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Resumo

A curcumina € um dos compostos presente no acafrdo-da-india, da planta Curcuma
longa. Tem despertado imensa curiosidade na comunidade cientifica devido as suas diversas
atividades biolégicas atuando em varias doencas inflamatérias, em varios tipos de cancro,
diabetes, entre outras. No entanto, a curcumina, apesar dos seus beneficios, apresenta uma
baixa biodisponilidade devido a sua baixa solubilidade em &gua, ou seja, tém uma ma
absorcdo, metabolismo rapido e uma répida eliminacdo o que limita significativamente os

efeitos terapéuticos da mesma.

De forma a melhorar a solubilidade da curcumina em agua e consequentemente as
suas propriedades medicinais sintetizaram-se com sucesso diversos derivados curcuminéides
utilizando dois métodos de sintese com condi¢des reacionais distintas. Todos os derivados
curcumindides foram caracterizados por técnicas como RMN (*H, *C, HMQC, COSY), FT-IR,

UV-vis e raios-X de cristal Unico.

Foram efetuados testes antioxidantes de forma a se poder analisar a capacidade

antioxidante de cada derivado curcumindide sintetizado.

Foi necessério, também, estudar a solubilidade dos varios derivados em agua, DMSO
e meios fisioldgicos, como o soro, com vista a estudar os curcuminéides como antidiabético

visto que é uma das propriedades da curcumina.

Outra técnica utilizada para melhorar as propriedades fisico-quimicas de alguns dos
compostos sintetizados, nomeadamente, a curcumina e alguns dos derivados curcumindides,
foi a co-cristalizacdo por mecanoquimica, utlizando cé6-formeros, como o resorcinol,
paracetamol, piperazina, entre outros, onde se obteve alguns co-cristais, analisados por raios-
X de pos. No entanto, devido a solubilidade de algumas misturas ter aumentado

significativamente pde-se a hipbtese da existéncia de misturas eutécticas.

Palavras-chave: curcumina, derivados curcumindides, solubilidade, co-cristalizacao,

mecanoquimica, co-formeros.
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Abstract

Curcumin is one of the compounds present in the turmeric of the Curcuma longa plant.
It has attracted immense curiosity in the scientific community due to its diverse biological
activities acting in several inflammatory diseases, in several types of cancer, diabetes,
amongst others. However, curcumin has a low bioavailability because of its low solubility in
water. Curcumin has poor absorption, rapid metabolism and rapid elimination which

significantly limits its therapeutic effects.

To improve the solubility of curcumin in water and consequently its medicinal
properties, several curcuminoid derivatives have been successfully synthesized using two
synthetic methods with different reaction conditions. All the curcuminoid derivatives were
characterized by techniques such as NMR (*H, *C, HMQC, COSY), FT-IR, UV-vis and single

crystal X-rays.

Antioxidant tests were carried out to analyze the antioxidant capacity of each

curcuminoid synthesized.

It was also necessary to study the solubility of the various derivatives in water, DMSO
and biological environment, such as saline, to study the antidiabetic properties of

curcuminoids.

Co-crystallization by mechanochemistry was used to improve the physicochemical
properties of some of the synthesized compounds, namely curcumin and some curcuminoid
derivatives. The co-formers used in the co-crystallization were resorcinol, paracetamol,
piperazine, among others. Some crystalline powders were obtained and were analyzed by
powder X-rays diffraction. However, the hypothesis is that are eutectic mixtures because the

solubility of some blends has increased significantly.

Keywords: curcumin, curcuminoid derivatives, solubility, co-crystallization,

mechanochemistry, co-formers.
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1. Introducao

A curcuma (Curcuma longa) (Figura 1), mais conhecida como acafrdo-das-indias, é
uma especiaria que tem despertado bastante interesse ha comunidade cientifica devido as
suas propriedades medicinais. E uma planta herbacea, perene, tuberosa de folhas grandes e
longas pertencente a familia do gengibre que cresce num clima tropical sendo nativa do Sul

da Asia, India e Indonésia. As condi¢bes geogréaficas da regido e as caracteristicas do solo

podem afetar o seu crescimento, a composicéo nutricional e a qualidade da planta. * 2

h-. N

Figura 1 — Rizoma da Curcuma longa.

Esta planta tem diversas utilizagdes por todo o mundo, por exemplo, na india, é

utilizada como especiaria, no Japdo é servida como cha, na Tailandia, € usada como

cosmeético e na China como corante, entre outras utilizagées. 3

Os extratos em p6 das raizes secas desta planta podem conter 6leos ndo volateis e
volateis, proteinas, gordura, minerais, hidratos de carbono e curcuminéides. Os
curcumindides sdo uma mistura de trés compostos principais: curcumina (1) (77 %),
desmetoxicurcumina (2) (DMC, 17 %) e bisdesmetoxicurcumina (3) (BDMC, 3 %) — apesar
dos estudos, efetuados nos dias de hoje, se focarem mais na curcumina, 0S outros
curcumindides também possuem atividade bioldgica, no entanto, a curcumina é muito mais
eficaz devido a presencga dos grupos metoxi no anel fendlico (curcumina (1) > DMC (2) >
BDMC (3)). (Figura 2) 3
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curcumina (1)

desmetéxicurcumina (2)

T
HE OH

bisdesmetéxicurcumina (3)

Figura 2 - Curcumindides presentes no rizoma da curcuma (adaptado de 3)

A curcumina (1,7-bis(4-hidréxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona), cuja a formula
guimica é C2H20e, é 0 componente mais ativo encontrado no rizoma da curcuma,
constituindo 2-5 % do p6 da mesma e é a responsavel pela cor amarela da especiaria.
Consiste em duas unidades aromaticas cada uma contendo um grupo metoxi e um fendlico,
ligadas por uma cadeia polieno, dentro da qual existe um grupo ceto-endlico ou di-ceto. Foram
determinadas trés constantes de acidez, duas pertencentes aos grupos hidréxilo e um para o

enol. 4

O facto de a curcumina ser uma 3-dicetona a, B-insaturada faz com que esta apresente
tautomerismo ceto-endlico, ou seja, a forma ceto existe em equilibrio com o tautémero enol.
A forma ceto predomina em soluc¢des aquosas acidas/neutras e no estado sélido enquanto
gue a forma endlica da cadeia heptadiona predomina em solu¢des aquosas alcalinas. As
ligacbes C-H do carbono central sdo muito fracas devido a deslocalizacéo de eletr6es com os
oxigénios vizinhos. A porcdo de equilibrio ceto-endlico da curcumina determina as suas

propriedades fisico-quimicas e antioxidantes. (Figura 3) > ©

H H.
Ol/ o o \IO
A ONF X =
O O
Rq Rf Ry Ry Ry
Ry Ry Ry Rz

Figura 3 - Tautomerismo ceto-endlico (adaptado de 5)

7

E uma substancia cujo ponto de fusido é aproximadamente 182 °C, lipofilica e
fotossensivel que ndo é soluvel em 4gua a valores de pH &cido e neutro, no entanto, é
altamente solUvel em solventes organicos proticos e aproéticos polares — DMSO é o solvente

recomendado para o trabalho biolégico. %3
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Em relacéo as propriedades fotofisicas, a curcumina tem o seu maximo de absor¢éo
dependente do solvente — varia entre 408 e 430 nm — e 0 seu maximo de emisséo ainda mais
dependente de solvente — ocorre entre 460 e 560 nm. A curcumina é fracamente fluorescente
na agua — emite aproximadamente a 540 nm e apds a excitacdo a aproximadamente 465 nm
— mas ao ligar-se a superficies hidrofébicas de proteinas, a fluorescéncia maxima muda para

azul e a emisséo é bastante aumentada. ¢

Nos tempos antigos, a curcumina apareceu nos métodos de tratamento da medicina
Ayurveda — aplicados na india — para o tratamento de doencas de pele, lesdes, infecdes
oculares e acne. Também era utilizada nos métodos tradicionais de tratamento designados
por Jiawei-Xiaoyao — aplicados na China — no tratamento de vérias doencas, nomeadamente,
dispepsia, stress e depressao. Nos ultimos 30 anos, a curcumina demonstrou ter propriedades
antidiabéticas, antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatoérias, anti tumorais entre outras.
Provou-se também que esta é capaz de modular efetivamente alvos moleculares que tém um
papel importante na patogénese de muitas doengas. Determinou-se também que a curcumina
desempenha um papel importante na regulacdo de citocinas, cinases, enzimas, fatores de
crescimento e de transcricdo, recetores, moléculas metastaticas em quase todas as fases do
desenvolvimento de muitas doengas. O facto da sua estrutura possuir um alto nivel de
metilagcdo e um baixo nivel de hidrogenacdo, confere & curcumina melhores propriedades

antioxidantes. 23

Existem varios recursos na estrutura quimica da curcumina que a tornam favoravel e
versatil como parceira de ligacdo para uma variedade de moléculas alvo. Por exemplo, a
curcumina possui dois grupos hidrofébicos fendlicos conectados por uma cadeia
relativamente flexivel, o que permite que a molécula assuma diferentes conformacdes que
podem maximizar as intera¢des 11-1T e de van der Waals com aromaticos e outros aminoacidos
hidrofébicos presentes nas proteinas. Os grupos hidroxi e metoxi, tal como os grupos cetona
e enol, presentes nas extremidades e no centro da molécula, respetivamente, podem
participar em interacdes fortes por pontes de hidrogénio. Por fim, a possibilidade do
tautomerismo ceto-endlico introduz uma funcionalidade adicional para arranjar grupos
doadores e aceitadores de liga¢des de hidrogénio. Além disso, as insaturacdes presentes na
molécula podem servir como aceitadores de Michael para ataque nucledfilo por grupos tiol de

residuos de cisteina. (Figura 4) 710
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Figura 4 - Caracteristicas estruturais da curcumina (adaptado de 7)

Através de estudos clinicos realizados com seres humanos, foi determinado que a
curcumina era segura e eficaz mesmo quando usada em doses elevadas. Os curcumingides
foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) como ‘Geralmente Reconhecidos

como Seguros’ — GRAS. 23

Por exemplo, a administragcdo oral na dose de 6 g/dia por 4-7 semanas foi segura em
humanos — no entanto, deve ser mencionado que a curcumina pode ser absorvida em
pequenas quantidades no sistema gastrointestinal. Verificou-se também que esta era segura
em determinadas doses (inferiores as doses orais) na administragcdo intravenosa em seres

humanos. Além disso, a curcumina é um agente ndo mutagénico e ndo genotdxico. !

Apesar dos seus beneficios, um dos principais problemas alimentares da ingestédo de
curcumina por si s6 € a sua baixa biodisponibilidade devido, principalmente, a sua ma
absorcao, metabolismo rapido e rapida eliminacdo — o que limita significativamente os efeitos
terapéuticos da mesma. Um estudo feito ! provou que 60-70 % da curcumina administrada
por via oral é eliminada nas fezes devido a baixa solubilidade em agua, menor absorcéo e
rapido metabolismo intestinal. De forma a melhorar a biodisponibilidade, foram testados varios
agentes, sendo que a maioria deles foram desenvolvidos para resistir ao processo metabdlico
da mesma. Por exemplo, a piperina — componente ativo da pimenta do reino — um
intensificador de biodisponibilidade esta associado a um aumento de 2000 % na

biodisponibilidade da curcumina criando um complexo com a mesma. 23
1.1. Propriedades antioxidantes de curcuminoides

A producao de espécies reativas nos organismos vivos decorre do normal metabolismo

celular, inclusive durante o processo normal de cicatrizacdo de feridas, sdo formadas, em
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baixos niveis, espécies reativas de oxigénio (ROS) para uma defesa mais eficaz de invasores
patdgenos e para a sinalizagdo intracelular — especialmente para a angiogénese. Uma vez
produzidos, muitos dos radicais livres séo neutralizados pelas defesas celulares antioxidantes
(enzimas e outras moléculas). As espécies reativas exibem um papel duplo, apresentando

simultaneamente acao benéfica e toxica.

De forma a neutralizar os efeitos tdxicos dessas espécies, todas as células de
mamiferos contém um sistema de enzimas antioxidantes, bem como pequenas moléculas
antioxidantes que podem desintoxicar radicais ou reparar moléculas oxidadas no local das

feridas. 1% 13

Em condi¢cbes normais, a célula & capaz de manter um equilibrio adequado entre
oxidantes e antioxidantes. A produc@o excessiva de espécies reativas de oxigénio ou a
diminuicdo dos niveis de espécies antioxidantes conduzem ao stress oxidativo, ou seja, a
alteracdo do equilibrio oxidante/antioxidante em favor do primeiro o que contribui para uma

vasta gama de doencas como doencas inflamatérias, cancro, entre outras. 213

Em suma, existem varios fatores que podem retardar o processo de cicatriza¢do o que
resulta numa ferida cronica ou debilitada — um exemplo, é o stress oxidativo — sendo que
nestes casos, existe a necessidade de uma terapia antioxidante. Esta terapia consiste na
introdugdo de antioxidantes para atacar as espécies reativas de oxigénio — a sua eliminagéo
na area da ferida é considerada uma abordagem vital para melhorar a cicatrizacéo de feridas

cronicas. 1#13

A curcumina melhora a cicatrizacdo de feridas dérmicas, reduzindo as espécies
oxidativas. A potente atividade antioxidante desta resulta da sua capacidade de transferir
eletres — devido a variedade de grupos funcionais, nomeadamente, dicetonas. No estudo de
Sardjiman ! concluiu-se que os compostos metoxilicos sdo mais potentes que a curcumina,
0O que mostrou que 0s grupos metoxi sdo essenciais para uma melhor capacidade
antioxidante. Os grupos hidréxi na posicdo para dos anéis aromaticos fornecem também a
capacidade de remocdo de ROS — estudos realizados mostram que estes grupos sao
fundamentais na atividade antioxidante — pois, estes reagem com os radicais livres de

oxigénio. 2 1°

s

O efeito da curcumina sobre os radicais livres € realizado por varios mecanismos
diferentes: pode eliminar de diferentes formas os radicais livres, como espécies reativas de
oxigénio e azoto (ROS e RNS, respetivamente), pode modular a atividade das enzimas ativas

na neutralizacéo de radicais livres e, além disso, pode inibir as enzimas geradoras de ROS. *

16
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A curcumina acelera o processo de cicatrizacdo da ferida cicatricial, trabalhando nas
fases inflamatérias, proliferativas e de remodelagdo da cicatrizacdo de feridas sendo que a
administracdo oral e aplicagdes tépicas sao as formas preferidas para a toma. No entanto, na
aplicacdo terapéutica, demonstrou um papel farmacolédgico restrito devido a sua baixa
disponibilidade oral, metabolismo rapido e meia-vida curta. Para além disso, como visto
anteriormente, o facto de ser um composto hidrofébico — tendo assim uma baixa solubilidade
em meios aquosos — torna-a num farmaco ndo adequado para a aplicacdo topica na area da
ferida. Recentemente, neste contexto, a utilidade tdpica terapéutica da curcumina para a
cicatrizacao de feridas foi otimizada pelo desenvolvimento de diferentes sistemas de entrega
eficientes, cujo objetivo principal € alcancar uma melhor solubilizacdo, proteger a curcumina
contra a inativagdo por hidrélise e, acima de tudo, para formular uma plataforma para

libertacdo sustentada e lenta do farmaco na forma solubilizada. 2 13

E de notar que a capacidade antioxidante da curcumina esta diretamente ligada a
capacidade preventiva do cancro. A sua simplicidade estrutural e a sua nado toxicidade,
juntamente com seus problemas, como a baixa biodisponibilidade, fizeram desta molécula um
promissor composto lider para o desenvolvimento de potenciais agentes antioxidantes e

quimiopreventivos do cancro. 13

Embora a curcumina apresente atividade antioxidante, varios analogos foram

desenvolvidos para melhorar essa propriedade. Estudos feitos concluiram que:

e ab-clorocurcumina, preparada a partir da curcumina natural, possui atividade
sequestradora de radicais livres; '

e um derivado pirazdlico da curcumina, protege as células neuronais contra a
toxicidade, diminuindo a formagé&o de ROS, reduzindo também a apoptose -
atuando nas mitocondrias; 8

e outro derivado da semicarbazona da curcumina (CRSC) também mostrou uma

atividade antioxidante eficiente. 1°
1.2. Propriedades anti-inflamatorias de curcuminoides

A curcumina também € conhecida pela sua eficicia na inibicdo da proliferacdo de
células inflamatodrias, metastase e angiogénese através de varios alvos moleculares. Estudos
de larga escala mostraram que a inflamacgéo altera as vias de sinalizacdo e, portanto, os
mecanismos estao relacionados com o aumento de biomarcadores inflamatérios, peréxidos

lipidos e radicais livres. 13

Muitas doencas cronicas estdo diretamente ligadas ao stress oxidativo, sendo que 0s

processos patologicos estédo relacionados com os da inflamagdo — um pode ser facilmente
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induzido por outro — as células inflamatérias libertam uma série de espécies reativas no local
da inflamacgé&o levando ao stress oxidativo.

O fator de transcricdo NF-kB que se encontra ligado ao seu inibidor IkBa encontra-se
inativo no citoplasma. As espécies reativas de oxigénio provocam uma série de sinalizacées
intracelulares que aumentam a expressao génica pro-inflamatoéria. Consequentemente o
inibidor IkBa sofre uma fosforilagdo e o NF-kB é levado para o nucleo das células onde ir4

promover a transcricdo de diversos genes relacionados com resposta inflamatoéria aguda,
aumentando a inflamacéo. 13 20

A curcumina pode inibir o fator de transcrigcdo inibindo a fosforilagdo do IkBa,

prevenindo a sua deslocagdo para 0 nucleo e provocando, por sua vez, ndo ativando a
transcricdo de varios genes responsivos. (Figura 5)*3

]
]
ol
el
[ ]

o lalene
0|.|.|.| 0

-

Promogao de <=  NF-kB 0*— NF-kB
transcricdo de

genes IkBa

Figura 5 - Esquema da atuagéo da curcumina no processo de inflamagéo (adaptado 13)

Esta propriedade esta associada a simetria da estrutura, posicao dos substituintes
juntamente com o numero de grupos metoxi, para além disso, um estudo realizado mostrou
gue a presenca das ligacdes duplas na cadeia linear e os grupos hidroxi na posicao para do
anel aromatico sédo bastante importantes para esta propriedade. 2% 22

z

Sendo assim, a curcumina é indicada pela sua eficacia no tratamento de varias

doencas inflamatérias, como obesidade, diabetes, doencas neurol6gicas e doencas
inflamatérias intestinais. 2

Apesar da curcumina ser bastante eficaz, outros analogos foram testados in vivo

utilizando o edema da pata de rato. 2 Dos compostos testados o que apresentou maior
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percentagem de inibicdo € o que contem, na posicao para e na posicdo meta dos anéis
aromaticos, grupos hidroxilo (Figura 6a). Outra conclusdo foi que o facto de substituir o
esqueleto de B-dicetona da curcumina por um anel pirazol aumentou também a atividade anti-

inflamatoria. 13

Andler e colaboradores 2* examinaram uma série de analogos de curcumina e todos
mostraram uma elevada taxa de inibicdo de mediadores inflamatérios, mas o composto que
contem apenas um grupo éster na posi¢cdo para do anel aromatico (Figura 6b) foi o mais
eficiente, o que tornou possivel concluir que substituintes lipofilicos e polares no anel

aromético, como grupos metoxi ou metil éster, melhoram as capacidades anti-inflamatérias

4] o]
,f\[/j]:m—l | PN =
.
= OH  HCOOC & b) & COOCH,

Figura 6 — Compostos testados que apresentam uma melhor capacidade inflamatéria: a) teste in vivo
utilizando o edema da pata de rato- composto 4 2%; b) composto estudado por Andler e colaboradores- composto
5. 24

dos compostos. 3

A Tabela 1 mostra quais 0s grupos funcionais que melhor promovem a atividade anti-

inflamatdria dos analogos da curcumina.

