
sofisticados. Ferramenta in silico € muito utilizada no processo de desenvolvimento de
novos antibacterianos e antimicobacterianos (RAGHU et al., 2020; RAMESH et al.,
2020; BAKCHlI et al., 2020; ABD-ALWAHAB et al, 2020; ABDULLAHI et al,2020).

Portanto neste trabalho usou-se o site interativo SwissSADME (analise de
propriedade ADME) e SwissTargetPrediction (Previsdo de alvos biomoleculares) para
complementar o estudo (GFELLER et al.,2014; DAINA; ZOETE, 2017). O acesso pela

plataforma € feito atraves de acesso livre: http://www.swissadme.ch/index.php.

6.3 Procedimentos bioldgicos

6.3.1 Cepas microbianas padrdo e condicfes de crescimento

Laboratorio de Cultura de Células (FOA) — UNESP Campus Aracatuba — SP

Profa. Responsavel: Dra. Cristiane Duque

Para a avaliacdo das atividades antimicrobiana dos compostos foram utilizadas as
seguintes cepas padrdo: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus faecalis
(ATCC 51299), Escherichia coli (ATCC 10536) e Staphylococcus aureus (ATCC
14458). As cepas foram doadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de
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Janeiro. Os meios de cultura usados para crescimento de cada espécie bacteriana foram
0s 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
37°C e 5% de CO..

6.3.2 Triagem dos compostos quanto a atividade antibacteriana

Laborat6rio de Cultura de Células (FOA) — UNESP Campus Aracgatuba — SP
Profa. Responsavel: Dra. Cristiane Duque

Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM). Cada analise descrita a seguir foi realizada em trés dias
independentes. O controle positivo de cada experimento foi o ciprofloxacina ( Sigma-
Aldrich, USA) e o controle negativo foi 0 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 nimero de horas necessarias para este
atingir sua fase de maior multiplicacdo celular (fase logaritmica ou exponencial). Os
ensaios de CIM foram medidos pelo método de microdiluicdo, baseados nas normas do
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute - M7-A9, 2012) com algumas
modificacdes.

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 37°C. Quando a cultura atingiu a metade da fase logaritmica, as células
foram separadas por centrifugacdo a 5000xg por 5 minutos a 4 °C. Estas foram lavadas e
ressuspendidas em tampéao fosfato de sddio — PB (10 mM, pH. 6,8). Em seguida, 0 nimero
de células foi ajustado utilizando-se Mueller-Hinton (MH) caldo 2 x concentrado para
obtencdo de 1-5 x 10° UFC/mL (Unidades Formadoras de coldnias/mL). Os compostos
foram diluidos seriadamente em meio de cultura MH e em seguida, inserida a cultura
bacteriana com a concentracao ajustada.

Apos incubagdo por 24 horas a 37 °C, as placas de microtitulagdo foram analisadas

a 550 nm em um leitor de Microplacas modelo 3550-UV (Biorad do Brasil) apos a
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aplicacdo de uma solucdo de resazurina (Sigma) a Sug/mL por 3 horas. A CIM foi
definida como a menor concentragdo do composto ou ciprofloxacina que ndo houve
crescimento detectavel (coloracdo azul da viragem da resazurina). Os meios contendo a
CIM e duas concentragdes maiores foram diluidas seriadamente e plaqueados em MH
agar e incubados a 37°C por 48horas para todos os microrganismos. A coloragdo amarela
ou alaranjados dos compostos ndo interferiu na visualizagdo. As colonias foram contadas
com auxilio de estereomicroscopio binocular (Labomed, USA) e determinado o nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC) /mL. A CBM foi considerada quando o
composto eliminou mais de 99% das bactérias.

6.3.3 Atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (BAA
44) - MRSA e Staphylococcus aureus suscetivel a meticilina (ATCC 6538) — MSSA

Laboratorio de Testes Antimicrobianos, Instituo Ciéncias Biomédicas — UFU Campus
Uberlandia - MG

Prof. Responsavel: Dr. Carlos Henrique G. Martins

A concentracdo inibitoria minima (CIM) contra Staphylococcus aureus foi
definida como a concentracdo mais baixa do agente antimicrobiano capaz de inibir o
crescimento bacteriano. Para determinar a CIM das bactérias incluidas no estudo, foi
realizado o método de microdiluicdo recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute, com algumas modificacGes descritas a seguir (CLSI, 2007). As
amostras foram dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSO; Sigma®) e diluidas com caldo
Brain Heart Infusion (Difco®). Em seguida, doze concentragdes dos compostos foram
testadas variando de 0,195 a 400 ug / mL em uma microplaca de 96 pocos.

A bactéria S. aureus (ATCC BAAA44) utilizada neste estudo foi obtida na
American Type Culture Collection (ATCC). Os indculos foram ajustados para dar uma
concentracio de células de 5 x 10° CFU / mL.

