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Resumo

Os curcuminoides sdo compostos originados a partir de modificacdes estruturais feitas
na estrutura da curcumina. A curcumina esta presente no acafrdo-da-india e tem sido alvo de
muitos estudos, pois apresenta diversas atividades biolégicas, tais como antioxidantes e
antidiabéticas, o que se tem vindo a verificar também nos seus anélogos. A presente
dissertacdo teve como objetivo a sintese de analogos da curcumina de forma a melhorar o
perfil farmacol6gico apresentado por esta, mais precisamente a sua biodisponibilidade,
seletividade, estabilidade e capacidade antidiabética.

Numa primeira abordagem foi realizada uma andlise in silico de diferentes familias de
anélogos da curcumina, bem como estruturas relacionadas, tendo como finalidade perceber
a influéncia das varias modificages estruturais nas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
dos compostos. ApGs esta analise foram selecionados os compostos mais promissores para
as propriedades em vista evitando, assim, a sintese de compostos com propriedades

farmacocinéticas indesejaveis.

Com base na analise in silico realizada, sintetizaram-se com sucesso trés grupos de
compostos: curcumindides simétricos, monocurcumindides e compostos com cadeias
B-dicetdnicas funcionalizadas na posi¢ao a. Para o grupo de compostos monocurcuminéides,
foi necessario proceder-se a otimizacéo das condigBes experimentais. A caracterizacdo dos
compostos foi realizada através de técnicas espetroscépicas como RMN (*H, *C, HSQC),

UV-Vis e FT-IR, e ainda através de Difracdo de Raio-X.

Por fim, a capacidade antioxidante dos compostos foi avaliada de modo a perceber
que influéncia teriam as modificagfes estruturais feitas nesta propriedade biologica, sendo a

curcumina o composto que apresenta maior capacidade antioxidante.

Palavras-chave: curcumina, monocurcumindides; cadeia B-diceténica; andlise in silico;

antioxidantes.







Abstract

Curcuminoids are compounds originated from structural modifications on the structure
of curcumin. Curcumin is present in turmeric and has been the subject of many studies
because it presents several biological activities, such as antioxidants and antidiabetics, which
has also been verified in its analogues. The present dissertation’s goal is to synthesize
curcumin analogues to improve its pharmacological profile, more precisely, its bioavailability,
selectivity, stability and antidiabetic capacity.

In a first approach, an in silico analysis of different families of curcumin analogues was
performed, as well as related structures, in order to perceive the influence of the various
structural changes on the physical-chemical and biological properties of the compounds. After
this analysis, the most promising compounds for the target properties were selected, thus
avoiding the synthesis of compounds with undesirable pharmacokinetic properties.

Based on the in silico analysis performed, 3 groups of compounds were successfully
synthesized: symmetrical curcuminoids, mono-curcuminoids and compounds with
a-functionalized B-dicetonic chains. For the mono-curcuminoid group, the experimental
conditions were optimized. The characterization of the compounds was performed by
spectroscopic techniques such as NMR (*H, 3C, HSQC), UV-Vis and FT-IR and through

X-ray diffraction.

Finally, the antioxidant capacity of the compounds was evaluated to understand the
influence the structural changes on this biological property, with curcumin being the compound

with the highest antioxidant capacity.

Keywords: curcumin, mono-curcuminoids; B-diketonic chain; in silico analysis; antioxidants.
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1. Introducéo

Em 1989, Dr. Stephen De Felice (Presidente da Fundacéo para a Inovacdo em
Medicina) introduziu o termo “nutracéutico” que deriva dos termos nutricdo e farmacéutico
(Figura 1). Este termo pode incluir nutrientes isolados, suplementos alimentares, produtos a
base de plantas e alimentos processados geneticamente modificados como cereais, sopas e
bebidas.!

Os nutracéuticos ou alimentos funcionais sdo definidos como alimentos ou parte de
alimentos que fornecem beneficios medicinais, abrangendo tanto a prevencao e o tratamento
de doencas crénicas, como a nutricdo basica. Estes sdo compostos bioativos e ndo toxicos

gue estdo presentes nas plantas, frutas, vegetais e especiarias.??