Tabela 1 - Propriedades anti-inflamatorias dos analogos da curcumina e as respetivas referéncias

Grupo funcional promotor da atividade Referéncia

Anel pirazoélico =

Grupo metoxi ou metil éster no anel aromatico 24

Grupo dietilamina na posicdo para do anel aromatico 2

Aumento do nimero de grupos metoxi 26

Anélogo enona com espaco de 5 carbonos entre 0s anéis aromaticos 2

1.3. Doencas inflamatorias

1.3.1. Doencas cardiovasculares

De acordo com o Heart Disease and Stroke Statistics, as doengas cardiovasculares
sdo atualmente uma das principais causas de mortalidade nos paises desenvolvidos e em

desenvolvimento — superando em grande escala as mortes relacionadas com o cancro —
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consistindo num amplo espectro de doencas, como isquemia miocardica, cardiomiopatia,

hipertensao e arritmia. 2

Segundo um relatério da OMS/ FAO (1974), as populac¢des indigenas que ingerem
entre 2 e 2,5 g de curcuma por dia sdo mais saudaveis e apresentam menor risco de doencas
cardiacas o que sugere que as doencas cardiacas sao preventivas e dependem largamente
dos habitos alimentares, apoiando assim a curcumina como um candidato terapéutico para

doencas cardiacas.?® %

A inflamacdo desempenha um papel importante no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. Em primeiro lugar € amplamente conhecido que a inflamacéo e o stress
oxidativo contribuem para a aterosclerose que se caracteriza pelo dano oxidativo que afeta as
lipoproteinas e as paredes dos vasos sanguineos. Em segundo lugar, as citocinas pro-
inflamatérias reguladas pelo NF-kB sado ativadas e causam lesbes cardiovasculares
juntamente com a proteina C-reativa (CRP) —proteina produzida no figado que esta presente
em pequenas quantidades no sangue das pessoas saudaveis. Sendo assim, a curcumina €
indicada para o tratamento deste tipo de doencas por ter o efeito anti-inflamatério por meio de

varios mecanismos diferentes. 3031

Outra doenga cardiaca bastante conhecida é a arritmia caracterizada por um batimento
cardiaco irregular. A curcumina alivia a arritmia de varias formas, direcionando os canais
ionicos envolvidos na excitabilidade cardiaca e na propagacao do potencial de acdo. Broskova
e colaboradores * relataram que a curcumina reduz os batimentos prematuros ventriculares,
a taquicardia ventricular e a fibrilacdo ventricular. Estudos demostraram ainda que esta pode
melhorar as taquiarritmias ventriculares induzidas pelo sindrome de Brugada — é uma arritmia

hereditaria que predispde arritmias ventriculares fatais. 3

Sendo assim, apesar de ser um potente agente protetor contra varias doencas
cardiacas, nao é utilizada para tal, devido a fatores descritos anteriormente, nomeadamente,
o facto ter uma baixa disponibilidade sistémica e o facto de possuir efeitos colaterais como

prolongar o intervalo QT e causar uma cardiotoxicidade potente no miocardio. 3*

Devido a estes obstaculos, os investigadores tentaram mudar a sua estrutura
molecular. O grupo de Azis * relatou que um novo derivado da curcumina (NCD) superava a
sua baixa biodisponibilidade in vivo devido ao facto de ser solivel em agua e
consequentemente melhorava os sintomas de cardiomiopatia nas mesmas doses de

curcumina original em ratos diabéticos. 3¢

Além disso, combinacdes adequadas de medicamentos que podem otimizar as

propriedades terapéuticas da curcumina sdo uma via promissora. Wang e seus investigadores
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$7.calcularam o indice de combinacéo (Cl) de varias drogas com a curcumina para otimizar a
sinergia dessa combinagdo contra a isquemia miocérdica e descobriram que a co-
administracdo de curcumina e celecoxib (um farmaco anti-inflamatério ndo esteroide) pode

melhorar os efeitos protetores contra a isquemia sendo melhor do que a curcumina sozinha.
1.3.2. Doencas neurodegerativas

As doencas neurodegenerativas sdo causadas pela regulacdo anormal de proteinas e
neurénios lesionados. O envelhecimento € um fator de risco significativo para as doencas
neurodegenerativas. Considera-se que a curcumina pode ser eficaz nos mecanismos de
envelhecimento, pois, pode impedir as alteracdes nas proteinas celulares que ocorrem

mantendo a homeostase proteica. 3

Em doencgas neurodegenerativas, como o Alzheimer, caracterizada pela inflamacéo e
lesdo oxidativa, o desenvolvimento anormal de proteinas causa mutacdes genéticas. A
curcumina, nesta doenca, como antioxidante e devido as suas propriedades anti-inflamatorias,

pode melhorar as fun¢des cognitivas retardando a deteorizagdo dos neuroénios em pacientes.

38,39

Dolai e colaboradores “° mostraram que, em comparagdo com a curcumina, um
derivado acucarado sintético (Figura 7) apresenta uma capacidade antioxidante mais
poderosa, enquanto que a curcumina inibe a agregacao de péptidos, caracteristico deste tipo
de doencas, em concentracdes micromolares esse andlogo inibe em concentracdes

nanomolares.

O O
OTTTCC
O HO OH
[o) 0O
SR E L0
N:N OH OH

Figura 7 - Derivado agucarado sintético da curcumina #°

A doenca de Parkinson, uma das doencas neurodegenerativas mais comuns
caracterizada pela perda de neurénios na substancia negra é classificada como um transtorno
do movimento causando uma marcha anormal, tremores, rigidez e lentiddo dos movimentos.

A curcumina, tem como efeito biol6gico mais importante, relacionado a neuroproteccao, a sua
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funcdo antioxidante que protege os neurdnios da substantia nigra melhorando os niveis de

dopamina. 4142

Por fim, outros estudos tém-se focado na acéo da curcumina sobre a depresséo e
foram observados efeitos positivos no tratamento. Esta alterou os biomarcadores da

depressdo melhorando o humor dos pacientes. 42

Lopresti e os seus colaboradores “® conduziram um estudo, controlado por placebo,
gue concluiu que 4 a 8 semanas de tratamento com curcumina foi eficaz na melhoria dos
sintomas relacionado com o humor dos pacientes. Posteriormente, o mesmo grupo *
demonstrou que a suplementacdo de curcumina afetou varios biomarcadores que podem ser

responsaveis pelo efeito antidepressivo.

A capacidade de a curcumina atravessar a barreira hematoencefélica é fundamental
para o seu desenvolvimento como agente neuroprotetor e embora se tenha sugerido essa
capacidade para fornecer neuroproteccdo em modelos animais pré-clinicos de doencas
neurodegenerativas este assunto requer ainda uma investigacdo significativa. Srinivas %°
demonstrou que a curcumina permanecia no cérebro dos ratos apds a sua ingestdo oral
durante um periodo de 96 horas, com um efeito de pico observado em 48 horas. Begun #¢
detetaram a presenca de curcumina no tecido nervoso apds a administracdo de curcumina
por sonda oral, bem como por injecdo intramuscular. Mythri e Bharath * apds uma reviséo
minuciosa de varios estudos em que investigaram a capacidade da curcumina de atravessar
a barreira hematoencefalica concluiram que, embora a curcumina acumule no cérebro, a sua
biodisponibilidade é limitada e de curta duragdo. Assim, é necessario um esfor¢o adicional
para aumentar a sua capacidade de se acumular no cérebro visto que é um parametro

extremamente critico no seu potencial neuroterapéutico.:

No entanto, Cole e colaboradores 4’ concluiram que os efeitos mecanisticos e
bioquimicos da curcumina, principalmente em estudos in vitro, ttm uma resposta bifasica e
dependente da dose. O sucesso terapéutico depende da obtencéo das concentracdes séricas
em estudos clinicos; altas doses de curcumina ndo s6 possuem uma potencial toxicidade
como também sdo improvaveis de serem alcancadas através da administracdo oral. Nas
doencas neurodegenerativas os regimes de dosagens também tém uma importancia

significativa para o sucesso terapéutico da curcumina. 42
1.3.3. Alergias e asma bronquial

Em 2010, um total de 25,7 milhdes de pessoas no mundo sofriam de asma sendo que
as citocinas inflamatdrias sdo mediadoras deste tipo de doencas pro-inflamatérias. Ha relatos

de que o0 uso de curcumina pode reduzir as reacbGes alérgicas e melhorar o
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descongestionamento das vias nasais devido ao facto de possuir grupos hidroxilos na sua

estrutura. *®

A administracdo intranasal de curcumina num modelo de asma crbnica preveniu a
acumulacéo de células inflamatérias nas vias aéreas e mudancas estruturais associadas a

asma cronica. *°

Abidi e colaboradores * investigou a eficacia desta como terapia adicional em
pacientes com asma brénquica. A administracdo de capsulas de curcumina melhorou os
valores obtidos o que significa uma melhoria na desobstrugédo das vias aéreas. Além disso,

também foram obtidos melhores parametros hematoldgicos.
1.3.4. Obesidade

A obesidade é o aumento anormal do peso corporal causando problemas de salde e
na qualidade de vida geral é considerada o maior fator de risco para o aparecimento de

diversos disturbios de satde como hipertenséo, diabetes e diversos tipos de cancro.%: 5!

Um estudo publicado demonstrou o efeito hipolipemiante da curcumina na diminui¢éo
dos triglicéridos e dos acidos gordos livres no plasma de ratos alimentados com um alto teor
de gordura. Outro estudo efetuado provou que a capsaicina (componente ativo do pimentéao
vermelho), quando testado para reduzir o colesterol sanguineo em ratos alimentados com um
alto teor de gordura néo foi eficaz, no entanto, em conjunto com a curcumina foi bastante

eficaz. 5%

A alimentacgéo de curcumina (1 % m/m) em ratos diminuiu significativamente os niveis
de triglicéridos no figado, 0 que sugere que essa possa ser uma estratégia terapéutica util

para o tratamento da obesidade.>
1.4. Cancro

O cancro é uma doenga multifacetada caracterizada pela acumulagdo gradual
mutantes a nivel genético seguindo-se pela proliferacdo e crescimento anormal das células.
O efeito anticancerigeno e anti-inflamatério da curcumina tem uma ampla gama de efeitos
terapéuticos em varios tipos de cancro como o cancro intestinal, pancreas, 0ssos, mama e

cérebro. %

A curcumina tem mostrado um efeito bastante positivo nas diversas fases do
desenvolvimento do cancro, para suprimir a transformacgéo, o comeco, o desenvolvimento e a
invasao do tumor, a angiogénese e a metastase. Sendo, no entanto, necessario ainda um
ajuste da dose terapéutica que possa induzir a apoptose das células cancerigenas e que

reforce a imunidade ao cancro. %57
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A curcumina também pode matar uma grande variedade de tipos de células tumorais
por meio de diversos mecanismos o que torna possivel que as células ndo desenvolvam
resisténcia a apoptose celular induzida pela mesma. O que desperta interesse por parte dos
investigadores na curcumina € o facto de esta ser seletiva as células cancerigenas, no
entanto, embora numerosos estudos em animais e ensaios clinicos tenham sido realizados,
sdo necessarios estudos adicionais para ultrapassar diversos problemas tais como a baixa

biodisponibilidade. 58
1.5. Diabetes

A diabetes é causada primeiramente pela obesidade e pelos maus habitos de vida.
Existem dois tipos de diabetes, Tipo 1 e Tipo 2, sendo que 0 mais comum € o Tipo 2, contando
com mais de 85 % do total da diabetes, € frequente em pessoas mais velhas e, é caracterizado
pela ineficacia do corpo a insulina, ja a diabetes do Tipo 1 € mais comum em criangas ou
jovens adultos e é um distlrbio autoimune que ataca as células B pancreaticas, prejudicando
a producao de insulina, fazendo com que os doentes necessitem de insulina exégena, pois, a

morte das células B do pancreas causa uma producéo deficiente de insulina. %92

Considera-se que o stress oxidativo e a inflamagédo desempenham um papel central
na patogénese da diabetes e é devido a este fator que a curcumina e 0s seus analogos
desempenham um papel importante como antidiabéticos. Ja foi estudado em animais,
nomeadamente, ratos e em testes clinicos que a curcumina provoca a diminuicao da glicose
no sangue, sendo que essas propriedades sdo atribuidas as suas agfes em numerosos alvos
relacionados com o metabolismo da glicose e lipidos, stress oxidativo, crescimento celular,

inflamacéao e apoptose. 6458

Como consequéncia, a diabetes, ao longo dos anos, podem provocar cardiomiopatia
diabética. Estudos realizados de forma a testar a possibilidade de a curcumina poder reduzir
o dano cardiaco em animais diabéticos mostraram que esta melhora a funcdo cardiaca e

reduz o stress oxidativo: 874

Alguns dos mecanismos de acdo conhecidos para a curcumina também foram
explorados para os seus anélogos, sendo que alguns destes compostos apresentam efeitos
redutores da glicose. A tetrahidrocurcumina (6) (Figura 8) é um composto sintético analogo
importante da curcumina. Experiéncias in vitro e in vivo mostram que esta € mais eficaz que
a curcumina na reducédo da glicose sanguinea, no entanto, como com a curcumina, a sua
biodisponibilidade na administracdo oral é limitada. Em ratos com diabetes a
tetrahidrocurcumina exibiu efeitos antidiabéticos, melhorando a liga¢éo especifica da insulina

aos seus recetores e modulando as atividades de miltiplas enzimas. 7>7°
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Curcumina Tetrahidrocurcumina (6)

Figura 8 - Curcumina e o seu anélogo tetrahidrocurcumina (6) 7®

A curcumina é responsavel por induzir e/ou ativar a enzima heme oxigenase 1 que
contém propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e anti-apoptéticas, fazendo com que
indiretamente atenue a morte celular e além disso, também aumente a sensibilidade a insulina
nas células do pancreas. Tem sido sugerido que a presenga do grupo carbonilo a, B-
insaturado € essencial para estimular a expressdo dessa enzima, uma vez que a
tetrahidrocurcumina, que possui uma cadeia central saturada, ndo apresenta essa atividade.
Os grupos metoxi também séo considerados importantes para essa atividade biol6gica, pois,
guanto mais grupos existirem na molécula mais a expressdo da heme oxigenase 1 é

observada. 883

Concluindo, pesquisas recentes forneceram a base cientifica para a curcumina
“tradicional” e confirmaram o importante papel da curcumina na prevencao e tratamento de
diabetes e seus distlrbios associados, no entanto, sdo necessarios estudos em humanos para
confirmar o potencial da curcumina. Além disso, mdltiplas abordagens também sao
necessarias para superar a solubilidade limitada e a baixa biodisponibilidade da curcumina.
Estes incluem a sintese de curcumindides e o desenvolvimento de novas formulagbes de
curcumina, tais como nanoparticulas, encapsulagéo lipossémica, emulsdes e comprimidos de
libertacdo prolongada. Com a biodisponibilidade melhorada e os resultados dos ensaios
clinicos da curcumina provavelmente esta tornar-se-4 num produto natural a frente dos

agentes terapéuticos num futuro proximo. 8486

1.6. Métodos de obtencédo da curcumina

1.6.1. Extracao e purificacdo da curcumina

Em 1815, a curcumina foi inicialmente isolada, pela primeira vez, da curcuma por
extracdo, no entanto, até a década de 1970 houve apenas alguns relatos sobre sua estrutura
guimica, sintese, atividade bioquimica e antioxidante. Embora a extracédo e a separacao desta
tenham sido relatadas em 1815, os métodos de extracdo, apds dois séculos, tém sido cada

vez mais aperfeicoados e melhorados. 87-8°

O método mais comum para a extracdo e purificagcdo da curcumina e outros

curcuminoides a partir da curcuma, é o0 da extracdo por solvente seguido por uma
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cromatografia em coluna. Utilizam-se diferentes solventes organicos e apds varios estudos,
concluiu-se que o melhor solvente seria o etanol, pois, embora os solventes clorados
extraissem a curcumina de uma forma bastante eficiente, no que diz respeito as industrias
alimentares ndo sdo bem aceites. ®° Existem outros métodos de extracdo que ja foram
testados e que, nos dias de hoje, sdo os mais utilizados, nomeadamente, extracdo de Soxhlet,
91,92 extracdo por ultrassons e por micro-ondas. *3 Recentemente, os métodos de extragcdo por

ultrassons e por micro-ondas foram relatados como os melhores métodos continuos. & -

Outro método de extragdo comercialmente viavel e bastante eficiente é a extragdo com
fluido supercritico utilizando dioxido de carbono, pois esté livre de solventes organicos. Sendo
gue as condi¢cbes normais de operacdo sdo pressdes entre 25-30 MPa e temperaturas de

aproximadamente 45 °C, 9-100

A curcumina pode ser posteriormente separada da mistura de curcumindides obtida
pelos métodos de extragdo por cromatografia em coluna usando silica gel e misturas de

solventes como diclorometano/acido acético ou metanol/cloroférmio. 97-102
1.6.2. Sintese da curcumina

Em 1918, surgiu o primeiro artigo sobre a sintese da curcumina por Lampe. 1% Este
método envolvia cinco etapas a partir do cloreto de carbometdxiferuloilo com acetoacetato de
etilo. Mais tarde, em 1964, Pabon 1% reportou um método de sintese mais simples e com
rendimentos altos (n=80 %) usando acetilacetona (1 equivalente) e vanilina (2 equivalentes)
na presenca de tribxido de boro (B20s3), borato de trialquilo e n-butilamina a temperaturas
elevadas. Antes da adi¢do da vanilina, o trioxido de boro € misturado com a acetilacetona
evitando a condensacdo de Knoevenagel do grupo metileno reativo e permitindo assim que
os grupos metilo laterais da acetilacetona ativados pela n-butilamina — utilizada como reagente
de extracdo de protdo — reajam com o aldeido da vanilina. E utilizado como solvente da reag&o
acetato de etilo e apds o complexo reagir com a vanilina o borato de tributilo é utilizado para
absorver a agua produzida durante a reag&o. Por fim é adicionado acido, HCI, para decompor
o complexo levando a obtencdo da curcumina (Figura 9). Também é possivel sintetizar os
derivados curcumindides utilizando temperaturas mais baixas e utilizando como solvente

acetato de etilo. 103 104
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Figura 9 — Método de sintese de curcumina segundo o método usado por Pabon %4

1.6.3. Sintese dos derivados curcumindides

A sintese do curcumindide BDMC é similar a sintese da curcumina, ou seja, segue 0
método de Pabon, no entanto, a sintese do DMC j& difere um pouco, pois, este Ultimo trata-
se de um derivado curcumindide assimétrico. A sintese deste curcumindide encontra-se
descrita na Figura 10. O intermediario monosubstituido desta reac¢ao € primeiro preparado por
uma condensacgédo alddlica entre a vanilina e a acetilacetona em quantidades equimolares.
Em seguida este é submetido a uma segunda condensag¢do com 4-hidréxibenzaldeido de

forma a obter-se o composto final. 1%
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Figura 10 - Sintese do composto 2 (DMC)

Vérios grupos de pesquisa fizeram pequenas alteragcbes ao meétodo utilizado por
Pabon de forma a se obter varios derivados curcumindides. A estrutura molecular da
curcumina é dividida em trés regides principais: dois anéis aromaticos substituidos ligados por
uma dicetona conjugada e os derivados produzidos apresentam modificagdes moleculares

em uma ou mais dessas regides. (Figura 11) 106

H1CO OCH,

HO OH

Figura 11 - Principais unidades estruturais da curcumina

Um método de sintese de curcumindides (Figura 12) utiliza 2,4-pentanodiona ou 2,4-
pentanodiona 3-substituida dependendo do curcumindide requerido e 6xido bdérico numa
primeira fase. Sao aquecidos a 120 °C e numa segunda fase, o benzaldeido apropriado é
dissolvido com borato de tributilo em acetato de etilo. Estes sdo adicionados gradualmente a

mistura anterior e em seguida, adiciona-se a n-butilamina e acetato de butilaménio.®’
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Figura 12 - Sintese de curcuminoéides que utiliza 2,4-pentadiona ou 2,4-pentadiona 3-substituido 107

Outro método de sintese 1% para a obtencdo de derivados curcuminoéides, neste caso
substituidos na posi¢ao central da cadeia carbonada, utiliza o 3-acetil-4oxopentanoato de terc-
butilo ou o acido 3-acetil-4-oxopentandico (Figura 13). Este é adicionado a uma suspensao
de B.Osem DMF e em seguida € adicionado borato de tributilo. Ap6s 30 minutos € adicionado
o benzaldeido apropriado e uma solugdo de n-butilamina em DMF. No caso do &cido 3-acetil-

4-oxopentandico a base utilizada é a morforlina

o) o) o o
H3;CO CHO
B,03, DMF H3;CO \ / OCHj3
+ n-butilamina, 80°C
HO
COOC(CHg)3 HO 7 COOC(CHg); OH
(e] o
HO CHO HO OH
B,03;, DMF
+ morfolina, 40°C
H;CO H;CO OCHg

COOH

Figura 13 - Sintese de curcumindides que utiliza 3-acetil-4oxopentanoato de terc-butilo ou acido 3-acetil-
4oxopentandico

A maioria dos analogos é obtida por condensagéo entre uma cetona e um benzaldeido,
embora alguns analogos possam ser obtidos a partir da curcumina ou outro derivado
curcuminoide, por modificagdes moleculares sob condi¢des que ndo causam sua degradagéo

como meio &cido.'%®

Um exemplo de sintese para obter novos curcumindides a partir da curcumina (Figura

14) é a utilizacao de NaOEt para ativar o grupo CH; na posicéo central. O sal posteriormente
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obtido é envolvido na formacdo de ciclos 1,4-dibromobutano ou 1,5-dibromopentano para
produzir os compostos finais. 11°

CICH2(CH2)3CH2Cl
CICH2(CH2)2CH2Cl

NaOEt

NaOEt

X=H, CH3
R1 =H, CH3, OCH3
R2 =CH3s, OCH3,0C2Hs5

Figura 14 - Sintese para obter novos curcuminéides a partir da curcumina 10

E possivel também obter derivados curcuminoides por transformacao de outros (Figura

15). Esta sintese consiste na adicao de TFA (50 % em diclorometano) ao composto 7 com
agitacdo por lh a0 °C. 108

‘ (H5C);CO0C

Figura 15 - Sintese para a obtencdo de compostos substituidos na posi¢ao central da cadeia carbonada

H4CO

HO HOOC 8 OH

1.6.4. Sintese da curcumina por micro-ondas

Jé& varios estudos foram efetuados sobre condensacdes aldélicas assistidas por micro-
ondas utilizando &cido bdrico, nomeadamente, as sinteses dos curcumindides 1-3 e de alguns
outros derivados, como andlogos carbociclicos da curcumina e heteroaril-
hidrazinocurcuminas. A reacdo nesses casos mostrou ter maiores rendimentos do que os

métodos convencionais e diminuiu significativamente o tempo de reacéo. & 109 111
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Um estudo feito obteve, através da condensacdo da curcumina com hidrocloreto de
hidréxilamina em &cido acético a 120 °C durante 10 minutos, o isoxazol da curcumina (11)
(Figura 16). Utilizando um reator de micro-ondas sob condigbes de aquecimento flash em
vasos selados. Mais uma vez os tempos de reacdo diminuiram e, em alguns casos, 0s

rendimentos melhoraram relativamente aos métodos classicos. 112

N——-~©O

X N

OCHj OCHj

Figura 16 - Isoxazol da curcumina (11) 2

Outro tipo de sintese utilizada para se obter analogos carboxilicos utiliza cicloalcanona
misturada com o Oxido de boro, onde posteriormente é adicionado o aldeido aromético
apropriado, e o0 acido acético e a morfolina para catalisarem a reacao. A mistura é colocada
no micro-ondas a uma poténcia elevada (900 W) e uma frequéncia de 2450 MHz durante 1
minuto sendo de seguida arrefecido durante 2 minutos. Os compostos foram purificados por
cromatografia em coluna de silica de gel, utilizando diclorometano-metanol como solvente

para a eluicdo. 3

1.7. Co-cristalizacéo

1.7.1. Co-cristais

A solubilidade e a dissolugédo sdo fatores chave na determinagdo da eficacia e da
atividade de um determinado medicamento. A melhoria dos perfis de solubilidade e dissolug&o
de moléculas de farmacos lipofilicos sem alterar a estrutura molecular e a sua atividade

farmacoldgica — é um desafio particular para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos.