As placas contendo as bactérias foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos a
incubacéo, 30 puL de solucdo aquosa de resazurina (Sigma®) a 0,02% foram adicionados

a cada pogo, para revelar o crescimento bacteriano (SARKER et al.,2007). As cores azul
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e rosa representam a auséncia e a presenca de crescimento microbiano, respectivamente.
DMSO 5% (v / v) foi empregado como controle negativo. O controle positivo foi com
vancomicina (0,0115 a 5,9 pg / mL) contra a cepa resistente e tetraciclina (0,0115 a 5,9
Mg / mL) para cepa suscetivel. Um in6culo foi incluido para monitorar o crescimento

bacteriano. Os experimentos foram realizados em triplicata.

6.3.4 Atividade antibacteriana contra cepa de H. pylori (ATCC 43526)

Laborat6rio de Testes Antimicrobianos, Instituo Ciéncias Biomédicas — UFU Campus
Uberlandia - MG
Prof. Responsavel: Dr. Carlos Henrique G. Martins

A atividade contra Helicobacter pylori foi avaliada de acordo com Spésito e
colaboradores, (2019). O ensaio de microdiluicdo em caldo utilizou meio Mueller Hinton
suplementado com 10% de soro fetal bovino. As substancias foram solubilizadas em
DMSO em placas de 96 pocos em concentracdes variando de 0,195 a 400 ug /mL. A
concentracio do indculo foi ajustada para 5 x 10° CFU / mL. As placas foram preparadas
em triplicata e incubadas a 37 °C por trés dias em uma atmosfera contendo 10% de CO..
DMSO (Merck - 5% v / v) e tetraciclina (Sigma - 0,0115 a 5,9 ug / mL) foram usados
como controle negativo e controle positivo, respectivamente. Uma solucdo aquosa de
resazurina (Sigma) (30 uL, 0,01%) foi adicionada a cada poco para avaliagdo visual. A
presenca de coloracdo rosa indicou a presenca de células metabolicamente ativas,
enquanto a presenca de coloracdo azul indicou células metabolicamente inviaveis
(SAKER et al., 2007). A concentracdo mais baixa em que foi observada mudanca de cor
foi considerada como o valor da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Trés

experimentos independentes foram realizados.

6.3.5 Atividade antibacteriana contra cepa resistente Gram-positivas e Gram-negativas

Laboratorio de Testes Antimicrobianos, Instituo Ciéncias Biomédicas — UFU Campus
Uberlandia - MG
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Prof. Responsavel: Dr. Carlos Henrique G. Martins

A concentrac¢do inibitéria minima (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 microdiluicdo em caldo em
microplacas de 96 pogos, 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 diluicdo em infusdo de cérebro e coracao
para atingir as concentragdes finais variando de 400,0 a 0,195 pg/mL. O teor final de
DMSO foi de 5% (v /v), e esta solugéo foi utilizada como controle negativo. O inoculo
foi ajustado para cada microrganismo para atingir uma suspenséo celular de 5,0 x 10 °
unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL), conforme preconizado pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute, com modificagdes no meio de cultura (CLSI,
2012). Controle de crescimento (poco inoculado) e controle de esterilidade (po¢o nao
inoculado livre de agente antimicrobiano) também foram incluidos. A tetraciclinae a
vancomicina foram usadas como controle positivos em concentragdes variando de 0,0115
ug/mL a 5,9 ug/mL e 0,115 a 59 pug/mL, respectivamente. As microplacas de 96 pocos
foram seladas com filme plastico e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos esse periodo,
30 pL de solugdo aquosa de resazurina (0,02%) foi adicionado as microplacas e incubado
por 15 minutos a 37 °C. O valor da CIM foi definido como a menor concentracdo capaz
de inibir o crescimento do microrganismo indicado pela mudanca de cor da resazurina de

azul para rosa.

6.4 Ensaio de permeacdo em membrana de Staphylococcus aureus (ATCC 29213)

Departamento de Bioquimica e Microbiologia IB — UNESP Campus de Rio Claro

Prof. Responsavel: Dr. Henrique Ferreira

A bactéria utilizada neste experimento foi Staphylococcus aureus (ATCC 29213)
e as células foram cultivadas em TSA solido (caldo de soja triptona) ou caldo TSA a 36

+ 1 °C, agitado a 200 rpm. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) utilizada foi o valor
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apresentado na (tabela 4). S. aureus a 10® UFC mL-! foram expostos ao composto na CIM
por 15 minutos em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL com 100 pL de meio TSA. Em
seguida, 900 pL de meio TSA foram adicionados a cada tubo para diluir o composto e
interromper acdo antibacteriana (DILARRI et al., 2021). Portanto a célula bacteriana foi
tratada com o composto GRM 12 utilizando a CIM 2 pg/mL (6pM) por 15 minutos, bem
como nisina (controle positivo), um antibidtico que age na membrana bacteriana, tendo
como ac¢do a formacgdo de poros (WIEDEMANN et al., 2004). Dois corantes também
foram acrescentados o fluorescente iodeto de propidio (Pl) 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 acido nucleico, sendo o SYTO9 (cora todas
as células - Azul) e o iodeto de propidio (P1) (penetra apenas em células com membranas
danificadas - Vermelho) (Savietto et al., 2018). As células coradas foram imobilizadas
em laminas revestida-agarose conforme descrito por Martins et al. (2010). O controle
negativo (células com membrana intacta) foram as células no meio sem contato de
qualguer composto, e o controle positivo (células com ruptura em sua membrana) foram
células de S. aureus expostas a nisina (SIGMA N5764) (KROL et al., 2015). A analise
microscopica foi feita com um microscopio Olympus BX-61, equipado com uma camera

monocromatica OrcaFlash-2.8, auxiliado pelo software CellSens versédo 11.