Nutricdo Nutracéutico Farmacéutica

N I R

Tem efeitos Atua nos
fisiologicos sistemas Limita
benéficos para imunitario, o uso de
a saude respiratoério e medicamentos
humana digestivo

Figura 1 - Os beneficios dos nutracéuticos*

A sua aplicagdo no tratamento e prevencdo de doengas é cada vez mais utilizada.
Apesar disto, existe ainda muita apreensao quanto a utilizagdo dos nutracéuticos e possiveis
efeitos colaterais que possam causar. Contudo, varias investigacbes mostram que a
aplicabilidade dos nutracéuticos é bastante abrangente, sendo que estes atuam como
estimuladores de imunidade e ajudam na recuperacao de doencas degenerativas. Além disto,
aplicam-se também a doencas cronicas — como doencas cardiacas —, no combate a

obesidade, e ainda possuem propriedades antidiabéticas e anticancerigenas.!

As fontes alimentares usadas como nutracéuticos incluem fibras alimentares,
probiéticos, pré-bioticos, acidos gordos polinsaturados, antioxidantes, vitaminas, polifendis e
especiarias. Dentro dos polifendis encontram-se os flavonodides, os glicosinolatos e a

curcumina.*

A curcumina € um composto fenélico natural que é extraido do rizoma da planta
Curcuma longa, uma planta herbacea perene (Figura 2) que pertence a familia do gengibre

(Zingiberaceae) e € cultivada, predominantemente, na india e no Sudoeste Asiatico. Na Asia,
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esta planta é conhecida vulgarmente como acafrdo-das-indias e esta presente ha mais de
2000 anos neste continente no uso culinario, em cosméticos, corantes de tecidos e farmacos.
Atualmente, a curcumina tem vindo a ser utilizada no tratamento de diversas doencas devido

as suas propriedades farmacoldgicas que despertaram interesse nos Ultimos anos.>”’

Figura 2 - (a) Rizoma e pé da C. longa; (b) Planta C. longa®®

Na medicina tradicional e herbal, o acafrdo € das especiarias mais usadas no
tratamento de vérias doengas, como, por exemplo, a artrite reumatoide, a conjuntivite, as
infecbes do trato urinario, o cancro da pele ou até mesmo como regulador da menstruacéo.
Na medicina chinesa e Ayurvédica, este é usado ha muitos anos e é administrado por varias

vias, incluindo tépica, oral e por inalagdo.51°

O extrato bruto em p6 da C. longa é composto por 6leos volateis, fibras, matéria
mineral, proteina, gorduras, humidade, carboidratos e cerca de 1 a 6% (p/p) de curcumindides
gue sao constituidos por (Figura 3): curcumina (60-70%), demetdxicurcumina (20-27%),
bisdemetdxicurcumina (10-15%) e outros componentes minoritarios. Estes compostos
conferem a cor amarela ao acafrdo e estdo entre os seus derivados bioativos, sendo a

curcumina o curcuminéide com melhor atividade biolégica e 0 mais estudado na area da

saude.1t12
Composto R1 R2
Curcumina OCHs OCHs
Demetéxicurcumina H OCHs
Bisdemetoxicurcumina H H

Figura 3 - Estrutura quimica dos curcumindides mais comuns

O nome IUPAC da curcumina é (1E,6E)-(1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5-diona) e pode ser também conhecida como diferuloilmetano. Esta molécula

de formula quimica CxH200s € peso molecular 368,385 g/mol, tem como principais
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caracteristicas o ponto de fusao entre 179-182°C e a densidade relativa de 0,9348 a 15°C. A

curcumina é comercializada em po cristalino ou agulhas alaranjadas.%13

Para além destas caracteristicas, a curcumina possui uma solubilidade variavel, sendo
praticamente insoltvel em agua (11 ng/mL) a pHs menores que 7, mas soluvel em solventes
polares, como acetona (7,75 mg/mL), metanol (4,44 mg/mL), etanol (5,6 mg/mL) e
2-butanona (2,17 mg/mL), apresentando maior solubilidade em DMSO (20 mg/mL). Assim

sendo, é o solvente mais aconselhado aquando das rea¢Bes com curcumina. Esta

decompde-se por combustéo, formando éxidos de carbono (produtos téxicos).1914.15

Em adicdo, a curcumina apresenta um maximo de absor¢édo a 430 nm em metanol e
entre 415-420 nm em acetona. Em condi¢des alcalinas (pH>10), a curcumina € totalmente

