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RESUMO

A curcumina [1,7- bis -( 4- hidroxi- 3- metoxifenil ) - 1,6 - heptadieno - 3,5-
diona] (1) é extraida de diferentes espécies de Curcuma, e seu uso é bastante

difundido em medicina popular na Asia, india e Africa.

OH

HCC a l | = = OCH;

O

~—

HO OH

(M

A partir do conhecimento das suas atividades farmacoldgicas, e também
das possibilidades reacionais oferecidas pela sua estrutura, foram realizadas
modificagdes estruturais na curcumina, utilizando varios tipos de reagdes

Também foram feitas sinteses de derivados curcuminoides diferentemente
substituidos no anel aromatico.

Os substancias obtidas foram identificados por espectros de IV (1600 FT),

RMN'H (200 MHz) . RMN "C (50.3 MHz) e espectrometria de massas (70 ev).
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¢ao

entre a estrutura e atividade biolégica exibida por estes produtos.



XXV

ABSTRACTS

Curcumin (1,7- bis (hydroxy-3-methoxyphenyl) — 1 6- heptadiene — 3,5-
dione ) is extracted from different curcuma species and its use in folk medecine in
Asia, India and Africa is widespread.

Having in mind both the pharmacological activities and the possibilities for
chemical modification of curcumin, a series of derivatives was prepared through
different reactions.

The curcuminoid compounds thus obtained were characterized by IR, 'H
and ">C NMR and mass spectrometry.

In this work the potential anti-parasite activity against Leishmania
promastigotes of these compounds was also investigated in vitro.

The LDsy values obtained allowed the suggestion of possible correlations

between structure and activity of these compounds.



PRODUTOS OBTIDOS

Produtos de modificagdo estrutural

H3CO. : ™ L : OCH;
HO OH
- (1)

Nomenclatura: [1,7- bis -(4- hidroxi- 3- metdxifenil )] - 1,6 - heptadieno - 3,5- diona
H3CO ™ = OCH;3
H3COCO : : OCOCHs

(2)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 4- acet6xi- 3- metéxifenil )] - 1,6 - heptadieno - 3,5- diona
OH OH
H300MOCH3
HO : : OH
3)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 4- hidroxi- 3- metdxifenil )] - 1,6 - heptadieno - 3,5- diol

0] O
%COWWHS
JO L,
4)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 4- hidroxi- 3- metdxifenil )] - heptano - 3,5- diona



[£9)

OH OH
HaCO

RORRRS Odl

(5)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 4- hidroxi- 3- metoxifenil )] - heptano - 3,5- diol

>

O @)
HsCO, : ™ = : OCHs;
HO OH
(6)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 4- hidroxi- 3- metoxifenil )] - 1,6- heptadieno - 3,5-

HO : OH

Nomenclatura: [1,7- bis -( 4- hidrdxi- 3- metoxifenil )] - heptano - 3,5- acetonideo

acetonideo

H;CO : 2 > : OCH;3
H;CO OCH3

(8)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 3,4- metéxifenil )] - 1,6- heptadieno - 3,5- diona



HO ™ y OH
SO QL,,
(9)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 3,4- diidréxifenil ) J- 1,6- heptadieno - 3,5- diona

@] O

Hsco:CHa

/o !

(10)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 4- propargil- 3- metéxifenil )] -1,6-heptadieno - 3,5- diona

(0] 0
H3CO:‘/\/“\/“\/\‘:© c OCH,
H3CO OCH3

(1)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 3, 4- dimetoxifenil )] -heptano - 3,5- diona

OH OH
H3COM :\/ : ocC H3
H3CO OCHs

(12)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 3,4 -dimetéxifenil ) ]- 1,6 -heptadieno - 3, 5 - diol



HSCO:‘/\/“\/UV\(: : OCH;
H3COCO OCOCH3;
(13)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 4- acetoxi- 3- metoxifenil )] - heptano - 3,5- diona

OH OH
H3CO:‘/\/‘\/‘\/\(: : OCHs
H3CO OCH,

(14)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 3,4- metdxifenil )] - heptano - 3,5- diol

Produtos Extraidos de Centrolobium sclerophylum

OH
) OH
(15)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 4-hidréxifenil )] - heptano - 3 - ol

OH OH
) M: : .
(16)

Nomenclatura: [1,7- bis -( 4-hidréxifenil )] - heptano - 3, § - diol



Produtos sintetizados

Nomenclatura: [1,7- bis - ( 3- nitrofenil ) -1,6 - heptadieno - 3,5- diona]



OH O O OH

O 0
HaCO OCHs

21

Nomenclatura: [1,7-bis- (2- hidréxi -4-metéxifenil)] -1,6 - heptadieno - 3,5- diona

OCH3 OCH;,4
22

Nomenclatura: [1,7-bis -(2-hidréxi-5-metoxifenil)] -1,6 - heptadieno - 3,5- diona

COH O O COH

Nomenclatura: [1,7- bis - ( 2- formilfenil )] -1,6 - heptadieno - 3,5- diona

(CH3)N N(CHa),

Nomenclatura: [1,7- bis-(2- N,N-dimetilfenil)] -1,6 - heptadieno - 3,5- diona



Nomenclatura: [1,7- bis - (3,5- diclorofenil)]-1,6 - heptadieno - 3,5- diona

26

Nomenclatura: [1,7- bis - (4-metilfenil)] -1,6 - heptadieno - 3,5- diona

OO0
Br Br

27

Nomenclatura: [1,7- bis -(4-bromofenil)] -1,6 - heptadieno-3,5- diona

28

Nomenclatura: [1,7- bis - ( 4-clorofenil )] -1,6-heptadieno -3,5- diona



30

Nomenclatura: [1,7- bis - (4- hidroxi )] -1,6 - heptadieno - 3,5- diona
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INTRODUGCAO

Através dos tempos os temperos tém sido usados para tornar os alimentos
mais apetitosos, adicionando aroma e sabor a cereais insipidos ou a pratos de
carne, ajudando a mascarar o cheiro desagradavel de certos alimentos.
Turmérico, que significa raiz amarela, é um desses temperos. Haridara, como
turmérico & conhecido nos textos da india antiga, tem sido usado continuamente
por sua cor, aroma e propriedades digestivas, e adquiriu importancia adicional
quando Ayurveda, um antigo médico da India, sistematizou o seu uso, que foi
expandido e difundido por todo Oriente Médio e Extremo Oriente. Também teve
importante papel como matéria-prima para os cosméticos femininos, por possuir
cor amarela brilhante e perfume fresco caracteristico. Sua cor foi também
determinante na escolha do seu uso em cerimdnias religiosas (Shankaracharya &
Natarajan, 1973). Estes usos e praticas continuam no sudeste da Asia até
hoje(Govindarajan, 1980).

Como outros temperos, turmérico fez sua jornada em direcdo ao ocidente
através das regides mediterraneas. A raiz “Kurkum”, do arabe, aparentemente
deu origem a palavra latina “curcuma’, para o género ao qual turmérico pertence.
Turmérico é mencionado no herbario Assirio, datado aproximadamente 600 a.C.,
como uma planta indiana que possui cor amarela e gosto amargo quando
mastigada. Nas memorias de Marco Polo (A.D. 1280), turmérico é citado como um

vegetal originario da China, que possui todas as propriedades, cheiro e cor do



acafrdo e que no entanto diferencia-se do ac¢afrdo. Dai surgindo o nome "agafrao
indiano” usado na Europa medieval, tendo sido um substituto barato para colorir
alimentos e bebidas, e possivelmente preferido por causa da sua reputagdo
terapéutica como carminativo e corretivo do mal funcionamento da vesicula biliar
(Parry, 1969).

A cor amarela do turmérico foi usada por muitos séculos, no Oriente e
Ocidente, como uma tintura vegetal para colorir seda e algodao. Com a introdugédo
de corantes sintéticos seu uso foi sendo deixado de lado.

Em virtude da ampla distribuigdo destas espécies, existe grande dificuldade
de reconhecimento das que sdo chamadas raiz amarela, Curcuma ionga na india
e “temoe lawak”, C. xanthorhiza, da Indonésia. Por causa da similaridade dos
rizomas e de partes vegetais, e por falta de plantas padrao para a sistematizagéo,
a confuséo foi inadivertidamente perpetuada na literatura a respeito da quimica ou
da acdo fisiologica dos extratos e constituintes de diferentes espécies de
Curcuma. Outra fonte de confusdo & encontrada quando dois diferentes nomes
s&o usados para a mesma planta, ou 0 mesmo nome para diferentes plantas. O
uso de nomes comuns como: curcuma, turmérico, turmérico silvestre, zedoaria
amarela e preta, e nomes locais, e o crescimento de diferentes espécies na
mesma localidade, precipita uma mistura n&o intencional de rizomas, € promove
assim uma confusao adicional. Na tabela 1 a seguir, estdo representados alguns

sindnimos da raiz amarela em diversos paises (Maheshwari & Singh, 1965).



Tabela 1- Principais nomes atribuidos a turmérico em varios paises.

Pais Sinénimo

Paises arabes Kurkum

Bengala Halud

China Wong geund, Yu chin

Holanda Geelwortel

Inglaterra Indian saffron

Estdnia Harilik kurkuma

Franca Curcuma, Safran des indes, Terr-mérite,
Souchet des Indes

Alemanha Curcuma, Kurkuma, Indischer Safran,
Gelbwurz

Indonésia Kunyit, Daun kunyit (folhas)

Italia Curcuma

Japao Ukon

Canada Arishina

Noruega Gurkemeie

Rassia Zholty imbir

Sanscrito Haridara, Marmarii

Espanha Curcuma

Suécia Gurkmeja

Vietna Cu nghe, Bot nghe

Portugal

Acafréo da India, Curcuma




Nativo do Sudeste e Sul da Asia, provavelmente originado nas encostas
das florestas tropicais da Costa Oeste do Sul da india; esta € uma das plantas que
tem se espalhado vegetativamente por milhares de anos. Curcuma, um género da
familia zingiberaceae consiste em centenas de espécies de ervas rizomatosas
distribuidas na India, China, Indonésia, Siam. Arquipélago da Malasia, e Nordeste
da Australia. Curcuma pode crescer em diversas condi¢cbes tropicais, em
montanhas a 1500 metros acima do nivel do mar, em temperaturas em torno de
20 a 30 °C, sob pluviosidade de 150 cm ou mais por ano. ou sob condi¢des de

irrigagao (Annual report, 1977).

DESCRICAO BOTANICA

Curcuma longa L. (Lineu) & uma planta herbacea com rizomas espessos e
folhas com bainhas que caracterizam a familia zingiberaceae. A planta alcanca
alturas acima de um metro. Folhas alternando, obliquas eretas ou subsésseis, sdo
oblongas, lanceoladas e de cor verde escuro, superando folhas embainhadas
estreitando-se préximo a extremidade e alargando-se préximo a base, envolvendo
o broto sucessivamente. A inflorescéncia é terminal, nas folhas falsos caules
aparecem entre a bainha. Flores, que sao vistas ocasionalmente nas plantas, sao
cilindricas suportando numerosas bracteas branco esverdeadas, e pequenas de

cor branco amarelada (Melchior & Kastner, 1974).



Zingiberaceae

Curcuma longa L

Figura 1. Curcuma longa L.
Fonte hitp /www mobot org/MOBO T iresearchilin: s yikahie s das 1o



COMPOSICAO, ESTRUTURA E ISOLAMENTO

curcumina (1)

Hoje sabe-se que as espécies de Curcuma possuem como principal
constituinte quimico a curcumina (1). Foi descrito um método de obtencdo da
curcumina com rendimentos de 0.65 %, por precipitacdo como um sal de chumbo
a partir do extrato alcodlico e posterior purificagdo por decomposicdo do sal
(Mayer, 1943).

Pesquisas descrevem a preparagdo da curcumina pura com altos
rendimentos. O processo envolve uma extragdo prévia do rizoma com hexano
para remover os constituintes volateis e acidos graxos. O concentrado é
cristalizado sob aquecimento e posteriormente purificado por recristalizacdo em

etanol ( Janaki & Bose, 1967).



SiNTESE (Mayer, 1943)

A sintese da curcumina a partir de acetilacetona e vanilina foi descrita
(Pabon, 1964) com rendimentos na faixa de 80% . A vanilina foi dissolvida em
acetato de etila seco, e tri-(S-butil) borato foi adicionado (esquema 1).

Ao complexo formado por agitagdo da acetil acetona com éxido bérico
(esquema 1) foi adicionada n-butilamina, gota a gota, e a solucéo foi deixada em
repouso. Apos a adigdo de acido cloridrico a 60 °C foi extraida com acetato de
etila. O sdlido no extrato foi recuperado por evaporagéo do solvente, agitado ainda
1 hora com &cido cloridrico diluido, lavado e purificado por extracao e

cristalizagao.

= - CIrOH

W + Il/\\/\/\@
o 0 3) 2ArCHO e

7N HO ou outro - ~g

o 0 anion(BO,)  4) n-BuNH; 0" "o
M PN

N N F
X

5) Hidrolise 60°C  HCI (0,4 N)

Esquema 1: Hidrdlise do complexo de Boro.
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FARMACOLOGIA

1- Propriedade antioxidante

A curcumina pertence a um grupo de potentes antioxidantes. Com uma
atividade antioxidante maior que a da vitamina E (2), e foi menos ativo que os
antioxidantes sintéticos BHA (3) e BHT (4). Baseado nestes resultados, a
hipétese do mecanismo de atividade antioxidante da curcumina pode ser atribuida

a quelagdo de um ion metalico por um grupo B-dicetdnico central (Larson, 1988).

CH3 CH3

vitamina E (2)

OH OH

OCH3

BHT (3) BHA (dois isomeros) (4)



Em outro trabalho, a atividade antioxidante da curcumina e de dois
analogos p,p*- diidroxicinamoil metano (5) e p-hidroxicinamoilferuloil metano (6)

foram comparadas,

p,p’- diidroxicinamoil metano (5)

HO

p- hidroxicinamoilferuloil metano (6)

e a curcumina foi 0 mais ativo entre os trés curcuminédides, indicando que o grupo
metdxi proximo ao grupo hidroxi aumenta a atividade antioxidante. Curcumina 5'-
metoxilada (7), isolada de Curcuma xanthorrhiza, foi mais ativa que a curcumina

(Masuda & Jitoe, 1994).



curcumina 5’-metoxilada (7)

O resultado descrito acima mostra que o grupo metoxila na posicdo 5' da
curcumina, provoca um aumento na atividade antioxidante.

A curcumina e seus derivados, e em menor extensdo outros antioxidantes
naturais, oferecem protegdo significante frente a oxidacdo do DNA por '0,. A
protegdo méaxima conseguida com curcumina em concentracdo saturada,
entretanto foi de apenas 50%. Sabe-se que a parte da molécula do DNA na forma
helicoidal, ndo é acessivel a acdo antioxidante devido ao impedimento estérico.
Embora esteja claramente estabelecido que '0, induz gquebras nas ligagbOes das
bases do DNA, o mecanismo exato ainda ndo € conhecido. Na hipotese de que as
quebras resultem de reagdes envolvendo mais de um intermediario, a curcumina
e seus derivados podem ser abeis em bloquear ou inibir um ou mais desses
intermediarios (Sreejayan & Rao, 1993). Apesar de saber-se que curcumina reage
com espécies radicalares do tipo ‘OH e *0,, a reacdo com 'O, ndo foi ainda
esclarecida (Subramanian et al., 1994).

A curcumina tem sido considerada mais efetiva na prevencédo de danos
causados ao DNA, induzidos pelo oxigénio singlete. A remogéo do grupo metoxila

de um anel aromético ou de ambos os anéis resulta na reducéo da atividade.



Deidrozingerona (8), um analogo da curcumina com cerca de metade do
seu peso molecular, possui substituintes similares no anel aromatico. mas néo
possui o sistema B-dicetonico central presente na curcumina. Este produto
apresentou uma maior atividade do que a desmetoxicurcumina (9) e bis-
desmetoxicurcumina (5) a baixa concentragdo (10uM ) e foi igualmente ativo em

alta concentragéo (100 uM ) (Reddy & Lokesh, 1994).

deidrozingerona (8) desmetoxicurcumina (9)

Os resultados descritos anteriormente sugerem que o sistema B-dicetonico
central nao seja o (nico grupamento importante para a atividade, a presenca de

substituintes no anel aromatico, bem como a porgéo estiril cetona sao relevantes.

Estudos anteriores mostraram que a curcumina e seus derivados sdo
capturadores de radicais livres e inibem reagfes mediadas por eles, como
oxidacoes de oxiemoglobina induzidas por nitritos e peroxidagcdo de lipidios. A
curcumina possui ainda a propriedade de prevenir danos causados a pele pela

exposi¢cdo a luz do sol (Kikuzaki & Nakatani, 1993).



20

2- Propriedade antiinflamatoria

A curcumina mostrou-se ativa em modelos de inflamacdo aguda e cronica e
sua atividade foi comparavel, em alguns casos, com a atividade da fenilbutazona
(10), um agente antiinflamatério usado comumente como modelo (Srimal &
Dhawan, 1973). Além disso, a curcumina faz com que os niveis séricos das
enzimas transaminases (SGOT, soro transaminase oxalacético glutdmico, e
SGPT, soro transaminase pirdvico glutdmico) voltem ao normal, apos terem sido
aumentados pela inflamag&o, possivelmente pela auséncia de mudangas na
atividade da ATPase do figado durante o processo inflamatorio. Tanto a curcumina
(1), quanto a fenilbutazona (10) estimulam a atividade da ATPase em 23%
(Mukhopadhyay, et al, 1982). Muitas outras drogas antiinflamatérias sio
conhecidas por aumentar a atividade da ATPase das mitocdndrias do figado. A
poténcia antiinflamatéria da curcumina é aproximadamente igual a da
fenilbutazona, mas a toxicidade da curcumina é muito menor, além disso a
curcumina provoca um menor indice ulcerogénico do que a fenilbutazona.
Finalmente, a fenilbutazona produz leucopenia significante (diminuicdo da
quantidade de globulos brancos do sangue) e linfocitopenia (diminuicdo da

quantidade de linfécitos do sangue), que ndo séo provocadas pela curcumina.