6.5 Ensaio antibiofilme

Laboratorio de Testes Antimicrobianos, Instituo Ciéncias Biomédicas — UFU Campus
Uberlandia — MG.

Prof. Responsavel: Dr. Carlos Henrique G. Martins

A inibicdo de GRM12 contra a formacdo 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 suscetivel a meticilina (ATCC 6538) e Enterococcus faecium (ATCC 700221),

foi avaliada usando a metodologia de microdiluicdo em caldo proposta por CLSI
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(2012). A concentracdo inibitéria minima de biofilme (CIMB) foi estabelecida como a
concentracdo que o GRM12 foi capaz de inibir 50% ou mais da formacéao de biofilme. Os
valores de CIMB foram determinados usando dois protocolos, incluindo avaliagdo de
biomassa por leitura de densidade Optica (OD) e determinacdo de células viaveis de
biofilme por contagem de unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL). Duas
microplacas foram usadas para cada protocolo. Os ensaios foram realizados em triplicado
em trés experiéncias independentes. A concentragdo de indculo e o tempo de incubagédo
ideal para este ensaio foram determinados pela padronizagédo da formacéo de biofilme.

Em microplacas de fundo plano de 96 pocos contendo caldo Brain Heart Infusion
(BHI) suplementado com 2% de glicose, dilui¢des seriadas das amostras foram feitas a
partir da solucéo estoque (1600 pg/mL), obtendo-se uma concentracéo final entre 0,195
a 400 pg/mL. A partir de uma cultura de 24 h em placas de adgar BHI, o indculo da
respectiva bactéria foi preparado em caldo BHI suplementado com 2% de glicose, com
turbidez equivalente em espectrofotdmetro operando a 625nm, para igualar 0,5 na escala
McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). As suspensdes bacterianas foram diluidas até a
concentragéo final de 1,0 x 10 ® UFC/mL. As microplacas foram incubadas a 37°C por
24h. Subsequentemente, o conteudo dos pogos foi aspirado e as células ndo aderidas
foram removidas por lavagem com um tampé&o salino tamponado com fosfato (PBS) (pH
= 7,2). O biofilme formado foi fixado com metanol por 15 min, seco a temperatura
ambiente e corado com solucéo de cristal violeta (0,2%) por 20 min. Apos a remocéo do
cristal e lavagem dos pocos com o tampéo PBS, adicionou-se acido acético a 33% por 30
min para solubilizar o cristal retido no biofilme. A absorbancia dos pocos foi determinada
em espectrofotdbmetro a 595nm. A determinacdo do CIMB foi realizada por meio da
Equacéo (2) (WEI et al., 2006; VIEIRA et al., 2018).

CIMB = (A s95 do teste + A s95 do controle ndo tratado) x 100

Para a determinacdo de células viaveis, as placas foram preparadas seguindo a
mesma metodologia descrita acima. Apos o periodo de incubacdo, o contetudo de cada
poco foi aspirado e lavado com tampdo PBS para remover as células ndo aderidas. Em
seguida, 200 pL de caldo BHI com 2% de glicose foram adicionados aos pogos e a
microplaca foi submetida a banho de ultrassom por 15 min. O contetudo dos pocos foi
homogeneizado e foram realizadas diluicdes decimais (100 a 10 /). Em seguida,

aliquotas de 50 pL de cada diluicdo foram semeadas em placas de agar BHI e incubadas
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a 37°C por 24 h. Por fim, as colonias foram contadas e os resultados foram expressos
em escala log 10 (urc/mL).

A vancomicina e tetraciclina foram utilizadas como controle positivo e testadas
em concentracbes variando de 0,0115 a 5,9 pg/mL. As células bacterianas foram
avaliadas na auséncia dos compostos antibacterianos e foram utilizadas como controle
negativo. Os dados do ensaio de antibiofilme foram analisados pela anélise de variancia
ndo paramétrica Kruskal-Wallis unidirecional (ANOVA) com um teste de comparagao
de pares de Steel-Dwass-Critchlow-Fligner. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos com p < 0,05.

6.6 Cinética bacteriana

Laboratorio de Testes Antimicrobianos, Instituo Ciéncias Biomédicas — UFU Campus
Uberlandia — MG

Prof. Responsavel: 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
suscetivel a 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 0 GRM12 em concentragdes 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 determinacéo de cepas viaveis em 0, 0,5, 2, 4, 8,
12, 16 e 24 horas ap6s a incubacdo, seguida de diluicdo, quando necessario, em meio
fresco estéril.

As amostras diluidas (50 pL) foram espalhadas em placa de &gar de infusdo de
cérebro e coracdo, incubadas a 37°C e contadas ap0s 24 h. As curvas de tempo de morte
foram construidas tragando log'® UFC mL-! versus tempo.