desprotonada e apresenta um maximo de absorcéo a 467 nm.51¢

A curcumina tem uma estrutura simples, que foi descoberta hd mais de um século,
com uma cadeia de sete atomos de carbono contendo uma B-dicetona a,B-insaturada ligada
a dois anéis aromaticos substituidos com um grupo fendlico e um grupo metoxilo, possuindo
na sua constituicao dois protdes fendlicos (pKa=10-10,5) e um protdo endlico (pKa=8,5). A
caracteristica principal desta estrutura € apresentar tautomerismo ceto-endlico, que depende
do pH da solucéo (Figura 4). A forma ceto predomina na fase soélida e em condi¢des acidas

e neutras, ao contrario da forma endlica que existe em condi¢des alcalinas.’°

Figura 4 - Estrutura quimica do tautomerismo ceto-endlico da curcumina’

Em meio acido (pH 3 a 7), a forma ceto da curcumina atua como doadora de protéo,
devido a presenca do atomo de carbono central muito ativo. As ligagbes C-H deste carbono
sdo muito fracas pelo facto de ocorrer facil deslocalizagéo dos eletrdes ndo emparelhados
dos oxigénios vizinhos. A pH igual a 8, a curcumina atua como doadora de eletrées. Em
solugdes béasicas, superiores a pH 11,7, a solubilidade da curcumina melhora, no entanto, a
sua estabilidade diminui, isto porque esta se degrada mais rapidamente devido a formacéo

do anido enolato.?4

Ap0s a sua extracao e purificacdo, a curcumina € usada como tratamento natural para
uma vasta gama de doencas devido as suas propriedades medicinais. A administracdo da
curcumina até 12 gramas por dia ndo revelou efeitos toxicos em humanos e foi considerada
segura. Os curcuminoides foram considerados farmacologicamente seguros e classificados
como seguros para consumo humano pela agéncia reguladora de alimentos e farmacos FDA

(Food and Drug Administration) dos Estados Unidos da América.®*
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A curcumina possui diversas funcionalidades que Ihe permitem interagir com proteinas
(alvos moleculares), tais como intera¢des Van der Waals entre os grupos fenilo hidrofébicos
e as proteinas celulares ou através de ligac6es de hidrogénio entre a proteina celular e os
grupos metilenos presentes na cadeia carbonada principal, levando a bio-redugéo
(Figura 5).%7

Vérios estudos comprovam que a curcumina tem na sua estrutura grupos que lhe
conferem reatividade quimica variada, tais como hidrélise, degradacéo, doacédo de hidrogénio
levando a oxidac¢éao e adicao nucledfila reversivel e irreversivel (reacéo de adi¢cdo de Michael),

sendo as Ultimas duas essenciais para a atividade biolégica da curcumina (Figura 5).

Quelante de
Metais =,
|
_ . Me2* A , Aceitador
Bio-redugéo «—. o0 J( de Michael
| | 2
3
6 L
5 *TOH~
\\) Doador de
Protao

Ad
Lipofilicidade

Figura 5 — Curcumina: Relag&o entre Estrutura-Atividade e Principais Reac6es Quimicas®!’

A curcumina possui a capacidade de atuar como aceitador de Michael devido a
presenca da B-dicetona a,3-insaturada na cadeia carbonada principal. De entre os anides que
atuam como doadores, encontram-se 0s grupos -OH e -SH, estando este Gltimo presente na
glutationa intracelular que, € um nucleéfilo muito comum no organismo, e esta, entre outras
coisas, associada ao tratamento do cancro do colon. Apés varios estudos, a reagédo de
Michael entre a curcumina e a glutationa forma compostos citotoxicos, que atuam nas células
cancerigenas do cancro do célon e, por sua vez, ajudam no seu tratamento, conferindo a

curcumina propriedades anticancerigenas.’*47-19

A presenca da B-dicetona a,B-insaturada e dos grupos metoxilo e fendlico determinam
a atividade biolégica da curcumina. Os grupos OH do anel fendlico (posicdes 4 e 4’) séo
doadores de eletrbes para os radicais livres através de uma reacao de oxidacdo, e conferem
a curcumina propriedades antioxidantes reforcada pelos grupos metoxilo (posicbes 3 e 3').
Os anéis fenilo presentes na curcumina contribuem para a sua alta lipofilicidade, isto €, a sua

solubilidade é maior em fases lipidicas e praticamente nula em fases aquosas.**’