114

Surge assim um grande interesse na co-cristalizacdo, em especial de produtos
farmacéuticos, visto que, o numero de formas sélidas disponiveis para a formulagcdo aumenta

drasticamente.

Co-cristais sdo uma classe de materiais bastante importantes que podem aumentar a
solubilidade e a dissolugédo através da formacdo de um cristal de um farmaco — produto
farmacologicamente ativo (PFA) — e outra molécula designada por co-formero com

composicdes estequiométricas especificas atraves de interagdes ndo covalentes, ou seja, €
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um cristal molecular multicomponente — uma substancia cristalina que compreende duas ou
mais moléculas quimicamente diferentes, na sua rede cristalina. Estes compostos tém
propriedades fisicas diferentes do PFA puro, nomeadamente, a densidade relativa, a
solubilidade, a compressibilidade, o ponto de fusao, entre outras. Os co-férmeros ndo devem
ser téxicos, sem efeitos colaterais e devem conter grupos complementares aos do PFA,
idealmente, devem estar incluidos na lista do EAFUS, que compreende mais de 3000
substancias que sdo adequadas como aditivos alimentares ou, aprovadas como Geralmente
Consideradas Seguras (GRAS), por exemplo, flavondides e nutracéuticos, como quercetina,

pterostilbeno e &cido p-cumérico.!** 1°

A solubilidade é determinada por dois fatores independentes: a for¢ca da rede cristalina
e a solvatacdo dos componentes do co-cristal. Para aumentar a solubilidade deve-se baixar a
energia da rede e/ou aumentar a afinidade com o solvente. Os co-cristais tém a capacidade
de influenciar ambos os fatores em diferentes niveis. A rede controla a solubilidade em
solventes onde ha pouca resisténcia a solvata¢éo, ou quando as interagdes solvente-soluto
sdo semelhantes as intera¢des solvente-solvente, como nas solugfes ideais. Por outro lado,
a solvatacdo tera um papel decisivo na solubilidade aguosa dos co-cristais como resultado da
hidrofobicidade do farmaco. A maioria dos co-cristais de farmacos hidrofébicos exibem esse
comportamento, pois, as limitagbes impostas pelas interacdes solvente-soluto reduzem a
solubilidade observada abaixo da determinada pela energia de rede. Em solventes organicos,
a magnitude da interacao solvente-soluto é frequentemente proporcional a magnitude da forca
da rede e os aumentos na solubilidade do co-cristal estdo correlacionados com a diminuigdo
do ponto de fusdo. Na agua, no entanto, a situacao € bem diferente, pois, a solvatacao limita
a solubilidade em maior grau que a forca da rede e a magnitude de cada fator ndo é
proporcional. Consequentemente, o ponto de fusdo ser4 um indicador fraco da solubilidade

aquosa para estes co-cristais.'#

Um co-cristal pode também ser arquitetado de modo a diminuir a solubilidade do PFA,
0 gue pode ser muito Gtil na industria agroquimica. Por exemplo, baixar a solubilidade de um
PFA ativo altamente solUvel é desejavel para evitar a rapida lixiviagdo da substancia aplicada

no escoamento. 115 116

A formacao de um co-cristal oferece muitas vezes a hipétese de transformar um PFA
amorfo ou dificil de cristalizar num sdélido cristalino estavel e facilmente manuseavel. Embora
os PFA’s amorfos sejam utilizados os produtos cristalinos sdo geralmente preferidos devido a

sua facil reprodutibilidade, caracterizacdo e maior estabilidade quimica. *°
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1.7.2. Métodos de obtencédo de co-cristais

Algumas técnicas de obtenc¢do de co-cristais séo a cristalizagdo por solugéo, por fuséo

e por mecanoquimica. 14

A cristalizacdo por solucéo € a mais comum, tendo como base, a dissolu¢do completa
dos reagentes, numa quantidade estequiométrica apropriada, e posterior evaporacdo do
solvente. A principal desvantagem desta técnica € o facto de os componentes do co-cristal

terem de ser solGveis no solvente selecionado para a cristalizagdo.

A sintese por mecanoquimica é sustentada pela forca mecéanica, ou seja, por
moagem, sem a necessidade de dissolucdo dos reagentes, e, portanto, sem a utilizacéo de
grandes quantidades de solventes, uma das bases da quimica verde. A aplicacdo deste
método de sintese de novos compostos nas industrias quimicas e farmacéutica promove

transformacdes mais limpas, seguras e mais eficientes. 1’

A técnica por mecanoguimica utiliza moinhos de bolas automatizados (Figura 17) onde
as reacgdes quimicas ocorrem num ambiente fechado com parametros bem definidos para
otimizar a reatividade, como por exemplo, a frequéncia, o tempo de reacéo e a razao de peso
médio para a amostra. Uma das chaves do sucesso da mecanoquimica é o uso de aditivos
cataliticos de solvente para controlar a reatividade. Destes, a moagem com pequenas
guantidades de solvente, moagem assistida por solvente, é particularmente importante para
acelerar as reag0es, bem como para possibilitar e direcionar transformacfes que ndo ocorrem
por moagem simples, ou seja sem solvente. A definicdo empirica de moagem assistida por
solvente, é baseada na razao entre o aditivo liquido e o peso dos reagentes, sendo que a
razéo esta na faixa de = 0-1uL/mg. A origem do efeito direcionado da estrutura — na moagem
assistida por solvente, ndo é clara, no entanto, estudos recentes apontam para a polaridade

do liquido e interacdes especificas entre o liquido e os reagentes. 117119

Figura 17 - Moinho de bolas Mixer Mill MM 4000
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Embora o termo mecanoquimica auxiliada por liquido ndo pressuponha que o liquido
adicionado desempenhe o papel de solvente, foram observadas, em alguns casos,
correlacBes de reatividade com a solubilidade do reagente. A natureza da moagem assistida
por solvente também pode determinar o produto obtido devido a solvatacdo que pode ser

significativa 118-11°

A técnica de mecanoquimica na auséncia de solvente ou na presenca de uma
quantidade de liquido é mais eficiente do que métodos de cristalizacdo de solugdo que
dependem de evaporacao e arrefecimento de solugdes estequiométricas, pois, séo utilizadas
pequenas quantidades de liquido para que a formacgé&o do co-cristal ocorra por reagdo numa

pegquena fase liquida e/ou através de uma fase amorfa. 11’
1.7.3. Co-cristalizagdo da curcumina e derivados curcuminodides

De forma a explorar as vantagens farmacolégicas dos co-cristais e de forma a
ultrapassar o facto da insolubilidade da curcumina em agua, esta foi submetida a técnicas de
co-cristalizacdo com diferentes co-formeros que contivessem grupos hidroxilo e fendlicos de
forma a formarem-se ligagGes de hidrogénio com os grupos funcionais p-dicetol e B-diceto da
curcumina (Figura 18). Os grupos funcionais -OH da curcumina podem ser associados via
sintdes supramoleculares O-H~O e O-H-N no co-cristal com grupos funcionais hidréxilo,
amina, amida, acido ou base nos co-férmeros. Tém sido reportados co-cristais de curcumina
com resorcinol (RES), pirogalol (PYR), floroglucinol (PHL) e 4,4'-bipiridina-N, N'diéxido
(BPNO). O primeiro relato de co-cristais de curcumina com RES e PYR com uma
estequiometria de 1:1 foi dado por Nangia '* e os seus investigadores onde utilizaram

moagem assistida por etanol. 1

(o] (0] (o] OH
H,CO

H,CO SN Z OCH,4 O S AN O OCH;,4
[
O O I

HO OH

HO OH

B-diceto B-dicetol

Figura 18 - Tautémeros da curcumina 2!

No referido estudo % mediram a taxa de solubilidade e dissolugdo em 40 % de meio
etanol-agua para CUR-RES e CUR-PYR. Descobriram que 0s co-cristais tinham uma taxa de
dissolucdo maior que a curcumina pura, nomeadamente, a CUR-PYR apresentava uma taxa
12 vezes maior e a CUR-RES 5 vezes maior. O aumento da solubilidade seguiu o modelo
“spring and parachute ” e este modelo prevé que um co-férmero de alta solubilidade dara
origem a um co-cristal de alta solubilidade. Se o co-formero tiver baixa solubilidade em agua,
ele ndo se dissociara tdo facilmente da rede, o que na verdade controla a

solubilidade/dissolugdo do farmaco. Entre os dois co-cristais, o pirogalol altamente solavel
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(620 mg/mL) confere uma maior taxa de dissolucdo do que o resorcinol co-cristal menos

soltvel em agua (143 mg/L).
1.7.4. Misturas eutécticas

Mistura eutéctica (Figura 19) é um sistema multicomponente definido por uma mistura
de componentes ndo isomérficos com uma relacdo estequiométrica que apresentam um ponto
de fusdo mais baixo em comparacao com qualquer outra composicao de constituintes ou dos

componentes individuais.

guge EEOGiLGS
B Htihon:
dudd SSEitl

L - curcumina § -co-férmero

Figura 19 - Representacdo esquematica de (a) - co-cristal, (b) — mistura eutéctica 12

A formacdo de misturas eutécticas é usualmente caracterizada pela auséncia de
interagBes auxiliares na rede cristalina e predominando interagfes coesivas ao invés de
interacBes adesivas. Ao contrario dos co-cristais, onde o rearranjo interno € infinito e periodico,
nas misturas eutécticas € complexo e heterogéneo e composto de dominios de solu¢des
sélidas sustentadas por interagdes fracas. Sendo assim, essas misturas sao definidas como
conglomerados de solugbes sdlidas ou solucdes solidas descontinuas. As diferencas nas
interacdes a nivel molecular estdo na ordem de curto alcance e no limite da difracdo raios-X
de forma que é praticamente impossivel detetar tais mudancas, sendo o ponto de fuséo o
anico indicador de formacgé&o eutéctica. Normalmente, misturas eutécticas sao preparadas pelo

método de fusdo (método de Kofler), mecanoquimica e co-precipitacéo utilizando solvente. 1

Encorajados pelos resultados com co-cristais de curcumina o grupo de Nangia %2
realizou varios ensaios de co-cristalizacdo com varios co-formeros para melhorar as
propriedades fisico-quimicas, obtendo materiais eutécticos binarios, nomeadamente,
curcumina-nicotinamida (CUR-NAM, 1:2), curcumina-acido ferulico (CUR-FUR, 1:1),
curcumina-acido hidroxibenzdico (CUR-PHBA, 1:1), curcumina-hidroquinona (CUR-HQ, 1:1)

e &cido curcumina- &cido L-tartarico (CUR-TA, 1:1).

Sendo que em testes de dissolucdo, os picos de solubilidade, aos 120 min, seguiram
a seguinte ordem: CUR-FA 244 mgL™ > CUR-TA 226 mg L™t > CUR-HQ 219 mg L™* > CUR-
PHBA 214 mg L™ > CUR-NAM 197 mg L™ > CUR 99 mg L™.
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Mais recentemente, um eutéctico de CUR com acido salicilico (SLA) e dois novos co-
cristais com hidréxiquinol (HXQ) em diferentes relacdes estequiométricas foram estudados. A
mistura eutética CUR-SLA exibiu uma taxa de dissolucdo mais rapida do que os co-cristais
CUR-HXQ.*#
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2. Resultados e Discussao

2.1. Sintese dos derivados curcumindides

Neste trabalho foram sintetizados 9 compostos diferentes, cujas principais alteracdes

sao as substituicdes nos anéis aromaticos e na posicao a da acetilacetona. (Figura 20)

ju) (o]
HE e, L o
HyCo ‘ 1 ' Hy
o Q
E o, =
HO OH
14
CH [+] 0
M el DCH

HyC0

Figura 20 - Derivados curcumindides sintetizados

Todos os derivados curcumindides foram sintetizados a partir do método geral de

condensacéo da acetilacetona com um aldeido (numa proporcéo de 1:2). (Figura 21) 108123

o 1+ Ry, CHO R
- Métede 1 ou 2
e ———
Ry Ry

R=H, CO0C{CH:).
Ry=H
Ryy=CH, OCH:

Meétodo 1:

) B304, DMF

i) {n-BuQ)3B, n-BuNH; Ah30min, 80°C
Método 2:

i) B0y, EtOAC

i} {n-BuQ)aB, n-BuNHg, noite inteira, 40°C

Figura 21 - Esquema geral de sintese dos derivados curcumindides

Para a sintese dos curcumindides foram utilizados dois métodos distintos, cujas

principais diferencas consistem no solvente utilizado, o tempo de reacgdo e a temperatura.
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Através da analise dos rendimentos obtidos (Tabela 2) foi possivel concluir que o
método 2 é o mais eficaz, uma vez que, se obtiveram rendimentos mais altos (n=70-88 %) e
compostos mais puros. Outra razdo para a eficacia deste método é o facto de o solvente
utilizado ter um ponto de ebulicdo mais baixo o que facilitou a purificacdo dos compostos,
pois, era bastante dificil, pelo método 1, os compostos ndo conterem dimetilformamida.
Também foi possivel concluir que os compostos que contém o grupo hidréxi na posicdo meta
€ 0 grupo metoéxi na posicdo para tém rendimentos superiores comparativamente aos que tém

o grupo hidréxi na posi¢éo para e o grupo metdxi na posicdo meta.

Tabela 2 - Rendimentos obtidos para cada uma das sinteses

Composto Método 1 Método 2
1 42 72
12 54 88
13 a 80
14 a 70
7 25 70
16 a 88
17 a 17
8 <5 a

(@) — Nao sintetizados pelo método em questao

Uma vez que os rendimentos obtidos para os compostos 8 e 17, pelos métodos 1 e 2,
foram bastante baixos foi ainda testada como alternativa *?* a transformacéo do esqueleto dos
compostos 7 e 16 atraves da hidrélise do grupo éster substituido na posig¢éo central. (Figura

22) No entanto esta alternativa ndo se mostrou.

R1= OCH; R2= OH (3)
R1=0H, R2= OCH; [(17)

Figura 22 - Esquema de sintese da alternativa de obtengdo dos compostos 8 e 17
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Para a sintese do composto 15, como néo se obteve qualquer eficacia utilizando os
métodos 1 e 2, efetuou-se uma reacdo por micro-ondas, onde se obteve o composto

praticamente puro e um rendimento elevado (=81 %).

Houve algumas tentativas de sintese de novos derivados curcumindides,
nomeadamente, o0 composto 18. (Figura 23) Para o composto 18 utilizaram-se dois métodos
distintos, nomeadamente, o método 1 e um outro 2 %6 cujo as condi¢cdes reacionais se
encontram na Figura 24. Em nenhum dos métodos foi possivel sintetizar o composto

pretendido.

Figura 23 - Composto 18

y

HO OH

o o
HiCO. CHO
H3CO.
i) Sol. 10% NaOH em etanol, 24h
+ if) HCI conc.
N HO
™~ OH

19 18

Figura 24 — Alternativa para a sintese do composto 18

Tentou-se também sintetizar curcuminéides monosubstituidos (Figura 25),
nomeadamente, os compostos 20, 21, 22 e 23 utilizando os métodos 1 e 2 e uma proporgéo
de 1:1 (derivados acetilacetona:derivados do benzaldeido), no entanto, através da analise por
'H-RMN foi possivel concluir que se obteve, em todas as tentativas, derivados disubstituidos

com rendimentos mais baixos.
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2.2.

Um dos objetivos da sintese destes derivados curcumindides seria melhorar as

suas solubilidades em &agua, sendo assim, recorreu-se a modificagdes nos materiais de

partida.

TCOOCICH

22
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HAC0,
¥ S, T
i
/ \
HE 2 COOCICH )y
i
HyCO, = J\/J\
\‘“\« \//
Ho =
23
CH,

Figura 25- Compostos monosubstituidos

Modificacbes estruturais dos materiais de partida

2.2.1. Funcionalizacdo da posicdo a da acetilacetona

De forma a se obter os derivados curcuminoides (7,8) foi necessério fazer alteracdes
na estrutura molecular de alguns materiais de partida. Efetuaram-se quatro modificacdes

distintas no que diz respeito a posicdo a da acetilacetona, obtendo-se trés compostos

diferentes.

O método utilizado (Figura 26) para sintetizar o composto 24 foi um método eficaz 1

Y

com rendimentos elevados (N=85 %).

0 0 a
+ Br\)l\
OC(CH3)

Modificagao 1

_—
Tambiente

THF, 24 h

{H3C)3C00C 24

Partindo do composto 24, e de forma a sintetizar o composto 25, utilizaram-se trés

Figura 26 - Esquema de sintese para a obtengéo do composto 24

métodos distintos (Figura 27):

1. i) tolueno, Hz3PO4, 100 °C durante 10 minutos 108 124

i) temperatura ambiente, 12 h;
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2. diclorometano, atmosfera inerte, TFA, 1h30; 124
3. THF, KOH, 3h40. 1?7

Q o

24 25
{H4C}sC00C HOGC

Modificagédo 2

Figura 27 -Esquema de sintese para a obtencdo do composto 25

Dos trés métodos utilizados o Unico que foi eficaz foi 0 1 (N=67 %).