N\
O

O

fenilbutazona (10)

O mecanismo de agdo da curcumina como antiinflamatério ainda nao foi
esclarecido. Ela € muito menos ativa em animais adrenalectomizados, sugerindo
uma ac&o indireta através do cortex adrenal. Ndo produz mudangas significantes
nos niveis de colesterol e de acido ascorbico na adrenal, que diminui se um
aumento de atividade adrenocortical estiver envolvida na ag¢do antiinflamatéria.
Entretanto, a curcumina n&o provoca diminuicdo de linfocitos e eosinofilos como
poderia ser esperado com o aumento da secrecdo de cortisona e hormoénios
relativos ao cortex da adrenal. E possivel que muitos tecidos sensibilizados pela
acdo de hormoénios adrenocorticais afetem a sua secre¢do. Trabalhos para
elucidar o mecanismo de agéo da curcumina, ainda estdo em progresso (Huang et

al., 1992).
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3-Atividade anticarcinogénica

Os anticarcinogénicos demonstram ter um profundo efeito na expressao de
tumores em experimentos com animais e idealmente mostraram ter efeito similar
em cancer humano. Os anticarcinogénicos podem ser substancias quimicas
sintéticas ou substancias derivados de produtos naturais. Muitos fenois de origem
vegetal, especialmente os derivados do tipo cinamoil, possuem esta propriedade,
devido possivelmente as suas atividades antioxidantes (Rao, 1995).

A curcumina € um derivado dicinamoil metano com ligagdes duplas
conjugadas com as carbonilas e tem mostrado ser um bom capturador de
radicais livres (Tanaka, 1994).

Aplicagdes repetidas de extratos de turmérico e curcumina na fase de
promog&o carcinogénica, produziu a redugio na expressio de papilomas na pele

de camundongos induzida por 2,8- dimetoxibenz[a]antraceno (11).

H;CO : : :

OCHjs

2,8- dimetoxibenz[alantraceno (11)

O potencial anticarcinogénico foi calculado pela redugdo na formagéo do

tumor, induzido pela injegdo subcutanea de 20-metilcolantreno (12).



20-metilcolantreno (12)

Curcumina e o extrato de turmérico, possuem capacidade antioxidante que
reduz a peroxidag&o de lipidios. Logo, a captura de peroxidos e superdxidos pode
ser a principal hipotese para o mecanismo de a¢do da curcumina. A Ultima reagao
€ mediada pela superoxido dismutase que € inibida por indutores tumorais
(Soudamine & Kuttan, 1989).

Outros estudos mostram que a curcumina inibe o metabolismo epidermal do
acido araquiddnico, via o caminho da lipooxigenase e ciclooxigenase. Como a
curcumina possui atividade antioxidante, ela pode inibir a formagdo de tumores
pela inibigdo do metabolismo epidermal do acido araquidonico e/ou pela remogao
dos radicais livres que sdo produzidos durante o metabolismo do acido

araquidonico (esquema 2).



Fosfolipidios

1

Fosfolipase A,

l

Acido araquidénico

< O\

lipooxigenase Ciclooxigenase
| eucotrienos Prostaglandinas
€
Tromboxanos

Esquema 2: Cascata do acido araquidénico.

A curcumina pode também inibir a atividade da fosfolipase epidermal A,
efou inibir o metabolismo do acido araquidénico induzido por TPA (12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato). A curcumina é um dos mais potentes inibidores
do metabolismo do acido araquidénico induzido por TPA. Inibe ainda a formacgéao
de tumores em pele de camundongos, induzidos por TPA, também inibe a
ativagdo metabdlica de vérias mutagdes quimicas e o efeito de iniciacdo de
tumores por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. A curcumina também inibiu a
quantidade de células tumorais in vitro, e levou ao aumento da sobrevida de

animais com linfomas. O mecanismo destes efeitos ainda ndo € conhecido.
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Estudos anteriores mostraram que a aplicacio topica e administracao na dieta de

curcumina inibe tumores induzidos de pele e estbmago (Huang et al | 1992)
Estudos recentes em ratos mostraram que a administracio na dieta de 5-20

ppm de curcumina reduz a incidéncia de tumores no intestino. Altos niveis de

curcumina na dieta (2000 ppm) inibe significantemente a incidéncia, multiplicidade

e tamanho de adenacarcinomas de
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estudo foi de grande interesse, porque a longo prazo alimentacdo com a
curcumina inibe significantemente tumores de colon induzidos por azoximetano

(13), mas também nao produz efeitos graves no figado, rim, estdmago, intestinos

e nnimnpq

administrada na dieta desses animais em 5 a 10% produz insignificantes efeitos
toxicos, quando comparados a ditioltionas como anetol tritiona (5-p-
metoxifenil) -3H-1 2—ditiol-3-tiona) (14), que produz significante toxicidade quando

administrados a 0.05% na dieta (Huang

1994)
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Estes resultados indicaram que a dieta rica em curcumina inibiu
significantemente a atividade da fosfolipase A, e Cy1 em mucosa colbnica e em
tumores. O exato mecanismo pelo qual curcumina inibe estas atividades
enzimaticas ndo esta bem definido. Mas € possivel que a curcumina exerga
atividade inibitoria agindo diretamente na fosfolipase A, ou Cy1, ou
alternativamente, pela acdo nos seus reguladores, resultando numa diminuigdo
nos niveis do acido araquidonico e de seus metabolitos de formagao. A curcumina
suprime também as atividades das ciclooxigenases e lipooxigenases de cdlon

(Grunberger, 1988).

H,CO

anetol tritiona (14)

4 - Atividade anti-HIV

Varias etapas enziméaticas no ciclo de replicagéo do HIV podem ser alvo de
intervencdo quimioterapéutica, principalmente a transcrigéo reversa e a clivagem
proteolitica. Pesquisas em andamento se direcionam ao desenvolvimento de

novos agentes quimioterapicos com agao sobre outras etapas do ciclo de vida



viral. Em direcéo a esta meta, varios pesquisadores tém se dedicado a investigar a
atividade farmacolégica de varias drogas como inibidoras da enzima HIV-
integrase (Mazunder et al., 1995).

Estudos demonstraram que a curcumina inibe a proteina HIV-1 integrase,
indicando que a inibicdo desta enzima pode contribuir para a atividade anti-HIV
apresentada por ela (Fesen et al. , 1994).

A replicagao eficiente do DNA retroviral requer o estabelecimento de um
estado pro-viral, isto €, a integragéo da copia do genoma do DNA viral, sintetizado
pela transcriptase reversa, no cromossomo da célula hospedeira. A integragéo é
catalizada pela proteina integrase viral. Antes da integracdo, dois nucleotideos sao
retirados de cada 3'- final do DNA viral linear. Esta reagao expdem o 3’-hidroxil do
CA dinucleotideo que é conservado entre todos os retrovirus. Cada um desses 3'-
hidroxil finais do DNA viral sdo associados ac DNA cromossomial na tira
subsequente de DNA no passo de transferéncia, esta € uma reacdo de
transesterificacdo. A HIV-1 integrase cataliza o atague nucleofilico de cada grupo
3’-hidroxil no fim do processo viral na ligagao do par fosfodiéster. A curcumina age
impedindo a catdlise do processo (La Femina et al, 1995) . Estes resultados
demonstram que a curcumina & inibidora da HIV- 1 integrase, sugerindo que ela e
seus analogos podem ser aplicados como potenciais drogas anti-AlDS (Artico et

al. . 1998).



Sao também atribuidas a curcumina as seguintes atividades:

5 -Atividade fotobioldgica (Tonnensen et al., 1987).

6-Atividade antiartritica (Sharma et al, 1987 )

7- Propriedade hepatoprotetora ( Donatus et al., 1990)

8-Propriedade antiparasitaria (Kiuchi et al., 1993)
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CAPITULO 1- A LEISHMANIOSE
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1.1- INTRODUGAO

A leishmaniose visceral foi descrita pela primeira vez por Leishman e
Donovan em 1903 Estes dois médicos identificaram os parasitas,
simultaneamente, mas separadamente, na bile expelida por pacientes que sofriam
de doenga semelhante a malaria. Estes parasitas mais tarde foram identificados
como sendo os agentes causadores da leishmaniose visceral que foram
denominados Leishmania donovani, em homenagem a estes pesquisadores.

Em 1922 foi descrita uma epidemia de calazar que ocorreu em Garo,
cidade da Arabia Saudita, por volta de 1870. Cunningham recordou uma doenga
similar que ocorreu em 1885, causada por um parasita que foi mais tarde
denominado Leishmania tropica, agente causador da leishmaniose cutanea.
Nicolle em 1908 reportou que mamiferos incluindo cachorros podem agir como
hospedeiros reservatérios do parasita da leishmaniose. Swaminath et al. em 1942,
provou usando voluntarios humanos, que o parasita da leishmaniose pode ser
transmitido pelo flebotomo (WHO - World Health Organization, www site, 1997).

Os protozoarios do género Leishmanija predominam em diversas regioes do
Velho e Novo Mundo, causando no homem uma enfermidade denominada
Leishmaniose (Araujo, 1999). A transmissdo ocorre através da picada da fémea do
inseto vetor ( Diptero: Psycodidae), dos géneros Lutzomyia e Phlebotomus

(Figura 2), respectivamente no Novo e no Velho Mundo.



Fonte: http://www.icp.ucl.ac.be/~opperd/parasites/ieishmap.htm

Figura 2- Phlebotomus

O inseto se reproduz em territério imido, areas de florestas, grutas ou em
tocas de roedores e se alimentam do sangue de humanos ou animais, que podem

estar infectados .
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Fonte: http://www.icp.ucl.ac.be/~opperd/parasites/leishmap.htm|

Figura 3- Distribuigdo da Leishmaniose no mundo

As leishmanioses prevalecem em quatro continentes e sdo consideradas
endémicas em 88 paises (22 do Novo Mundo e 66 do Velho Mundo), 16 s&o
paises desenvolvidos, 71 sdo paises em desenvolvimento e 1 subdesenvolvido

(figura 3).



[o%]
-

Mais de 90% dos casos de leishmaniose visceral no mundo sao
encontrados em Bangladesh, Brasil, india e Suddo e mais de 90% dos casos de
leishmaniose cutanea estao no Afeganistdo, Iran, Arabia Saudita e Siria no Velho
Mundo, Brasil e Peru no Novo Mundo.

A leishmaniose atualmente afeta cerca de 12 milhGes de pessoas. Estima-
se que 350 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de infecgao por diferentes

espécies de parasitas da leishmaniose.

A doenca apresenta quatro formas principais:

» Leishmaniose visceral (VL) - a forma mais séria da doenga e fatal se ndo
tratada.

» Leishmaniose cutidnea (CL) - a infeccdo mais comum, causando uma ou mais
iesbes simples de pele que cicatriza apoés muitas semanas ou meses, mas
deixa marcas disformes.

~ Leishmaniose mucocutanea (MCL) - que apresenta ulceras de pele simples,
que podem alastrar-se, causando horrivel destruicdo dos tecidos,
particularmente no nariz e na boca.

~ Leishmaniose cutaneo difusa (DCL) - que produzem lesdes disseminadas e
crénicas que lembram aquelas das pessoas leprosas e séo de tratamento mais

dificil.



Correntemente, a incidéncia anual é de cerca de 2 milhdes de novos casos
(1,5 milhdo de leishmaniose cutanea e 500 mil de leishmaniose visceral), mas esta
claro que os dados oficiais sdo frequentemente uma estimativa grosseira da
realidade.

Por muitos anos o impacto da leishmaniose na salde publica vinha sendo
subestimada, principalmente devido a falta de consciéncia da seriedade desta
doenga. Durante as duas ultimas décadas, tem sido observado que formas de
leishmaniose aparentemente menos difundidas, tém se mostrado mais
predominantes que anteriormente.

Como muitas outras doencas tropicais, as leishmanioses sao encontradas
em paises em desenvolvimento econdmico e onde mudancas ambientais
provocadas pelo homem aumentam a exposicao ao inseto vetor.

Extracdo de madeira, exploracdo de minas, construgdo de represas,
ampliagao de areas de cultivo, novos esquemas de irrigacdo, construgao de
estradas em florestas primarias como a da Amazénia, difusdo econdmica,
migracao e urbanizagdo rapida do mundo selvagem, sdo algumas das muitas
causas do aumento da incidéncia dessa doenga.

Recentemente, tem sido observado um aumento na coincidéncia de
leishmaniose visceral e infeccdo por HIV. A co-infecgdo leishmaniose/HIV é
considerada uma doenga em ascensdo, especialmente no sul da Europa, onde 25
a 70% dos casos de leishmaniose visceral em adultos, estdo associados a
infecgédo por HIV, e 1,5 a 9,5% dos casos de AIDS sofrem novas infecgdes ou tém

suas infecgdes por leishmania reativadas (Alvar, 1994).



Tambem no sul da Europa, a leishmaniose que ocorre em criangas é
principaimente causada pela Leishmania donnovani infantum, que ocorre também
em caes. Na Franga o nimero de casos em adultos aumentou de 8 para 16 por
ano nos ultimos 10 anos. Isto & devido principaimente 8 AIDS e a imunosupressao
provocada pela quimioterapia de cancer e transplantes de 6rgaos. Isto mostra que
muitos adultos podem ter sido infectados com o parasita da leishmaniose sem ter
apresentado nenhum sintoma da doencga (Brener, 1990).

O uso de drogas intravenosas tem sido identificado como o principal risco
de contaminagéo.

As leishmanioses s&o zoonoses com distribuicdo geografica mundial, com
predominancia nas regides tropicais e subtropicais, em face do “habitat” limitado
dos seus vetores a estas areas.

As leishmanias s&@o capazes de produzir no hospedeiro vertebrado um
largo espectro da doenga. As leishmanioses do Novo Mundo podem ser
agrupadas em duas amplas categorias clinicas: leishmaniose visceral americana
e leishmaniose cutanea americana.

A doenca é considerada um grande problema para a satde publica, ja que
a sua incidéncia tem crescido de maneira progressiva nos Ultimos anos. No Novo
Mundo o controle da doenga é bastante complicado, devido a dificuldadde de se
controlar os vetores e os reservatorios, considerando-se o grande numero e
variedade de “habitats” das espécies incriminadas; a existéncia de uma
quimioterapia  precaria; a falta de vacinas adequadas e a heterogeneidade do
parasita em questdo, ou seja, a variedade de diferentes espécies do parasita e

sua ampla diversidade de manifestacdes clinicas (Bryan, 1994).
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Os procedimentos terapéuticos e métodos de controle desta enfermidade,

dependem essencialmente da espécie ou cepa do parasita com o qual o individuo

encontra-se infectado.

1.2- Multiplicagao e ciclo de vida dos tripanossomatideos

Fonte: http.//www cdfound to it/H I ML/don1c. him

Figura 4- Ciclo de vida de Leishmania ssp.



Nos mamiferos hospedeiros, as formas amastigotas sdo fagocitadas pelos
macrofagos, mas resistem a digestéo e se dividem ativamente nos fagolisossomos
(figura 4). Parasitas ingeridos pela fémea dos flebétomos que sugam o sangue de
uma pessoa ou animal infectado passam ao estdmago, se transformando em
promastigotas, e se multiplicam ativamente. A forma paramastigota também
ocorre nos flebotomos. O parasita finalmente ganha um flagelo na parede do
esofago do flebotomo, e alguns eventualmente alcancam o proboscide e sdo

novamente inoculados num novo hospedeiro (figura 5) (Convit et al., 1993).

1.3- Sobrevivéncia intracelular da Leishmania (Hontebeyrie-Jaskowicz, 1993)

A Leishmania sobrevive da morte lisossomal & quando se divide dentro do
compartimento fagolisossémico dos macrofagos. O compartimento lisossomal é
um ambiente muito hostil onde células que devem ser interiorizadas pelos

macrofagos s&o normalmente mortas pela série dos seguintes mecanismos:

Quebra oxidativa

Quando o macrofago engloba um corpo estranho como uma bactéria, um

parasita ou outro patogeno potencial, a enzima chamada NADPH oxidase na

membrana plasmatica dos macréfagos é ativada. Estas enzimas reduzem



equivalentes de NADPH a oxigénio molecular levando a formacdo dos radicais

superoxido e hidroxila (O;" e OH') extremamente reativos (esquema 3).

lado de fora lado de dentro

. FAD
H NADPH\/ '\ /HzOz
/\
+ \FADHQ/ 02

NADP

membrana
plasmatica

Esquema 3: Formacao de radicais reativos.

Como intermediarios de reagdo sdo formados os radicais O," e OH' A
formacao desses intermediarios radicais ocorre em torno do local onde ocorre o
englobamento. A seguir, as espécies de oxigénio ativos reagem com 0s
fosfolipideos da membrana do patdgeno, gue entdo torna-se permeavel. Radicais
também reagem com macromoléculas dos patogenos, como o DNA, introduzindo

quebras nas ligagdes de suas bases.
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Acidificagao

Seguindo & fusdo do fagossomo com o compartimento endossomal da
célula, ocorre uma acidificagdo deste compartimento, pela acédo do préton da

ATPase nesta membrana, levando a uma significante diminuigéo do pH (pH 5).

Fonte: http/ 129.109.112.248/microbook/ch082.htm

a

amastigota

b- paramastigota

(g}
1

promastigota

Q
]

epimastigota

1]
1

tripomastigota

Figura 5- Cinco dos oito estagios morfolégicos de tripanossomatideos flagelados.
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Como resultado, as proteinas iniciam sua desnaturacdo e desdobramento que

leva entao ao acesso das hidrolases.