E possivel efetuar modificagdes na estrutura da curcumina de modo a variar a sua
farmacocinética, e alterar as suas propriedades fisico-quimicas, variando a sua atividade
biol6gica. A Tabela 1 apresenta algumas das modificacdes estruturais realizadas na

curcumina e as alteracdes que provocam na atividade biolégica.”
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Tabela 1 - Modificagdes estruturais na molécula curcumina e respetiva mudanca na atividade biolégica ’

Local da modificagao

Tipo de modificagéo

Mudanca na atividade bioldgica

Anéis aromaticos

Esterificagdo do grupo fenélico com
t-lisina
Esterificagdo dos grupos fendlicos

Substituir os anéis fendlicos por um

3-(dietilamino)fenilo e outro por 3-metoxifenilo

Melhora a atividade de inibi¢éo de

amil6ide®®

Melhora a atividade anti tumoral?*??

Posi¢éo C-4 na curcumina

Inserir um grupo (p-tolil)hidrazina
Inserir N-benzilacrilamida ou N-benzilacetamida

Inserir uma molécula de talidomida

Melhora a atividade antioxidante®
Melhora a atividade anti-inflamatéria*

Melhora a atividade anti proliferativa®

Cadeia principal com 5

atomos de carbono

Substituir a B-dicetona por um grupo carbonilo

Melhora a atividade antioxidante?®

Cadeia principal com 5
carbonos (com um grupo

carbonilo)

Substituir um anel fenélico por um anel

nitrobenzeno

Substituir os anéis fendlicos por anéis

2-metil-4-(triflaormetil)triazol

Substituir os anéis fenolicos por anéis imidazol e

piridina

Substituir os anéis fendlicos por anéis

4-(trifluormetil)triazol e imidazol ou benzimidazol

Melhora a atividade anticancerigena®’
Melhora a atividade anticancerigena?®

Melhora a atividade anti proliferativa®

Cadeia principal com 5
atomos de carbono (com

um grupo 4-piperidinona)

Inserir 2-flior ou 4-benziléxi nos anéis fenilo

Melhora a atividade anticancerigena®

Cadeia principal com 7

atomos de carbonos

Substituir um grupo carbonilo por um substituinte

alquilamino

Substituir a -dicetona por uma ponte triazol

Melhora a atividade anti

proliferativa®-=?

Cadeia principal com 7
atomos de carbonos (com

ponte pirazol)

Substituir os anéis fendlicos por anéis N,N-

dimetilanilina

Melhora a atividade anti-inflamatoria®

Além das mudancas apresentadas acima, existem outras que se podem realizar na
estrutura da curcumina para alterar as suas propriedades biologicas, como a substituicdo da
posi¢do orto do anel aromatico por um grupo OH ou OCHs. Esta substituicAo melhora as

propriedades dos curcumindides, quando comparados com analogos nédo substituidos.

A curcumina, se sofrer alteragBes especificas na sua constituicdo, pode melhorar a

sua capacidade de atuar numa determinada doencga, isto €, se ocorrer a eliminagdo dos
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grupos metoxilo o efeito antituberculoso da molécula melhora, tendo uma agéo positiva contra
a tuberculose. Para além disso, a mudanca dos grupos metoxilo para grupos hidroxilo tem a
funcionalidade de aumentar a atividade anti-HIV do curcumindide. Na parte central da
curcumina pode ocorrer ciclizagdo e a introducdo de heterodtomos (oxigénio ou azoto),
originando compostos com propriedades anticancerigenas e antiangiogénicas melhoradas.
Encontrando-se ha sua forma endlica, a curcumina tem ainda a capacidade de atuar como
guelante, coordenando-se a metais idnicos, permitindo-a atuar significativamente na doenca

de Alzheimer (DA) e melhorar as suas propriedades anticancerigenas e antiartriticas.'4*’

Apesar de todas as vantagens e caracteristicas da curcumina, a sua utilidade para o
tratamento de algumas doengas é um pouco limitada devido & baixa biodisponibilidade e
seletividade. A capacidade da curcumina de interagir com diversos alvos moleculares leva a

gue tenha uma seletividade diminuida.>’