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada concentracdo e para 0S

controles positivos (tetraciclina, 0,36 pg / mL-! e vancomicina, 0,73 pg / mL-) e
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negativos (suspensdo de bactérias sem adicdo de compostos). Tetraciclina e vancomicina
foram usadas em seu valor de CIM.

6.7 Ensaio toxicidade contra queratindcitos humanos (HaCaT)

Laborat6rio de Cultura de Células (FOA) — UNESP Campus Aracatuba — SP
Profa. Responsavel: Dra. Cristiane Duque

Os queratindcitos humanos (HaCaT) foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), a penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL), e 2 mmol/L de glutamina e incubadas em uma incubadora
contendo 5% de CO, a 37 °C, sendo subcultivado a cada 2 dias. As células foram
semeadas (1-°x 10° células/pogo) e pré-incubadas por 24 horas. Apds esse periodo, as
células foram tratadas com os compostos diluidos em série (de 312 a 4,87 pg/mL) em
microplacas de 96 pocos por 24horas. Em seguida, 0 meio de cultura foi aspirado e as
c€lulas foram incubadas com resazurina (70 uM, Sigma Aldrich) no meio de cultura e
mantidas por 4h em incubadora. A absorbancia foi entdo lida a 570 nM e 600 nm em um
espectrofotometro (Biotek, Winooski, VT). Os valores foram convertidos em
porcentagem de viabilidade celular considerando o crescimento em (DMEM) como 100%

e as medias determinadas para cada grupo.

6.7.1. Ensaio de toxicidade contra Galleria mellonella

Laboratério de biociéncia — Universidade de Cuiaba - MT

Profa. responsavel: Dra. Janaina de Céssia 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 insetario na
Universidade de Cuiaba, sendo utilizadas as larvas em estagio final de instar. Larvas

aleatorias com massa entre 200 e 300 mg, sem sinais de melanizacdo (coloragdo 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 concentragdes de 500, 250
100 e 50 pg/mL em salina 0,9% estéril e o controle negativo foi feito com salina estéril e
o0 controle de morte em DMSO 100%. Para cada tratamento e controle foram utilizadas
10 larvas e em triplicatas. Com uma seringa de 10 pL (Hamilton, Reno, NV), as larvas
receberam a injecdo sistémica de 10 pL na dltima proleg (pro pata-falsa pata) esquerda.
Apos a injecao, foram mantidas a 30 °C e sua sobrevivéncia foi monitorada em intervalos
selecionados até 72 horas. As larvas foram consideradas mortas quando ficavam imoveis

ao toque e apresentavam alto nivel de melanizacéo.
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APENDICE |
1. Dados de espectroscopia

Os pontos de fusdo dos compostos foram determinados através do aparelho de
ponto capilar com termémetro. O espectro UV-Vis e a pureza dos compostos foram
registrados por andlise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE para
determinagéo de log Po/w.

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Bruker® Avance Il
Espectrometros de 14,095 T (600 MHz). Os compostos foram solubilizados em acetona
hexadeuterada e dimetilsulfoxido hexadeuterado (DMSO-dg). Os parametros de RMN sdo
representados como deslocamentos quimicos (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 area de banda, que variaram
de 95,9 a 99,0%. Os pontos de fusdo dos compostos variaram de 82 a 223 °C. O UV-Vis
os espectros indicaram valores de Amax. Os espectros de RMN de H! apresentados um
par de dupletos com constantes de acoplamento caracteristicas de ligacao dupla carbono-
carbono com configuragdo trans (J = 15-16 Hz). Os espectros de RMN de *3C exibiram
sinais caracteristicas de carbonilas de cetonas a,f insaturadas (6 = 189 ppm).

A espectrometria de massas mediu a analitica fisica e identificacdo das moléculas
de interesse por meio da medicdo da sua massa e da caracterizacdo de sua estrutura

quimica.



Figura 1. Espectro de RMN H do composto GRM01

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-phenylpenta-1,4-dien-3-one

Solido amarelo

Rendimento: 86%

Ponto de fusdo: 157-158 °C

RMN de *H (600 MHz; acetona-ds), 4 em ppm (multiplicidade; J em Hz):
3,93 (s; 3H; 4-OCHj3), 7,04 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,15 (d; J = 16,2 Hz; 1H,;
H-a), 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-’), 7,45—7,48 (m; 3H; H-3’, H-4’ e H-5"), 7,72 (d; J =
16,2 Hz; 1H; H-B), 7,77 (dd; J = 2,4 e 7,2 Hz; 2H; H-2’ ¢ H-6"), 7,79 (d; J =

15,6 Hz; 1H; H-p").
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Figura 2. Espectro de RMN *3C do composto GRM01

RMN de C (150 MHz; acetona-ds), dc em ppm: 55,4 (4-OCHs), 111,4 (C-
2), 113,7 (C-5), 122,0 (C-6), 123,5 (C-a), 125,9 (C-a’), 128,3 (C-2’ e C-6),
128,3 (C-1), 128,9 (C-3’ ¢ C-57), 130,2 (C-4"), 135,3 (C-17), 141,9 (C-B), 142,9
(C-B), 147,0 (C-3), 149,9 (C-4), 187,9 (C=0).
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Figura 3. Espectro de RMN H do composto GRM02