Digestao

A fusdo do compartimento endossomal com lisossomos primarios,
formando o compartimento fagolisossomal, leva a liberacdo das enzimas
digestivas neste compartimento. Macromoléculas como DNA, RNA. proteinas e
carboidratos sdo agora degradados e o patogeno digerido.

A Leishmania ao contrario do que se esperaria, sobrevive neste ambiente
hostil, as custas deste desconhecido mecanismo de defesa ao ataque pelo

macrofago. As seguintes observacdes podem ser feitas:

Leishmania promastigotas e amastigotas produzem uma fosfatase acida em

sua superficie que mostrou inibir a quebra oxidativa do macrofago;

Leishmania amastigota tem um préton ativo pronto para manter seu pH

intracelular préximo ao valor natural.

|

1.4- Oxigénio como mecanismo de defesa (http://www.travelhealth)
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O oxigénio molecular pode utilizar um simples elétron para reduzir o ion
ferroso, ou a partir de elementos altamente redutores presentes nas células. O
anion superoxido que é formado como um radical extremamente reativo, que pode
também reduzir moléculas pela doacdo deste elétron ou oxidar quando recebe um
segundo elétron formando perodxido de hidrogénio. Quando estas reagcdes ocorrem
entre dois radicais superdxidos, a dismutagdo segue a formacdo do oxigénio
molecular e peréxido de hidrogénio.

Anions superéxido podem também reagir com perdxido de hidrogénio para
formar o radical hidréxi que é extremamente reativo, embora o peroxido de
hidrogénio por ele mesmo também possa causar varios danos as células. Logo é
importante reduzir ao minimo o dano causado por estas espécies de oxigénio.
Entretanto, todos tém mecanismos a sua disposicdo que os protege contra o
‘stress” oxidativo. Estes s&o superoxido dismutase, catalase, peroxidase e
glutationa. Juntos estes sistemas previnem contra danos a membrana e ao seu
DNA.

Superdéxido dismutase (SOD), €& a primeira defesa contra os
intermediarios toxicos do oxigénio. Ela acelera significativamente a reacéo

espontanea de superoxido dismutag&o, mencionada a seguir:

0" +Oz._ + 2H" —> 0, + H0,

Entretanto a meia-vida do anion superéxido em agua é extremamente curta,

na presenga de SOD dentro da célula reduz esta meia-vida mil vezes.



Catalase ¢ a segunda defesa contra os intermediarios toxicos do oxigénio. A

inativagdo do peroxido é catalizada pela seguinte reacao.

H.O, + H,O, — O, ; 2H,0

Peroxidases s&o a terceira defesa contra os intermediarios do oxigénio. Ela

cataliza o seguinte tipo de reacéo:

AH, + ROOH —» H,O0 + 2ROH + A

Glutationa (GSH ou gama-glutamil-cisteinil glicina) & outra importante defesa
contra o “stress” oxidativo. Reage facilmente ndo enzimaticamente com peroxido,

de acordo com a seguinte reagéo:

—

ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,0

Uma reagéo similar pode também ser catalizada pela enzima glutationa
peroxidase.
A glutationa oxidada (GSSG) é entdo reduzida enzimaticamente pela

enzima glutationa redutase:

GSSG + NADPH + H' — 2GSH + NADP' ]
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Os equivalentes redutores na forma de NADPH, requeridos para a
manutengao da glutationa na forma reduzida séo desviados da via das pentoses-
fosfato, nas etapas em que as enzimas glucose-6-fosfato desidrogenase e 6-

fosfogluconato desidrogenase produzem NADPH.

1.5- Modo de agao das drogas anti-tripanossomatideos (Pentreath, 1989)

Muitas das drogas recomendadas e experimentais que agem fora do ciclo
de vida dos tripanossomatideos, interferem com uma ou outra reagdo no caminho
da tripanotiona. Este caminho leva a formacéo de tripanotiona, um aduto de duas
moleculas de glutationa ligados a dois grupos amino terminais de espermidina,
que €& formado a partir da ornitina, apds descarboxilagdo. Embora os
tripanossomatideos n&o possuam enzimas que agem na glutationa redutase ou
glutationa peroxidase, eles possuem enzimas equivalentes que agem na
tripanotiona. Como tripanotiona estd em equilibrio redox com glutationa, o
balango redox pode ser mantido. A maioria das drogas mostradas no esquema a
seguir aumentam a sensibilidade dos tripanossomatideos ao “stress” oxidativo,
pela diminuigdo dos niveis de tripanctiona reduzida. Ambos inibem a biossintese
da tripanotiona, ou inibem a reducdo desta forma oxidada, ou aumentam o
“stress” oxidativo a nivel celular.

Eflornitina, difluorometilornitina ou DMFO é um inibidor irreversivel da
enzima ornitina descarboxilase (1) (Esquema 4). Sua introducdo no tratamento,
em estagio inicial, de Leishmania gambiense nao foi resultado de pesquisa

especifica de tripanossomiases. Eflornitina foi primeiramente desenvolvida como
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um anti-tumoral (Sunkara et al 1985), e como droga de modulacdo de
diferenciagéo celular (Heby et al. 1987) , mas a triagem clinica mostrou resultados

pouco satisfatorios (Schechter et al. 1987).

NH, _
HOMN/\N
NH,
HO  oH NN

sinefungin (15)

Sinefungin  (15) €é um inibidor da enzima S-adenosilmetionina
descarboxilase (esquema 4) envolvida na conversao da putricina a espermidina. A
principal droga ativa melarsoprol (16), mel B ou arsobal, € o 6xido de melarsen
que forma um aduto com a tripanotiona. Este complexo comporta-se como um
potente inibidor da enzima tripanotiona redutase, prevendo a reducdo da

tripanotiona oxidada.

- :
N >—NH—©- As\/ l
> :
HoN CH,>OH
melarsoprol (16)
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OXIDO DE MELARSEN

NADP* >»/<NADPH FH

Omitina Glutationa 3
\ Tripanotiona Tri%e;rcljc;tiona
reduzida ox1
Eflortina e ' >~ﬁ
Putrescina Espemidina _
Glutationa Glutationa
oxidada reduzida

Sinefungin

S-adenosilmetionina

Nifurtimox
Benzonidazol
Lapachol drog droga

reduzida oxidada

Esquema 4: Rota de agao das drogas anti-tripanossomatideos

No periodo entre 1965 e 1975, foram introduzidos no tratamento das
tripanossomiases, o nifurtimox (17) e o benzonidazol (18), revolucionando a

quimioterapia da época.

&
[Z:(O
w
o

nifurtimox (17)
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O nifurtimox (17), um derivado 5-nitrofurfurilideno (3-metil-4-[5'-
nitrofurfurilidenoamino]-tetraidro-4H-1,4-tiazina-1, 1 -dioxano) mostrou-se uma
droga bastante ativa durante o periodo agudo da infecgdo, com um indice de cura
em torno de 80%. Porém, na fase crénica praticamente ndo surtiu efeito. O
nifurtimox (17) ndo vem sendo mais produzido desde o comeco dos anos 90,
devido ao grande numero de efeitos colaterais que ele apresenta como: distirbios
neurologicos (convulsdes e insénia), disturbios gastrointestinais, anorexia, e a
suspeita de ser um agente carcinogénico, ndo sendo mais comercializada no
Brasil. Nos Estados Unidos a droga & encontrada somente no Centro para

Controle de Doengas (Santos, 2000).

benzonidazol (18)

O benzonidazol (18), um derivado 2-nitroimidazdlico, quimicamente
denominado N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida, apresenta atividade tambéem
contra outros microrganismos, mas seu principal uso medicinal é no tratamento da
Doenga de Chagas. Ele cura 70% dos pacientes em fase aguda e menos de 5%
na fase cronica. Apresenta boa tolerancia em criangas com menos de 13 anos,
mostrando diferentes resultados nos adultos. Nao € encontrado atualmente nos

Estados Unidos, sendo o unico medicamento especifico para a moléstia de
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Chagas comercializado no Brasil. Seus efeitos colaterais s&o comparaveis aos do
nifurtimox (17), porém menos intensos se comparados aos deste, com menor

indice de abandono do tratamento por intolerancia a droga (Santos, 2000).

“ CH,
:

0 CHy

lapachol (19)

O lapachol (19) € um substancia de origem natural que mostrou ser
eficiente na inibicdo de formas epimastigotas na concentracdo de 10ug/mL,
apresentando também efeitos na redug¢ao de radicais livres nas células intactas do
parasita. Apesar da alta atividade que apresenta, ela é terapeuticamente inviavel,
devido a sua rapida inativagdo no sangue (Santos, 2000).

As outras drogas indicadas sdo reconhecidas pela capacidade redutiva,
levando & produc¢do de radicais superanion, que levam ao “stress” oxidativo.

A nocdo de que varias drogas diferentes agem na sensibilidade dos
parasitas ao “stress” oxidativo, leva a percepc¢ao de que a combinagio de terapias,
usando duas ou mais drogas, pode levar ac sinergismo, resultando num efeito
superior com baixas dosagens de drogas que caso contrario seriam necessarias

em maior concentracao (Petry & Eisen, 1989).
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1.6- Vacinas anti-leishmania (Report of a WHO, 1990)

O espectro de alcance das leishmanias se auto limita a lesdes cutaneas
e destrutivas das mucosas, e de forma subclinica, infecgdes viscerais fatais.
Baseado nestas informagdes que leishmaniose cutanea causada por L. major e L.
tropica no Oriente Médio, é uma doenga auto imune, e que a recuperacéo da
infeccdo confere imunidade a reinfecgédo, sugere que o controle da leishmaniose
por vacinagao pode ser possivel.

Leishmanias mortas, como antigenos em testes de pele (teste de
Montenegro) como uma ajuda no diagnéstico e como ferramenta epidemiologica
para determinar a exposi¢cdo da populacdo as leishmanias foram usadas por
décadas.

O processo de vacinagdo com promastigotas mortas tém sido realizada no

Brasil, Venezuela e Iran sob a supervisdo da Organizacdo Mundial de Saude.

Brasil (L. amazonensis)
Iran (L. major)

Venezuela (L. mexicana e L. braziliensis)

O Instituto Razi no Iran, tem testado a vacina que consiste de BCG (60.000
organismos vivos) e 1200 ug de L. major morta. Entretanto esta vacina produz

muitas lesbes ndo curadas.
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Por outro lado a expanséo das infecgbes por HIV (AIDS), a difusdo do uso
das drogas imunossupressivas (no caso de transplantes de orgéos) e
quimioterapia do cancer que compromete o sistema imune, tém levado a repentina
explosdo de infecgles por leishmania até entdo latentes. Isto faz com que a
perspectiva do uso de microrganismos vivos ou atenuados em vacina, ndo seja
boa.

Manipulag&o genética (com genes marcados) de Leishmania major levou a
producéo bem sucedida de parasitas atenuados, sem o gene diidrofolatoredutase/
timidilato sintase. Inoculagdo desta estirpe em ratos, provocou uma substancial
resisténcia ao subsequente desafio com L. major virulento sem o inconveniente
de persisténcia a longo prazo de organismos infecciosos. O uso de gene
auxotropicos elimina conseqlientemente a seguranga e induz a protecdo
imunoldgica.

Além disso algumas vacinas moleculares (subunidades de vacinas) sdo

candidatas e foram selecionas para teste. Estas sao:

= GP63, a maior superficie de glicoproteina da leishmania, introduzida em outra

recombinante BCG ou em Salmonella thyphimurium, ou na vacina plasmide DNA.

=LPG, lipofosfoglicans da superficie do parasita.
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Subunidades de vacinas por elas mesmas nio sdo muito imunogénicas.
Elas podem ser administradas em combinagdo com outras vacinas como a BCG,

Oxido de aluminio e outras.

1.7-Tratamento da Leishmaniose:

1.7.1- Tratamento classico

Quimioterapia da Leishmaniose - Drogas sistémicas

=Substancias antimoniais

_ o o _
> N\ / /<
O\ s O\ O- +
o) Sb\O O/Sb\O 2K .3 HO
N,/ N/
V4 A\
O 0

tartarato de potassio e antimonio trivalente (20)

Foi Gaspar Viana quem definiu pela primeira vez a terapéutica da

leishmaniose. Em 1912, esse cientista demonstrou que o tartato emético (20)
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(tartarato de potassio e antiménio trivalente) a 1% determinava uma rapida
cicatrizagdo das lesbes cutaneas, chegando a curar alguns pacientes e
melhorando outros, e esses resultados tiveram grande importancia para o Brasil.
Entretanto efeitos secundérios extremamente graves foram observados como
tosse, dores no térax, depresséo, fazendo com que muitos pacientes desistissem
do tratamento. Na tentativa de minimizar estes efeitos, outros substancias foram
testados, desenvolvendo-se entdo, o primeiro antimonial pentavalente, a uréia
estilbilamina (Reports of a WHO, 1984).

Posteriormente surgiu um outro antimonial mais estavel desenvolvido na
Alemanha por Schmidt, em 1937, com o nome de Solustibosan® (gliconato de
antimdnio pentavalente), que podia ser ministrado via intramuscular, intravenosa e
subcutanea, uma vez que néo era irritante. Este produto inicialmente foi produzido
pela Bayer e foi usado com bastante eficacia na india e na China (Voller ef al.,

1963).



52

HOH,C CHOH T CHNH,CH;|
HOH CIHOH H—C—OH
OH OH o .COH HO-&—H 9
N\ D /] 3 Na* | (OH), Sb—0O
OHC—Sb—0—Sb-COH H-CII—OH
I
onc/” COH H—C—OH
= 'OO& coo éHQOH |

estibogluconato do sédio (21) e glucantime (22)

O estibogluconato de sédio (21) (Pentostam®), é atualmente usado,
juntamente com o antimoniato de meglumina (Glucantime®) (22), desenvolvido
no final da segunda guerra mundial. Atualmente no Brasil ndo se fabrica o
Pentostam® (21) e o Glucantime®(22) é produzido pela Rhodia (British

Pharmacopeia, 1973).

Eficacia clinica- A resposta ao tratamento da leishmaniose, utilizando tanto o
Glucantime® como o Pentostam® varia de acordo com a espécie do parasita,
assim como a forma clinica da doenca. Sabe-se que varias espécies de
Leishmania responsaveis pela forma cutanea, possuem diferentes niveis de
sensibilidade ao antimdnio pentavalente.Quando administrados nas doses e
duragdo adequadas, os antimoniais pentavalentes tém se mostrado bem eficazes
contra a leishmaniose visceral em varios paises do mundo. Eles tém se mostrdo

eficazes em torno de 70 a 100% em casos de leishmaniose cutdnea quando



administrados em doses de 10-30mg Sb/Kg por cerca de 15 dias (Walto et al,
1974).

Apesar do Pentostam ainda ser utilizado para o tratamento da
leishmaniose, existem diversas desvantagens como a necessidade de se fazer um

uso prolongado do mesmo e o custo relativamente alto de produgéo.

Efeitos colateriais- Alteragbes cardiacas, disfungdes hepaticas e renais, dores

de cabega e outros (Chulay et al., 1985).

= Outras drogas

Apesar dos antimoniais pentavalentes serem as drogas padrdo utilizadas no
tratamento das leishmanioses, existem controvérsias e questionamentos em
relagdo ao seu uso. Além disso, falhas no tratamento tém sido frequentemente
observadas (Bryceson et al, 1985, Oster et al, 1985). Mas recentemente,
linhagens de /eishmanias resistentes tém surgido em proporcdes alarmantes. Os
seguintes agentes tém sido usados como drogas anti-leishmaniais de segunda
escolha para a leishmaniose cutanea, para os pacientes que ndo respondem ao
tratamento com antimoniais pentavalentes, ou que sao intolerantes a estes

substancias.
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Pentamidina

NH, NH,

pentamidina (23)

A pentamidina (4,4'-diamidinodifenoxipentano) (23) pertence a uma série de
diamidinas aromaticas. Foi inicialmente sintetizada na década de trinta, e entre os
anos de 1967 e 1984 foi utilizada na quimioterapia de infecgdes parasitarias. O
isotionato de pentamidina, um sal derivado da pentamidina, vem sendo utilizado
no tratamento das leishmanioses cutanea e visceral e apesar de sua toxicidade
essa droga ainda € a mais util na clinica, devido a sua estabilidade relativa e

também por ser de facil administragéo (Bryceson, 1970; Sen Gupta, 1953).

Efeitos colaterais- A eliminagdo da pentamidina através da urina é muito lenta e
tem como efeitos colaterais, o grande acumulo nos tecidos, diversas reagbes
imediatas como: apnéia, taquicardia, tontura, cefaléia, vémitos, hipoglicemia,

diabete, disfungdes hepaticas e renais e dores no local onde a droga foi injetada.
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Anfotericina B

HO
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anfotericina B (24)

A anfotericina B(24) € um antibiotico polieno, efetivo contra varios tipos de
fungos e leishmanias. In vitro bem como in vivo ( em animais e humanos), estudos
demonstram a atividade leishmanicida da anfotericina B. E indicada no tratamento
da leishmaniose mucocutanea quando os antimoniais pentavalentes ndo foram
efetivos (Bryceson, 1980; Maegrath, 1980; Ganor, 1967).

A anfotericina B foi introduzida na clinica em 1955, sendo utilizada no
tratamento das leishmanioses mucocutaneas no Brasil, com acdo limitada contra

algumas especies de leishmanias.
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Substancias imidazélicos
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cetoconazol (25)

Substancias imidazélicos antifungicidas, como o cetoconazol (25),
clotrimazol (26), miconazol (27), fluconazol (28), e itraconazol (29), sao
caracterizado por possuir um amplo espectro antimicético para o tratamento de
infecgOes sistémicas e superficiais, destes o Cetoconazol vem sendo utilizado na
clinica das leishmanioses e tem sido sugerido que o seu mecanismo de acéo se
baseia na inibicdo da biossintese de esterdides, ndo s6 nos parasitas como
também nos pacientes e pela inibicdo dos sistemas enzimaticos que dependem do
citocromo P 450. Vale a pena ressaltar que os esterdides inibidos no hospedeiro
vertebrado por esta droga sdo diferentes dos esterdides existentes nos parasitas

(Weinrauch, et al., 1983; Jollife, 1986).
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Efeitos colaterais- O cetoconazol (25) apresenta diversos efeitos colaterais tais
como: nauseas, vomitos, anorexia dose-dependente que ocorre em cerca de 20%
dos pacientes tratados com 400mg diarias. A hepatite sintomatica induzida pela
droga € rara, mas pode ser fatal. Ndo € indicado para o uso durante a gravidez e
durante a amamentagao, devido a secre¢ao da droga no leite materno. Apesar de
todos os efeitos colaterias, o cetoconazol (25) é um farmaco ainda muito indicado

para o tratamento da candidiase.