Através de um estudo foi demonstrado que administrando curcumina por via oral numa
dose de 500 mg/kg, apenas 0,06 yg/mL ficavam presentes no sangue, o que indica apenas
1% de biodisponibilidade oral. Daqui decorre que apenas quando sdo administradas grandes
guantidades de curcumina no organismo por via oral € que é possivel detetar uma pequena

guantidade da mesma, sendo a maior parte excretada na urina e nas fezes.®®

A baixa biodisponibilidade da curcumina deve-se a limitada absorcao gastrointestinal,
uma vez que a curcumina em pH neutro ou &cido tem uma solubilidade limitada, sendo
hidrolisada em condi¢des intestinais (pH=6,8), diminuindo a sua biodisponibilidade e, por
conseguinte, tornando a sua absorcéo ineficaz. Outro fator que contribui para a baixa
biodisponibilidade da curcumina é o rapido metabolismo na parede intestinal e no figado,
devido as reacdes de metabolizacdo que a curcumina sofre no intestino humano, como por
exemplo reagbes de reducdo ou agregacdo, que conduzem a uma diminuicdo da

concentracéo da curcumina e a sua rapida excrecdo do organismo.*®

Nos ultimos anos foram feitos véarios esforgos para conseguir melhorar o perfil
farmacocinético da curcumina tentando aumentar a sua a biodisponibilidade e seletividade.
Para contrariar estas desvantagens, tem-se usado como estratégia a sintese de novos
derivados e analogos da curcumina de forma a alterar as suas propriedades fisico-quimicas
e bioldgicas, das quais fazem parte a sintese de curcumindides assimétricos, a sintese de

nanoparticulas de curcumina e a incorporacdo de surfactantes na sua estrutura.”43*

1.1. Aplicabilidade da curcumina na saude
Nestes ultimos anos, o efeito terapéutico da curcumina tem vindo a ser cada vez mais
estudado, demonstrando a sua eficacia contra o cancro, as doencas autoimunes,

metabdlicas, neuroldgicas, cardiovasculares, pulmonares, hepaticas, e uma variedade de
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outras doencas inflamatérias (Figura 6). A curcumina, através da sua estrutura polifendlica,
atua na prevencao das doengas através da modulacdo eficaz de varios alvos moleculares

ligados a sua patogénese.®3¢

Doengas
Neurodegenerativas
(Alzheimer)

Doengas

Metabdlicas m“
(Diabetes) i

Doencas Virais
(Sindrome da
Imunodeficiéncia

Adquirida)

Outras (Protegido
Hepatica)

Figura 6 - Exemplos de doencas onde a curcumina atua (Adaptado)®’

Pelo meio de diversos estudos foi concluido que a curcumina regula com eficacia
diversos alvos moleculares, entre 0os quais citocinas, enzimas, fatores de transcricao, fatores
de crescimento, recetores, moléculas metastaticas e apoptoticas em diferentes fases de
desenvolvimento de muitas doencgas, principalmente devido as suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias — o que ndo acontece na maioria dos farmacos

conhecidos.36%7

1.1.1. Propriedades antioxidantes da curcumina
Como ja referido anteriormente, a curcumina tem na sua constituicdo ligagdes duplas
carbono-carbono, um grupo B-dicetona e anéis aromaticos com grupos hidroxilo e metoxilo

em quantidades variaveis que lhe conferem melhores capacidades antioxidantes.

Um antioxidante possui uma capacidade protetora, porque consegue eliminar os
radicais livres, isto é, um antioxidante é capaz de converter eficientemente as espécies
reativas de oxigénio (ROS) responsaveis pela inducao do stress oxidativo em espécies menos

reativas.383°

As espécies reativas de oxigénio originam-se durante a respiracdo aerébica das
células normais e sdo as principais responséaveis pela destruicao celular associada a doencas
cronicas como a diabetes, o cancro, ou as doencas cardiovasculares. As ROS incluem os
radicais superoxido (O27), radicais hidroxi (OH") e espécies ndo radicalares como o peréxido
de hidrogénio (H20-) e o oxigénio (O).#4!




Introducao

As ROS podem iniciar facilmente a peroxidacdo dos lipidos da membrana celular,
levando ao acumular de peroxidos lipidicos e conduzindo a sua degradacgéo. Podem, também,
ser capazes de danificar biomoléculas importantes, como acidos nucleicos ou proteinas, e
causar danos no DNA. Deste modo, os antioxidantes desempenham um papel importante na
neutralizacdo das ROS, bem como na protecdo das células contra danos oxidativos.*04!