0
HO QAL OH
H;CO O O OCH,
(1E,4E)-1,5-bis(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one
Solido amarelo
Rendimento: 98%
RMN de H (600 MHz; DMSO-ds), 84 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s;
6H; 4-OCHse 4’-OCH3), 6,99 (d; J = 7,8 Hz; 2H; H-5 e H-5"), 7,07 (d; J = 16,2 Hz; 2H;
H-o e H-o), 7,21-7,18 (m; 4H; H-6", H-6, H-2" ¢ H-2), 7,61 (d; J = 15,6 Hz; 2H; H-B e

H-B"), 9,20 (s; 2H; 3-OH e 3’-OH).
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Figura 4. Espectro de RMN *3C do composto GRMO02
RMN de =C (150 MHz; DMSO-d.), 8. em ppm: 55,9 (4°-OCH. e 4-OCH.), 112,2 (C-5’
e C-5), 114,5 (C-2’ e C-2), 122,0 (C-6" e C-6), 123,7 (C-a’ e C-a), 127,8 (C-1" e C-1),

142,9 (C-p> e C-B), 146,9 (C-3" ¢ C-3), 150,4 (C-4* ¢ C-4), 188,4 (C=0).
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Figura 5. Espectro de RMN H do composto GRM03
Ho)z)\j’\;;‘a
(J, =« 12
H;C074 6 6"y
(1E,4E)-1-(3-chlorophenyl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one
Solido amarelo
Rendimento: 71%
Ponto de fusdo: 121-123 °C
RMN de H (600 MHz; DMSO-ds), 84 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s;
3H; 4-OCHpg), 7,01 (d; J = 9,0 Hz; 1H; H-5), 7,02 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-a), 7,21 (td; J
=24 e 4,4 Hz; 2H; H-2 e H-6), 7,47 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-0’), 7,48 (m; 2H; H-4" ¢ H-
5%, 7,68 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-B), 7,73 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-B’), 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 *3C do composto GRM03

RMN de 3C (150 MHz; DMSO-ds), c em ppm: 55,7 (4-OCHs), 112,1 (C-5), 114,4
(C-2), 121,9 (C-6), 123,7 (C-0), 126,9 (C-0), 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-P), 143,8 (C-B"), 146,8

(C-3), 150,4 (C-4), 188,3 (C=0).
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Figura 7. Espectro de RMN *H do composto GRM04

(0]
HO

NS =

H;CO O O Cl

(1E,4E)-1-(4-chlorophenyl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one
Solido amarelo
Rendimento: 48%
Ponto de fusdo: 120-122°C
RMN de H (600 MHz; DMSO-ds), 84 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s;
3H; 4-OCHj3), 7,00 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,05 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-a), 7,20 (dd; J
=2,4e7,2Hz; 2H; H-2 e H-6), 7,39 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-a"), 7,52 (d; J = 8,4 Hz; 2H;
H-3’ e H-5"), 7,70 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-B), 7,71 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-p’), 7,82 (d; J

= 8,4 Hz; 2H; H-2’ ¢ H-6"), 9,24 (s; 1H; OH).
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Figura 8. Espectro de RMN *3C do composto GRMO04

RMN de 3C (150 MHz; DMSO-ds), c em ppm: 55,8 (4-OCHs), 112,1 (C-5), 114,4
(C-2), 122,0 (C-6), 123,5 (C-a), 126,4 (C-a’), 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-B), 143,7 (C-p’), 146,8 (C-3), 150,4 (C-

4), 188,3 (C=0).
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Figura 9. Espectro de RMN H do composto GRM05

o)
HO Az NO,
wld T
(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(3-nitrophenyl)penta-1,4-dien-3-one

Solido amarelo
Rendimento: 76%
Ponto de fusdo: 179-181°C
RMN de H (600 MHz; DMSO-ds), 84 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,84 (s;
3H; 4-OCHj3), 7,01 (d; J = 9,0 Hz; 1H; H-5), 7,08 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-a), 7,22 (dd; J
=2,0e5,4Hz; 2H; H-2 e H-6), 7,57 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-o), 7,74 (m; 1H; H-5), 7,74
(d; J = 15,6 Hz; 1H; H-B), 7,84 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-B’), 8,25 (m; 2H; H-2’ ¢ H-4"),
8,63 (m; 1H; H-6"), 9,26 (s; 1H; OH).
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Figura 10. Espectro de RMN 3C do composto GRMO05

RMN de 13C (150 MHz; DMSO-dg), dc em ppm: 55,9 (4-OCHs), 112,2 (C-5), 114,5
(C-2), 122,2 (C-2°), 123,0 (C-6), 123,5 (C-4*), 124,7 (C-0’), 127,6 (C-0), 128,2 (C-1),
130,6 (C-5°), 134,6 (C-6"), 136,9 (C-1°), 139,8 (C-B), 144,2 (C-p’), 146,9 (C-3), 148,6

(C-4), 150,6 (C-4), 188,4 (C=0).
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Figura 11. Espectro de RMN H do composto GRM06