1.7.2-Tratamento experimental

Ndo tém sido desenvolvidas novas drogas recentemente entretanto

algumas drogas experimentais estdo em processo clinico. Sio elas:

Alopurinol (30)

OH
NZ \
NP
N\

N

alopurinol (30)

Droga em uso para o tratamento de gota. E suposto que funcione como um
substrato alternativo para a enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferase
(HGPRTase), seguindo assim a incorporagéo de alopurinol ribosideo no RNA, que
para o tratamento da Doenga de Chagas, e a droga € agora largamente usada no

tratamento da leishmaniose em cdes (Santos, 2000).
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Ambisome - Anfotericina B em lipossomos (24)

Corresponde & formulacdo da anfotericina B em lipossomos (24). Devido a
alta capacidade dos macroéfagos, da célula hospedeira do parasita (leishmania),
para fagocitar a droga, € especificamente marcado e ocupado por estas células.

Isto pode aumentar a eficacia e reduzir a toxicidade da droga (Bryceson, 1980).

1.8- Definicdes importantes no contexto do estudo das atividades biolégicas

Dose Letal ou DLsy

Dose letal, ou DL, é um termo técnico usado para descrever a toxicidade
aguda de uma substancia. O valor subscrito deste termo, como DLsg, € usado para
mostrar que 50% dos animais expostos a uma quantidade especifica da
substancia morrem como resultado. Muitos animais tém sido sacrificados para
alcangar estes valores, embora a informagdo mais importante para a toxicidade
humana vem do intencional ou acidental envenenamento humano. Valores de
DLso para humanos ndo sdo conhecidos para a maioria das substancias. Assim
valores de DLsy baseados em experimento animal sdo usados para estimar a
dose letal de substancias para humanos. Estimativa é a palavra chave aqui, ja que
muitos fatores podem aumentar ou diminuir a toxicidade de uma substancia

(Kingsbury, 1979).
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O valor de DLso pode ser expresso em miligramas (mg) de substancia por
quilograma (Kg) de peso corpéreo do animal assim mg / Kg. O peso do individuo
(em Kg) € multiplicado pelo valor do DLsy para obter a quantidade da droga (em
mg).

Quanto maior o valor do DL, menor a toxicidade. Por exemplo, a dose oral
de dleo de eucalipto (baseadas nas doses dadas a ratos) é de 44.40 mg, e para
um adulto é de 310,80 mg. E claro que estes valores podem ser interpretados para

varias substancias de maneira racional (Blumenthal, 1991).

Toxicidade aguda e crénica

Aguda- refere-se a habilidade da substancia em causar um dano sistémico
como resultado da exposicdo de uma sé vez a quantidades relativamente grandes
da substancia. S&o notificados efeitos bastante rapidos apos exposicdo a

substancia.

Crénica- refere-se a habilidade da substdncia em causar dano similar ou
diferente como resultado da exposicdo repetida a pequenas quantidades da

substancia. Estes efeitos podem néo ser evidentes em dias ou até meses depois.

Substancias podem ser téxicas de forma aguda ou crénica, ou de ambas as
formas. Por exemplo, o mercurio na sua forma metalica ndo & toxico de forma
aguda. Uma crianga pode morder e abrir o bulbo de um termémetro, engolir

alguma quantidade de mercurio e ndo sofrer efeitos nocivos. Porém, a inalacdo de



pequenas quantidades de mercurio por muitos anos provoca efeitos neurotoxicos
nocivos. O elemento mercurio possui toxicidade crdonica e ndo aguda (Liener,

1969).

Indicadores de resposta téxica

A morte, € claro, € a mais visivel resposta a uma intoxicagdo. Sintomas de
envenenamento podem ser citados como: aumento ou diminuigdo da temperatura,
diminuicdo ou valor imprevisivel da pulsagdo, variagao da velocidade respiratoria,
variacio da pressao arterial do sangue, naduseas e vomitos, alucinagbes, caimbras
musculares, convulsdes, coma e paralisia.

Marcadores de resposta toxica sao evidentes pela presenga nos tecidos ou
fluidos, de metabdlitos ou substancias toxicas.

Existe uma ampla série de marcadores de efeito, como os langados pelas
enzimas no sangue por tecidos danificados, indugdo da sintese de enzimas ou
“stress” de proteinas, e aumento da produgdo de metabdlitos intermediarios.
Marcadores indiretos incluem mudangas no sistema imune ou no ciclo reprodutivo
do organismo. Entretanto, muitas respostas a toxinas sdo dificeis de serem
detectadas.

No entanto a medicina moderna pode medir o dano celular, isto &
geralmente reconhecido somente apds evidéncias clinicas de que sérios danos

tenham realmente ocorrido (Ottoboni, 1991).
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O caminho das drogas: absorg¢ao, distribuicdo, metabolismo e excre¢édo.

Locais de absorgao

Existem muitos caminhos para se introduzir uma substancia num
organismo vivo. Os pulmdes sdo muito sensiveis a intoxicagdes através de
inalagdo. Apesar da maior parte das intoxicagdes ndo ocorrerem por inalagéo,
entretanto, reagdes alérgicas ocorrem por este caminho.

A pele € uma boa protecdo contra a absorcao de substancias toxicas, mas
se a substancia é corrosiva ela pode avancar até a camada protetora da pele

(Pusztai, 1991).

Composicao celular

Membranas celulares diferem em todos os tecidos no organismo, mas elas
sdo todas compostas principalmente de fosfolipidios e proteinas. As células néo
permitem a entrada de todas as substancias dentro delas. As membranas
celulares possuem permeabilidade seletiva. Isto &, elas podem permitir a
passagem de substancias suficientemente pequenas, ou suficientemente soluveis.
Os processos que as membranas celulares usam e que permitem a passagem de

substancias estranhas através delas sao:
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~ filtracdo através de poros;

~ difusdo passiva através da membrana fosfolipidica;
» transporte ativo;

~ difusao facilitada;

»~ fagopinocitose.

Estes sdo alguns processos usados pelas células para absorver e excretar
substancias endégenas bem como sodio, neurotransmissores e hormonios.

A solubilidade das substancias & extremamente importante. Substancias
insoluveis podem passar inofensivamente pelo corpo porque elas ndo podem
reagir ou ligar-se com muitas outras moléculas ou tecidos. Substancias soluveis
sdo normalmente muito polares e podem ser reativas. Estas reagbes podem
resultar numa substancia menos toxica ou numa substancia inalterada.

Como as membranas celulares sd&o formadas por lipidios, isto significa que
substancias soliveis em lipidios podem atravessar mais facilmente a membrana.
As membranas celulares podem também permitir a passagem de substancias que
sejam muito similares as endogenas. Se a substancia tem a polaridade correta
pode atravessar a membrana celular.

Alguns substancias toxicos sdo lipofilicos (soliveis em lipidios). Existe,
entre a maioria das toxinas, dificuldade de serem excretadas do corpo porque elas
possuem uma afinidade pela camada lipidica das membranas celulares e sa0

facilmente reabsorvidas pela célula por difuséo passiva.
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A moléecula do DDT, por exemplo, permanece no nOsSsO Organismo por
anos, porque elas sao muito lipossoluveis e dificeis de serem excretadas pelo

organismo ( Timbrell, 1995).

Receptores

Receptores sdo areas na superficie celular onde varias substancias podem
se ligar. Muitas substancias se encaixam exatamente como chave na fechadura.
Hormonios, como o estrogénio, ligam-se aos receptores de estrogénio. Pesticidas
também sdo abeis a se ligarem aos receptores de estrogénio. Xenobioticos e
substancias endégenas podem levar sinais semelhantes as células, uma vez que

se ligam aos receptores (Hobbs, 1990).

Como as toxinas causam danos ?

As toxinas podem interferir com processos basicos do organismo. Elas
podem alterar funces importantes como a respira¢ao, digestdo e excre¢do. As
toxinas podem destruir enzimas ou alterar seu funcionamento com a produgao de
resultados prejudiciais.

Substancias quimicas xenobidticas podem competir por ligagdes em um
mesmo receptor. A toxina do cogumelo Amanita ( Amanita verna ) pode ligar-se a
receptores especificos nas células do figado e destrui-las. Silimarin, um complexo

flavonolignana em leite de cardo (Silypbum marianum ), protege o figado por meio



de ligacao deste complexo com sitios receptores, deste modo tornando os sitios
nao disponiveis a toxina de Amanita, que & eventualmente excretada.

Substancias altamente reativos podem reagir e danificar as membranas
celulares, o suficiente para permitir uma rapida perda de conteddo celular e afluxo
de ions externos e substadncias estranhas ao meio celular. Alguns substancias
toxicos interferem diretamente com fun¢des celulares vitais como a respiragao,
que pode levar a morte celular, e algumas destas reagdes toxicas podem ocorrer
lentamente. Entretanto, outras respostas toxicas podem causar a mudanga na
pressao arterial por alteracdes nos B-adrenoaceptores ou causando dilatagdo ou
constricdo vascular. A pressdo de um gota de sangue pode ser suficiente para
iniciar outra resposta como o dano isquémico aos tecidos devido ao fiuxo

insuficiente de sangue (Haley, 1987).

Excrecado

A mais importante rota de eliminagdo de substancias € através dos rins,
embora o figado também remova muitas toxinas. Qutras rotas séo através dos
pulmdes, trato gastrointestinal, leite, suor, outros fluidos excretores e secregdo na
bile. Como a bile & reabsorvida e reciclada pelo organismo, as toxinas que
seguem esse caminho podem retornar ao organismo. A toxicidade de algumas
substancias € cumulativa e feito por esse caminho metabdlico. Entretanto outras

substancias, como as encontradas nas ervas cardioativas (Convallaria), séo
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diferentemente metabolizadas e sao rapidamente excretadas, tendo assim baixa

toxicidade (Manahan, 1989).

Metabolismo

Substancias toxicas podem passar por varios processos metabolicos. O
corpo desenvolve varios esforcos para eliminar substancias estranhas. O
metabolismo de substancias estranhos geralmente é feito pelo figado, mas estas
podem também passar pelos rins, intestino delgado ou pulmdes. Toxinas podem
ser facimente eliminadas ou serem convertidas a substancias mais toxicos. Eles
podem ser armazenados nas gorduras ou tecido 0sseo, podem ligar-se a enzimas
ou tecidos, ou entrar nas células e causar danos ou alteragdes em algum caminho
metabdlico.

Muitos fatores estdo envolvidos no processo pelo qual o organismo trata

esses produtos toxicos (Low dog, 1993).

Sistemas enzimaticos

Enzimas sdo proteinas produzidas pelo corpo para facilitar o metabolismo
de substancias endégenas e exogenas. As enzimas catalisam processos
metabdlicos essenciais como a respiragao, sintese de ATP ou sintese de lipidios.
Muitos desses sitios enzimaticos estdo nas camadas lipidicas da membrana

celular e desempenham um papel importante na comunicagao intercelular.
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As enzimas s&o produzidas em resposta a substancias que sio ingeridas
pelo organismo. Elas podem produzir a quebra destas substancias para torna-las
menos nocivas ou para transforma-las de maneira que possam ser excretadas
mais facilmente.

As enzimas podem também ser inibidas por substancias xenobibticas.
Algumas drogas sintéticas tém sido designadas como inibidoras ou invasoras das
enzimas no tratamento da depressdo. Drogas classificadas como inibidoras das
monoamina oxidades s&o usadas para bloquear o metabolismo da serotonina a
assim aumentar a concentracao deste neurotransmissor.

A ligagdo das enzimas a produtos téxicos pode impedir o seu
funcionamento, o que é evidenciado algumas vezes pelos sintomas de
envenenamento. Estas ligagbes podem ser reversiveis ou ndo. Se o receptor se
liga a uma substéncia tdxica, ndo pode desempenhar suas fun¢des bioldgicas, o
que pode levar a resposta toxica.

A ligagao irreversivel de um receptor a uma substancia quimica é chamada
de lesdo quimica. Isto pode levar algumas vezes a inibicdo da enzima. Metais
pesados como chumbo inibem enzimas. Ligacles irreversiveis de cianetos com
ferrocitocromo oxidase, em metaloenzimas contendo ferro sdo cruciais para
processos em que o corpo utiliza oxigénio molecular, na respiragdo celular, por
exemplo.

A maior parte dos sistemas enziméticos de desintoxicacdo sdo comuns em
todos os organismos, entretanto a quantidade relativa e a capacidade dos
caminhos enzimaticos, e o tempo necessario para a degradacido de substancias

em particular, pode variar consideravelmente de espécie para espécie.
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Algumas enzimas importantes que metabolizam substancias estranhos s3o:
glutationa transferase, superdxido dismutase, oxidases de fungdo mista, aldeido
redutases e monoamina oxidases. Estes sistemas enzimaticos estdo concentrados
no reticulo endoplasmatico liso das células do figado e rins.

Estas enzimas agem nas substincias toxicas através de processos
bioquimicos especificos. Alguns desses processos sdo: oxidacao, hidroxilacao,
hidrdlise, desalquilacdo, desalogenagdo, epoxidagdo, reducso, conjugacao,
metilaggdo e acetilagdo (Manahan, 1989). Substancias téxicos podem ser
metabolizados por uma série de diferentes enzimas simultaneamente num mesmo
organismo e também por varias rotas metabolicas e diferentes metabdlitos. Uma
revisdo de alguns processos bioquimicos s&o dados para melhor entendimento de
como eles operam o metabolismo de substancias téxicas e outros substancias

estranhos ( Miller, 1987).

Conjugac¢do

Reagdes de conjugacéo sdo importantes mecanismos de desintoxicacéo. O
processo de conjugacio, liga moléculas enddégenas com as substancias estranhas
para torna-las mais soluveis em agua, e assim facilitar a excrecdo. Entretanto,
algumas vezes a conjugagao pode produzir produtos que sdo altamente reativos e
perigosos, como os radicais livres. Eles podem atacar as células e danifica-las
também. Muitos agentes causadores do cancer sdo ativados através da

conjugacao.
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Outras enzimas como a superoxido dismutase podem desintoxicar e
neutralizar radicais livres. Uma dieta rica em antioxidantes como a vitamina C e E,
B-carotenos e flavondides também desempenham pape! de protecdo, eliminando

radicais livres e outras toxinas (Crawley, 1983).

Glucuronidagao

A principal proposta para este processo € a desintoxica¢do de substancias
nocivas, especialmente lipofilicas ou soliveis em gorduras. Glucuronosil
transferase, € a enzima microssomal responsavel pela quebra das moléculas
lipofilicas.

A conjugagcdo da glucose a forma glicosidica € o processo de

glucuronidagéo de alguns insetos (Crawley, 1983).

Conjugacdo da glutationa

Este processo envolve a remocdo de intermediarios reativos. Glutationa é
um tripeptido produzido especialmente no figado. Ele tem o maior papel protetor
do organismo e faz a limpeza dos substéncias reativos. Pela combinagdo com

eles, € reduzida a toxicidade desses substancias (Crawley, 1983).
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Oxidagado

O dnico sistema enzimatico responsavel por esta reagao € o citocromo
P450 monooxigenase que é produzido no reticulo endoplasmatico liso das células.
O figado possui altas concentragcdes destas enzimas, embora elas sejam
produzidas em muitos outros tecidos. A proteina citocromo P450 torna as
substancias toxicas mais reativas ou sensiveis. Certas reacdes de oxidagao sao
catalisadas por outras enzimas como a alcool desidrogenase, xantina oxidase,
amina oxidase microssomal, monoamina e diamina oxidases. As peroxidases
também s@o um importante grupo de enzimas que catalisam reagdes de oxidagdo
de substancias estranhos. Os processos enzimaticos de oxidacgdo, redugdo e
hidrélise rearranjam ou mudam a liposolubilidade de modo que eles possam ser

mais facilmente excretados (Crawley, 1983).

Acetilacao

Esta € uma reacdo metabdlica incomum, em que o produto obtido pode ser
menos soluvel em agua do que o produto de partida, e portanto mais toxico. As
enzimas envolvidas sdo as acetil transferases, que sdo produzidas no citossol de
células no figado, mucosa gastrica e gldbulos brancos do sangue. Estas enzimas

utilizam acetil coenzima A como cofator (Crawley, 1983)..
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Metilacao

As metiltransferases cuidam de reduzir, até certo ponto, 0 aumento da
solubilidade em agua, o que pode criar substancias mais perigosas.

A quantidade de proteinas de transporte presentes no plasma pode afetar
muito o metabolismo de substancias endogenas e exégenas. A ligacdo de
substancias estranhos com proteinas do sangue pode alterar sua distribuigdo e

excregao e assim a sua atividade (Crawley, 1983).



OBJETIVOS

A leishmaniose e a tripanosomose, em suas formas metamérficas sdo
importantes causas de mortalidade em paises tropicais e podem ser
especialmente dificeis de evitar ou curar; as drogas existentes sdo demasiado
toxicas. S&o necessarias mais pesquisas para compreendermos 0 mecanismo de
acédo das drogas mais antigas atualmente em uso, assim como para identificar
novos alvos bioquimicos nos parasitas, que possam ser explorados com
vantagens quimioterapicas. O tratamento com antimoniais pentavalentes ou
drogas de segunda escolha, mesmo quando eficazes, causam niveis inaceitaveis

de toxicidade nas doses terapéuticas.