A capacidade antioxidante da curcumina esta diretamente ligada a presenca dos
grupos fendlicos, mais precisamente dos hidrogénios fendlicos e também dos hidrogénios do
grupo central da B-dicetona. Assim, na estrutura da curcumina pode originar-se um radical no
grupo metileno central, pois as ligacbes nesse carbono séo fracas devido a possibilidade de
deslocalizagdo com os atomos de oxigénio adjacentes, ou podem originar-se radicais fenoxi
devido a dissociacéo do OH fendlico (Figura 7).8 No entanto, varios estudos afirmam que a
estabilidade do radical fen6xi € maior do que a do radical carbono, isto €, a energia de
dissociagéo do OH fendlico € mais baixa do que a da ligagdo CH do CH> central, o que indica
gue o OH fendlico é, em maior parte, o grande responsavel pela capacidade antioxidante da

curcumina.®

(A)

HO OH

HsCO - A = OCH;
HO ! ! OH

Figura 7 - Formag&o de radicais na estrutura da curcumina: (A) Formacao do radical no grupo metileno principal; (B) Formagéo
do radical fenoxi®
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A atividade antioxidante dos trés curcumindides mais comuns foi estudada*?, e esta
decresce na seguinte ordem: curcumina > demetoxicurcumina > bisdemetdxicurcumina,
sugerindo que a presenca dos grupos metoxilo em posicdo adjacente ao grupos OH é
importante para a estabilizacdo do radical fendxi.*?

Sokmen e Khan*® e Ak e Gilgin*' realizaram estudos distintos com base nas
propriedades antioxidantes da curcumina e de varios analogos, e ambos perceberam que em
geral todos tinham a capacidade de eliminar radicais livres, dependendo da sua
concentracdo. Deste modo, provaram que a curcumina e 0S seus analogos possuem
propriedades antioxidantes. Sokmen e Khan*® concluiram ainda que quando o grupo fendlico
esta nas posi¢des orto e/ou para dos anéis aromaticos a atividade antioxidante do composto
€ maior. Isto leva a concluir que a curcumina pode ser usada para retardar a formacéo de
produtos de oxidacao téxica e prolongar a vida util de produtos farmacéuticos através da sua

atividade antioxidante.404!

A curcumina apresenta potencial como agente neuroprotetor devido a formacao dos
radicais livres derivados do oxigénio presente na sua estrutura, ou seja, devido as suas
propriedades antioxidantes. Juntando a isto, tem vindo a ser utilizada para o tratamento de
doencas neurodegenerativas, pois é eficaz nos mecanismos de envelhecimento através da

prevencdo das alteracdes nas proteinas celulares causadas pelo envelhecimento.®

Além das propriedades antioxidantes estarem ligadas ao tratamento de doencas
neurodegenerativas, também estdo associadas ao tratamento do cancro através do controlo

dos danos do DNA e da peroxidacao lipidica mediada por radicais livres.®

1.1.2. Propriedades anti-inflamatdérias da curcumina
As propriedades anti-inflamatérias da curcumina foram validadas em diferentes
orgdos, como a pele e o figado, através da modulacdo de doengas autoimunes e prevencao
de lesBes nesses oOrgaos-tecidos. A inflamagéo desenvolve-se para responder a estimulos
nocivos (agentes patogénicos ou irritantes), fazendo parte dos mecanismos de defesa do
corpo e influenciando diretamente as células do sistema imunoldgico, 0s vasos sanguineos e

os mediadores moleculares.38

As doencas cronicas, como a diabetes e a artrite, tém associadas a si 0 stress
oxidativo e, por sua vez, 0s processos patoldgicos relacionados a essas doencas estédo
ligados aos processos de inflamacéo, podendo ser induzidos mutuamente com facilidade. E
de salientar que as células inflamatérias libertam espécies reativas no local da inflamacéo, o
gue causa o stress oxidativo. Assim, é possivel perceber a relacdo entre a inflamacéo e o

stress oxidativo.*®

O desenvolvimento da inflamac¢do no organismo humano tem como mediadoras as

11



Introducao

citocinas inflamatdrias. Estas podem ser produzidas por linfécitos e macrofagos, bem como
pelas células epiteliais. Uma das principais citocinas pro-inflamatérias € a TNF-a, que possui
a capacidade de induzir diretamente a resposta inflamatdria, estando presente em diversas
doencas inflamatdrias e também no cancro. Além disto, a TNF-a tem a capacidade de induzir

outras citocinas proé-inflamatérias, entre as quais, a Interleucina 1 e 6 (IL-1 e IL-6).54344