0 0
o o o o
M50 T, 1T ; hHO Zn
Nk, ol N .;?‘., —

H HH,
~~on 26
Modificagho 4

Mcdificagio 3 1

Figura 28 - Esquema de sintese para a obtencéo dos compostos 19 e 26

Outra alteracdo efetuada na acetilacetona foi a que originou o composto 19 cujo o
método 1% utilizado também resultou com um rendimento elevado (N=86 %), j& a sua reducéo
nao foi eficaz pois ndo se conseguiu sintetizar o composto 26, obtendo-se apenas o material

de partida. (Figura 28)
2.2.2. Funcionalizacdo do anel aromatico do benzaldeido

De forma a introduzir um grupo -NH. na posicdo meta do anel aromético do

benzaldeido de partida partiu-se do derivado nitro, promovendo a sua redugéo. (Figura 29)

O CHO HN CHO

HO HO
27

Figura 29 - Esquema da tentativa de sintese do composto 27
Para tentar sintetizar o composto 27, utilizou-se os seguintes métodos:
1. Sn (4,8 eq), HCI/H0, 100 °C, 1h30; 1?8

2. SnCl,.2H,0 (5 eq), etanol, 70 °C, 30 minutos, sob atmosfera inerte; 2°

3. Zn (1,2 eq), HCOOH/ metanol, temperatura ambiente, 40 minutos; *°
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Fe (1 eq), Hz0, 50 °C, 29 h; 3

Fe (3 eq), CaCl; (1 eq.), etanol/H,0O, 60 °C, 30 minutos; 132
6. i) Fe (1 eq), HCI, etanol, 65 °C, 2 h;133 134

i) NH4Cl 25 %, 100 °C, 12 h

Todas as tentativas efetuadas nado foram eficazes. Para os métodos 1 e 3 houve
decomposi¢do do composto final. Nos métodos 4, 5 e 6 ndo ocorreu reacao. Por fim, no
método 2, concluiu-se que ocorreu a reducédo do aldeido, logo este método néo é seletivo ao

grupo nitro, obtendo-se assim o composto 28.

SnCl,.2H:0 (5 eq), etanol

70°C, atm inerte
NO, NO,

OH OH 2

Figura 30 - Esquema da sintese do composto 28135

2.3. Caracterizacao estrutural dos compostos sintetizados:

Os compostos sintetizados foram caracterizados por varias técnicas,

nomeadamente, FT-IR, UV-vis, RMN e raios-X de cristal Unico.
2.3.1. Analise por FT-IR @

Na Figura 31 apresenta-se, como exemplo, o espetro de FT-IR do composto 16 onde
estdo evidenciadas as bandas caracteristicas do mesmo. A banda que diz respeito a presenca
do grupo hidréxilo encontra-se na regido entre 3530-3206 cm™. As bandas presentes na zona
3045-2840 cm dizem respeito, as ligacdes C-H dos anéis aromaticos, dos alifaticos e do
grupo metoxi. As bandas correspondentes aos grupos carbonilo das cetonas e do éster
encontram-se entre 1724-1557 cm, enquanto que as bandas correspondentes as ligacdes

C=C encontram-se entre 1629-1509 cm™ e dos grupos metilo a 1276 cm™.

Foi possivel verificar, através da analise, que a troca de posi¢cées no anel aromatico,
afetava as bandas dos grupos hidréxilo, uma vez que quando este se encontra em posicao
para as bandas sdo mais largas e acentuadas, o que ndo acontece quando estes se

encontram em posicédo meta.

a Anexo |
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Figura 31 - Espetro de FT-IR do composto 16

1000.0 400.0

Na Tabela 3 sao apresentadas as bandas caracteristicas para cada um dos derivados

curcuminoides.

Tabela 3 - Caracteriza¢é@o dos derivados curcuminoéides por FT-IR

Composto Atribuicdo
C-H (alifaticos)
-C=C-
Cc=0

-OCHs

-C=C- (aromético)
-OH
C-H (aromatico)
C-H (alifaticos)
-C=C-
C=0

-OCH3

-C-H (aromético)
-C=C- (aromatico)

-OH

Bandas no IV

2940

1629

1589

2842

1514

3443

3045

2932

1624

1590

2840

3002

1518

3406 e 3206
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- C-H (alifaticos) 2900-3000
-C=C- 1587
C=0 1587
o 0 -OCHs -
HCO OCHg
O -C-H (aromético) 3000
HO COOC(CHs)s OH  _Cc=C- (aromético) 1514
-OH 3219
C=0 (éster) 1724
C-O (éster) 1283
- C-C- (alifaticos) 2976
-C=C- 1608
Cc=0 1582
0 0 -OCH3 2930 cm?
e O o -C-C- (aromatico) 3004 cm?
HsCO COOC(CHs)s OCHs  _C=C- (aromatico) 1509 cm*
C=0 (éster) 1715 cm™
C-O (éster) 1283 cmt
-OH 3530 cm™ e a 3407 cm™
- C-H- (alifaticos) 2926 cm?
-C=C- 1600 cm™*
C=0 1581 cm*
-C-H- (aromaético) 3021 cm?
-C=C- (aromatico) 1512 cmt
-OH 3482 cm?

- C-H- (alifaticos) 2922 cm
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-C=C- 1605 cmt

C=0 1557 cm™

OCH, -OCHjs 2847 cm™*
OH -C-H- (aromaético) 3000 cm™?
-C=C- (aromético) 1511 cm*

-OH 3436 cmt

2.3.2. Analise por ultravioleta-visivel

Com vista ao estudo do comportamento dos varios compostos na zona do visivel,

recorreu-se a analise dos espetros de ultravioleta-visivel - alargou-se o estudo para varios

solventes de for

2

')

Iem

(M

ma a analisar o possivel solvatocromismo.

.3.2.1. Anélise comparativa dos varios compostos em acetona
90000
Composto 1
80000 Composto 7
Composto 12
70000 Composto 13
Composto 14
60000 Composto 15
Composto 16
50000
40000
30000
20000
10000

A (nm)

Figura 32 — Espetros de absor¢do de UV-vis dos compostos 1, 7, 12-16 em acetona
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Tabela 4 - Dados relativos a absorvancia e aos correspondentes comprimentos de onda dos varios
derivados curcumindides em acetona

Composto Amax (NM) e (M*ecm™)

420 8 980
1

440 Ombro

337 245
7 464 1860

503 Ombro

420 3 360
12

440 Ombro

429 77 180
13 448 Ombro

517 Ombro

414 17 285
14

437 Ombro
15 350 5 840

430 6 910
16

455 Ombro

O solvente escolhido para esta analise foi a acetona e, como é possivel verificar pela
Figura 32 e pela Tabela 4, o comportamento é semelhante para todos os compostos, uma vez
que todos absorvem na gama entre os 400-550 nm, embora com intensidades diferentes. E
de notar também que o composto que apresenta um coeficiente de absor¢cdo molar maior é o

13, sendo que 0 composto que apresenta uma menor € € 0 7.
Comparativamente a estrutura do composto 1, é possivel verificar que:

e aintroducdo de um grupo metoxi no anel aromético (composto 13) desloca a
banda para um comprimento de onda maximo mais elevado e o coeficiente de

absor¢cédo molar aumenta cerca de 9 vezes.
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e a troca de posi¢cdes dos grupos que se encontram no anel aromético
(composto 12) ndo afeta o comprimento de onda maximo, no entanto, o
coeficiente de absorcdo molar diminui significativamente, exceto quando a
troca consiste no grupo hidroxilo da posi¢éo para ou meta para a posi¢ao orto
(composto 15), pois, nesse caso 0 comprimento de onda maximo diminui.

e quando o composto apenas contem o grupo hidréxilo na posicdo para
(composto 14), o comprimento de onda méaximo onde este absorve diminui
ligeiramente, no entanto, o coeficiente de absor¢cdo molar aumenta.

e a introducdo do grupo éster ao composto aumenta significativamente o
comprimento de onda maximo, no entanto, o coeficiente de absor¢do molar

diminui drasticamente (composto 7).

Comparativamente a estrutura do composto 12, quando se introduz o grupo éster
(composto 16), o comprimento de onda maximo aumenta em conjunto com o coeficiente de

absorgédo molar.

Por fim, comparando os dois compostos que contém um grupo éster na posi¢ao central
da cadeia carbonada, é de notar que quando o grupo hidroxilo se encontra na posicdo meta
e 0 grupo metoxi na posi¢ao para, o comprimento de onda méaximo diminui e o coeficiente de

absorcdo aumenta.
2.3.2.2. Analise comparativa dos compostos em varios solventes

O estudo foi efetuado para todos os derivados apresentando-se como exemplo 0s
espetros de absor¢do de UV-vis obtidos para o composto 12 (Figura 33) resumindo-se 0s

dados na Tabela 5.
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Figura 33 — Espetros de absor¢édo de UV-vis do composto 12 em varios solventes

Tabela 5 - Dados relativos a absorvancia e aos correspondentes comprimentos de onda em diferentes
solventes para o composto 12

Solvente Amax (NM) e (M1cm?)
420 3 360
Acetona
440 Ombro
266 7 150
Acetonitrilo 430 20 535
452 Ombro
275 14 080
Cloroformio 415 4 820
440 Ombro
266 3170
Diclorometano 415 18 795
428 Ombro
422 1610
Etanol

432 Ombro
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E possivel verificar, através da analise da Figura 33 e da Tabela 5, que 0o composto
escolhido — representativo dos outros compostos sintetizados — apresenta um comportamento
diferente dependendo do solvente onde se encontra dissolvido. Os solventes apresentados
tém polaridades diferentes, sendo assim, através da analise da Tabela 5 é de notar que com
0 aumento da polaridade, o comprimento de onda correspondente a banda caracteristica da
cor aumenta ligeiramente. O solvente onde o composto apresenta um maior coeficiente de
absorcédo € em diclorometano e no que apresenta menor € em etanol, isto esta relacionado
com o solvatocromismo, ou seja, diferentes solventes provocam alteracGes de posicdo e/ou
intensidades de uma banda de absorcdo de um espetro de UV-vis que sdo acompanhadas
pela mudanca de polaridade do meio. E de notar também que em acetonitrilo, cloroférmio e
diclorometano o composto apresenta duas bandas uma no visivel e outra na regido de UV,
engquanto que nos outros solventes escolhidos apresenta apenas a banda caracteristica da

cor.

2.3.3. Caracterizagao estrutural por RMN

2.3.3.1. H-RMNP

A caracterizacdo por RMN de protdo confirmou as estruturas dos derivados
curcumindides sintetizados. A Figura 34 apresenta o espetro de *H-RMN para o composto 12,
sendo que os espetros foram feitos em varios solventes, nomeadamente, acetona, DMSO e
metanol de forma a ser possivel uma melhor dissolu¢do do composto e por sua vez uma

melhor resolugéo do espetro de *H-RMN.

b Anexo Il
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Figura 34 - Espetro de 'H-RMN (acetona-ds, 400 MHz) do composto 12

E possivel verificar através da anélise da Figura 34 os sinais pertencentes ao anel
aromatico (dois dupletos e um singuleto a 7,00 ppm, 7,14 ppm e 7,21 ppm, respetivamente,
numa razao 1:1:1), os protdes pertencentes as ligacdes C=C (dois dupletos a 6,66 ppm e 7,55
ppm, numa razao 1:1) e os protdes correspondentes aos grupos metéxi a 3,90 ppm. Como
este composto se encontra apenas na forma endlica apresenta um protédo a 6,02 ppm para o

grupo CH: central.

A caracterizacdo por RMN de protdo dos outros derivados apresenta algumas
diferencas, ou seja, 0s compostos 7 e 16 apresentam mais um sinal a aproximadamente 1,43

ppm que diz respeito ao grupo t-butilo.

O facto de os derivados curcumindides serem B-dicetonas a,  insaturadas faz com
gue estes possam apresentar tautomerismo ceto-endlico, ou seja, a forma ceto existe em
equilibrio com o tautémero enol. Esta propriedade é possivel avaliar através de *H-RMN. Por
exemplo, o espetro do composto 7 (Figura 35) em CDs;OD mostra a existéncia das duas

formas.



45
RESULTADOS E DISCUSSAO

a OH
. I ‘ OCH,
COOCICH,), oH
CE
~0CH3
oc
QCH3
i
H3 .
¥ ] | 1
| [ 1]
| 1l ' [" | | | \
il 1 1 | | \
- A |I.1l_.__ — 'I___l_.l. | o ) i ) | W _— M k.
s T - e ———— g —— e R T S e
82 78 76 74 72 70 &8 65 &4 62 62 fd 'fﬁ 42 40 28 2 8 2 12 L6 14 L2

Figura 35 - Espetro de *H-RMN (MeOD- ds, 400 MHz) do composto 7

Como é possivel verificar pelo espetro de *H-RMN o composto na forma endlica ndo
apresenta o protdo central (H3) enquanto que na forma ceto j4 apresenta, sendo assim
possivel notar a existéncia das duas formas. Para além disso as duas formas apresentam

sinais diferentes para 0os grupos metoxi, sendo assim possivel quantificar as duas formas.

Ao fazer a analise de todos os derivados através da Tabela 6 é possivel notar que
apenas 0s compostos 7 e 16 se apresentam nas duas formas, enquanto que todos os outros
apenas se apresentam na forma endlica. Esta diferengca de comportamentos sera
provavelmente devido a presenga do grupo substituinte volumoso na posi¢cdo central do

esqueleto da dicetona.

Tabela 6 - Distribuicdo dos tautémeros determinados por *H-RMN

Composto Forma ceto (%) Forma endlica (%)
1 0 100
7 35 65
12 0 100
13 0 100
14 0 100

16 54 46
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2.3.3.2. 13C-RMNe
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Figura 36 - Espetro de 3C-RMN (acetona- ds, 400 MHz) do composto 12

Através da analise de RMN de carbono foi mais uma vez possivel confirmar as
estruturas dos derivados curcumindides. A Figura 36 corresponde ao espetro de carbono do
composto 12, sendo possivel verificar que o sinal pertencente aos dos grupos carbonilos se
encontram presente (C,, C’,, a 184 ppm), juntamente com os sinais das liga¢gdes duplas (Cs-
Ca, a 129 e 140 ppm respetivamente). Ja os sinais dos carbonos pertencentes aos anéis
aromaticos encontram-se num intervalo entre 110-150 ppm (Cs-C1o) € 0 carbono pertencente

ao grupo metdxi a aproximadamente 55 ppm.

Este espetro é representativo dos derivados curcumindides, no entanto, com algumas

diferencas:

e quando o grupo hidroxi se encontra na posicdo para e 0 grupo metoxi na
posicdo meta, os sinais do carbono 7 e 8 encontram-se trocados e esta
alteracdo também afeta os carbonos 3 e 4, correspondentes as insaturacoes
da cadeia central, sendo esta diferenca mais notéria nos compostos 7 e 16.
(Tabela 7)

e 0s compostos 7 e 16 contém mais 4 sinais correspondentes ao éster (Ci1e Cia

a29 ppm, Ci2a 173 ppm e Ciza 82, aproximadamente). (Figura 37)

¢ Anexo 3
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R, OCH; OH
Ra: OCH; OH

Figura 37 — Composto 7 e 16

Tabela 7 - 13C-RMN de todos os derivados curcuminéides

47

Composto
1 12 13 14 10

DC CE DC CE

1 - - - - 59,6 - 62,4 -
2 183,6 184,0 184,6 183,6 184,7 | 184,7 | 184,6 | 184,6
3 127,3 128,5 127,5 130,1 118,9 | 118,9 | 123,0 | 123,0
4 140,5 140,0 142.,4 140,1 143,5 | 143,5 | 137,6 | 137,6
5 122,9 121,6 122,0 126,8 128,9 | 128,9 | 128,8 | 128,8
o 6 110,7 122,0 106,9 115,9 112,0 | 112,0 | 112,6 | 112,6
é 7 149,9 146,95 149,5 121,2 150,6 | 150,6 | 146,6 | 146,6
S 8 146,9 149,9 139,6 159,6 149,4 | 149,4 | 148,1 148,1
9 121,4 111,5 149,5 121,2 116,0 | 116,0 | 115,21 | 1151
10 115,31 113,5 106,9 1159 124,3 | 124,3 | 123,8 | 123,8
11 - - - - 34,1 34,1 38,6 38,6
12 - - - - 173,6 | 173,6 | 172,0 | 172,0
13 - - - - 82,5 82,5 82,4 82,4
14 - - - - 28,4 28,4 19,0 19,0
-OCHs 55,4 55,0 56,8 = 56,5 56,5 56,4 56,4




48 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.3.3. RMN bidimensional - COSY
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Figura 38 - Espetro bidimensional de RMN - COSY - do composto 12 (MeOD- d4, 400 MHz)

Os espetros de RMN bidimensionais de COSY permitiram uma confirmacéo estrural
mais completa dos derivados curcumindides. Sabendo que este tipo de analise permite saber
quais os protdes que estdo acoplados entre si, analisando a Figura 38, é possivel confirmar a
correlacdo entre os protdes Hs e Hs protdes correspondentes a ligacdo dupla da cadeia

carbonada — e os protdes Hy e Hio pertencentes ao anel aromatico.

O espetro da Figura 38 é representativo de todos os outros, apenas ha uma diferenca
no que diz respeito ao espetro de RMN bidimensional do composto 14, pois este contem mais

dois protBes acoplados lado a lado, nomeadamente o He € Hy.
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2.3.3.4. RMN bidimensional — HMQCH¢

Por dltimo, a nivel de caracterizacdo por RMN, efetuaram-se o espetro HMQC que
permitiu estabelecer as correlagdes *H-*C e atribuir os sinais respetivos na estrutura dos
derivados curcumindides, como é possivel verificar através da Figura 39 — representativa de

todos os outros espetros de HMQC.
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L

Figura 39 - Espectro de RMN 13C -'H HMQC (acetona- ds, 400 MHz) do composto 12

2.3.4. Raios-X de cristal Unico

Através da recristalizagdo de alguns dos derivados curcuminoéides foi possivel obter
cristais com qualidade suficiente para utilizar a técnica de caracterizagdo de raios-X de cristal

dnico.
e Composto 7:

A Figura 40 diz respeito a estrutura molecular do composto 7. Este composto € um

derivado da curcumina em que a diferenca se encontra no facto deste composto ter a posicao

d Anexo IV
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a funcionalizada com um grupo t-butilo. E de notar que a determinagéo estrutural do composto

7 permitiu verificar que, no estado sélido, a molécula ndo é simétrica.

Figura 40 - Estrutura de raios-X do composto 7

A Tabela 8 contem os parametros cristalogréaficos da estrutura cristalina do composto

Tabela 8 - Dados cristalograficos para o composto 7.

Férmula Empirica C27H290s
Massa molecular 481,50
Sistema de cristal, grupo espacial Monoclinico, P 21 /n
a=17,402 A a=90°
Dimensdes da célula unitéaria b=22,466 A B=95,3°
c=14,792 A y=90°

Volume

Z, densidade calculada
Coeficiente de absorgéo

Faixa 6

indices limitados

0 perfeito = 25.242

Reflexdes coletadas / exclusivas
Bondade de ajusteem F *
Dados / RestricBes / Parametros
indices R finais [I> 2sigma (1)]

indices R (todos os dados)

2449,0(11) A

4, 1,306 Mg/m?®

0,096 mm*

1,813 - 25,729°

-8<=h<=9, -27<=k<=26, -17<=I<=17

99,1 %

16548 / 4588 [R(int) = 0,1627]

0,863

4588 /1 /320

R1=10,1027, wR2 = 0,2449

R1 = 0,3040, wR2 = 0,3148
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Foi possivel ainda obter uma outra estrutura do composto 7 (Figura 41) que continha
uma molécula de solvente, homeadamente, acetona. Neste caso 0 composto solvatado

apresenta uma estrutura molecular simétrica.

GC18

Figura 41 - Estrutura de raios-X do composto 7 com acetona

A Tabela 9 contem os parametros cristalograficos da estrutura cristalina do composto

7 solvatado.

Tabela 9 - Dados cristalograficos para o composto 7 solvatado

Férmula Empirica C30H3609

Massa molecular 540,59

Sistema de cristal, grupo espacial Monoclinico, P 21 /c
a=15,459A a=90°

Dimensodes da célula unitaria b=6,779 A [3=94,2°
c=26,515A y=90°

Volume 2771,2(5) A3

Z, densidade calculada 4, 1,296 Mg/m?3

Coeficiente de absorcgéo 0,095 mm?

Faixa 0 3,283 - 26,474°

indices limitados -19<=h<=19, -6<=k<=8, -33<=I<=33

0 perfeito = 25.242 99,8 %

Reflexdes coletadas / exclusivas 22541 /5693 [R(int) = 0,0772]

Bondade de ajusteem F* 0,976

Dados / Restricbes / Parametros 5693/2/411

indices R finais [I> 2sigma (1)] R1 =0,0524, wR2 = 0,1030

indices R (todos os dados) R1=0,1158, wR2 = 0,1227
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e Composto 13:

A Figura 42 mostra a estrutura molecular do composto 13. Este derivado da curcumina
apresenta uma estrutura monoclinica e o grupo espacial é P2(1)/n, como se pode ver na
Tabela 10, que contém todos os parametros cristalograficos da estrutura cristalina deste

composto. Este é um derivado da curcumina cuja alteragéo estrutural se encontra nos anéis

RESULTADOS E DISCUSSAO

aromaticos, visto que, contém mais um grupo metdxi na posicdo meta.