(1

A curcumina(1) e seus derivados se apresentam como uma alternativa para
o desenvolvimento de uma série de testes, contra as formas promastigotas de
leishmania, com o objetivo de identificar novos quimioterapicos menos toxicos aos
seres humanos. Tendo em vista o resultado apresentado nos testes de atividade

anti-leishmania pelos diarileptandides centrolobol (15) e hidroxicentrolobol(16)



isolados de centrolobium sclerophylum, que possuem estrutura similar a da

curcumina (1).
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Apesar de um grande numero de produtos naturais terem sido testados
contra as leishmanioses, decidimos estudar a potencial atividade de substancias
da classe dos curcumindides, que nado haviam sido estudados contra
tripanossomatideos. Neste trabatho usamos como modelo de estudo uma cepa de
Leishmania amazonensis, pelo fato desta espécie estar associada a todas as
formas clinicas da doenga, desde as formas menos graves até as formas cutédneo-
difusa e visceral.

Neste trabatho, foram estudados a curcumina, que pertence a classe dos
curcuminoides, derivados curcumindides sintéticos e derivados obtidos atraves de
modificagbes estruturais na molécula original, com o objetivo de se observar

variagbes na atividade antiparasitaria dessas moléculas, contra formas
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promastigotas de [eishmania amazonensis, em comparagdo com a droga

pentamidina (23).

Pentamidina (23)



CAPITULO 2- MATERIAIS E METODOS
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2.1- ESPECIFICACOES DE MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

o Os pontos de fuséo (p.f.) foram determinados utilizando-se um aparelho Kofler

(Reichert) e ndo foram corrigidos.

o Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV), foram registrados
em um espectrofotémetro Perkin Elmer modelo 1420. As amostras foram
analisadas sob a forma de pastilha (KBr) ou como filme liquido sobre placas

de cloreto de sédio (NaCl).

a  Os espectros de RMN foram registrados em um espectrometro Bruker AC-200.
operando a 200 MHz para hidrogénio (RMN'H) e 50,3 MHz para carbono-13
(RMN °C), com pulsos de freqiiéncia e transformada de Fourrier (FT).Utilizou-
se tetrametilsiiano (TMS) como referéncia interno. Os valores de
deslocamentos quimicos (5) foram medidos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). O ndmero de hidrogénios foi
deduzido da integragéo relativa aos sinais. As multiplicidades dos sinais foram
descritas como: s (singleto); sl (singleto largo); d (dubleto); di (dubleto largo): t

(tripleto); m (multipleto); dd (duplo dubleto).

a As hidrogenagbes cataliticas foram realizadas em hidrogenador de Paar, a

presséo de 50 psi.
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Nos métodos  cromatografico

»
&
¢}

recobertas com silica-gel 60 Fys4 para cromatografia em camada fina, comi 0,2
mm de espessura da camada. Também foram utilizadas placas de vidre
preparadas com silica-gel Merck 60 H (Arl. 7736). As purificagbes e
isolamentos por cromatografia de adsor¢ac em coluna foram realizadas com
silica-gel com tamanho de particula 0.063-0.20mm (Vetec). A visualizacdo das
substéncias nas placas de cromatografia de camada fina (C.C.F.) foi realizada
scb lampada de luz ultravioleta cu sob exposicdo a vapores de iocdo. As
misturas eluentes, usadas nas separagdes cromatogréaficas, foram preparadas
volume a volume (v/iv) e foram expressas em porcentagem (%). Na
cromatografia de camada delgada preparativa (CCDP) as placas foram

preparadas com silica tipc PF 254 (Merck) com espessura de camada de 1Tmm.

As evaporagbes dos solventes foram realizadas em evaporador rotatéric (&

presséo reduzida) controlando-se a temperatura do banho de agua.

A curcumina utilizada foi extraida de Curcuma longa. (Govindarajan, 1980)

Os solventes e reagentes seccs foram obtidos pelos tratamentes usuais. Os

reagentes, quando necessaric, foram purificados pelcs métodcs apropriados.
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0 Os solventes utilizados para reagdes, extracdes e colunas cromatograficas
possuiam grau analitico das seguintes marcas: Merck, Grupo Quimica, Riedel

de -Haén e Vetec.

2.2- MODIFICACOES ESTRUTURAIS

2.2.1- Reagao de acetilagdo
@] 0] O 6]
HsCO s A OCHs HsCO s A OCH
O GRS O D @ (
HO OH HsCOCO OCOCH3

Esquema 5: Acetilacdo da curcumina

Foram colocados em baldo de fundo redondo de 25 mL de capacidade, 0,5
mL de anidrido acético, 0,5 mL de piridina, 60 mg (1,63 mmol) de curcumina e
quantidade catalitica de DMAP (dimetilaminopiridina) (esquema 5).

A solucao foi deixada reagindo durante 12 h, a temperatura ambiente e sob
agitagio. A mistura reacional foi vertida em 50 mL de uma solugcdo 2N de acido
cloridrico a baixa temperatura, e entdo extraida com 20 mL de diclorometano por 3
vezes. A fase organica foi lavada com agua destilada, seca com cloreto de céicio
anidro e evaporada até secura em evaporador rotatorio. O produto obtido foi

purificado atraves de cromatografia em coluna de silica-gel, utilizando como
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eluente n-hexano e acetona (2:1), fornecendo como produto um sélido amarelo de

ponto de fuséo 128° C, com rendimento de 34% ( 25,04 mg).

2.2.2- Reacoes de redugéao

a) Redugao das carbonilas

a-1) Reducgéo da substancia 29

o o OH OH

H;CO x Z OCH; H3CO A P OC Hs

O
G
|

O

O

HO HO OH

Esquema 6: reagao de redugao da substancia 29

Em baldo de fundo redondo de 75mL de capacidade, foram colocados 140
mg (0,38mmol) de curcumina em 50 mlL de dioxano/ agua (4:1). Foram
adicionados 500 mg (1,34mmol) de boro hidreto de so6dio previamente
solubilizados em 25 mL de dioxano. A mistura reacional foi deixada reagindo por
12h, sendo entéo acidificada com uma solugdo 1 N de acido cloridrico. A solugéo
foi evaporada em evaporador rotatério até a secura. Apds adigdo de 10 mL de
agua destilada, o produto foi entdo extraido com 10 mL de cloroférmio por 3

vezes, as fases organicas reunidas sobre 20 g de suifato de sodio anidro, e em
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seguida o solvente foi evaporado. O produto foi purificado em coluna de silica-gel,
utiizando como eluente diclorometano e metanol (97:3).Um odleo amarelo foi

obtido com rendimento de 73,7% ( 105,5 mg) (esquema 6).

a-2) Redugéo da substancia 13

o o OH OH
HiCO OCH; H3CO OC Hy
O QL—— 0O Ol
HO CH HO OH
Esquema 7: Reagdo de reducdo da substancia 13

A solugcdo de 70 mg (0,19mmol) de curcumina reduzida em 25 mL de
dioxano / agua (4:1)em baldo de fundo redondo de 25 mL de capacidade, foi

tratada como na reagédo a. Um 6leo amarelo foi obtido com rendimento de 65%
(46,4 mq).
a-3) Reducgao da substancia 8
o] O OH OH
HiCO X OCHs HiCO OC Hz
Q QL.— .10 ©
HiCO OCH; HyCO OCHx

Esquema 8: Reacgao de reducao da da substancia 8
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500 mg (1,34 mmol) de NaBH, (25 ml de dioxano) e 140 mg (0,38 mmol) de
curcumina metilada (50ml de dioxano/agua 4:1) foram misturados em baldo de
fundo redondo de 100mL de capacidadee recebeu tratamento descrito

anteriormente. Um 6leo amarelo foi obtido com rendimento de  57% ( 80,1 mg).

b) Reducao das ligagoes duplas

b-1) Redugdo da curcumina com amélgama de sédio

0 o) @] O
H3CO]©/\)‘\/U\/\@OC Hs H3CO:‘/\)J\/U\/\(OC Ha
HO OH HO OH

Esquema 9: Reagéo de reducgéo da curcumina

0,15 g (3,5 mmol) de NaOH em pastilhas, foram dissolvidos em 4,5 mL de
agua destilada em baldo de fundo redondo de 25 mL de capacidade. Nesta
solug&o foram adicionados 1,28 g (3,49 mmol) de curcumina. Amalgama de sodio
(119) foi adicionada lentamente & solugdo, sob agitagdo magnética, finda a adicao,
a solugao foi aguecida a 70°C por 15 minutos, em banho de silicone. A solucao foi
vertida para um funil de decantagdo de 50 mL, para a ceparagdo do mercurio, e
acidificada com HCI 5N, o produto foi extraido com 20 mL de CH,Cl, , por 3

vezes, sendo obtidos 786 mg ( 60,5%) do produto reduzido, na forma de um oleo



amarelo, apods purificag&o por cromatografia em coluna de silica-gel, utilizando
como eluente CHLCl, .

A reacéo de redugéo das ligagOes duplas foi realizada pelo método descrito
na literatura (Roughley & Whiting, 1973) e pelc método da amalgama de sddic,

descrito a seguir.

u Preparagdo da amalgama de sodio {Vogel, 1985)

duas bocas, de fundo redondo de 300mL de capacidade, equipado com funil de
ceparagao contendo o 750g de mecuric. Deslcca-se ¢ ar com nitrogénio. Adiciona-
se cerca de 5mL de mercurio € aguece-se 0 baldo suavemente até o comego da
reagdo. Mantém-se a reagio pela adicdo lenta de mercuric. Quando a metade do
mercurio tiver sido introduzida, a amalgama comecara a se solidificar; devendo ser
mantido fundido por aguecimento, com agitacdo ocasional. Concluida a adigéo do
mercurio, o amalgama quente fundido €& colocado em cadinho de porceiana,

reduzido a p¢ em um gral e guardado vedadc em dessecador.
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b-2) Hidrogenagao catalitica da curcumina acetilada

0 0 O @]

HsCO OC H; HsCO

@ x> - ocC H]
QL 10 O
H,CCOO OOCCH; HCCOO OOCCH

Esquema 10: Reagdo de hidrogenagao das ligacdes duplas da curcumina

acetilada

500mg (1,36 mmol) de curcumina acilada, 50mg de Pd/C e 10mL de
cloroformio, foram agitados vigorosamente em hidrogenador de Paar & pressao
de 50 psi. O produto, apos filtragédo, foi evaporado sob pressdo reduzida e teve

como rendimento 78% (391 mg).

b-3) Hidrogenacgao catalitica da substancia 17

Esquema 11: Reagao de hidrogenagéo das ligagdes duplas da substancia 17

100 mg (0,35 mmol) do produto de partida, 10 mg de Pd/C e 50 mL de
cloroférmio, foram agitados vigorosamente em hidrogenador de Paar, a pressio

de 50 psi, para obter o produto com 51,4% (52 mg) de rendimento.
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2.2.3- Reagdo de formacgdao de cetais
a-1) Preparacéo do acetonideo a partir da substancia 3

X

OH OH ] (0]
H.CO ™ = OC Hy H;CO . P OCH:,
HO OH HO OH

Esquema 12: Preparagao do acetonideo a partir da substancia 3

Em baldo de fundo redondo de 50mL de capacidade, foram colocados 120
mg (0,32mmol) do diol, 20 mg de acido p-toluenossulfénico e 20 mL de acetona
seca. A mistura reacional foi mantida em refluxo por 1 hora. Apds resfriamento da
solugdo, tratou-se com carbonato de sédio (3%) e extraiu-se com cloroférmio (3
vezes 20 mL). A solugéo cloroférmica foi seca com sulfato de sédio anidro (20 g) e

destilada, obtendo-se o acetonideo, com rendimento de 59,3% (80mg).

a-2) Preparacao do acetonideo a partir da substancia 5

X

OH QH [e] O
H3CO OCHa HsCO OC Hs
@ O - 1O Ol
HO OH HO OH

Esquema 13: Preparagao do acetonideo a partir da substancia 5




o Meétodo 1:

A solugéo de 0,2g do diol (0,53mmol) e N ,N-dimetilformamida (4mL) em
baldo de fundo redondo de 10mL de capacidade foi agitada magneticamente a
0°C. O 2,2-dimetoxipropano (0,16mL) foi adicionado seguido por quantidade
catalitica de acido p- toluenossulfonico (TsOH) e a mistura reacional foi agitada
por 1 hora e filtrada. O filtrado foi evaporado e forneceu 70.9 mg do produto, com

rendimento de 32%.

o Meétodo 2:

Em baldo de fundo redondo de 50 mL de capacidade, foi colocado o diol
0,29 (0,53 mmol), 20 mg de acido p-toluenossulfénico (TsOH) e a acetona seca
(20mL). A mistura reacional foi mantida em refluxo por 1 hora. Apos resfriamento,
tratou-se com solugao de carbonato de sodio (3%) e extraiu-se com cloroformio. A
solugé&o cloroférmica foi seca com Na,SQO, anidro e evaporada a vacuo obtendo-se

124,0 mg do acetonideo (56%), na forma de um 6leo de aroma agradavel.
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2.2.4- Reacao de metilagao

H3CO \ > OCHg HiCO X P OC Hy
O o, ——_ 1O O
HO OH

HiCO OCH;

Esquema 14: Reacao de metilagcao da curcumina

Em baldo de fundo redondo de 10 mL de capacidade, 0,20g (4,6 mmol) de
NaOH em pastilhas, foi dissolvido 0.84mL de agua e resfriado a 10°C, a seguir fol
adicionada a 1g (2,72 mmol) de curcumina sob agitagdo. 0,70mL de (CH3),S0,
(0,5 mmol) foi adicionado a esta solugéo, gota a gota durante 1 hora, sob agitagdo
vigorosa.

A solugao foi resfriada e transferida para um funil de separagéo de 75 mL
de capacidade, a camada inferior foi removida e lavada uma vez com agua (20
mL), duas vezes com acido sulfurico (20mL) diluido, até que as lavagens se
apresentaram neutras ao papel de tornassol. A solugdo foi seca em sulfato de
sodio anidro e destilada a vacuo.

O produto foi purificado por cromatografia de coluna em silica-gel utilizando

como eluentes cloroformio e metanol (95:5) com rendimento de 77,2% (910mg).
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2.2.5- Reagao de desmetilacdo

HsCO S

JO

= OC H, HO ~ P OH
OH HO OH

Esquema 15: Reacéo de desmetilagdo da curcumina

A mistura reacional de 200 mg (0,54 mmol) de curcumina, 1,5 moles de
Al Cl; e 70 mL de benzeno foi colocada sob refluxo em baldo de fundo redondo
de 100 mL de capacidade por 20 minutos, e deixada em repouso a temperatura
ambiente por 24 horas, foi entdo adicionado a 100 mL de HC! 6N. a baixa
temperatura, a camada aquosa foi separada e lavada com 3 por¢cdes de 20mL de
eter etilico. A fase organica foi evaporada a secura, sendo obtido 72,6 mg (43%)

do produto.

2.2.6- Reacdo de alquilagao da hidroxila fenélica

OH

OC Hs HO x =
Ol — O O
OH HC= CCH,O OCH,C=CH

Esquema 16: Reac3o de alquilagéo da hidroxila fendlica
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A mistura de 600 mg (1,63 mmol) de curcumina, 15 mL de solugdo
metandlica de metéxido de sddio (30%) e metanol anidro em baldo de fundo
redondo de 25mL de capacidade, foram adicionados 2 mL de brometo de
propargila em banho de gelo e entdo refluxado por 4 horas. Apéds remogao do
solvente a vacuo em evaporador rotatério, excesso de agua foi derramada a
mistura e entdo acidificada com HCI concentrado.

O solido foi cromatografado em silica-gel, usando como eluente CHCl5.

Rendimento 48% (350mg).

2.3-REACOES DE SINTESE DOS CURCUMINOIDES

2.3.1 a 2.3.13 - Sinteses (Pabon, 1964)

Aldeido aromatico (0.02 mmol), tributilborato (0.04 mmol) em 100 mL de
acetato de etila seco em baldo de 250 mL de capacidade, foram adicionados ao
complexo formado por agitagdo durante 1 hora de 5g de acetil acetona (0,05
mmol) com 2,5g de 6xido bérico (0,035 mmol). Foi adicionada entdo n-butilamina
(1mL) gota a gota por 40 minutos, que apds agitagdo adicional por 4 horas foi
deixada em repouso por 24 horas. Foi entdo adicionado acido cloridrico (75 mL)
a 60 °C e agitada por 1 hora para ser extraida com acetato de etila. O sélido no
extrato foi recuperado por evaporagdo do solvente, agitado ainda 1 hora com
acido cloridrico diluido, lavado e purificado por extrag@o e cristalizagdo em etanol

(tabela 2).
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1) B,Os
0 2) 2 (BuO)sB o O

3) 2 ArCHO VU\/U\/
M 4) BuNH; /\@
=

5)Hidrolise (60°C)

Esquema 17: Esquema geral da sintese dos curcuminodides

o 9 1) B0, @) @)
/U\/“\ > NB7 -
7N HO ou outro

2) 2(BuO)sB M anion (BO,)

Esquema 18: Esquema de formagéo do complexo de Boro

NN N @
N > ™ ™
O O 3) 2ArCHO w

HO" ou outro - O\E‘;'O

o 0 anion (BOy)  4) n-BuNH; o’ ‘o

5) Hidrolise 60°C , HCI (0.4 N)

Esquema 19: Hidrdlise acida do complexo de Boro.
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Tabela 2 - Rendimentos das reagdes de sintese

X Rendimento / Massa Reacédo
H 73% (56mgq) 1
2-OH 36% (45mg) 2
3-NO; 25% (27mg) 3
2-OH, 4-OCH, 80% (56mg) 4
2-OH, 5- OCH; 62% (43mg) 5
2-COH 14% (28mg) 6
4-N(CHs), 39% (62mg) 7
3,4-Cl 30% (45mg) 8
4- CH, 63% (74mg) 9
4-Br 28% (47mg) 10
4-Cl 43% ( 35mg) 11
3-OH, 4- OCH; 37% (56mg) 12
2,4-OH 58% (48mg) 13
2-NO; 21% (39mg) 14
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2.4- EXTRACAO DE HIDROXICENTROLOBOL E CENTROLOBOL

A extragio do centrolobol e hidréxicentrolobol seguiu o método utilizado por

Alegrio et al. , 1989.