0
HO NN FA
H;CO O O NO,
(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(4-nitrophenyl)penta-1,4-dien-3-one

Solido amarelo
Rendimento: 88%
Ponto de fuséo: 151-153°C
RMN de H (600 MHz; DMSO-ds), 84 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s;
3H; 4-OCHs3), 7,01 (d; J = 9,0 Hz; 1H; H-5), 7,06 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-a), 7,20 (d; J =
7,2 Hz; 2H; H-2 e H-6), 7,56 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-a’), 7,74 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-B),
7,79 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-B’), 8,05 (m; 2H; H-3’ ¢ 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 *3C do composto GRMO06

RMN de 13C (150 MHz; DMSO-dg), dc em ppm: 55,7 (4-OCHs), 112,1 (C-5), 114,4
(C-2), 122,0 (C-6), 123,5 (C-a1), 124,0 (C-3 e C-5), 127,5 (C-’), 129,3 (C-1), 129,3 (C-
2’ e C-67), 139,3 (C-17), 141,5 (C-B), 144,3 (C-B°), 146,8 (C-3), 148,0 (C-4'), 150,5 (C-

4), 188,1 (C=0).
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Figura 13. Espectro de RMN H do composto GRM07

0
HO. NANF
H;CO O O CF,

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)penta-1,4-dien 3-one
Solido amarelo
Rendimento: 75%
Ponto de fusédo: 168-170°C
RMN de H (600 MHz; DMSO-ds), 81 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s;
3H; 4-OCHs), 7,01 (d; J = 9,0 Hz; 1H; H-5), 7,08 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-0), 7,22 (d; J =
7,2 Hz; 2H; H-2 e H-6), 7,50 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-a’), 7,73 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-B),
7,78 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-B’), 7,80 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-3’ ¢ H-5"), 8,00 (d; J = 7,8

Hz; 2H; H-2’ e H-67), 9,26 (s; 1H; OH).
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Figura 14. Espectro de RMN 3C do composto GRMO07

RMN de 13C (150 MHz; DMSO-ds), c em ppm: 55,9 (4-OCHj), 112,2 (C-5), 114,5
(C-2), 122,3 (C-6), 123,6 (C-a), 126,0 (C-3°, C-5" e 4-CF3), 127,6 (C-o), 128,2 (C-1),
129,3 (C-2’ e C-6), 139,1 (C-4°), 140,3 (C-1°), 144,3 (C-B), 146,8 (C-B), 150,7 (C-4),
188,6 (C=0).

Frof, Luis Octavio, amestra Graciele, GRM 10(5 mg) em DM50-d8

250C
12C

—129.305
128.252
== 123.996
123,573
L -114.534
— 112253

188.574

150704
~146.951

 1a4275

14043

139,061
— 55904

5_‘
5

T T T T T T T T B — B I — T
210 X0 190 180 17D 16D 150 140 130 120 110 i %Dﬂm‘. S0 80 70 &0 50 40 30 20 10 L1} -10
PP

115



Figura 15. Espectro de RMN H do composto GRM08
, B 7 B
HO AALO
a o | /

H;CO74 6 3

5'

(1E,4E)-1-(furan-2-yl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one
Solido alaranjado
Rendimento: 46%

RMN de H (600 MHz; DMSO-ds), 81 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,82 (s;
3H; 4-OCHs3), 6,67 (dd; J = 1,8 e 3,0 Hz; 1H; H-4’), 6,98 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-a’),
6,99 (dd; J =3,7e 7,2 Hz; 2H; H-5 e H-3"), 7,07 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-a), 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-B), 7,59 (d; J = 15,6 Hz; 1H;
H-B%), 7,88 (s; 1H; H-57), 9,22 (s; 1H; OH).
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Figura 16. Espectro de RMN *3C do composto GRMO08

RMN de *C (150 MHz; Acetone-ds), c em ppm: 56,2 (4-OCHs), 112,3 (C-5), 113,5
(C-4), 114,6 (C-3), 116,5 (C-2), 122,8 (C-6), 124,0 (C-a), 124,4 (C-1), 129,2 (C-a’),
129,3 (C-B’), 143,6 (C-B), 146,1 (C-57), 147,8 (C-3), 150,8 (C-4), 152,5 (C-2’), 188,2

(C=0).
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Figura 17. Espectro de RMN *H do composto GRM09

(0)
HO NANA S
W)

H;CO
(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(thiophen-2-yl)penta-1,4-dien-3-one

Solido amarelo

Rendimento: 85%

Ponto de fusdo: 93-95°C

RMN de H (600 MHz; DMSO-ds), 84 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s;
3H; 4-OCH3), 6,98 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-a"), 6,99 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,10 (d; J
= 16,2 Hz; 1H; H-a), 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-B), 7,75 (d; J = 5,4 Hz, 1H;
H-5%), 7,92 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-B"), 9,24 (s; 1H; OH).
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Figura 18. Espectro de RMN *3C do composto GRMO09