Figura 42 - Estrutura de raios-X de cristal tnico de 13, com a nomenclatura dos atomos

A Tabela 10 contem os parametros cristalograficos da estrutura cristalina do composto

13.

Tabela 10 - Dados cristalograficos para o composto 13

Férmula Empirica C23H240s
Massa molecular 428,42
Sistema de cristal, grupo espacial Monoclinico, P 21/n
a=8,490 A a=90°
Dimensdes da célula unitéaria b =20,203 A B=106,1°
c=12,385 A y=90°

Volume

Z, densidade calculada

Faixa 0

indices limitados

0 perfeito = 25.242

Reflexdes coletadas / exclusivas
Dados / Restricdes / Parametros
indices R finais [I> 2sigma (1)]

indices R (todos os dados)

2040,83(17) A3

4, 1,394 Mg/m?®

2,645 - 26,061°

-10<=h<=7, -24<=k<=24, -14<=I<=15

99,2 %

12784 / 4008 [R(int) = 0,0460]

4008 /0/ 332

R1 = 0,0415, wR2 = 0,0955

R1 =0,0726, wR2 = 0,1080
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o Comparacao de estruturas dos compostos obtidos

A diferenca estrutural entre 0 composto 7 com e sem solvente mais relevante € o
angulo diedro (C101-C102-0103-C103) do grupo terc-butilo, que no composto sem solvente
tem o valor 176,6° e no composto com acetona tem o valor -177,0°, estando, portanto, em
posi¢cBes simétricas. Outra das desigualdades existentes e que ja foi referida anteriormente é
o facto de grupo metdxi, no composto sem solvente, estar em posicao inversa a do composto
7 solvatado (encontra-se a laranja na Figura 43). Esta assimetria ndo € muito relevante uma

vez que a ligacdo carbono-carbono C13-C14 é simples o que implica ter rotacao livre.

Figura 43 - Sobreposi¢do do composto 7 com e sem solvente

A Figura 44 mostra o composto 1 (cinza), o composto 7 (laranja) e o composto 13
(rosa) sobrepostos. A estrutura do composto 1 € muito semelhante a do composto 13, como
se vé pela sobreposicdo quase perfeita das duas estruturas. No entanto o composto 7 tem
uma estrutura um pouco diferente da curcumina e do composto 13. A razdo mais provavel
para isto é que este composto cristalizou com um dos anéis aromaticos (C1-C6) rodado,
ficando com o grupo metéxi invertido em relacdo ao do outro anel. Esta diferenga nas
estruturas € um desvio do fragmento O1C1-C8 nas trés moléculas, medido pelo angulo entre
os planos destes fragmentos: 30,54° (curcumina/composto 7), 18,51° (composto 7/composto
13), enquanto que o angulo entre os planos dos fragmentos entre a curcumina e 0 composto

13 é bastante menor (12°).

Figura 44 - Sobreposi¢do da curcumina, com o composto 7 (laranja) e com o composto 13 (rosa)
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2.4. Testes de solubilidade para posterior aplicagcao

Uma das possiveis aplicacdes da curcumina € como antidiabético e com vista a
estudar os derivados curcuminodides nesse mesmo ambito foi necessario estudar as suas

solubilidades em agua, DMSO e meios fisiolégicos como o soro.

Ap0s varios testes concluiu-se que todos 0s compostos sdo insollveis em agua e soro
e soluveis em DMSO. Ao adicionar agua a solugdo do composto com DMSO, todos os
compostos tém o mesmo comportamento, ou seja, precipitam a excecédo do composto 13 que
fica parcialmente solGvel, o que é possivel concluir que todos os compostos, tirando a

excecao, ndo sdo soluveis numa solucdo de DMSO 25 %.

Todos os compostos apresentam uma solubilidade muito reduzida (<10mg/L) exceto
no caso do composto 7 que € completamente insoltvel. Foi possivel concluir que a troca de

posi¢des no anel aromatico aumentou relativamente a solubilidade.

A nivel de solubilidade em solventes orgéanicos concluiu-se que todos os compostos
sdo soluveis em acetona e acetonitrilo. No entanto, 0 composto 1 e o composto 12 sdo
parcialmente sollUveis em acetato de etilo, 0 composto 13 e 0 composto 14 sao parcialmente
sollveis em diclorometano, sendo que este Ultimo é insollvel em cloroformio. No que diz
respeito ao composto 15 este é solavel em cloroférmio, acetonitrilo e acetona, sendo

parcialmente soltvel em etanol e insoltvel em diclorometano e metanol.

2.5. Capacidade antioxidante da curcumina e derivados

curcuminoéides

Os testes sobre a atividade antioxidante dependem da medicdo do consumo de
radicais livres estaveis de forma a avaliar a atividade captadora de radicais livres por parte
dos compostos. A metodologia pressupde que o consumo do radical livre estavel (X°) por

antioxidantes doadores de hidrogénio (YH) € determinado pela seguinte reacao:
X'+YH—->XH+Y

A percentagem da eficiéncia do processo € medida em termos da diminuicdo da
concentracao de X', ou seja, esta relacionada com a capacidade dos compostos YH captarem
radicais livres. A diminuicdo da intensidade de cor da solucdo de radicais livres — devido a
eliminacéo do radical livre pelo material antioxidante — é medida colorimetricamente em um

comprimento de onda especifico. 12°
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Neste ensaio foi utilizado um radical catiénico derivado do acido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) como radical livre estavel, como oxidante o diéxido de
manganés e como padrdes utilizaram-se o acido ascorbico e o Trolox. O radical ABTS™ tem
uma absorvancia na zona do visivel (A = 734 nm) sendo a capacidade antioxidante seguida

pelo desaparecimento da cor e consequentemente a diminui¢cdo da absorvancia a 734 nm.

AneTs+)"A@mostra) y

100
)

%inibicao=

Através da analise dos resultados obtidos (Figura 45) é possivel verificar que:

e Os compostos que contém o grupo metoxi na posicdo meta e o grupo hidroxi
na posi¢ao para (compostos 1, 7, 13) tém uma capacidade antioxidante melhor;

e O aumento de grupos metoxi no anel aromatico (composto 13) melhora a
capacidade antioxidante;

e Quando o grupo hidréxi se encontra na posicdo orto e o grupo metéxi na
posicdo meta (composto 15) a capacidade antioxidante diminui drasticamente;
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Figura 45 - Resultados dos testes antioxidantes

Sendo assim, o composto mais eficaz no que diz respeito a capacidade antioxidante é
0 13, devido a ter um maior niumero de grupos metoxi no anel aromatico juntamente com o
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facto de ter o grupo hidréxilo na posi¢do para. No entanto, 0 composto que se mostrou menos
eficaz foi o 15, este resultado deve-se ao facto deste composto néo ter o grupo hidroxilo na
posi¢cdo para ndo havendo deslocalizacédo eletronica ao longo da molécula — este resultado
também se pode dever ao facto de se ter utilizado um solvente diferente aquando o teste — no
entanto, € de verificar que o composto 12 também possui uma capacidade antioxidante mais
baixa o que vem reforcar o que foi referido acima. E possivel concluir assim que esta condi¢&o
se sobrepde ao facto de 0 composto possuir um maior nimero de grupos metoxi, pois, se

assim ndo fosse o composto menos eficaz seria 0 14.
2.6. Co-cristalizacdo por mecanoquimica

A curcumina comercial (1) e os compostos 12 e 13 foram sujeitos a técnicas de co-
cristalizagdo com diversos co-formeros de forma a melhorar algumas propriedades fisico-
guimicas dos mesmos, em especial, a solubilidade. Utilizou-se um moinho de bolas para
efetuar as reagbes (Tabela 11), numa estequiometria de 1:1, e pequenas quantidades de
varios solventes, no entanto, notou-se que em alguns casos se obteve compostos amorfos
sendo necessario também utilizar a moagem manual num almofariz de forma a ultrapassar

esse problema.

Tabela 11 - Reacdes de co-cristalizagcdo por mecanoquimica efetuadas

PFA Co-férmero Solventes

e Piperazina;
Curcumina e Alopurinol;
e Acido citrico;
e Acido maleico;

e Acido citrico;

e Naringina; e FEtanol,
Composto 12 e Resorcinol: e Acetato de etilo;

e L-asperigina; e Acetona;

e Prolina. e DMSO;

e Resorcinol: e Acetonitrilo;

e Paracetamol: e Cloroférmio.

e Piperazina;
Composto 13 e Acido gélico;
e Acido citrico;
e Acido maleico;

e Naringina;
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e Prolina;

e L-asperigina.

Os resultados das varias reacgdes entre os derivados da curcumina e 0s VArios co-

fébrmeros nem sempre tiveram sucesso, como se pode ver pela Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados das varias reagoes efetuadas

Sucessos Insucessos
[] gzci)gsjrr)gﬂg)l&resorcinol [ | Curcumina:alopurinol
[] (C'I:(i)glljp:gaf%l?»:paracetamol [ | Curcumina:piperazina
[] (C'Z:C;&pr)g?g)m:piperazina [ | Curcumina:écido citrico

] &?&egﬂg)lz:audo cltrico [ ] Curcumina:acido maleico

[ ] Composto 13:Naringina
[ ] Composto 12:Naringina
[ ] Composto 13:4cido gélico
[ ] Composto 13: prolina

[ ] Composto 12:L-asperigina

A caracterizac@o dos co-cristais e das misturas obtidas foi feita por difracdo de raios-
X em pos. Os difratogramas dos co-cristais estdo apresentados nas figuras 46, 47, 48 e 49
para cada co-cristal formado. Nestas figuras as reflexdes caracteristicas do co-cristal
encontram-se assinaladas. Nestas figuras encontram-se também os difratogramas dos
reagentes que formaram cada co-cristal, para comparagdo. Sempre que houve formacgdo do
co-cristal o seu difratogramas era diferente dos reagentes de partida. As reflexdes

caracteristicas dos co-cristais encontram-se assinaladas nas figuras.
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Figura 46 — Difratogramas de raios-X de pds do co-cristal do composto 12 com o &cido citrico com os
respetivos difratogramas de pés dos materiais de partida
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—— Composto 13 —— Composto 13:paracetamol ~ —— paracetamol

Figura 47 - Difratogramas de raios-X de p6s da reagédo do composto 13 com o paracetamol comparado
com os respetivos difratogramas de pds dos materiais de partida
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Figura 48 - Difratogramas de raios-X de p6s do co-cristal do composto 13 com o resorcinol e os
respetivos diagramas de p6s dos materiais de partida
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Figura 49 - Difratogramas de raios-X de pés da reagdo do composto 13 com piperazina e os respetivos

diagramas de po6s dos materiais de partida
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E de notar que nos sucessos obtidos a solubilidade em &gua aumentou em todos,
sendo que o que se obteve melhores resultados em termos de solubilidade foi na reagéo do
composto 13 com o &cido citrico. Nao foi possivel efetuar o raios-X de cristal Unico, pois,
apesar de se obter compostos cristalinos, ndo se conseguiu obter cristais com tamanho

suficiente para esse tipo de técnica.

2.6.1. Misturas Eutécticas

De algumas das reacdes efetuadas obtiveram-se misturas cuja solubilidade em agua
aumentou, mas que, a analise dos difratogramas de raios-X de pds mostrava que nao tinha
havido formagé&o do co-cristal, ou seja, 0s compostos ndo tinham reagido, coloca-se a hipotese
assim de possiveis misturas eutécticas. Essas misturas foram as seguintes a curcumina com

piperazina e o composto 13 com prolina. E necessario fazer mais estudos para provar a

formacao destas misturas eutécticas.
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3. Conclusao e Perspetivas Futuras

O principal objetivo deste trabalho foi sintetizar a curcumina e varios derivados
curcuminodides, onde fosse possivel, através da diferenca a nivel da estrutura molecular,
perceber que grupos moleculares influenciavam nas varias propriedades provenientes da
curcumina. Foram sintetizados um total de nove curcuminoides diferentes através de dois
principais métodos de sintese e através de micro-ondas. Foi possivel concluir que, dos
métodos de sintese utilizados, o que se obteve melhores rendimentos foi o que utilizava como
solvente acetato de etilo e uma temperatura de 40 °C, pois, obtiveram-se compostos mais
puros e com rendimentos mais elevados. Comparando os métodos de sintese tradicionais
com o método por micro-ondas foi possivel concluir também que, os primeiros sao mais
demorados e que os rendimentos sdo equivalentes. Tentou-se sintetizar derivados
curcuminodides monosubstituidos utilizando os métodos de sintese referidos anteriormente, no
entanto, sem sucesso pois apenas se obteve compostos disubstituidos e com rendimentos

inferiores.

De forma a se conseguir obter os derivados curcumindides substituidos na posicao
central do esqueleto da acetilacetona foi necessério recorrer a sua modificacdo, ou seja,
efetuaram-se quatro modificagbes a acetilacetona obtendo-se os compostos 19, 24 e 25,
tentou-se ainda uma quarta alteragcéo de forma a se conseguir obter o composto 26, mas sem
qualquer sucesso. As tentativas de funcionalizacdo do anel aromatico dos derivados do
benzaldeido ndo se mostraram eficazes, pois, de todos os métodos utilizados em nenhum

ocorreu reagao.

Todos os compostos foram caracterizados por ponto de fusédo, UV-vis, FT-IR e RMN
(*H, 3C, HMQC e COSY), sendo que, alguns compostos, nomeadamente, o 7 e 0 13 foram

caracterizados ainda por raios-X de cristal Unico.

Com vista ao estudo do comportamento dos varios compostos ha zona do ultravioleta
e visivel, recorreu-se a andalise dos espetros de ultravioleta-visivel, onde, comparando todos
0S compostos no mesmo solvente (acetona) foi possivel concluir que o comportamento é
idéntico, pois, absorvem entre os 400-550 nm e que 0 composto que apresenta um maior
coeficiente de absorcdo é o 13 e o menor € 0 7. A nivel da comparacao entre 0s varios
solventes é possivel concluir que o solvente onde o composto 12 apresenta um maior
coeficiente de absorcéo é em diclorometano e no que apresenta menor € em etanol, isto esta

relacionado com o solvatocromismo.
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Através da caracterizacéo efetuada por *H-RMN foi possivel analisar o equilibrio ceto-
endlico deste tipo de compostos onde se concluiu que apenas 0s compostos 7 e 16 se

apresentam nas duas formas.

Outro objetivo deste trabalho foi estudar a capacidade antioxidante dos varios
compostos, onde foi possivel ver que o composto que apresenta uma melhor capacidade
antioxidante € o 13 e 0 que apresenta a pior € o 15 isto leva a concluir que os compostos que
contém o grupo metoxi na posicdo meta e o grupo hidroxi na posicdo para tém uma
capacidade antioxidante melhor, que o aumento de grupos metoxi no anel aromatico melhora
a capacidade antioxidante e que os compostos que ndao contém a posicao a funcionalizada

tém uma melhor capacidade antioxidante.

Por fim, efetuou-se co-cristalizacdo por mecanoquimica com vista a melhorar as
propriedades fisicas dos compostos 1, 12 e 13 utilizando véarios co-férmeros e diferentes
condi¢cBes reacionais, onde se obteve varios co-cristais, nomeadamente, o composto 13 com
resorcinol, piperazina, paracetamol e &cido citrico e o composto 12 com o acido citrico.
Coloca-se a hipétese também da obtencéo de misturas eutécticas, nomeadamente, a
curcumina com a piperazina e o composto 13 com a prolina, pois houve um aumento da
solubilidade em agua relativamente aos dos compostos curcumindides. No entanto, sdo

necessarios mais estudos de forma a caracterizar melhor as misturas.

Em relagdo a perspetivas futuras, serdo necessarias novas tentativas de
recristalizacdo dos co-cristais formados. Estabeleceu-se uma colaboracdo com a Faculdade
de Farmacia de Coimbra e com o centro de Investigacdo IBILI — Instituto de Imagem
Biomédica onde estdo a decorrer os estudos relacionados com das propriedades
antidiabéticas dos varios compostos sintetizados e os resultados preliminares séo positivos
para alguns compostos. Para estes estudos foi necessario efetuar previamente testes de
solubilidade em agua, soro fisioldgico e DMSO, onde se concluiu que todos 0os compostos
eram insolaveis ou pouco sollveis em agua e soro e bastantes sollveis em DMSO. Em
solucdes de 25 % de DMSO todos os compostos precipitavam a exce¢do do composto 13 que
se dissolveu parcialmente. No entanto, é fundamental realizar medidas quantitativas rigorosas
da solubilidade de novos curcumindides e dos co-cristais, essenciais na industria farmacéutica

em possiveis compostos com atividade farmacolégica.
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4. Procedimento Experimental

4.1. ConsideracOes Gerais

4.1.1. Reagentes e Solventes

Os reagentes e os solventes foram fornecidos pela Aldrich, Fisher Scientific, Panreac,
Carlo Erba, Alfa Aesar, Sigma, Acrds Organics e Absolve e apresentavam um grau de pureza

p.a. utilizados sem posterior purificacao.
4.1.2. Cromatografia em camada fina

Para a execucao das cromatografias de camada fina (TLC) utilizou-se placas de silica
Gel 60 F2s4 da Merck, com espessura de 0,2 nm observadas sobre uma luz ultravioleta a um

comprimento de onda de 254 nm e 356 nm.
4.1.3. Ponto de Fuséo

Para a determinacdo dos pontos de fuséo utilizou-se um equipamento de medida de

ponto de fusdo Barnstead Electrothermal 1A9100.
4.1.4. Espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de protdo (*H-RMN), de carbono (*3C-
RMN) e 2D foram realizados nos espectrometros Bruker 300 MHz e 400 MHz, com o software
Topsin 2.3. As amostras foram preparadas a temperatura ambiente e ao ar, utilizando como
solventes deuterados CDsOD, DMSO-ds, CD,Cl; e (CD3).CO. As constantes de acoplamento
(J) sédo expressas em (Hz), as multiplicidades sdo expressas segundo a nomenclatura — s —
singuleto, d — dupleto, t — tripleto, dt — duplo de tripleto, dqg — duplo de quadrupleto, m —

multipleto — os desvios quimicos (&) sdo expressos em partes por milhao (ppm).
4.1.5. Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Foi utilizado um espetrofotometro Agilent Tecnologies Cary 60 UV-Vis para a
realizagdo dos espetros de Ultravioleta-Visivel, numa gama de comprimentos de onda entre
200 e 900 nm. Utilizando como solventes acetona, cloroférmio, etanol, diclorometano e

acetonitrilo numa gama de concentracées entre 1x10“4M e 3,3x10° M.

4.1.6. Micro-ondas
Para as reac6es em micro-ondas utilizou-se um micro-ondas de sintese Discover SP
do CEM.
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4.1.7. Co-cristalizacdo por mecanoquimica
Para se efetuar as reacfGes de co-cristalizacdo por mecanoquimica utilizou-se um
moinho de bolas Mixer Mill MM 4000 da Retsch e um almofariz de 4gata quando a moagem

foi feita manualmente.
4.1.8. Difracao de Raios-X

4.1.8.1. Depbs

Os dados foram recolhidos num difratbmetro D8 Advance Bruker AXS 6-26 utilizando
uma fonte de radiagéo de cobre (Cu Ka, A = 1,5406 A) e um monocromador secundario que
operou a 40 kV e 40 mA..