2.5- CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS

A caracterizagao dos substancias foi efetuada através da analise dos dados
espectroscopicos de IV, RMN'H, e RMN™C, incluindo a técnica de DEPT, que

permitiram identificar C, CH, CH, e CH; .

2.6.1- Todas as substancias possuem o esqueleto basico abaixo:

A analise do espectro na regido do IV permite verificar os sinais
caracteristicos de carbonilas de cetona conjugada em torno de 1630 cm
(COCH,CO), observados nas substancias 1, 2, 4, 8, 9, 10, 11, 13 e outros sinais
compativeis com anel aromatico.

Os deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN H' e '*C

de todas as substancias, estdo descritos nas tabelas 3 a 32 (paginas 110 a 139).
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Os sinais em torno de & 7,00 e 7,60 ppm com constante de acoplamento de
aproximadamente 16Hz ,sdo relativos aos hidrogénios olefinicos em trans. Estes
sinais aparecem agrupados com 0s sinais dos hidrogénios aromaticos, em torno
de 6 6,85 e 7,15 ppm, que, dependendo do padrdo de substituicdo podem se
apresentar compativeis com os sistemas AA’, BB'ou ABC. O singlete em torno de
6 5,90 ppm (1H), pode ser atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono central do
sistema p-dicetdnico na sua forma enolica.

Os espectros de RMN'’C (espectro 2 ), mostram sinais caracteristicos para
este tipo de esqueleto. O sinal em &c 101,00 ppm (CH), corresponde ao
deslocamento quimico do carbono central do enol do sistema B-diceténico. O valor
em &c 182,30 ppm referente ao deslocamento quimico do carbono carbonilico. O
valor em 3¢ 149,60 e 124,10 ppm sdo atribuidos ao carbono olefinico (a, B) e os

sinais em 3¢ 111,35 e 141,34 ppm sdo atribuidos aos carbonos aromaticos.

2.5.2- Substancias que sofreram redugao nas ligag6es duplas

Para os derivados 4, 11, 13 e 18, foram identificados pela auséncia dos
sinais relativos as ligacdes duplas no espectro de RMN'H. Os sinais referentes
aos dois grupos metilénicos vizinhos, sdo representados pelo muitipleto, em torno

de § 2,69 ppm.



2.5.3- Substancias reduzidas a didis

Nos espectros de IV de 3, 5, 12, 14, 16, observam-se sinais referentes a
grupamento hidroxila em torno de 3400 e 1260 cm™' (OH e C-0) e a auséncia dos
sinais referentes & carbonilas cetbnicas. As substancias 3, 6 e 12 apresentam
sinais de duplas ligagdes em 7,00 e 7,60ppm e as substancias 3 e 7 possuem
grupos metilénicos que saoidentificados pelos sinais em 7,20 e 7,60 ppm.

A analise dos espectros de RMN'H, destes derivados permitiu identificar
sinais referentes as hidroxilas e sinais de hidrogénios carbindlicos a 4,30 ppm
(m). Os espectros de RMN C** (PND e DEPT), revelaram sinais da carbonos
metilénicos em 31,6 (C-1 e 7, efeito gama de protegdo do OH), 40,84 (C-2 e C-6) e

metinicos a dcy=67,4 ppm.

2.5.4- Substancias derivadas dos didis
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Os espectros na regido do infravermelho de 6 e 7 revelam a auséncia de
sinais referentes & grupamento hidroxila em 3400 cm’ (v OH) € presenca de sinais
de deformacao axial 1260 (v c.o).

Os espectros de RMN'H destas substancias, possuem sinais referentes aos
hidrogénios carbindlicos &4=2,70ppm em 6 e 54=3,84 ppm em 7, e os sinais dos
grupos metilicos do acetonideo. Os espectros de RMN C'® destes derivados

possuem sinais em 8¢ =99 ppm e 8cyz=21,00 ppm.

2.6- Ensaios biolégicos in vitro com formas promastigotas Leishmania

amazonensis

Leishmania amazonesis, estirpe MHOM/ BR/77/LT/LTB0016, foram
mantidos em meio Drosophila Schneider, a 25°C suplementado com 10% (viv) de
soro fetal bovino inativado a quente (40°C durante 30 minutos)). As células foram
recentemente coletadas e resuspensas em soro fresco, contadas em camara de
Neubauer e ajustadas a concentracéo de 4 x 10° / mL.

As drogas foram adicionados, assepticamente solubilizadas em DMSO
1,6% ( dimetilsulféxido ), a cultura de promastigotas, nas seguintes concentracdes
(160 ug/mL a 5ug/mL) e incubados a 25°C. Apos 24 horas de incubacao, os
parasitas sobreviventes foram contados e comparados ao controle, que continha

apenas os parasitas em DMSO. Todos os testes foram realizados em triplicata e
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Pentamidina isotionato foi usada como droga de referéncia, no mesmo valor de
concentragao usado para as nossas substancias.

Os dados obtidos foram entdo sistematizados para o caiculo dos valores de
Dl s, (dose letal para 50% da populagdo), através da determinagdo da equacgéo da
reta que melhor se ajusta aos pontos experimentais, utilizando o calculo da
regressao linear. Foram plotados no grafico no eixo Y (% de vivos) e no eixo X
(log da concentragdo da dose utilizada da droga).

Os valores de DLsg encontrados para os diversos substancias estéo

descritos na tabela 33 (pagina 140) na discussao deste trabalho.



CAPITULO 3 - DISCUSSAO



3.1- Hipoteses sobre caracteristicas estruturais responsaveis pelas

atividades biolégicas nos curcumindides

3.1.1- Grupos hidroxi vicinais no anel aromatico (Burke et a/., 1995)

O principal fator para uma potente inibicao da enzima HIV-1 integrase
segundo os resultados obtidos por Burke et al, foram os dois grupos hidroxi
presentes no anel aromatico. Esta conclusido estda de acordo com estudos
anteriores de SAR em outras classes de inibidores de HiV-1 integrase, incluindo
flavonas (Fesen et al., 1994), biscatecois (La Femina et al., 1995), e lignanas.
Nas lignanas, substituicdo de um ou ambos grupos hidroxi adjacentes por grupos
metoxi, reduz severamente a atividade, ou torna o substancia inativa. Quando é
adicionado um terceiro grupo hidroxi adjacente aumenta a poténcia. Estas
descobertas podem ser consistentes com  processos de oxidagdo-redugao, que
podem indicar que a inibigao dessa enzima € irreversivel.

Alternativamente, a inibicdo da enzima integrase, pode envolver uma
quelacdo da enzima com um ion metalico divalente que & considerado ser parte
do sitio ativo da enzima ( Katz et al., 1990 e Engelman et al., 1993).

Outra possibilidade pode ser a de que a formagéo de ligagbes hidrogénio
pelas funcdes hidroxi sejam necessarias para que a molécula se acomode no sitio
ativo enzimatico. O modelo de grupos hidroxi adjacentes nao pode ser aplicado a

todos os inibidores da HIV-1 integrase que sao conhecidos. De particular interesse
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séo certos difendis ativos, como os curcumindides, em que aparece apenas um
grupo hidroxi em cada um dos dois anéis aromaticos separados por uma cadeia
(Mazumder et al., 1995). Esta potente inibicio pode requerer dois grupos hidroxi
no espago, mas nao necessariamente, grupos hidroxi orfo um em relacdo ao
outro no mesmo anel aromatico. Esta possibilidade pode ser pertinente a alta
poténcia dos derivados de amidas, por causa da presencga de grupos hidroxi em
ambos anéis fenilicos (acido 3-(3,4- diidroxifenil) propandico [B- (3,4- diidroxifenil)
etil] amida (31) . O éster correspondente (metil-3,4- diidréxicinamato), entretanto,
somente requer grupos hidroxi em orto, no unico anel aromatico (32), sugerindo
que fatores conformacionais sutis podem vir a apresentar grande influéncia na

atividade.

I /\/©:OH I
HO HO x>
1
H
HO HO

(31) (32)

3.1.2- Substituintes alquil no anel aromatico (Sreejayan & Rao, 1993)

Os resultados de Sreegjayan & Rao, 1993, mostraram que 0s trés

curcuminoides naturais (curcumina (1), desmetéxicurcumina (9) e bis-
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desmetoxicurcumina(5) ) séo potentes inibidores da peroxidacdo de lipidios em
homogenados de cérebro de ratos e em microssomos de figado de ratos.

Curcumina tem sido estudada extensivamente devido a suas propriedades
antioxidantes. O grupo metdxi e hidréxi no anel fenilico e o sistema 1,3-dicetona
sao os fatores estruturais que contribuem para sua propriedade antioxidante. Tem
sido sugerido que a atividade antioxidante do grupo fendlico aumenta com o
grupo metoxi na posicéo orto (Cuvelier et al., 1992) Toda et al., 1988 estudou a
acdo de curcuminoides em hemdlise e peroxidacdo de lipidios de eritrocitos de
ratos, induzidos por peroxido de hidrogénio. Estes autores mostraram que
curcumina foi mais ativa que os analogos desmetilados. Entretanto, no presente
estudo, foi observado que os trés curcuminoides foram quase igualmente ativos.
Desta forma, no caso da inibigdo da peroxidagdo de lipidios por curcumina, o
grupo metoxi pode nao ser de maior importancia.

Para avaliar a importancia do grupo fenélico,foram estudados os derivados
acetilados, onde os grupos fendlicos, sao bloqueados por um grupo acetil.
Acetilcurcumina e curcumina foram igualmente ativos, indicando que o grupo
fendlico pode nao ser essencial para as propriedades antioxidantes de curcumina.

A atividade quase similar mostrada por todos os curcumindides e
acetilcurcumina no presente estudo, sugere que os grupos hidréxi ou metdxi no
anel benzénico ndo sdo importantes para a inibicdo da peroxidacdo de lipidios
catalizada por ferro. O sistema 1,3-dicetdnico € um potente ligante para metais
como o ferro. A partir de estudos espectrais esta claro que os curcumindides sao

capazes de interagir com Fe®" .
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curcumina (1)

Bis-desmetéxicurcumina (5)

3.1.3- Influéncia da coplanaridade molecular (Artico et al., 1998)

A analise de estudos de SAR desenvolvidos com curcumindides e
analogos, interpretados através de cristalografia e analise de modelagem
molecular, levou a novas descobertas concernentes a determinantes moleculares

da atividade inibitéria desta classe de substancias. Todas estas substancias agem



hipoteticamente na conformagdo com o grupo carbonil orientado em sin  em

relacao a dupla ligagéo vinilica (valores de 11 1> em torno de 0° C na figura 34).

quercetina (33)

Isto implica que 0 modelo de ligagdo apresentado por estes inibidores €
diferente dos derivados da flavona por exemplo, como a quercetina (33),
caracterizada por uma disposicdo anti da porgdo C=C-C=0 incorporada ao
nlcleo piranona (valores de t; em torno de 180° C) (35 ) (Artico et al., 1998). Ao
contrario do que foi sugerido por Mazumder et al., 1995, foi proposto que os
inibidores bis-monoidroxilados como a curcumina nao alcangam a conformagao
dobrada em que os dois anéis fenilicos estdo empilhados um sobre o outro. Como
um ou dois grupos hidroxi catecois, ambos sdo cruciais para a alta poténcia, pode
ser compensada pela presengca de outras subestruturas que favorecem a

interacdo com o sitio farmacoférico. A falta de coplanaridade na estrutura do
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inibidor pode abolir a atividade, somente se a porgao fora do plano é orientada
para uma posicao estérica propicia ao sitio ligante, ou se o arranjo coplanar é

associado a uma excessiva energia de tensao.

Arranjo sin de C=C e C=0 (34)

()
Arranjo anti de C=C e C=0 (35)
3.1.4 - Acao inibitoria da curcumina no fator NF-xB
As propriedades anti-inflamatéria, anticarcinogénica e antioxidante da

curcumina sdo bem conhecidas. Entretanto como a curcumina realiza estas

funcbes ndo esta ainda muito claro. Neste trabalho foram investigados os efeitos



da curcumina na ativagdo do fator NF-xB(fator de necrose -kB) , porque este fator
esta envolvido em muitas atividades que s&o bloqueadas pela curcumina. NF-xB
faz o papel de eixo em células do sistema imune porque é rapidamente ativado
por uma ampla variedade de indicadores patogénicos. A intervengéo na ativacao
do fator NF-xB pode ser benéfica na supressdo toxica, no choque séptico,
reacOes inflamatdrias agudas, replicagdo do HIV, resposta na fase aguda e danos
causados por radiagao (Singh & Aggarwal, 1995).

Os resultados deste trabalho mostraram que curcumina bloqueia
completamente a ativagdo TNF (fator de necrose tumoral) dependente do NF-«B.
A ativagao induzida por varios outros agentes incluindo forbol éster e peroxido de
hidrogénio foram também inibidos por curcumina (Singh & Aggarwal, 1995).

Todos os trés indutores de NF-kB usados neste estudo sdo conhecidos por
produzir como intermediario reativo o oxigénio. Entretanto, & possivel que o efeito
de curcumina esteja relacionado a producdo deste intermediario. Tem sido
mostrado que curcumina promove a inibigao do transporte eletronico mitocondrial
para impedir a ativacdo de NF-xB, TNF-induzida. Varias evidéncias indiretas
sugerem um papel para intermediarios reativos de oxigénio com um denominador
comum e critico, incluindo evidéncias de que os niveis celulares de oxigénio
reativo aumentam em resposta ao TNF, interleucin-1, lipopolissacarideos, luz de
UV, e irradiagao y. De varios intermediarios reativos de oxigénio administrados a
células em cultura, apenas peroxido de hidrogénio mostrou ser ativador efetivo de

NF-xB (Singh & Aggarwal, 1995).



FO4

A curcumina pode também bioquear a ativagdo de NF-xB por inibicdo da
proteina quinase. in vitro, curcumina também tem atividade inibitéria das proteinas
serina treonina quinase e proteina tirosina quinase. Entretanto PMA (Forbol-12-
miristato-13- acetato) € um ativador da proteina quinase C, e TNF e peroxido de
hidrogénio agem como ativadores da proteina quinase C e da proteina tirosina
quinase. Inibidores tanto de proteina quinase C quanto de proteina tirosina
quinase bloqueiam a ativagdo do fator NF-kB por TNF e peroxido de hidrogénio. A
proteina tirosina quinase também esta implicada na ativagdo de NF-xB por iuz
ultravioleta e lipopolissacarideos.

A curcumina nao inibe apenas as iigagdes do DNA com o fator de
transcrigao c-jun / AP-1, mas também diminui os niveis de c-jun peia prevengdo da
transcrigdo (Singh & Aggarwai, 1995).

Estas observagdes podem ser explicadas baseadas nos resuitados obtidos
neste trabaiho, como uma expressdo desta enzima (iirosina quinase) é
dependente do fator NF-kB. Isto @ consistente com a observagao que TPCK - a L-
1-tosilamido-2-feniietil ciorometil cetona inibe a protease que bioqueia a ativagéo
do fator NF-xB e a expressdo da Oxido nitrico sintase. O TPCK, entretanto, pode
exercer um efeito de modo diferente da curcumina. Tem sido mostrado que TPCK
modifica quimicamente o fator NF-xB, esta alteragdo € reaiizada peio iyBo.
Curcumina entretanto ndo modifica quimicamente as propriedades ligantes do

DNA com o fator NF-xB (esquema 20) (Singh & Aggarwal, 1996).



A observago que a fosforilagdo e degradagéo de lyBa, induzida por TNF &
abolida pela curcumina indica que a etapa no caminho da transcricdo € inibida
antes da fosforilagdo do fator NF-xB.

Foi concluido que por ser muito baixa a toxicidade farmacologica da
curcumina e por sua abilidade em modular a ativagdo do fator NF-xB por varios
agentes, a curcumina possui um alto potencial para uso em modulacdo da

expressao de genes regulados por NF-kB (Singh & Aggarwal, 1996).

CURCUMINA

Intermediario reativo de oxigénio

X Proteina tirosina quinase

;

Degradacéo de kBa

l

Ativacdo do NF _ «B

Esquema 20:Possivel sitio de agdo da curcumina na ativagéo do fator NF-xB

induzida por TNF, PMA e H,0,.
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3.1.5- Mecanismo de acao antiinflamatoria

Ate agora das duas vias principais do metabolismo do acido araquidénico
(esquema 2) somente dois principios de atividades s&o avaliados em terapia.
Primeiro: substéncias que inibem a sintese de prostaglandinas por interferéncia
com o sistema das ciclooxigenases (acido salicilico, etc.). Segundo: Os
glucocorticosterdides que inibem ambos os caminhos ciclooxigenase e
lipooxigenases por interferéncia com a reacdo das fosfolipases A,. Os efeitos
indesejaveis desta classe de agentes antiinflamatorio sdo muito conhecidos.
Devemos saber como as interferéncias com a cascata do acido araquidonico s&o
relevantes.

Mas o que é preciso sdo substéncias que inibam ambos os ramos da
cascata do &cido araquidonico por mecanismos diferentes da acdo de
glucocorticosteroides.