RMN de *C (150 MHz; Acetone-ds), c em ppm: 56,2 (4-OCHs), 112,3 (C-5), 114,6
(C-2), 122,8 (C-6), 124,2 (C-0’), 125,6 (C-a), 129,2 (C-1), 129,3 (C-4), 129,7 (C-3°),

132,6 (C-5°), 135,5 (C-p’), 141,2 (C-2°), 143,5 (C-P), 147,8 (C-3), 150,8 (C-4), 188,1

(C=0).
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Figura 19. Espectro de RMN *H do composto GRM10

0
HO NN AN

H,CO Z

(1E,4E) -1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(pyridin-3-yl)penta-1,4-dien-3-one
Solido amarelo
Rendimento: 3%
RMN de H (600 MHz; DMSO-ds), 84 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s; H;
4-OCHg), 7,00 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,05 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-a"), 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-0),
7,72 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H- B), 7,74 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H- B’), 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 *H do composto GRM11

5

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(pyridin-4-yl)penta-1,4-dien-3-one

Solido amarelo

Rendimento: 12%

Ponto de fusdo: 201-203°C

pQ B 5
HO3 1 Z N
o o' I
_N
H,CO 5' 1

RMN de 'H (600 MHz; Acetone-ds), 84 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,91 (s;

H; 4-OCHjs), 7,03 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,12 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-a), 7,21 (dd; J =

1,8 € 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-a),

7,66 (dd; J = 1,8 e 4,5 Hz; 2H; H-3" ¢ H-5), 7,69 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-*), 7,75 (d; J

= 16,2 Hz; 1H; H-B), 8,65 (dd; J = 1,8 e 4,2 Hz; 2H; H-2’ ¢ H-6").
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Figura 21. Espectro de RMN *3C do composto GRM11

RMN de *C (150 MHz; Acetone-ds), c em ppm: 56,3 (4-OCHs), 112,3 (C-5), 114,6
(C-2), 122,9 (C-3" & C-5"), 123,0 (C-6), 124,2 (C-a), 129,0 (C-1), 130,4 (C-a’) 139,9 (C-

B’), 143,3 (C-P), 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=0).
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Figura 22. Espectro de RMN *H do composto GRM12

HO NNAO,
H;CO
(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(5-nitrofuran-2-yl)penta-1,4-dien-3-one
Solido avermelhado
Rendimento: 51%
Ponto de fusédo: 82-84°C

RMN de H (600 MHz; DMSO-ds), 84 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,83 (s;
3H; 4-OCHs), 7,00 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,15 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-a"), 7,22-7,25
(m; 2H; H-2 e H-6), 7,32 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-a), 7,33 (d; J = 4,8 Hz; 1H; H-3"), 7,60
(d; J = 15,6 Hz; 1H; H-B), 7,66 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-B), 7,79 (s; 1H; H-4"), 9,24 (s;
1H; OH).
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Figura 23. Espectro de RMN 3C do composto GRM12

RMN de 13C (150 MHz; DMSO-dg), dc em ppm: 56,1 (4-OCHs), 112,4 (C-5), 114,7
(C-2), 115,2 (C-4"), 1178 (C-3°), 122,9 (C-6), 123,4 (C-u), 127,4 (C-1), 127,7 (C-"),
129,1 (C-p’), 145,0 (C-B), 147,1 (C-3), 152,0 (C-4), 152,3 (C-5"), 153,7 (C-1°), 187,9
(C=0).

Prof. Luis Octavie, amostra Graciele de Moraes, GRMI0 {11 mg) em DMS50-d3
2500
130

153,703
152,341

" A4T.065
144975

E - 151.008

T T e

———187 516

-

:_\.
-/
=
Y\

200 1%0 180 170 160 150 14D 130 120 nof{mrﬂ) 90 80 70 &0 50 a0 30 20 10 0
1 {pp

124



Figura 24. Espectro de RMN *H 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 *H (600 MHz; CDCls), 84 em ppm (multiplicidade; J em Hz): ): 3,94 (s; H;
4-OCHg), 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-0), 7,14 (dd; J = 1,8 e 8,4 Hz; 1H; H-6), 7,16 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-a), 7,27 (d; J =
1,8 Hz; 1H; H-2), 7,50-7,56 (m; 2H; H-6" ¢ H-7"), 7,58-7,61 (m; 1H; H-3"), 7,71 (d; J =
15,6 Hz; 1H; H-B’), 7,85-7,92 (m; 3H; H-2’, H-4’, H-8’), 8,26 (d; J = 2,4 Hz; 1H; H-

17), 8,57 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-B).
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Figura 25. Espectro de RMN *3C do composto GRM13

RMN de 13C (150 MHz; CDCls), 8c em ppm: 56,2 (4-OCHs), 110,8 (C-5), 113,3 (C-
2), 122,8 (C-6), 123,6 (C-27), 124,2 (C-o"), 125,2 (C-0t), 125,6 (C-8"), 126,4 (C-6"), 127,1
(C-7°), 128,2 (C-37), 128,6 (C-1), 128,9 (C-4"), 130,8 (C-5"), 131,9 (C-10"), 132,5 (C-

9%), 133,9 (C-17), 139,9 (C-p’), 143,7 (C-P), 146,1 (C-3), 149,0 (C-4), 188,9 (C=0).