4.1.8.2. De cristal Gnico

Os cristais que eram adequados para o estudo por raios X de cristal Unico, foram
montados no cryoloop juntamente com 6leo protetor Fomblin. Os dados foram recolhidos num
difratbmetro Bruker AXS-KAPPA APEX Il com radiagcdo de grafite-monocromada (Mo Ka, A =
0,71073 A) a 150 K. O gerador de raios-X operou a 50 kV e 30 mV e os dados de raios-X
foram recolhidos pelo programa APEX2. Todos os dados foram corrigidos a nivel de efeitos
de Lorentzian, polarizacdo e absorcédo usando os programas SADABS %6 e SAINT 133, A
resolucdo das estruturas foi feita por métodos diretos com o programa SHELXTL” da Bruker
e refinadas pelo método de matricial de minimos quadrados em F? pelo programa SHELXL97
138 inserido na plataforma WINGX-verséo 2014, Os parametros de temperatura dos atomos
nao-hidrogénio foram refinados anisotropicamente, enquanto que os hidrogénios foram
colocados em posi¢cBes calculadas nas estruturas e refinados isotropicamente. As figuras

foram realizadas com o programa Mercury 3.10.3.14°

4.2. Funcionalizacdo da posicdo a — Sinteses e caracterizacao

4.2.1. Sintese do 3-acetil-4oxopentanoato de terc-butilo (24) 108

0 0 0 THF, 24 h
—_—
+
M Br\)J\ Tambiente
OC(CHa)s

(H3C);CO0C

Figura 50 - Esquema reacional da sintese do 3-acetil-4oxopentanoato de terc-butilo

O 3-acetil-4-oxopentanoato de terc-butilo foi obtido a partir de uma variacéo do método

de Tanaka.'* Foi adicionada uma solugéo de acetilacetona (1 mL, 10 mmol) em THF (2 mL)
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a uma suspensao de NaH (0,48 g, 12 mmol, 0.83 equivalentes) em THF (14 mL) a 0 °C. A
mistura permaneceu sob agitacdo a 0 °C durante 1h, adicionando-se de seguida bromoacetato
de terc-butilo (1,47 mL, 10 mmol, 1 equivalente) em THF (6 mL) gota-a-gota. A mistura
reacional foi deixada em agitacdo durante toda a noite. No final, & mistura reacional de cor
amarela foi adicionada uma solugéo aquosa de NH.Cl até completa dissolu¢éo do precipitado
formado e esta foi posteriormente extraida com diclorometano. A fase organica foi seca com
sulfato de sédio anidro, filtrada e levada a secura, obtendo-se um éleo amarelo. (1,83 g, n=85
%)

IH RMN (CDCls, 300 MHz):

DC (62 %): 2,26 (s, 6H, H-1, H-5), 4,08 (t, 2H, H-3, J = 7,3 Hz), 2,82 (d, 2H, H-6, J =
7.3 Hz), 1,43 (s, 9H, CHs (t-Bu));

CE (38 %): 2,16 (s, 6H, H-1, H-5), 3,16 (d, 2H, H-6, J = 15.0 Hz), 1,46 (s, 9H, CHs (t-
Bu))

4.2.2. Sintese do acido 3-acetil-4-oxopentandico (25)108 124

O o}

tolueno, H;PO,
—_—

24

(H3C);C00C

HOOC

Figura 51 - Esquema reacional da sintese de acido 3-acetil-4-oxopentanéico

A uma solug¢éo do composto 24 (6,53 mmol, 1,4 g) em tolueno (3 mL) adicionou-se
acido fosférico (32,7 mmol, 1,88 mL, 5 equivalentes) gota-a-gota. A mistura reacional foi
aguecida aproximadamente a 100 °C durante 10 minutos, deixada de seguida a temperatura
ambiente durante toda a noite. Em seguida, adicionou-se agua (10 mL) e extraiu-se com
acetato de etilo (3x15 mL). A fase orgénica foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e

levada & secura. Obteve-se um 06leo laranja. (0,693 g, n=67 %).
'H RMN (CDCls, 400 MHz):

DC (86 %): 2,26 (s, 6H, H-1, H-5), 4,10 (t, 1H, H-3, J = 7,3 Hz), 2,90 (d, 2H, H-6,J =8
Hz)

CE (14 %): 2,33 (s, 6H, H-1, H-5), 3,45 (s, 1H, H-6, J = 15.0 Hz)
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4.2.3. Outros métodos de sintese de acido 3-acetil-4-oxopentandico (25)

Método 1: 24

A uma solugdo de composto 24 (9,33 mmol, 2 g) em diclorometano (4 mL) que se
encontrava sob atmosfera inerte, com agitacdo e num banho de gelo, foi adicionado TFA (4
mL) lentamente com a ajuda de uma ampola de adicdo. Apés agitacdo durante 1h30 a fase
organica castanha foi extraida com agua (4 x 8 mL). A fase aquosa foi concentrada no
evaporador rotativo e colocada no congelador e a fase organica juntou-se 15 mL de
diclorometano e levou-se a secura. Através da analise de RMN concluiu-se que as duas fases

da extragdo apenas continha material de partida
Método 2:

Apo6s a dissolucao de composto 24 (1 mmol, 0,214 g) em THF (10 mL) foi adicionado
hidroxido de potassio triturado (9 mmol, 0,507 g, 9 equivalentes) resultando uma suspensao.
Deixou-se a solugéo amarela escura com agitagdo durante 3h30. Adicionou-se, de seguida,
agua (10 mL) e extraiu-se com acetato de etilo (10 mL). Acidificou-se a fase aquosa com HCI
concentrado até pH 1 e extraiu-se novamente com acetato de etilo (3 x 10 mL). A fase organica
foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e levada a secura no rota-vapor, resultando
um 6leo amarelo. Através da analise por RMN concluiu-se que apenas continha material de

partida.

4.2.3. Sintese da 3-hidroxiiminopentano-2,4-diona (19) 1%

o o (6] (@]

H,S0, 7%, 15°C 3
NaNO,, H,0
1
N 9

~

OH

Figura 52 - Esquema reacional da sintese de 3-hidroxiiminopentano-2,4-diona

Dissolveu-se acetilacetona (25 mmol, 2,55 mL) numa solucao de acido sulfarico 7 %
(25 mL) a 15 °C. Adicionando-se de seguida, gota-a-gota, uma solucédo de nitrito de sodio (25
mmol, 1,73 g, 1 equivalente) em agua (7,5 mL). O produto foi extraido com acetato de etilo
(3x15 mL) e a fase organica foi lavada com agua e seca com sulfato de sodio anidro, filtrando-

se, de seguida, e levando-se a secura. (1,72 g, n=386 %).
Cristais amarelo palido.

IH RMN (CDCls, 300 MHz): 2.41 (s, 6H, -CHs)
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4.2.4. Tentativa de sintese de 3-aminopentano-2,4-diona (26) 123124

o} (o} o o

NH,CI, Zn

refluxo, 4h

N\ NH,

OH
Figura 53 - Esquema reacional da sintese de 3-aminopentano-2,4-diona

A uma solugéo do composto 19 (5 mmol, 0,65 g) em metanol (15,4 mL) foi adicionado
cloreto de aménio (20 mmol, 1,07 g, 4 equivalentes) e zinco previamente ativado (10 mmaol,
0,65 g, 2 equivalentes). Colocou-se a mistura reacional em refluxo e com agitagdo durante 4
horas. Em seguida, filtrou-se sobre celite de forma a retirar o zinco e o filtrado foi levado a
secura obtendo-se um 6leo castanho que foi tratado com éter. Obteve-se uma fase insollvel
e uma sollvel. Lavou-se posteriormente a fase sollvel com salmoura e 4gua, secando-se com
sulfato de sdédio anidro, filtrou-se por gravidade e por fim, levou-se a secura obtendo-se um

residuo castanho-escuro.
Através da analise de RMN conclui-se que nao era o produto pretendido.
Procedimento de ativacdo do zinco em pé

Juntou-se HCI 1 M a aproximadamente 10 g de zinco até este se encontrar submerso
e deixou-se com agitacao durante 15 minutos. Posteriormente, decantou-se a solucao e lavou-
se varias vezes com agua destilada, etanol e por fim com éter. Secou-se na linha e manteve-

se o sélido cinzento em atmosfera inerte.

4.2.5. Tentativas de sintese do 3-amino-4-hidroxibenzaldeido (27)

ON CHO H N CHO

HO HO

27

Figura 54 - Esquema reacional da sintese do 3-amino-4-hidréxibenzaldeido

Método 1: 128

Colocou-se num baldo de fundo redondo estanho granulado (1,04 g, 11,9 mmol, 4,8
equivalentes), 4-hidroxi-3-nitrobenzaldeido (0,419 g, 2,5 mmol), agua (6 mL) e HCI
concentrado (2,25 mL) adaptando-se posteriormente um refrigerante de Liebig. Agitou-se a

mistura reacional por 1h30 a aproximadamente 100 °C. Em seguida, arrefeceu-se até a
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temperatura ambiente e adicionou-se NaOH 10 % (5 mL) com agitacdo, obtendo-se um
precipitado amarelo que foi filtrado sob vacuo e lavado abundantemente com agua gelada.

Apos a analise por RMN concluiu-se que o sélido apenas continha o material de partida.

Método 2: 12°

SnCI2.2H:20 (5 eq), etanol
—_—

70°C, atm inerte

NO, NO,

OH OH

Figura 55 - Esquema reacional da reacéo

Uma mistura de 4-hidréxi-3-nitrobenzaldeido (2,5 mmol, 0,4178 g) e SnCl,.H.O (12,5
mmol, 2,37 g, 5 equivalentes) em etanol puro (5 mL) foi aquecido até 70 °C em atmosfera de
azoto durante 30 minutos, sendo posteriormente arrefecida e colocada sobre gelo. A mistura
castanha-alaranjada adicionou-se uma solugdo aquosa de bicarbonato de sédio (30 mL)
ficando laranja. Em seguida, extraiu-se com acetato de etilo (3x15 mL), sendo que a fase
organica foi lavada com salmoura, tratada com carvéo ativado e seca com sulfato de sédio.

Apos filtrar por gravidade e levar a secura obteve-se um soélido castanho-escuro.

Apo6s a analise por RMN concluiu-se que o grupo CHO teria sido reduzido ndo havendo

modificagdes no grupo nitro.

IH RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 4,03 (s, 2H, H-1), 7,99 (s, 1H, H-3), 7,72 (d, 1H, H-6,
J=8Hz), 7.01 (d, 1H, H-7, J=8Hz)

Método 3: 130

Foi adicionado metanol (5 mL) ao 4-hidréxi-3-nitrobenzaldeido (1 mmol, 0,162 g) e
zinco ativado (1,2 mmol, 0,0798 g, 1,2 equivalentes) sob atmosfera de azoto. De seguida,
adicionou-se HCOOH 90 % (1,5 mL) a temperatura ambiente e sob agitacdo e permaneceu
durante 40 minutos. Com a adicdo do HCOOH a solucéo passou de verde amarelado para
castanho avermelhado. No final recorreu-se a uma filtracéo por gravidade e levou-se a secura.
O dleo castanho obtido foi dissolvido em cloroférmio e lavado com uma solucdo saturada de
NaCl (15 mL), secando-se posteriormente com sulfato de magnésio anidro, seguindo-se de

uma filtracé@o e levado a secura obtendo-se um sélido castanho-escuro.

Através da andlise por RMN concluiu-se que ocorreu decomposicao.



PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 73

Método 4: 3¢

Adicionou-se ferro (4 mmol, 0,23 g, 4 equivalentes), agua (10 mL) e 4-hidroxi-3-
nitrobenzaldeido (1 mmol, 0,167 g) num baldo e deixou-se sob agitacdo a 50 °C durante 29
horas. Ao fim das 29 horas a solugdo castanha continha um precipitado, sendo que foi
posteriormente arrefecida até a temperatura ambiente e extraida com éter (4x15 mL). Secou-
se a fase organica com sulfato de magnésio, filtrou-se e levou-se a secura. Obteve-se um
sélido amarelo que apés a analise por RMN concluiu-se que apenas se tinha material de

partida.

Método 5: 132

Adicionou-se a uma suspensao de 4-hidréxi-3-nitrobenzaldeido (0,405 g, 2,5 mmol)
em etanol (5 mL) e agua (0,25 mL), ferro metalico (7,5 mmol, 0,419 g, 3 equivalentes) e cloreto
de célcio (2,5 mmol, 0,277 g, 1 equivalente) e deixou-se por 30 minutos a 60 °C sob agitacéao.
Em seguida, recorreu-se a uma filtragcdo para remover os residuos de ferro e extraiu-se com
acetato de etilo (2x10 mL). A fase orgéanica foi lavada com agua (3 x 5 mL), salmoura (2 x 5
mL) e seca com sulfato de sédio anidro, filtrou-se e levou-se a secura obtendo-se um sélido

amarelo escuro.

Através da andlise por RMN conclui-se que ndo ocorreu rea¢ao obtendo assim apenas

0 material de partida.

Método 6: 133 134

Num baldo de duas tubuladuras colocou-se etanol (6,2 mL), HCI (60 uL) e ferro (1
mmol, 0,056 g) e deixou-se durante 2 horas a 65 °C. Ao fim das 2 horas a solucdo castanha
foi colocada em gelo durante 10 minutos e adicionou-se posteriormente uma solugéo de
cloreto de amoénio 25 % (1,6 mL). Em seguida, adicionou-se 4-hidroxi-3-nitrobenzaldeido (2
mmol, 0,334 g, 2 equivalentes) em pequenas porc¢des e deixou-se durante toda a noite a
aproximadamente 100 °C. A mistura reacional castanha continha um precipitado também
castanho foi arrefecida até aos 40 °C e filtrada sobre celite. O filtrado foi levado a secura
obtendo-se um sélido amarelo. O precipitado que se encontrava no filtro foi lavado com etanol
e extraido com acetato de etilo, filtrado e seco no rota-vapor obtendo-se mais uma vez um

sélido amarelo esverdeado.

Através da analise por RMN concluiu-se que ambos os sélidos apenas continham

material de partida.
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4.3. Sintese e caracterizacdo dos derivados curcuminoides

4.3.1. Sintese do composto 1

Figura 56 - Esquema reacional da sintese de 1

Método 1: 123

Manteve-se sob agitacdo uma suspenséo de B.Os (0,07g, 1 mmol, 1 equivalente) e
acetilacetona (0,1 mL, 1mmol) em DMF (1,5 mL) durante 30 minutos a 80 °C. De seguida,
adicionou-se o borato de tributilo (1,03 mL, 4 mmol, 0,25 equivalentes) e manteve-se com as

mesmas condi¢des reacionais por mais 30 minutos.

Ao final de 30 minutos, adicionou-se 4-hidréxi-3-metdxibenzaldeido (0,304 g, 2 mmol,
2 equivalentes), e uma solugéo de n-butilamina (0,04 mL, 0,4 mmol em 0,5 mL de DMF) gota-
a-gota observando-se a mudanca de cor da solugdo de amarelo para vermelha. A mistura

reacional foi deixada durante 4 horas a 80 °C.

A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (8 mL), suspensa em agua e
colocada em gelo observou-se a formacdo de um precipitado. Em seguida, filtrou-se sob
vacuo obtendo-se um precipitado laranja que foi seco na estufa. O filtrado foi extraido com
acetato de etilo (3x15 mL), onde a fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada

por gravidade e levada a secura, obtendo-se um soélido laranja (156 mg, 42 %)
Método 2: 14

Manteve-se sob agitacdo uma suspenséo de B»O3 (0,70 g, 10 mmol, 1 equivalente) e
acetilacetona (1 mL, 10 mmol) em acetato de etilo (20 mL) durante 30 minutos a 40 °C. De
seguida, adicionou-se o borato de tributilo (10 mL, 40 mmol, 4 equivalentes) e manteve-se
com as mesmas condi¢des reacionais por mais 30 minutos. Ao final de 30 minutos, adicionou-
se 4-hidroxi-3-metdxibenzaldeido (3,04 g, 20 mmol, 2 equivalentes) e uma solucdo de n-
butilamina (0,4 mL, 4 mmol em 8 mL de acetato de etilo) gota-a-gota observando-se a
mudanca de cor da solugéo de amarelo para vermelha. A mistura reacional foi deixada durante

toda a noite sob agitacdo e a 40 °C.

A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (30 mL), suspensa em agua e
colocada em gelo observando-se a formacdo de um precipitado. Em seguida, filtrou-se sob

vacuo e o precipitado foi lavado com acetato de etilo obtendo-se um sélido laranja. O filtrado
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foi extraido com acetato de etilo (3 x 15 mL) e a fase organica da extracao foi seca com sulfato
de sdédio anidro, filtrada por gravidade e levada ao rota-vapor, obtendo-se um 6leo laranja que
foi tratado com éter obtendo-se um sdélido laranja escuro. Foi recristalizado de etanol:agua.
(2,64 g, 72 %)

Método 3: 1

Num reator de 10 mL adicionou-se acetilacetona (0,1 mL, 1mmol), B-Os (0,079, 1
mmol, 1 equivalente), 4-hidroxi-3-metéxibenzaldeido (0,304 g, 2 mmol, 2 equivalentes), 5
gotas de acido acético e 5 gotas de morfolina. Levou-se a mistura reacional, durante 2

minutos, ao micro-ondas a uma temperatura de 120 °C e 150 W.
Solido laranja.

IH RMN (MeOD-ds, 400 MHz): CE (100 %): 5,99 (s, 1H, H-1), 6,65 (d, 2H, H-3, J = 16
Hz), 7,60 (d, 2H, H-4, J = 16 Hz), 7,24 (s, 2H, H-6), 7,15 (d, 2H, H-9, J = 8 Hz), 6,84 (d, 2H, H-
10, J=8 Hz), 3,93 Ar-OCHs ;

IH RMN (DMSO-ds, 400 MHz): CE (100 %): 6,08 (s, 1H, H-1), 6,76 (d, 2H, H-3, J = 15,9
Hz), 7,55 (d, 2H, H-4, J = 15,8 Hz), 7,32 (s, 2H, H-6), 7,15 (d, 2H, H-9, J = 6,4 Hz), 6,82 (d,
2H, H-10, J = 6 Hz), 3,85 Ar-OCHs, 9,67 Ar-OH;

13C NMR (acetona- ds): d 183,6 (C-2), 127,3 (C-3), 140,5 (C-4), 122,9 (C-5), 110,7 (C-
6), 149,9 (C-7), 146,9 (C-8), 121,4 (C-9), 115,31 (C-10), 115,31 (C-11), 55.4 (-OCHa);

IV: vmax (cm™): 3443, 3045, 2940, 2842, 1629, 1589, 1514, 1450, 14167, 1365, 1293,
1265, 1204, 1161, 1144, 1120, 1032, 990, 972, 963, 934, 847, 807, 773, 715;

UV-VIS (acetona): (420 nm, 8 980 M1.cm™), (440, ombro);
Ponto de fusdo: [178 °C-179 °C]

4.3.2. Sintese do composto 12

HO. CHO
o o HO
¥ —_—
H3CO

H4CO

Figura 57 - Esquema reacional da sintese de 12

Método 1: 1%

Manteve-se sob agitacdo uma suspenséo de B»Os; (0,07g, 1 mmol, 1 equivalente) e

acetilacetona (0,1 mL, 2mmol) em DMF (1,5 mL) durante 30 minutos a 80 °C. De seguida,
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adicionou-se o borato de tributilo (1,03 mL, 4 mmol, 0,25 equivalentes) e manteve-se com as
mesmas condi¢cdes reacionais por mais 30 minutos. Ao final de 30 minutos, adicionou-se 3-
hidroxi-4-metoxibenzaldeido (0,304 g, 2 mmol, 2 equivalentes), e uma solucdo de n-butilamina
(0,04 mL, 0,4 mmol em 0,5 mL de DMF) gota-a-gota observando-se a mudanca de cor da

solucéo de amarelo para vermelha. A mistura reacional foi deixada durante 4 horas a 80 °C.

A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (8 mL), suspensa em éagua e
colocada em gelo observou-se a formacdo de um precipitado. Em seguida, filtrou-se sob
vacuo obtendo-se um residuo castanho avermelhado que foi posteriormente extraido com
etanol. Obteve-se uma parte insolavel que pela anélise por RMN se encontrava puro € uma
soluvel que se levou a secura obtendo-se um residuo oleoso castanho. Tratou-se com éter
resultando um solido castanho avermelhada que, pela analise por RMN, continha o produto

impuro. Foi recristalizado de etanol obtendo-se um sdélido laranja. (200 mg, 54 %)
Método 2: 104

Manteve-se sob agitacdo uma suspenséo de B»O3 (0,70 g, 10 mmol, 1 equivalente) e
acetilacetona (1 mL, 10 mmol) em acetato de etilo (20 mL) durante 30 minutos a 40 °C. De
seguida, adicionou-se o borato de tributilo (10 mL, 40 mmol, 4 equivalentes) e manteve-se
com as mesmas condi¢fes reacionais por mais 30 minutos. Ao final de 30 minutos, adicionou-
se 3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido (3,04 g, 20 mmol, 2 equivalentes) e uma solugcdo de n-
butilamina (0,4 mL, 4 mmol em 8 mL de acetato de etilo) gota-a-gota observando-se a
mudanca de cor da solugdo de amarelo para vermelha. A mistura reacional foi deixada durante

toda a noite sob agitacdo e a 40 °C.

A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (30 mL), suspensa em agua e
colocada em gelo observando-se a formacdo de um precipitado. Em seguida, filtrou-se sob
vacuo e o precipitado foi lavado com acetato de etilo, obtendo-se um soélido laranja. O filtrado
foi seco com sulfato de sédio anidro, filtrado por gravidade e levado ao rota-vapor, obtendo-
se um 6leo laranja que foi tratado com éter obtendo-se um sélido laranja escuro. (3,17 g, 86
%)

Sélido laranja.