Curcumina € uma substéncia que inibe as enzimas dioxigenases incluindo
S-lipooxigenase, 12-lipooxigenase e ciclooxigenase. Este efeito seria devido

provavelmente a sua capacidade antioxidante( Ammon et al. , 1993).
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3.1.6- Interagdes de substancias carboniladas a,B-insaturados com sistemas

de biotransformacgéo relacionados a glutationa (lersel, 1998)

Inibig&o do
produto

Fonte: http://www.sbp.wau.nl

Esquema 21: Interagdes entre os trés aspectos do sistema de biotransformacdes

relacionadas a glutationa.

Os passos da modulagéo das biotransformagdes relacionadas a glutationa,
podem representar um papel importante em fendmenos como
anticarcinogenicidade e resisténcia multiplas drogas. Biotransformacgoes
relacionadas a glutationa compreendem trés principais aspectos: glutationa (GSH),
glutationa S-transferase (GST) e resisténcia a multidrogas (RM). O tripeptideo
glutationa € o maior tiol proteico intracelular presente em virtualmente todas as

celulas, e protege as células contra substancias nocivos, incluindo carcinogénicos.



Devido a variagdes no contetido das GSHs de células tumorais indicam que pode
ocorrer a prote¢ao das células da alquilagdo de drogas anticancer (lersel, 1998).

As glutationas S-transferases sdo uma importante classe de enzimas que
tem a funcdo de desintoxicagdo de uma grande variedade de substancias
eletrofilicos, pela catélise da conjugacdo destas substancias com a glutationa
reduzida (esquema 21).

O terceiro fator chave é o MRP ( resisténcia a multiplas drogas “pump’),
esta glicoproteina foi isolada de linhagens de células de tumores de cancer de
pulm&o de pequenas células resistentes a drogas, cuja caracteristica era a falta de
expressao do gene mdr-1 (Cole et al., 1992).

Em 1993 foi iniciado um trabalho que focalizava os efeitos de uma classe
de substancias carbonilicos o,B-insaturados nos processos relacionados a
glutationa, especialmente glutationa S-transferase P1-1, enquanto o aivo
secundario fornece a penetragdo no metabolismo destes substancias. Alguns
deles sdo originados em meios externos como escapamento de automéveis e de
alimentos (curcumina). Entretanto, um numero de substancias enddgenos
bioativos também estdo neste grupo (Prostaglandinas E;, na peroxidagdo de
lipidios produz o 4-hidroxi-2-nonenal). O acido etacrinico, foi escolhido como
substancia modelo porque ele tem mostrado efeito na modulagdo de sistemas de
biotransformagéo envolvidos com a glutationa nos trés aspectos. As outras
substancias usados foram acroleina, crotonaldeido (do escapamento de

automoveis e fumaca de cigarro), cinamaldeido (principal componente do
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cinamon), citral (em frutas citricas e aroma de alimentos), curcumina (pigmento
constituinte do “curry”), 4-hidroxi-2-nonenal, trans-2-hexenal (ambos produtos de
peroxidagao de lipidios) e prostaglandinas E, (um mediador de inflamacgéo).

Varios mecanismos de modulagcdo puderam ser investigados inciuindo a
deplecdo de GSH, inibicdo reversivel e irreversivel da atividade da GST, e
modulagdo do efluxo de conjugados de glutationa pelo efeito na resisténcia a
mdultiplas drogas associadas a proteina (MRP) . Usando este sistema, pode ser
mostrado que curcumina, seguido do acido etacrinico foram os melhores
inibidores de sistemas de biotransformacgdo relacionados a GSH. Estas duas
substancias modulam o sistema por todos 0s mecanismos citados acima (lersel,

1998).



3.2 - Dados fisicos e espectrais

3.2.1- Produtos de modificagdo estrutural

Curcumina

(1)
Tabela 3 - AtribuicSes de 'H (200 MHz) e '*C (50,3 MHz) para a curcumina em

(CD»)2CO.

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (&, ppm)
T1e7 7,57 ( 2H, d, J=15,8) 141,34
2e6 6,69 (2H, d, J=15,8) 121,88

3 - 184,38
4 5,96 (2H, s) 101,70
5 - 160.36
1e 1” - 127,56
2e2” 7,15 (2H, dd, J=1,45¢e 8,2) 111,34
3’e3” - 148,62
4’c4” - 149,66
§’e 5” 6,85 (2H, d, J=8,2) 116,72
6’e6” 7,31 (2H, d, J=2) 123,68

OH 8,15 (2H, s) -

OCH; 3,90 (6H, s) 56,17

Ponto de fusdo: 187°C
LV.: VN em™: 3343,8; 3006,1; 2931,6; 2841,3; 1711,2; 1591,3; 1513,3; 1026,2;

813,7.
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Curcumina acetilada

HsCO
3|

H3;COCO;

(2)
Tabela 4 - Atribuigdes de "H (200 MHz) e '3C (50,3 MHz) para a curcumina

acetilada em CDCI;

C 1H (&6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 7,64 (1H, d, J=16) 139,00
2e6 6,58 (1H, d, J=16) 120,86
3 - 182,91
4 5,84 (2H, s) 101,71
5 - 190,92
17e1” - 133,74
2’e 27 7,48 (2H, m) 111,27
3’e 3” - 141,07
de4” - 151,18
5e 5” 7,48 (2H, m) 124,04
6'e 6” 7,12 (2H, m) 123,08
OCOCH; 2,31 (6H, s) 20,48
OCOCH; - 168,63
OCH; 3,86 (6H, s) 55,66

Ponto de fusdo:128°C
LV Ve em™ 1757,8; 1629,2; 1595,1; 1510,7; 1458,3; 1413,6; 1370,3; 1299 4:

1200,0; 1029,7.




12

Curcumina Reduzida a diol

(3)
Tabela 5 - Atribuicbes de "H (200 MHz) e '*C (50,3 MHz) para a substancia 3
em CDCl,
C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 7,60 (1H, d, J=15,7) 154,25
2eb6 6,94 (1H, d, J=15,7) 120,68
3e5 4,30 (2H, m) 67,44
4 2,83 (2H, m) 40,87
1’e1” - 133,18
2’e 27 6,53 (1H, d, J=2) 111,06
3’e 3” - 146,35
4’e 4” - 143.45
5'e¢ 5” 7,15 (2H, m) 115,20
6’e 6” 7,71 (2H, m) 120,65
OH 4,30 (4H, s) -
OCH; 3,97 (6H, s) 55,67

Ponto de fusao: oleo

LV.: v em™: 3392,0: 1598,0: 1514,1; 1037.0.




Curcumina reduzida nas ligagées duplas

(4)

Tabela 6 - Atribuigdes de 'H (200 MHz) e '*C (50,3 MHz) para a substancia 4

em (CD3),CO

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
Te7 2,66 (2H, m) 29,52
2e 6 2,66 (2H, m) 44 94
3eb - 208,53

4 5,16 (2H, s) 66,50
1e1” - 132,30
2’e 27 6,59 (2H, s) 114,23
3'e 3” - 146,31
4’e4” - 143,58
5 5” 6,89 (2H, d, J=8,0) 114,92
6’e 6” 6,53 (2H, d, J=8,0) 120,18

OH - -
OCH; 3,70 (6H, s) 55,32

Oleo

LV.: v® cm™ 3409,1; 3015,4; 2930,8; 2846,2; 1707.7: 1607,7;, 1030,8; 930.8;

861,5.




Diol Reduzido
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Tabela 7 - Atribuicdes de "H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para a substancia 5

em CDCl,

C 1H (6, ppm, J, Hertz) 13C (&, ppm)
1e7 2,66 (2H, m) 31,59
2eb 1,68 (4H, m) 31,00
3eb 3,80 (2H, m) 67,41

4 1,56 (2H, m) 40,84
1e1” - 133,84
2’ 27 6,81 (1H, d, J=1,8) 114,30
3’e 3” - 146,40
4'e 4” - 143,45
5e 5” 6,79 (1H, m) 115,17
6’e 6” 6,68 (1H, s/) 120,65

OH 5,47 (1H, s -
OCH; 3,83 (3H, s) 55,67

Oleo

LV V¥ em™: 3380,0; 1605,4: 1515.9: 1071.0.
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Acetonideo

(6)
Tabela 8 - Atribuicbes de 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para a substancia 6

em (CD3)2CO

C 1H (&6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 6,69 (2H, d, J=15,3) 129,96
2e6 6,53 (2H, d, J=15,3) 129,96
3eb 2,70 (2H, m) 70,75

4 1,69 (2H, m) 40,65

8 - -

9e10 1,18 (6H, s) 20,13
1'e1” - 134,11
2¢2” 7,02 (2H, s) 115,82
3'e 3” - 146,57
4'e 4” - 143,79
5e §” 6,97 (2H, d, J=8,2) 114,79
6’e 6” 7,01 (2H, d, J=8) 120,61

OH - -

OCH; 3,02 (6H, s) 55,54

Ponto de fusdo: 117° C

LV N em™: 2997 2;: 20139; 1664,2; 1412,1; 1311,6: 1219,4: 1052,5; 954 2.




o

Acetonideo reduzido

7

Tabela 9 - Atribuigdes de 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para a substancia 7

em CDCl;

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 2,88 (4H, m) 30,81
2e6 1,69-1,86 (4H, m) 27,36
3eb 3,84 (2H, m) 66,66

4 1,77 (2H, m) 40,81

8 - -
9e10 1,21-1,18 (6H, m) 23,01
17'e1” - 133,75
2’e 27 7,24 (2H, s) 114,26
3’e 3”7 - 146,57
4’e4” - 143,79
5e 5” 6,98 (2H, m) 114,96
6'e6” 6,98 (2H, m) 120,51

OH 7,98 (2H, s) -
OCH3; 3,84 (6H, s) 55,54

Ponto de fusdo: 112°C
V.. VN cm™:3376,9: 2915,4; 1607,7: 1515,4: 1446,2: 1361,5: 1269.2: 1030 8:

954,2.




Curcumina Metilada
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(8)
Tabela 10 - Atribuicdes de 'H (200 MHz) e °C (50,3 MHz) para a substancia 8
em (CD;),CO

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
7 7,63 (2H, d, J=16) 146,06
2 6,69 (2H, d, J=16) 123,53
3 - 183,07
4 5,96 (2H, s) 101,19
5 - 161,08
7’e 1”7 - 130,28
2e 2” 6,91 (2H, d J=2) 111,81
3e 3" - 148,93
4e 4” - 149,13
5% 5” 6,85 (2H, d, J=8) 116,37
6'e 6” 714 (2H, dd, J=8 e 2) 122,47
OCH; 3,86 (12H, s) 55,60

Ponto fuséo: 123° C

LV.: vVNe em™: 3426,4; 2929,7; 1709,6; 1590,5; 1512,4: 1460,7: 1262.3; 1136.8:

1025,0; 971,9.
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Curcumina desmetilada

)
Tabela 11 - Atribuigdes de 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para a substancia 9

em (CD;),CO
C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)

T1e7 7,60 (2H, d, J=16) 145,36
2e6 6,66 (2H, d, J=16) 125,42
3 - 179,80
4 5,97 (2H, s) 106,12
5 - 168,50
1'e1” - 129,66
2e2” 7,56 (2H, s) 114,25
3'e 3” - 145,36
4’e4” - 144,97
5'%e¢ 5” 7,54 (2H, d, J=8) 116,15
6’e 6” 6,89 (2H, d, J=8) 120,17

OH 8,99 (4H, sl) -

nto de fusdo: 119° C
LV em™:29236; 28529; 1724,9; 1571,2; 1515,7; 1450,0; 1275,9; 1164,

26,4, 1028,6.



Curcumina alquilada

(10)
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Tabela 12 - Atribuices de 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para a substancia 10

em CDCl;
C 1H (6, ppm, J, Hertz) 13C (&, ppm)
Te7 7,54 (2H, s)) 144 22
2e6 6,66 (2H, m) 123,71
, _ ]
4 5,93 (2H, s) 109,7
5 - -
8 3,94 (4H, s) 39,09
9 - 70,50
10 2,49 (1H,s) 81,04
T'e1” - 126,84
2’e 2 7,37 (2H, m) 114,82
3’e 3” - 123,71
d'e 4” - 146,16
5'e 5” 6,89 (2H, d, J=8) 125,61
6'e 6” 7,23 (2H, dd, J=8 e 2) 123,53
OCH; 3,94 (6H, s) 55,95

Ponto de fusdo: 91°C

V.. W em™: 3368,1, 3005,0; 2919,0; 2120,9; 1647,6; 1434,3; 1020,5; 9529

903,3.




Curcumina metilada

reduzida

(11)
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Tabela 13 - Atribuigbes de 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para a substancia 11

em (CD;) ,.CO

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 2,90 (2H, s/ 30,19
2e6 2,90 (2H, s 39,28
3e5 - 203,00

4 4,68 (2H, s/) 56,32
Te1” - 142,63
2’¢ 27 6,59 (2H, s) 111,14
3’e 3” - 148,75
4'c 4” - 147,37
5’e §” 6,54 (2H, m) 115,10
6’e 6” 6,81 (2H, s/) 123,34
OCH; 3,77 (6H, s) 55,99

Ponto de fusdo:119° C

LV VN em: 3441,3; 2924,5; 2854,2: 1721,3: 1595.5; 1022,9; 809.5.
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Diol metilado

(12)

Tabela 14 - Atribuigdes de 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para a substancia 12

em CDCl;3
C 1H (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 6,89 (2H, d, J=14) 126,05
2e6 6,25 (2H, d, J=14) 130,09
3eb 3,14-3,34 (2H, m) 55,38
4 417 (2H, m) 29,66

17’e1” - 126,95
2e2” 6,87 (2H, m) 110,96
3’6 3” - 149,19
4'e 4” - 151,48
5e 5” 7,08 (2H, m) 110,91
6’e 6” 7,49 (2H, m) 123,14
OCH; 3,89 (12H, s) 55,95

Oleo
LV.: VN2 em™: 2060,2; 2928,7; 2876,9; 1725,7; 1598,7; 1514,6; 1463.7: 1037.1:

979,9.
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Curcumina acetilada reduzida

(13)

Tabela 15 - Atribuigdes de 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para a substancia 13

em CDCl;,
C 1H (&, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
Te7 2,21 (2H, s) 31,49
2e6 2,51 (2H, s/) 37,92

3 - 192,73

4 5,44 (2H, s/) 99,64

5 - -

8 - 169,08
17'e 1” - 139,45
2e2” 6,66 (1 H, d, J=2) 112,44
3'e 3” - 150,62
4’e 4” - 139,45
5e §” 6,72 (2H, d, J=8) 122,45
6'e 6” 6,83 (2H, d, J=8) 120,24

OCOCH; 2,29 (6H, s) 20,48
OCH; 3,77 (6H, s) 55,62

Ponto de fusdo: 112°C

LV.: V™ em™: 3473,3; 2936,0; 2856,2; 1762,0; 1603,5; 1510,7; 1459 4: 14200

1369,5; 1121,9; 1033,2; 903,2.




Diol metilado reduzido

(14)

Tabela 16 - Atribuicdes de 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para

a substancia 14 em CDCl;

C 1H (6, ppm, J, Hertz) 13C (&, ppm)
1e7 2,60 (4H, m) 31,64
2e6 2,11 (4H, m) 33,95
3eb 3,76 (2H, m) 68,33
4 1,22 (2H, s)) 45,69
1e1” - 133,05
2’'e 27 6,60-6,90 (6H, m) 114,71
3’e 3” - 150,41
4'e 47 - 149,19
5e5” 6,60-6,90 (6H, m) 110,96
6’e 6” 6,60-6,90 (6H, m) 123,14
OCH; 3,77 (3H, s) 56,88
Oleo

LV.: vN¢ cm™: 3483 5: 2934,1; 2840,4; 1712,3; 1669,0: 1600.1: 1512.9; 1461.1:

1027,6; 810,4.




3.2.2 - PRODUTOS EXTRAIDOS DE Centrolobium sclerophylum

Centrolobol

(15)

Tabela 17 - Atribuigdes de "H (100 MHz) e ">C (25,2 MHz) para a substancia 15

em (CD3)2CO

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1 2,6-2,8 (m, 2H) 31,50
2 1,3-2,0 (m, 2H) 40,00
3 3,4-4,0 (m, 1H) 71,70
4 1,3-2,0 (m, 2H) 37,60
5 1,3-2,0 (m, 2H) 25,70
6 1,3-2,0 (m, 2H) 32,30
7 2,6-2,8 (m, 2H) 35,30
1'e1” - 133,60
2e2” 6,8-7,0 (m, 2H) 129,60
Je3” 6,8-7,0 (m, 2H) 115,50
4’'e 47 - 155,40
5e5” 6,8-7,0 (m, 2H) 115,50
6’e 6” 6.8-7,0 (m, 2H) 129,60
OH - -

Ponto de fuso:118-119°

ILV.: VB ecm™: 3570,0: 3450,0: 1610,0: 1595,0.




Hidroxicentrolobol

(16)

Tabela 18 - Atribuicdes de 'H (200 MHz) e '*C (50,3 MHz) para a substancia 16

em (CD3)2CO

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 2,62-2,77 (m, 4H) 31,34
2e6 1,28-2,04 (m,4H) 38,64
3eb 3,40-3,71 (m, 2H) 71,55

4 1,28-2,04 (m, 4H) 40,94
1'e1” - 134,71
2’e 27 6,73 (d,2H, J=8) 130,39
3’e 3” 6,73 (d,2H, J=8) 115,26
4'eq” - 156,54
5'e 5” 6,70 (d,2H, J=8) 116,35
6’e 6” 6,70 (d,2H, J=8) 130,39

OH 8,08 (sl, 4H) -

Ponto de fusdo: 139-140°C

LV.: vV¥" cm™: 3437,4; 3269,9; 1605,0: 1512,7: 1455.0.
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3.2.3 - Produtos sintetizados

17

Tabela 19 - Atribuigdes de "H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para a substancia 17

em CDCl;

C 1H (&, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 7,69 (2H, d, J=16) 140,54
2e6 6,66 (2H, d, J=16) 123,95

3 - 183,20
4 5,83 (2H, s) 101,80
5 - 170,25
1e1” - 134,90
2,2” 7,53-7,35(4H, m) 128,06
6'e 6”
3, 3%, 7.53 (4H, m) 128,84
5e 5”
4'e 4” 7,39 (2H, m) 130,08

Ponto de fusdo: 140° C

LV vNe em™: 1627,7; 1577,0; 1502,8; 1444,0; 1330,6; 1278,8; 1135,1; 970,2;

869,1.