13C

56165

—  —188.890
146,106
I
|i|13:4-ss§
— _"
&‘b
 e——

T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 20 190 180 170 180 150 140 130 120 f111? )u:-n 30 &0 " &0 50 40 30 20 10 L]
ppm;

126



Figura 26. Espectro de RMN *H 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 'H (600 MHz; Acetone-ds), 81 em ppm (multiplicidade; J em Hz): 3,91 (s;
H; 4-OCHjs), 7,03 (d; J = 8,4 Hz; 1H; H-5), 7,18 (d; J = 16,2 Hz; 1H; H-a), 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-a"),
7,55-7,59 (m; 2H; H-6" ¢ H-7"), 7,74 (d; J = 15,6 Hz; 1H; H-B), 7,92-7,99 (m; 5H; H-3’,

H-4’, H-5°, H-8" ¢ H-p"), 8,21 (s; 1H; H-1").
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Figura 27. Espectro de RMN 3C do composto GRM14

RMN de *C (150 MHz; Acetone-ds), c em ppm: 56,3 (4-OCHs), 112,3 (C-5), 114,8
(C-2), 122,8 (C-6), 124,5 (C-a), 124,7 (C-a)), 127,1 (C-3"), 127,6 (C-6"), 128,1 (C-7"),
128,6 (C-1), 129,3 (C-57), 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-B’), 143,8 (C-PB), 147,9 (C-3), 150,9 (C-4), 188,8 (C=0).
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Figura 28. Cromatograma de CLAE da GRMO01 a 254nm

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (75:25) com 0,5% de &cido 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 GRMO02 a 254 nm

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (75:25) com 0,5% de &cido acético

Tempo de corrida: 60 minutos

(1E,4E)-1,5-bis(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one

Cromatograma GRMO02
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Figura 30. Cromatograma de CLAE da GRMO03 a 254 nm

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (75:25) com 0,5% de &cido acético

Tempo de corrida: 60 minutos

(1E,4E)-1-(3-chlorophenyl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one

Cromatograma GRMO03
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Figura 31. Cromatograma de CLAE da GRMO04 a 254 nm

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (75:25) com 0,5% de &cido acético

Tempo de corrida: 60 minutos

(1E,4E)-1-(4-chlorophenyl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one

Cromatograma GRM04
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Figura 32. Cromatograma de CLAE da GRMO05 a 254nm

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (70:30) com 0,5% de &cido acético

Tempo de corrida: 60 minutos

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(3-nitrophenyl)penta-1,4-dien-3-one

Cromatograma GRMO05
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Figura 33. Cromatograma de CLAE da GRMO06 a 254nm

Anélise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (70:30) com 0,5% de &cido acético

Tempo de corrida: 60 minutos

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(4-nitrophenyl)penta-1,4-dien-3-one

Cromatograma GRM 06
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Figura 34. Cromatograma de CLAE da GRMO07 a 254nm

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (80:20) com 0,5% de &cido acético

Tempo de corrida: 60 minutos

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)penta-1,4-dien 3-one

Cromatograma GRMO07
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Figura 35. Cromatograma de CLAE da GRMO08 a 254 nm

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (70:30) com 0,5% de &cido acético

Tempo de corrida: 60 minutos

(1E,4E)-1-(furan-2-yl)-5-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one

Cromatograma GRMO08
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Figura 36. Cromatograma de CLAE da GRMO09 a 254nm

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (75:25) com 0,5% de &cido acético

Tempo de corrida: 60 minutos

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(thiophen-2-yl)penta-1,4-dien-3-one

Cromatograma GRMO09
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Figura 37. Cromatograma de CLAE da GRM11 a 254 nm

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 uL

Fase movel: metanol:agua (70:30) sem dopagem com &cido

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

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (70:30) com 0,5% de &cido acético

Tempo de corrida: 60 minutos

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(5-nitrofuran-2-yl)penta-1,4-dien-3-one

Cromatograma GRM12
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Figura 39. Cromatograma de CLAE da GRM13 a 254nm

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (70:30) com 0,5% de &cido acético

Tempo de corrida: 60 minutos

(1E,4E)-1-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-5-(naphthalen-1-yl)penta-1,4-dien-3-one

Cromatograma GRM13
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Figura 40. Cromatograma de CLAE da GRM14 a 254nm

Analise de pureza por CLAE

Equipamento: Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent Chemstation
Local: Bioen, Ibilce

Volume de injecéo: 20 pL

Fase movel: metanol:agua (70:30) com 0,5% de &cido 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
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Figura 42. Espectrometria de massa GRM 02
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Figura 43. Espectrometria de massa GRM 03
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Figura 44. Espectrometria de massa GRM 04
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Figura 45. Espectrometria de massa GRM 05
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Figura 46. Espectrometria de massa GRM 06
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Figura 47. Espectrometria de massa GRM 07
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Figura 48. Espectrometria de massa GRM 08
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Figura 49. Espectrometria de massa GRM 09
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Figura 50. Espectrometria de massa GRM 10
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Figura 51. Espectrometria de massa GRM 11
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Figura 52. Espectrometria de massa GRM 12
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