IH RMN (MeOD-d-, 400 MHz): CE (100 %): 6,00 (s, 1H, H-1), 6,62 (d, 2H, H-3, J = 15,9
Hz), 7,56 (d, 2H, H-4, J = 15,8 Hz), 7,10 (s, 2H, H-6), 7,13 (d, 2H, H-9, J = 8 Hz), 6,98 (d, 2H,
H-10, J = 8,3 Hz), Ar-OCH: 3,93;

IH RMN (DMSO-ds, 400 MHz): CE (100 %): 6,12 (s, 1H, H-1), 6,66 (d, 2H, H-3, J =
15,9 Hz), 7,50 (d, 2H, H-4, J = 15,6 Hz), 7,14 (s, 2H, H-6), 7,14 (d, 2H, H-9, J = 6,4 Hz), 6,98
(d, 2H, H-10, J = 8,2 Hz), Ar-OH 9,23, Ar-OCHs 3,93;
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IH RMN (acetona- ds, 400 MHz): KE (100 %): 6,02 (s, 1H, H-1), 6,66 (d, 2H, H-3, J = 16
Hz), 7,55 (d, 2H, H-4, J = 16 Hz), 7,21 (s, 2H, H-6), 7,14 (d, 2H, H-9, J = 8 Hz), 7,00 (d, 2H, H-
10, J = 8 Hz), Ar-OCHs 3,90;

13C NMR (acetona-ds, 400 MHz): d 183,6 (C-2), 128,47 (C-3), 140,3 (C-4), 121,6 (C-5),
122,0 (C-6), 146,95 (C-7), 149,9 (C-8), 111,45 (C-9), 113,52 (C-10), 55,4 (-OCHs);

IV: Omax (cm™): 3406, 3205, 3002, 2932, 2840, 2363, 1639, 1624, 1590, 1518, 1461,
1436, 1308, 1274, 1239, 1206, 1171, 1128, 1022, 994, 974, 961, 928, 885, 870, 840, 806, 763,
741, 678, 611;

UV-VIS (acetona): (420 nm, 3 360 M.cm™), (440, ombro);
Ponto de fusdo: [187 °C-188 °C]

4.3.3. Tentativa de sintese do composto 20 123

HO CHO

o o HO N

i) B,O3, DMF, 80°C,30 min
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+
M ii) n-butilamida, 80°C.4h
20
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HsCO

Figura 58 - Esquema reacional da tentativa de sintese de 20

Manteve-se sob agitagdo uma suspensao de B»Os (0,07g, 1 mmol, 1 equivalente) e
acetilacetona (0,1 mL, 1 mmol) em DMF (1,5 mL) durante 30 minutos a 80 °C. De seguida,
adicionou-se o borato de tributilo (1,03 mL, 4 mmol, 0,25 equivalentes) e manteve-se com as
mesmas condi¢des reacionais por mais 30 minutos. Ao final de 30 minutos, adicionou-se 3-
hidréxi-4-metéxibenzaldeido (0,19 g, 1,3 mmol, 1,3 equivalentes), e uma solucdo de n-
butilamina (0,04 mL, 0,4 mmol em 0,5 mL de acetato de etilo) gota-a-gota observando-se a
mudanca de cor da solugdo de amarelo para vermelha. A mistura reacional foi deixada durante
4 horas a 80 °C.

A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (8 mL), suspensa em agua e colocada
em gelo observou-se a formacao de um precipitado. Em seguida, filtrou-se sob vacuo obtendo-
se um residuo castanho avermelhado que foi posteriormente extraido com etanol. Tratou-se
com éter resultando um sélido castanho avermelhada que, pela analise por RMN, foi possivel

verificar que se obteve o composto disubstituido (12). (150 mg, 41 %)



78 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.3.4. Sintese do composto 7 198

HsCO CHO K
B,0;, DMF
_—
+ n-butilamina, 80°C
HO

Figura 59 - Esquema Reacional da sintese do composto 7

COOC(CHy)

Manteve-se sob agitagcdo uma suspensao de B.Os (0,35 g, 5 mmol, 1 equivalente) e
composto 24 (1,07 g, 5 mmol) em DMF (10 mL) durante 30 minutos a 80 °C. De seguida,
adicionou-se o borato de tributilo (5,4 mL, 20 mmol, 4 equivalentes) e manteve-se com as
mesmas condig¢des reacionais por mais 30 minutos. Ao final de 30 minutos, adicionou-se 4-
hidréxi-3-metdxibenzaldeido (1,52 g, 10 mmol, 2 equivalentes) e uma solu¢ao de n-butilamina
(0,2 mL, 2 mmol em 4 mL de DMF) gota-a-gota observando-se a mudanca de cor da solucéo

de amarelo para vermelha. A mistura reacional foi deixada durante 4h sob agitacdo e a 80 °C.

A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (15 mL), suspensa em agua e
colocada em gelo observando-se a formacdo de um precipitado. Em seguida, filtrou-se sob
vacuo e o precipitado foi seco na estufa obtendo-se um sélido vermelho e o filtrado foi extraido
com acetato de etilo (3x15 mL). A fase orgéanica da extracdo foi seca com sulfato de sodio
anidro, filtrada por gravidade e levada ao rota-vapor, obtendo-se um 6leo vermelho que foi
tratado com éter e hexano originando também um sélido vermelho escuro. Através da analise
por RMN concluiu-se que o precipitado se encontrava puro enquanto que o sélido obtido da
extragdo continha ainda impurezas. O composto foi recristalizado através de uma

recristalizagdo mista com etanol: hexano. (274 mg, n=58 %)
1H RMN (MeOD-d., 400 MHz):
D.C. (65 %): 3,57 (t, 1H, H-1), 7,26 (d, 2H, H-3, J = 12Hz), 7,73 (d, 2H, H-4, J = 12 Hz),

6,85 (s, 2H, H-6), 7,18 (d, 2H, H-9, J = 8 Hz), 7,26 (d, 2H, H-10, J = 8 Hz), 2,88 (d, 2H, H-11),
Ar-OCH: 3,86, — COO(CHs)s 1,44;

C.E. (35 %): 6,85 (d, 2H, H-3, J=12 Hz), 7,71 (d, 2H, H-4, J = 12 Hz), 6,85 (s, 2H, H-
6), 7,18 (d, 2H, H-9, J = 8 Hz), 7,25 (d, 2H, H-10, J = 8 Hz), 3,67 (S, 2H, H-11), Ar-OCHs 3,93,

— COO(CHs):1,43

13C NMR (acetona- ds, 400 MHz): d 59,6 (C’-1), 184,66 (C-2, C’-2), 118,94 (C-3, C’-3),
143,51 (C-4, C-4), 128,85 (C-5, C'-5), 112,0 (C-6, C-6), 150,59 (C-7, C'-7), 149,42 (C-8, C'-
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8), 116,0 (C-9, C-9), 124,26 (C-10, C-10), 34,06 (C-11, C-11), 173,61 (C-12, C-12), 82,49
(C-13, C-13), 28,35 (C-14, C-14), 56,49 (-OCHs);
IV: Omax (CM™): 3219, 2261, 1724, 1587, 1513, 1473, 1283, 1197, 1152, 1031, 808;

UV-VIS (acetona): (337 nm, 245 Mt.cm?), (464 nm, 1 860 M*.cm?), (503, ombro);
Ponto de fuséo: 64,4 °C (decomposicao)

4.3.5. Tentativa de sintese do composto 21 124

H;CO CHO
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Figura 60 - Esquema reacional da tentativa de sintese de 21

Manteve-se sob agitacdo uma suspenséo de B>Os (0,07 g, 1 mmol, 1 equivalente) e
composto 24 (0,214 g, 1 mmol) em DMF (1,5 mL) durante 30 minutos a 80 °C. De seguida,
adicionou-se o borato de tributilo (1,08 mL, 4 mmol, 4 equivalentes) e manteve-se com as
mesmas condi¢des reacionais por mais 30 minutos. Ao final de 30 minutos, adicionou-se 4-
hidroxi-3-metéxibenzaldeido (0,19 g, 1,3 mmol, 1,3 equivalentes) e uma solugdo de n-
butilamina (0,04 mL, 0,4 mmol em 0,5 mL de DMF) gota-a-gota observando-se a mudanca de
cor da solugédo de amarelo para vermelha. A mistura reacional foi deixada durante 4h sob

agitacdo e a 80 °C.

Em seguida, a solugdo foi acidificada com HCI 0,5M (8 mL) e arrefecida até a
temperatura ambiente. A solucdo foi suspensa em agua e o precipitado foi filtrado e seco na
estufa. Através da andlise por RMN foi possivel concluir que se obteve o composto
disubstituido (7). (46 mg, 10 %)

4.3.6. Sintese do composto 16 104 108

o o
HO CHO
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+ n-butilamina, 40°C
H;CO ¢

COOC(CHg)s

Figura 61 - Esquema reacional da sintese de 16

Manteve-se sob agitacdo uma suspenséo de B>Oz (0,70 g, 10 mmol, 1 equivalente) e
composto 24 (2,16 g, 10 mmol) em acetato de etilo (20 mL) durante 30 minutos a 40 °C. De

seguida, adicionou-se o borato de tributilo (10 mL, 40 mmol, 4 equivalentes) e manteve-se
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com as mesmas condi¢cBes reacionais por mais 30 minutos. Ao final de 30 minutos, adicionou-
se 3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido (3,04 g, 20 mmol, 2 equivalentes) e uma solucdo de n-
butilamina (0,4 mL, 4 mmol em 8 mL de acetato de etilo) gota-a-gota observando-se a
mudanca de cor da solu¢éo de amarelo para vermelha. A mistura reacional foi deixada durante

toda a noite sob agitacdo e a 40 °C.

A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (30 mL), suspensa em agua e
colocada em gelo observando-se a formacdo de um precipitado. Em seguida, filtrou-se sob
vacuo e o precipitado foi seco na estufa obtendo-se um sélido vermelho escuro e o filtrado foi
extraido com acetato de etilo (3x15 mL). A fase organica da extracdo foi seca com sulfato de
sédio anidro, filtrada por gravidade e levada ao rota-vapor, obtendo-se um 6leo vermelho que
foi tratado com éter e hexano originando também um sdélido vermelho vivo. Através da analise
por RMN concluiu-se que o precipitado se encontrava puro enquanto que o sélido obtido da
extracdo continha ainda impurezas. O composto foi recristalizado através de uma

recristalizagéo mista com etanol:hexano. (3,52 g, n = 75 %)
1iH RMN (MeOD-ds, 400 MHz):

DC (46 %): 3,91 (t, 1H, H-1), 7,67 (d, 2H, H-3, J = 16 Hz), 7,68 (d, 2H, H-4, J = 16 Hz),
7,09 (s, 2H, H-6), 7,17 (d, 2H, H-9, J = 6 Hz), 6,98 (d, 2H, H-10, J = 8 Hz), 2,88 (d, 2H, H-11),
Ar-OCHs 3,91, — COO(CHs)s 1,45;

CE (54 %): 7,68 (d, 2H, H-3, J = 16 Hz), 7,68 (d, 2H, H-4, J = 16 Hz), 7,12 (s, 2H, H-
6), 7,17 (d, 2H, H-9, J = 6 Hz), 6,98 (d, 2H, H-10, J = 8 Hz), 3,60 (s, 2H, H-11), Ar-OCHs 3,93,
— COO(CHa)s 1,44;

13C NMR (acetona-ds, 400 MHz): 62,39 (C'-1), 184,62 (C-2, C’-2), 123,03 (C-3, C*-3),
137,55 (C-4, C-4), 128,78 (C-5, C'-5), 112,58 (C-6, C'-6), 146,56 (C-7, C-7), 148,13 (C-8, C-
8), 115,12 (C-9, C'-9), 123,78 (C-10, C-10), 38,63 (C-11, C-11), 171,96 (C-12, C-12), 82,36
(C-13, C-13), 19,0 (C-14, C’-14), 56,4 (-OCHa);

IV: Omax (cmY): 3528, 3408, 2976, 2930, 2356, 2031, 1855, 1715, 1608, 1582, 1510,
1455, 1436, 1366, 1353, 1283, 1225, 1138, 1022, 993, 975, 918, 850, 817, 799, 759;

UV-VIS (acetona): (430 nm, 6 910 Mt.cm™), (455, ombro);

Ponto de fusdo: [191 °C-193 °C]
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4.3.7. Tentativa de sintese do composto 22 124
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Figura 62 - Tentativa de sintese do composto 22

Manteve-se sob agitacdo uma suspenséo de B>Os (0,07 g, 1 mmol, 1 equivalente) e
composto 24 (0,214 g, 1 mmol) em DMF (1,5 mL) durante 30 minutos a 80 °C. De seguida,
adicionou-se o borato de tributilo (1,08 mL, 4 mmol, 4 equivalentes) e manteve-se com as
mesmas condi¢des reacionais por mais 30 minutos. Ao final de 30 minutos, adicionou-se 3-
hidroxi-4-metéxibenzaldeido (0,19 g, 1,3 mmol, 1,3 equivalentes) e uma solugdo de n-
butilamina (0,04 mL, 0,4 mmol em 0,5 mL de DMF) gota-a-gota observando-se a mudanca de
cor da solugdo de amarelo para vermelha. A mistura reacional foi deixada durante 4h sob

agitacdo e a 80 °C.

Em seguida, a solugdo foi acidificada com HCI 0,5M (8 mL) e arrefecida até a
temperatura ambiente. A solucdo foi suspensa em agua e o precipitado foi filtrado e seco na
estufa. Através da andlise por RMN foi possivel concluir que se obteve o composto
disubstituido (16). (154 mg, 33 %)

4.3.8. Sintese do composto 13 104
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Figura 63 - Esquema reacional de sintese de 13

Manteve-se sob agitagdo uma suspenséo de B0z (0,70 g, 10 mmol, 1 equivalente) e
acetilacetona (1 mL, 10 mmol) em acetato de etilo (20 mL) durante 30 minutos a 40 °C. De
seguida, adicionou-se o borato de tributilo (10 mL, 40 mmol, 4 equivalentes) e manteve-se
com as mesmas condi¢des reacionais por mais 30 minutos. Ao final de 30 minutos, adicionou-
se siringaldeido (3,04 g, 20 mmol, 2 equivalentes) e uma solucdo de n-butilamina (0,4 mL, 4
mmol em 8 mL de acetato de etilo) gota-a-gota observando-se a mudanca de cor da solucéo
de amarelo para vermelha. A mistura reacional foi deixada durante toda a noite sob agitacdo
e a 40 °C.
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A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (30 mL), suspensa em agua e
colocada em gelo observando-se a formacdo de um precipitado. Em seguida, filtrou-se sob
vacuo obtendo-se um precipitado vermelho vinho que foi seco na estufa. O filtrado foi extraido
com acetato de etilo (4x15 mL) e a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada
por gravidade e levada ao rota-vapor, obtendo-se um 6leo vermelho que foi tratado com éter
obtendo-se também um sélido vermelho vinho. Foi recristalizado de acetato de etilo: etanol.
(3,42 g, n1=80 %)

:H RMN (MeOD-ds, 400 MHz): CE (100 %): 6,00 (s, 1H, H-1), 6,70 (d, 2H, H-3, J = 16
Hz), 7,60 (d, 2H, H-4, J = 15,7 Hz), 6,97 (s, 2H, H-6), 6,97 (s, 2H, H-10), Ar-OCH: 3,91;

13C NMR (MeOD-d:): 184,6 (C-2), 127,5 (C-3), 142,4 (C-4), 122,0 (C-5), 106,9 (C-6,
C-10), 149,5 (C-7), 139,6 (C-8), 149,5 (C-9), 56,8 (-OCH);

IV: vmax (cm™): 3436, 2922, 2847, 1625, 1605, 1555, 1511, 1458, 1422, 1337, 1296,
1218, 1115, 1016, 601,

UV-VIS (acetona): (429 nm, 78 180 M.cm™), (448, ombro), (517, 16 442);

Ponto de fus&o: 130 °C (decomposi¢ao)

4.3.9. Tentativa de sintese do composto 23 104

H3CO CHO H.CO
3
i i i) B2O3, DMF, 80°C,30 min AN

—_— O
+
M ii) n-butilamida, 80°C.4h

HO

OCH
3 OCH;

Figura 64 - Esquema reacional da tentativa de sintese de 23

Manteve-se sob agitagdo uma suspensédo de B,Oz (0,07 g, 1 mmol, 1 equivalente) e
acetilacetona (0,1 mL, 1 mmol) em acetato de etilo (1,5 mL) durante 30 minutos a 40 °C. De
seguida, adicionou-se o borato de tributilo (1,03 mL, 4 mmol, 4 equivalentes) e manteve-se
com as mesmas condigdes reacionais por mais 30 minutos. Ao final de 30 minutos, adicionou-
se siringaldeido (0,19 g, 1 mmol, 1 equivalentes) e uma solucéo de n-butilamina (0,04 mL, 0,4
mmol em 0,5 mL de acetato de etilo) gota-a-gota observando-se a mudanca de cor da solugéo
de amarelo para vermelha. A mistura reacional foi deixada durante toda a noite sob agitacéo
e a40°C.

A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (8 mL), suspensa em é&gua e
colocada em gelo observando-se a formacgédo de um precipitado. Em seguida, filtrou-se e as
aguas foram extraidas com acetato de etilo (3x15 mL), sendo que a fase organica foi seca

com sulfato de sédio anidro, filtrada e levada a secura. Obteve-se um precipitado vermelho
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escuro da primeira filtracdo e um 6leo das extracbes, sendo que este ultimo foi tratado com
éter/hexano. Pela analise por RMN concluiu-se que se obteve o composto disubstituido (13).
(85 mg, 20 %)

4.3.10. Sintese do composto 14 110

CHO
2 o B,0;, EtOAC
—_—
M + n-butilamina, 40°C
HO

Figura 65 - Esquema Reacional da sintese de 14

Manteve-se sob agitagdo uma suspenséo de B,Os (0,07g, 1 mmol, 1 equivalente) e
acetilacetona (0,1 mL, Immol) em acetato de etilo (1,5 mL) durante 30 minutos a 40 °C. De
seguida, adicionou-se o borato de tributilo (1,03 mL, 4 mmol, 4 equivalentes) e manteve-se
com as mesmas condi¢des reacionais por mais 30 minutos. Ao final de 30 minutos, adicionou-
se 4-hidréxibenzaldeido (0,304 g, 2 mmol, 2 equivalentes), e uma solucdo de n-butilamina
(0,04 mL, 0,4 mmol em 0,5 mL de acetato de etilo) gota-a-gota observando-se a mudanca de
cor da solucdo de amarelo para vermelha. A mistura reacional foi deixada durante toda a noite

sob agitacdo e a 40 °C.

A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (8 mL), suspensa em agua e
colocada em gelo observou-se a formacédo de duas fases. Em seguida, extraiu-se com acetato
de etilo (5x15 mL). Secou-se a fase orgéanica da extracao com sulfato de sédio anidro, filtrou-
se por gravidade e levou-se ao rota-vapor, obtendo-se um 6leo vermelho que foi tratado com

éter obtendo-se um soélido vermelho. (215 mg, n=70 %)

:H RMN (MeOD-ds, 400 MHz): CE (100 %): 5,97 (s, 1H, H-1), 6,62 (d, 2H, H-3, J = 16
Hz), 7,60 (d, 2H, H-4, J = 15,8 Hz), 7,51 (d, 2H, H-6, J = 8 Hz), 6,84 (d, 2H, H-7, J = 8 Hz),
6,84 (d, 2H, H-9, J = 8 Hz), 6,51 (d, 2H, H-10, J = 8 Hz);

13C NMR (acetona-ds): d 183,6 (C-2), 130,1 (C-3), 140,1 (C-4), 126,8 (C-5), 121,2 (C-
6, C-10), 115,9 (C-7, C-9), 159,63 (C-8);

IV: max (cmY): 3482, 3241, 3021, 2926, 2852, 1893, 1735, 1629, 1601, 1581, 1512,
1433, 1384, 1337, 1322, 1298, 1278, 1248, 1197, 1168, 1143, 1105, 978, 964, 939, 866, 835,
813, 687;

UV-VIS (acetona): (414 nm, 17 285 Mt.cm™), (437, ombro);
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Ponto de fuséo: 202 °C (decomposicao)

OCH,

Tolueno, “acido fosférico
3h
OH

Figura 66 - Esquema reacional da sintese do composto 8

A uma solucéo de composto 7 (0,435 mmol, 0,21 g) em tolueno (2 mL) adicionou-se
acido fosférico (2,26 mmol, 0,15 mL, 5 equivalentes) gota-a-gota e deixou-se durante 3 horas
com agitacdo. Em seguida, adicionou-se dgua (10 mL) e extraiu-se com acetato de etilo (3x15
mL). A fase orgénica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e levada a secura. Obteve-

se um solido vermelho escuro.