Tabela 20 - AtribuicGes de 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para a substancia 18

em CDCl;

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (&, ppm)
7€/ 2,99 (4H, m) 29,30
2e6 2,61 (4H, m) 31,45

3 - 192,96
4 5,46 (2H, s) 99,50
5 - 190,16
1e1” - 141,30
2,27 7,23(4H, sl) 128,41
6'e6”
3, 37, 7.32 (4H, m) 125,80
5'e §”
4'e 4” 7,35 (2H, m) 126,13

Ponto de fusio:106° C

LV v em™ 2926,6; 2858 4; 1948,0; 1763,0; 1707,8; 1604,2; 1033,5; 933 8:

699,3.




(19)

Tabela 21 - Atribuicdes de 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para a substancia 19

em CDCl;

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
T1e7 7,53 (2H, d, J=16) 142,30
2e6 6,94 (2H, d, J=16) 121,68

3 - 180,22
4 3,18 (2H, s) 101,38
5 - 173,30
1e1” - 124,13
2e 2” - 165,21
3’e 37, 6,98 (4H, m) 116,01
4'e4” 7,19 (2H, m) 129,02
5e §” 7,04 (2H, m) 127,68
6'e6” 7,28 (2H, m) 137,57

OH - -

Ponto de fusdo: 116° C

V. VN cm™:3186,4; 2848,9: 2752,0; 1664,0; 1581,6: 1486.4: 1027.5: 760.6.




(20)
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Tabela 22 - Atribuigdes de 'H (200 MHz) e '*C (50,3 MHz) para a substancia 20

em (CD ;). CO

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 7,74-7,66 (2H, d, J=16) 139,09
2e6 6,82 (2H, d, J=16) 124,96

3 - 184,48
4 6,04 (2H, s) 102,45
5 - 169,31
1’e1” - 135,80
2’e 27 8,32 (2H, s) 129,74
3’e 37, - 145,13
4’'e4” 7,92(2H, d, J=2) 123,13
5e5” 7,40 (2H, m) 128,70
6'e 6” 7,84-7,88 (2H, m) 131,20

Ponto do fusdo: 221° C

V.. VB ecm™.3448,7: 3051,6; 1625,0, 1578,0: 1503,2;

1198,2; 713,4.

1444,2; 1331,0; 1279,5;
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Tabela 23 - Atribuicdes de 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para a substancia 21

em (CD3)2CO.

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
T1e7 7,65 (2H, d, J=16) 138,18
2eb 6,72 (2H, d, J=16) 129,50
3 - 184,16
4 5,58 (2H, s) 101,17
5 - 170,83
1e1” - 119,15
2’e 27 - 158,16
J'e 37, 6,67 (2H, s) 103,35
4’e4” - 157,36
5e §” 6,56 (2H, d,J=8) 108,13
6’e 6” 6.98 (2H, d, J=8) 132,39
OCH; 3,87 (3H, s) 56,06
OH 9,78 (2H, s) -

Ponto de fusédo: 172° C

LV.: v cm™: 3425 2; 3040,7; 2924,6; 1674,7; 1613.7; 15832: 1487.5: 1457.5;

1230,1; 906,0.
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(22)

Tabela 24 - Atribuicdes de 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para a substancia 22

em (CD,),CO.

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (&, ppm)
1e7 7,67 (2H, d, J=16)) 141,08
2eb 6,88 (2H, d, J=16) 129,68

3 - 184,26
4 5,90 (2H, s) 102,53
5 - 170,42
1'e1” - 116,14
2’e 2 - 150,19
3’e 37, 6,90 (2H, d, J=8) 118,15
4eq4” 7,16 (2H, d, J=8) 115,33
5’e 5”7 - 155,42
6’e 6” 7,26 (2H, s) 124,89
OCH; 3,88 (3H, s) 56,03
OH 8,95 (2H, s) -

Ponto de fusdo: 178° C

ILV.; VN cm™ 2944,0: 2840,1; 1660,2: 1625,8: 1590,1; 1486,9: 1328 8: 1271.6:

1188,6; 1133,5; 1036,2; 970,9.
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(23)

Tabela 25 - Atribuicbes de 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para a substancia 23

em (C D3)200

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
Te7 7,71 (2H, @, J=14) 141,33
2e6 7,08 (2H, d, J=14) 129,71

3 - 178,85
4 5,37 (2H, s) 102,26
5 168,62
1’e1” - 137,43
2’ 2” - 133,52
J’e 3%, 7,91 (4H, m) 133,15
4’e4” 7,53 (2H, m) 130,85
5eb” 7,57 (2H, m) 134,82
6’e 6” 7,36 (2H, m) 122,60
COH 10,52(2H, s) 193,58
Oleo

LV.: VN em™: 3321,9: 3062,2; 2921,8; 2653,7: 2526.4: 1760.,4: 1694,7; 1596 4:

1404,1; 910,4; 745,0; 692 4.




(24)

Tabela 26 - Atribuigdes de 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para a substéancia 24

em (CD;).CO.
C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (&, ppm)
1e7 7,69 (2H, d, J=14) 144 24
2eb 6,66 (2H, d, J=14) 124,20
3 - 184,42
4 6,11 (2H, s) 102,48
5 - 170,32
1e1” - 125,11
2’, 27, 6,39 (2H, s/) 129,04
6’e 6”
3’,3%, 6,45 (4H, s) 111,87
5’e §”
4'e 4”7 - -
N(CH3), 3,07 (12H, s) 40,05

Ponto de fusdo: 206° C
LV.: v cm™: 3364,0: 2924.6; 2856.,5; 2730,7; 1896,1; 1722,8: 1675.1; 1513.1;

1451,5; 1376,8, 1280,3; 1008,5; 816,5.
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(25)

Tabela 27 - Atribuigdes de 'H (200 MHz) e '3C (50,3 MHz) para a substéancia 25

em (C D3)ZCO.

C 1H (6, ppm, J, Hertz) 13C (&6, ppm)
Te7 7,70 (2H, d, J=16) 135,92
2e6 6,92 (2H, d, J=16) 129,01
3 - 185,73
4 6,10 (2H, s) 102,50
5 - 170,13
17’e 1” - 135,63
2e2” 7,33 (2H, m) 132,55
3’e 37, - 136,92
4’e 4”7 - 125,06
5’e 5” 7,43 (2H, m) 134,30
6’e 6” 7,96 (4H, s) 130,16

Ponto de fusdo: 198° C

LV.: VB em™:1624,7; 1500,9: 1442,5: 1327.5: 1191.4: 1132.4: 967.8: 756 4.
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(26)

Tabela 28 - Atribuicdes de 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para a susbtancia 26

em (CD3),CO.
C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 7,44 (2H, d, J=16) 141,32
2eb 6,58 (2H, d, J=16) 129,21
3 - 184,35
4 6,11 (2H, s) 102,53
5 - 172,15
17e1” - 130,91
2, 27, 7,33 (4H, m) 132,14
6’e 6”
3, 3%, 7,46 (4H, s) 128,71
5,e5”
4’e4” - 135,83
CH; 2,37 (6H, s) 24 53

Ponto de fusdo: 164° C
LV.: V¥ cm™: 3472,0; 2974,7; 2831,1; 1925,5. 1805,3: 1677,9: 1609,3: 1573.6;

1515,3; 960,7.
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(27)

Tabela 29 - Atribuicées de 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para a subatancia 27

em (CD,).CO.
C 1H (&6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 7,52 (2H, d, J=16) 141,20
2eb 6,66 (2H, d, J=16) 129,19
3 - 184,43
4 6,08(2H, s) 102,46
5 - 170,52
1e1” - 132,79
2, 2”7, 6,58 (4H, s/ 130,97
6'e6”
3, 37, 7,02 (4H, s) 132,87
5,e 5”
4’e 47 - 133,90

Ponto de fusdo: 186° C
V.V em™- 2923,8; 2853,3; 2674,1; 2559,1; 1679,7; 16255 1584,1; 1502 4;

1429,7, 1323,3; 1133,6; 970,8; 850,8.




137

(28)

Tabela 30 - Atribuigdes de 'H (200 MHz) e "°C (50,3 MHz) para a substancia 28

em (CD3)2CO

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)

1e7 7,87 (2H, d, J=16) 140,79

2e6 7.55 (2H, d, J=16) 129,90
3 - 184,22
4 6,08 (2H, s) 102,49
5 - 172,17

1e1” - 135,80

2, 27, 7,38 (4H, m) 131,96

6'e 6”

3, 3, 7,02 (4H, m) 130,86

5'e 5”

4’e4” - 133,90

Ponto de fusdo: 189° C

V.- VN em™: 3411,1: 3036.8; 2924,0; 2853.7: 1685,8: 1280,0; 970,0.
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(29)

Tabela 31 - Atribuigdes de 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para a substancia 29

em (C D3),CO.

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (6, ppm)
1e7 7,66 (2H, d, J=16) 141,22
2eb 6,90 (2H, d, J=16) 125,10

3 - 184,38

4 6,11 (2H, s) 102,49

5 - 168,86
17e1” - 128,99
2, 27 7,43 (2H, d, J=2) 111,79
3'e 3” - 148,38
4'e4” - 150,30
5e 5” 7,10 (2H, d, J=8) 114,41
6'e6” 7,36(2H, dd, J=8 e 2) 121,30
OCH; 3,93 (3H, s) 56,32

OH 8,40 (2H, s ) -

Ponto de fusdo:; 177°C

IV VB em™: 3448 4; 1624,5; 1577,8; 1507,4; 1444,2: 1331,9; 970,6.
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(30)

Tabela 32 - AtribuicBes de 'H (200 MHz) e '*C (50,3 MHz) para a substancia 30

em (CD;),CO.

C iH (6, ppm, J, Hertz) 13C (&, ppm)
1e7 7,64 (2H, d, J=16) 141,03
2e6 6,69 (2H, d, J=16) 121,86

3 - 184,37

4 5,96 (2H, s) 101,79

5 - 172,03
1'e 1” - 127,52

2, 27, 7,54 (2H, m) 130,90

6'e 6”

3, 3%, 7,63 (2H, m) 116,58

5’e 5”

4’'eq” - 160,37
OH 8,91 (2H, s) -

Ponto de fusdo: 115° C
LV.: v¥B" em™: 3400,0; 3223,9; 1600,4; 1563,7; 1513,9; 1442,6; 1341,6; 1138,9;

980,5.
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3.3- Analise dos resultados de atividade biologica

Tabela 33- Valores de DLsg das substancias obtidas.

Substancia DLsptDP  DLsgtDP  Substancia DLsgtDP  DLggtDP
(ng/mL) (umoles) (g/mL) (umoles)
1 9,00+2 24,45+5 16 32,66+2 103,03+5
2 17,55+3 38,82+7 17 77,67+4  281,41+6
3 39,2444  105,48+9 18 113,31+3 407,58+5
4 23,10+2 62,09+5 19 27,3243 88,70+6
5 51,23+3  136,25+6 20 Inativo -
8 14,1242 34,27+5 21 9,16+5 24,89+7
7 31,5747  76,25+12 12 11,38+3 30,92+7
3 2,00+5 5,05+9 23 53,80+2 162,04+5
E 3,96+7 12,53+13 24 56,65+3  156,49+5
10 1,24+5 2,79+9 25 37,31+4  90,55+7
1 48,50+6 119,45+15 26 41,03+3 134,96+5
12 9,26+1 23,15+3 27 22,46+4 51,75+6
13 27,10+4 59,42+6 28 35,48+5 103,13+7
14 25,32+5 55,52+8 29 18,3643 59,61+7
15 25,80+8  86,00+15 30 15,3244 49,7448
Pentamidina 0,04 0,11

DP- desvio padrao

Para as substancias utilizadas neste teste, valores de DLsg até 2,00 ug/mL,

foram considerados interessantes para teste in vivo.




3.3.1- Comparagao entre substancias p-dicarbonilicas insaturadas e

saturadas

Influéncia da ligagao dupla: A perda das duplas ligagées leva a uma perda

significante de atividade, quando se compara8com11e1com4.

Influéncia da metilagao do grupo p-hidroxi: A metilagdo do grupo p-hidroxi leva-
nos a crer que o aumento da densidade eletrénica também favorece o aumento da
atividade. Talvez, um aumento da lipofilicidade, embora pequeno, mas

interessante. Comparando 1 com 8 e 4 com 11.

3.3.2- Comparagao das substancias B-diidroxi insaturadas com as

substancias p-diidroxi saturadas.

e Neste caso, para substancias com um sistema j3-diidroxi parece que a perda da

conjugacao afeta a atividade. No entanto, a presenca de grupos metoxi parecem

favorecer o aumento da atividade.

3.3.3- Comparacao dos efeitos das substituicoes no anel aromatico nas

substancias B-dicarbonilicas insaturadas.

e O produto sem substituintes é o menos ativo, o que leva a crer que a

substituicdo € fundamental para o aumento da atividade.



e Grupos doadores de elétrons também favorecem o aumento da atividade. Desta
forma, o produto 1 deveria ser mais ativo que o produto 9 , ou pode-se ainda
levantar a hipétese de que o substituinte na posicao meta nao afeta ou favorece

significativamente o aumento da atividade.

3.3.4- Comparando as substancias p-dicarboniladas com as B- diidroxi

saturadas.

e Comparando as substancias 5 e 1 é interessante notar que o sistema [i-
dicarbonilico e B-diidréxi ndo altera a atividade, por outro lado quando compara-se

11 ed ¢érelevante o aumento da atividade do substancia [i-diidroxi.

3.3.5 — Efeito de protecao do sistema p-dicarbonilado e B- diidroxi sobre a
atividade.

e A observacdo que se faz neste caso é de que no sistema saturado 5 e 7 a
protecéo dos grupos hidroxi diminui a atividade, e pode-se observar o contrario

para o sistema insaturado 3 e 6.

e A protecéo das carbonilas interfere de alguma forma na atividade em relacéo ao

substancia 1, nesta comparacido devem ser levados em consideracdo tensées

criadas na molécula devido ao grupo volumoso gue é inserido.
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CAPITULO 4- CONCLUSAO
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Como resultado da analise dos testes de atividade bioldgica das substancias
obtidas, podemos considerar algumas hipéteses sobre a relagao entre a estrutura

e a atividade destas substancias:

4.1-Hipoteses sobre a relagdo entre a estrutura e a atividade dos

curcuminodides

* A perda da conjugacéo, pela reducdo das ligagdes duplas, revela a diminuicdo
da atividade biolégica, esta diminuigdo pode ser atribuida a perda da rigidez

sofrida pela molécula com a redugdo, como mostra a tabela a seguir.

» A reducao dos grupos carbonila, resulta em queda da atividade biologica,

indicada na tabela a seguir.

e Fungbes oxigenadas ligadas ao anel aromatico do curcumindide parecem
favorecer o aumento da atividade bioldgica independente das suas posicoes,

quando comparado com o produto sem substituintes.
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17) R1=R;=R3=R4=R s=H (LDsy= 281,41 umoles)

30) R1=R;=R,= R 5=H, R;=OH ( LDs= 49,74 pmoles)

10) R1=R4= R 5=H, Ry;=0CHs, Rs= 0-CH,-C=H ( LDsg= 2,79 pmoles)
9) Ri=R4= R 5=H, R;=R;=OH ( LDso= 12,53 umoles)

1) Ri=R4= R 5=H, R;=OH, Rs= OCH; ( LDso= 24,45 pumoles)

21) Ry=OH, R;=Rs= R 5=H, R3=OCH; ( LDso=24,89 pmoles)

22) R1=0OH, R2=R3= R 5=H, R4=0OCHj3 ( LD5=30,92 umoles)

e Outras substituicdes no anel aromatico diferentes das fungdes oxigenadas,
parecem nado favorecer o aumento da atividade biolégica. Como nas substancias

234 28.
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4.2-Hipotese sobre o mecanismo de agao.

Conforme foi amplamente exposto na discussdo deste trabalho sobre
mecanismo de agado da curcumina em diversas atividades bioldgicas relatados na
literatura, poderiamos levantar algumas hipdteses sobre o mecanismo de acéo
das substancias obtidas neste trabalho sobre as formas promastigotas de

Leishmania amazonensis em cultura:

e E nitdamente observado que a propriedade antioxidante da curcumina é a
principal responsavel pelas suas atividades bioldgicas, na captura de radicais

livres.

e Observamos que todas as substancias testadas que possuem substituintes
oxigenados no anel aromatico, foram também aquelas que apresentaram uma
maior atividade biolégica, o que sugere que estes substancias também podem

possuir o mesmo modo de agdo da curcumina.

e Uma outra hipdtese a ser sugerida como modo de acdo de nossas substancias €
aquela onde existe a interacao das substancias «,f3- insaturadas com o sistema

de biotransformacao relacionados a glutationa.

¢ A substancia 10 que apresentou o menor valor de DLso , teve a sua atividade
atribuida a presenga do grupo propargila inserido na hidroxila fendlica, o que |he

confere um maior carater lipofilico.
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Para finalizar nossas conclusdes verificamos que nossas substancias
apresentaram de um modo geral uma atividade biolégica representativa quando

comparados com a pentamidina (23).

Com este trabalho esperamos ter contribuido para a busca de novos
guimioterapicos, menos toxicos que a pentamidina, que poderdao ser
posteriormente avaliados para outras formas de leishmania. Ha necessidade de
aprofundar estes estudos in vitro e a realizacdo de testes in vivo, ate se chegar a
indicacbes de novas moléculas que possam efetivamente ser usadas como novos

agentes quimioterapicos.
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