Através da analise por RMN concluiu-se que se tinha obtido o composto, no entanto

estava bastante impuro com material de partida.

4.3.12. Sintese do composto 17

0CH,

Figura 67 - Esquema reacional da sintese do composto 17

Método 1: 4

A uma solucgdo de composto 16 (0,2 mmol, 0,1 g) em tolueno (2 mL) adicionou-se acido
fosférico (17,3 mmol, 1 mL, 86,5 equivalentes) gota-a-gota e deixou-se durante 3 horas com
agitacdo. Em seguida, adicionou-se 4gua (10 mL) e extraiu-se com acetato de etilo (3x15 mL).
A fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e levada a secura. Obteve-se um
sélido vermelho escuro. Através da andlise por RMN continha o produto, no entanto também

tinha material de partida.
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Método 2: 125

HO. CHO
B,03, Acetato de etilo
—_—
+ n-butilamina, 40°C
Hy,CO HyCO

Figura 68 - Esquema de reacional da sintese do composto 17

COOH

Manteve-se sob agitacdo uma suspensédo de B,Os (0,05 g, 0,75 mmol, 0,75
equivalente) e composto 25 (0,1 mL, Immol) em DMF (1,33 mL) durante 30 minutos a 70 °C.
De seguida, adicionou-se 3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido (0,304 g, 2 mmol, 2 equivalentes),
AcOH (0,36 mL) e morfolina (17 pL) em DMF (1,33 mL) deixou-se durante 5 horas sob
agitacdo e a 70 °C. A mistura foi entdo hidrolisada a temperatura ambiente pela adigdo de
uma solugdo aquosa AcOH 20 % (12 mL) e deixou-se por 1 hora com agitacdo sendo

posteriormente extraida com acetato de etilo (2x15 mL).

A fase organica da extracao foi lavada com agua e salmoura até pH neutro e seca com
sulfato de sodio anidro, filtrada por gravidade e levada ao rota-vapor, obtendo-se um éleo
laranja que foi tratado com éter e hexano. No entanto, como n&o resultou, adicionou-se agua
de forma a precipitar o composto, filtrou-se 0 mesmo obtendo-se um soélido vermelho escuro

que era o produto. (70 mg, 17 %)

4.3.13. Sintese do composto 15 110

Figura 69 - Esquema reacional da sintese do composto 15

Manteve-se sob agitacdo uma suspenséo de B.Os (0,07g, 1 mmol, 1 equivalente) e
acetilacetona (0,1 mL, Immol) em acetato de etilo (1,5 mL) durante 30 minutos a 40 °C. De
seguida, adicionou-se o borato de tributilo (1,03 mL, 4 mmol, 0,25 equivalentes) e manteve-

se com as mesmas condicdes reacionais por mais 30 minutos.

Ao final de 30 minutos, adicionou-se 2-hidréxi-3-metoxibenzaldeido (0,19 g, 1,3 mmol,
1,3 equivalentes), e uma solucdo de n-butilamina (0,04 mL, 0,4 mmol em 0,5 mL de acetato
de etilo) gota-a-gota observando-se a mudanca de cor da solucdo de amarela para laranja

amarelada. A mistura reacional foi deixada durante toda a noite sob agitacéo e a 40 °C.
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Ao fim das 4h, concluiu-se que a mistura ndo estava a reagir entdo colocou-se sob
refluxo a 90 °C e adicionou-se acetato de etilo (2 mL).

A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (8 mL), suspensa em agua e
colocada em gelo observando-se a formacdo de duas fases. Em seguida, extraiu-se com
acetato de etilo (3x15 mL). Secou-se a fase organica da extracdo com sulfato de sédio anidro,
filtrou-se por gravidade e levou-se ao rota-vapor, obtendo-se um éleo laranja que foi tratado

com éter obtendo-se um sélido amarelo.

Apbs andlise por RMN concluiu-se que a reacdo ndo ocorreu, obtendo-se apenas
material de partida.

Método 2: 109

Num reator de 10 mL adicionou-se acetilacetona (0,1 mL, 1mmol), B-Os; (0,07g, 1
mmol, 1 equivalente), 2-hidrdoxi-3-metdxibenzaldeido (0,304 g, 2 mmol, 2 equivalentes), 5
gotas de acido acético e 5 gotas de morfolina. Levou-se a mistura reacional, durante 2

minutos, ao micro-ondas a uma temperatura de 120 °C e 150 W.

:H RMN (Acetona-de. 400 MHz): 6,07 (s, 1H, H-1), 6,80-7,07 (m, 10H, H3, H4, H8, H9,
H10), 3,61 (Ar-OCHs)

UV-VIS (acetona): (350 nm, 5 840 Mt.cm™);
Ponto de fuséo: 145 °C (decomposicao)

4.3.14. Tentativa de sintese do composto 18

TOED S Ly

Figura 70 - Esquema reacional da sintese do composto 18

Método 1: 1%

A uma solucdo de composto 19 (0,129 g, 1 mmol) em etanol (5 mL) adicionou-se
vanilina (0,212 g, 1,4 mmol, 1,4 equivalentes). Em seguida, adicionou-se uma solucéo de 10
% NaOH em etanol (12,5 mL) gota-a-gota e deixou-se durante toda a noite em agitacdo e a
temperatura ambiente. No final, a mistura reacional foi colocada em gelo, adicionando-se

posteriormente HCI concentrado gota-a-gota. Filtrou-se o precipitado e secou-se sob vacuo.
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Através da analise por RMN foi possivel concluir que se tinha obtido o material de partida e

um produto desconhecido.

Método 2: 110

Manteve-se sob agitagdo uma suspensédo de B,Os (0,07g, 1 mmol, 1 equivalente) e
composto 19 (0,129 g, 1 mmol) em acetato de etilo (1,5 mL) durante 30 minutos a 40 °C. De
seguida, adicionou-se o borato de tributilo (1,03 mL, 4 mmol, 4 equivalentes) e manteve-se

com as mesmas condi¢des reacionais por mais 30 minutos.

Ao final de 30 minutos, adicionou-se composto 16 (0,19 g, 1,3 mmol, 1,3 equivalentes),
e uma solucéo de n-butilamina (0,04 mL, 0,4 mmol em 0,5 mL de acetato de etilo) gota-a-gota
observando-se a mudanca de cor da solucdo de amarela para laranja amarelada. A mistura

reacional foi deixada durante toda a noite sob agitacdo e a 40 °C.

A mistura reacional foi acidificada com HCI 0,5 M (8 mL), suspensa em agua e
colocada em gelo observou-se a formagéo de duas fases. Em seguida, extraiu-se com acetato
de etilo (3x15 mL). A fase organica da extracao foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada
por gravidade e levada ao rota-vapor, obtendo-se um 6leo castanho que foi tratado com éter
e hexano obtendo-se um sélido amarelo. Apos analise por RMN concluiu-se que a reagdo nédo

ocorreu, obtendo-se apenas material de partida.

4.4. Co-cristalizacdo por mecanoquimica

4.4.1. Moinho de Bolas

Colocou-se uma massa do produto farmacologicamente ativo (PFA) e uma massa de
co-férmero (estequiometria de 1:1) no moinho de bolas com as condi¢des abaixo referidas
(Tabela 13). Efetuou-se o difratograma de raios-X de pés e colocou-se a recristalizar em varios
sistemas de solventes, no entanto, ndo se obteve cristais com tamanho consideravel para se

efetuar o difratograma de raios-X de cristal Unico.
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Tabela 13 - Reagdes efetuadas pelo método 1
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PFA Co-férmero Tempo (min) Frequéncia (Hz) Solvente (pL)
Curcumina , ,
(0,4 mmol, ;’&eglaz(;%z;o")‘ 30 25 20 L etanol
0,148 g) Eee
Composto 13 .
(0,4 mmol, ?ne;zfcgngléo"; 30 25 20 pL etanol
0,172 g) ROG
Curcumina (1) Acido citrico 10 com etanol 400 pL acetato
(0,4 mmol, (0,4 mmol, + 10 com 15 de etilo + 400
0,147 g) 0,077 mg) acetato de etilo uL etanol
Composto 13 .
(0,4 mmol, ?ne:]gjcgngiéo")‘ 10 13.5 100 pL etanol
0,172 g) BB g
Curcumina (1) . .
(0,4 mmol, ;Iri?azolr:)i,éo")l 10 135 100 pL etanol
0,148 g) Do
Composto 13 Acido citrico
(0,3 mmol, (0,3 mmol, 10 13.5 10 pL etanol
0,128 g) 0,058 mg)
Composto 13 N
(0,2 mmol, :?:glg'g? 1(2’2) 10 135 10 pL etanol
0,086 g) R
Curcumina (1) -
(0,2 mmol, gig:gc')”fl(g’z) 10 135 10 pL etanol
0,074 g) 220
Curcumina (1) Acido maleico
(0,3 mmol, (0,3 mmol, 10 15 10 pL etanol
0,110 g) 0,040 g)
Curcumina (1) Acido maleico
(0,3 mmol, (0,3 mmol, 10 15 10 pL acetona
0,110 9) 0,040 g)
Curcumina (1) Acido maleico
(0,3 mmol, (0,3 mmol, 10 15 10 L DMSO
0,110 9) 0,040 g)
Curcumina (1) Acido maleico 10 UL
(0,3 mmol, (0,3 mmol, 10 15 acetor‘]‘itmo
0,110 9) 0,040 g)
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Curcumina (1)
(0,4 mmol,
0,147 g)

Curcumina (1)
(0,4 mmol,
0,147 g)

Curcumina (1)
(0,4 mmol,
0,147 g)

Curcumina (1)
(0,4 mmol,
0,147 g)

Curcumina (1)
(0,3 mmol,
0,111 g)

Curcumina (1)
(0,4 mmol,
0,147 g)

Composto 12
(0,4 mmol,
0,147 g)

Composto 12
(0,4 mmol,
0,147 g)

Composto 12
(0,4 mmol,
0,147 g)

Composto 12
(0,4 mmol,
0,147 qg)

Composto 13
(0,4 mmol,
0,172 g)

Composto 13
(0,4 mmol,
0,172 g)

Acido citrico

(0,4 mmol,
0,077 g)

Acido citrico

(0,4 mmol,
0,077 g)

Acido citrico

(0,4 mmol,
0,077 g)

Acido citrico

(0,4 mmol,
0,077 g)

Acido maleico

(0,3 mmol,
0,040 g)

Acido citrico
(0,4 mmol,
0,077 g)
Acido citrico
(0,4 mmol,
0,077 g)

L-asperigina
(0,4 mmol,
0,053 g)

Resorcinol (0,4

mmol, 0,048 g)

Prolina (0,4
mmol, 0,046 g)

Prolina (0,4
mmol, 0,046 g)

L-asperigina
(0,4 mmol,
0,053 g)

10

10

10

10

10

10

10

10+10

10

10

10

10

15

15

15

15

15

15

13,5

13,5

13,5

13,5

13,5

13,5

89

10 pL acetona

10 uL DMSO

10 uL
Cloroférmio

10 yL
acetonitrilo

10 uL
cloroférmio

10 pL etanol

10 pL etanol

10 pL etanol

10 pL etanol

10 pL etanol

10 pL etanol

10 pL etanol
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4.4.2. Moagem manual em almofariz

Colocou-se uma massa do produto farmacologicamente ativo (PFA) e uma massa de
co-formero (estequiometria de 1:1) no almofariz, procedendo-se a moagem manual nas
condicbes abaixo referidas (tabela 14). Efetuou-se o difratograma de raios-X de pés e colocou-
se a recristalizar em varios sistemas de solventes. Mais uma vez ndo se conseguiu obter
cristais com tamanho adequado para a determinacao da estrutura dos compostos por raios-X

de cristal Unico.

Tabela 14 - Reacdes efetuadas pelo método 2

PFA Co-férmero Tempo (min) Solvente (uL)

Composto 13 .

(0,4 mmol, Resorcg”gé'léoé‘)‘ mmol, 15 100 pL etanol
0,172 qg) ’
Composto 13
(0,4 mmol, Paracet%”gg'o(gs“ mmol, 30 600 L etanol
0,128 g) ’

Composto 13 . .

(0,3 mmol, Piperazina (0’3; mmol, 0,048 30 450 uL etanol
0,128 g) g

CL(Jrcumina I(1) Alopurinol I
0,3 mmol, 40 600 pL etano
0,111 g) (0,3 mmol, 0,040 g)

C(omposto |13 Acido gélico I
0,3 mmol, 20 450 pL etano
0,128 g) (0,3 mmol, 0,036 g)

C(%TT;FDOSIO |13 Acido citrico 20 200 I

,3 mmol, ML etano
0,128 g) (0,3 mmol, 0,058 g)

Ct;éc:rpnlrr:% I(1) Acido citrico 15 400 pL acetato de
0147 q) (0,4 mmol, 0,077 g) etilo

Curcumina (1) - ,

(0,4 mmol, Acido mag%lgz g(]())4 mmol, 20 20 pL etanol
0,147 g) ’
Curcumina (1) ‘L .
(0,3 mmol, Acido maole(z)lzg g(j())3 mmol, 20 20 pL acetona
0,110 9) '
Composto 13 o
(0.2 mmol, Naringina (0,2 mmol, 0,116 20 20 pL etanol

0,074 g)

g9)
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Composto 13 Acido citrico
(0,4 mmol, 20 20 pL etanol
0,147 g) (0,4 mmol, 0,077 g)

Curcumina (1) 446 maleico (0,3 mmol,

(0,3 mmol, 20 20 uL DMSO
0,110 g) 0.0409)
Curcumina (1) P ,
(0,3 mmol, Acido m%'%':g é())s mmol, 20 20 pL cloroférmio
0,110 g) ’
Curcumina (1) © .
(0,3 mmol, Acido m%%zg é())S mmol, 20 20 pL acetonitrilo
0,110 9) ’

45, Testes de solubilidades

45.1. Em agua e meio fisiolégico para posterior aplicacdo em testes
bioldgicos

Analisou-se a solubilidade dos compostos em agua e meio fisiol6gico e obteve-se 0s

resultados referidos na Tabela 15.

Tabela 15 - Testes em agua, meio fisiolégico e DMSO

Agua destilada  Soro Fisioldgico

Compostos DMSO 25 % DMSO
(200 mL) (30 mL)
1 Insoltvel Insoltvel Solavel (40 pL) Insoluvel
7 Insolavel Insolavel Solavel (20 pL) Insolavel
12 Insoltvel Insoltvel Solavel (20 pL) Insoluvel

Parcialmente

13 Insoltvel Insoltvel Solavel (20 pL) )
Soluvel

14 Insolavel Insolavel Solavel (20 pL) Insolavel

15 Insolavel Insolavel Solavel (40 pL) Insolavel

16 Insolavel Insolavel Solavel (20 pL) Insolavel
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4.5.2. Em solventes organicos

A solubilidade dos compostos em solventes organicos foi também determinada e os

resultados encontram-se inseridos na
Tabela 16.

Tabela 16 - Tabela de solubilidades dos varios derivados curcuminéides

Acetonitrilo  Acetona DCM Acetato de Cloroférmio Etanol
etilo
Composto Solavel Solavel Solavel Parcialmente Soluvel Soluvel
1 Solavel
Composto Solavel Solavel Solavel Soluavel Soluavel Soluvel
7
Composto Solavel Solavel Solavel Parcialmente Soluvel Soluvel
12 Solavel
Composto Solavel Soluvel Parcialmente Soluvel Soluvel Soluvel
13 .
Solavel
Composto Solavel Solivel Parcialmente Soluvel Insolavel Soluvel
14 Solavel
Composto Solavel Solavel Insolavel Solavel Soluvel Parcialmente
15 Soluvel
Composto Solavel Solavel Solavel Soluavel Soluavel Soluvel
16

4.6. Teste da capacidade antioxidantes dos curcumindides

Num tubo de ensaio juntou-se em solucdo tampéo de fosfato pH=7 (3 mL) ABTS (1
mg/1 mL, 3 mL) e o oxidante MnO, (100 mg) por 10 minutos com agitacdo. De seguida,
centrifugou-se e retirou-se o oxidante. No espetrofotometro a um comprimento de onda de
734 nm, mediu-se a absorvancia da solucdo de ABTS™. Adicionou-se, posteriormente, a
solugéo anterior cada um dos compostos em estudo numa solucéo de etanol (20 pL). Mediu-
se a absorvancia ao fim de 5 minutos tendo-se efetuado ensaios em triplicado, a percentagem

de inibicao é dada por:
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A(ABTS'+) 'A(amostra)

% inibicao= x100

AnBTs™)

Onde, Aamostra) - Valor medido 5 minutos apos a adi¢do do antioxidante

Tabela 17 — Resultados dos testes antioxidantes efetuados

Curcumina (1) Comercial

Amostra AaBTS) Aamostra %inibicéo
1 0,607 0,046 92,4
2 0,667 0,039 94,1
3 0,662 0,034 94,9

Composto 1

Amostra AaBTS) Aamostra %inibicao
1 0,701 0,032 95,4
2 0,697 0,03 95,7
3 0,604 0,045 92,6

Composto 12

Amostra AaBTS) Aamostra %inibicdo
1 0,56 0,222 60,4
2 0,514 0,221 57,0
3 0,617 0,212 65,6

Composto 7

Amostra AaBTS) Aamostra %inibicao
1 0,643 0,09 86,0
2 0,68 0,075 88,9
3 0,633 0,084 86,7

Composto 16

Amostra AaBTS) Aamostra %inibicao
1 0,718 0,184 74,4
2 0,724 0,187 74,2

3 0,64 0,176 72,5
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Composto 13

Amostra AaBTS) Aamostra %inibicéo
1 0,61 0,03 95,1
2 0,621 0,028 95,5
3 0,625 0,029 95,4
Composto 14
Amostra AaBTS) Aamostra %inibicao
1 0,757 0,206 72,8
2 0,697 0,208 70,2
3 0,738 0,200 72,9
Composto 15
Amostra AaBTS) Aamostra %inibicao
1 0,447 0,385 13,9
2 0,657 0,601 8,5
3 0,586 0,560 4.4
Acido ascérbico
Amostra AaBTSY) Aamostra %inibicéo
1 0,582 0,067 88,5
2 0,771 0,109 85,9
3 0,771 0,091 88,2
Trolox
Amostra AeTS) Aamostra %inibicao
1 0,814 0,078 90,42 %
2 0,843 0,08 90,51 %
3 0,576 0,064 88,89 %
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100
8o~ § -
3 £ % | i
- S A ER A
Y 4 aq it TRy E
B0 f 1 ! i é; ﬁﬁ s
%T 3 ;“‘ : & ; i
#oWiadl g F
ﬂ i
20 f
10 T T T T 4 T T T
4000.0 3000.0 2000.0 1000.0 400.0
Wavenumber [cm-1]
Figura 71 - Espetro de FT-IR do composto 1
100

an T T T T T T 4
4000.0 3000.0 2000.0 1000.0 400.0
Wavenumber [cm-1]
Figura 72 - Espetro de FT-IR do composto 7
110

40 T T T T T T T
4000.0 3000.0 20000 1000.0 400.0
Wavenumber [cm-1]

Figura 73 - Espetro de FT-IR do composto 12
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Figura 76 - Espetro de *H-RMN (CDCls, 300 MHz) do composto 24
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Figura 80 - Espetro de 'H-RMN (acetona- ds, 400 MHz) do composto 13
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Figura 81 - Espetro de *H-RMN (MeOD- da, 400 MHz) do composto 14
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Figura 82 - Espetro de 'H-RMN (MeOD- da, 400 MHz) do composto 15
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Figura 83 - Espetro de 'H-RMN (MeOD- ds, 400 MHz) do composto 16
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Anexo lll - Espetros de 3C-RMN
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Figura 84 - Espetro de 3C-RMN (acetona- ds, 400 MHz) do composto 1
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Figura 85 - Espetro de 3C-RMN (acetona- ds, 400 MHz) do composto 7
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Figura 86 - Espetro de *C-RMN (acetona- ds, 400 MHz) do composto 13

114



115

waw LMM!JHHMMA’L“W&WLMUL“LJWMJWMM.&WM#NﬁUF k\uwmww

30 X0 p 200 1% 180 0 180 15D 140 130 120 110 100 %D ED A [ ] 40 3D 0 10

Figura 87 - Espetro de *C-RMN (acetona- ds, 400 MHz) do composto 14
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Figura 88 - Espetro de *C-RMN (acetona- ds, 400 MHz) do composto 16