A curcumina possui a capacidade de inibir a producédo de citocinas pré-inflamatorias,
como a TNF-a e a IL-6 em macréfagos e varias células cancerigenas, o que Ihe confere
propriedades anti-inflamatérias capazes de ajudar no tratamento de diversas doencas
inflamatdrias, de doencas metabdlicas, como a diabetes, ou no tratamento do cancro. Além
das citocinas, a curcumina consegue inibir a expressao de outros mediadores inflamatoérias,
como COX-2 e iNOS, 104445

Com a finalidade de perceber quais os grupos funcionais que conferem atividade

anti-inflamatéria & curcumina realizaram-se varios estudos, dos quais se concluiu o seguinte:

¢ O grupo fendlico na curcumina é responsavel pela atividade anti-inflamatéria,
dado que a sua acilacdo e alquilacdo reduzem drasticamente a atividade
anti-inflamatéria da curcumina;*®

e A adicdo de grupos alquilo e metoxilo nas posi¢ées 3 e 5 do anel aromatico
aumentam a atividade anti-inflamatéria da curcumina;*’

e A substituicdo do grupo B-dicetona a,B-insaturada por um grupo pirazol
aumenta significativamente a atividade anti-inflamatéria da curcumina;*®

e A alteracdo estrutural do fragmento dicetona para apenas uma cetona,
mudando a cadeia central de 7 carbonos para 5, aumenta a atividade
anti-inflamatéria da curcumina, na medida em que inibe a expressdao das
citocinas inflamatérias.*

Como referido anteriormente, a curcumina apresenta uma excelente atividade contra
inimeras doencas inflamatoérias, como a pancreatite, a alergia e a febre. Isto acontece devido
a capacidade da curcumina para regular negativamente os marcadores inflamatérios. Ja
guando se fala em doencas autoimunes, como a psoriase e a diabetes, a curcumina atua

através da regulagdo da sinalizagdo proé-inflamatéria.*

A cicatrizacao de feridas na pele pode ser atrasada pela existéncia de moléculas ROS,
infecbes bacterianas e inflamacao prolongada. Através das ac¢bes anti-inflamatérias da
curcumina, juntamente com outras das suas capacidades, é possivel acelerar o processo de
resolucao da ferida. Um estudo revelou que a aplicacdo topica da curcumina na pele
promoveu 0 crescimento epidérmico e, por sua vez, aumentou a taxa de cicatrizacdo da

ferida.s®
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A curcumina consegue também inibir o fator de transcricdo AP-1, fazendo com que a
quinase produzida por este, presente em diversos tumores, ndo seja ativada e,
consequentemente, os tumores onde a quinase se encontra ndo se desenvolvam. Posto isto,
a curcumina apresenta-se como uma potencial ajuda no tratamento do cancro porque, além
de possuir propriedades anti-inflamatérias, tem a capacidade de aumentar a eficacia da

radioterapia, levando a uma maior rapidez neste tipo de tratamentos.?3¢

O estudo realizado por Zheng et al.*®, concluiu que um derivado monocarbonilo da
curcumina apresenta um efeito anti-proliferativo nas células cancerigenas do c6lon maior do
gue a curcumina. Concluiram ainda que, usando 50 mg/kg do analogo monocarbonilo da
curcumina e 100 mg/kg de curcumina, apresentavam o mesmo efeito na supresséo do

crescimento do tumor.3®

A curcumina possui também a capacidade de aumentar a ingestao de glicose pelas
células, de controlar a hiperglicemia através da baixa regulacao da atividade da a-glucosidase
e da a-amilase e consequentemente, suprimir a resposta inflamatéria originaria na
hiperglicemia. Além disto, este composto tem um grande potencial no tratamento de certas
complicagdes provenientes da diabetes, como a retinopatia diabética, sendo ainda benéfica
para os tecidos produtores e responsivos a insulina, como o figado, o masculo esquelético e

os tecidos adiposos.3¢:45:50

Um estudo feito através da administracdo de curcumina em ratos, permitiu reduzir o
nivel médio de glicose no sangue e aumentar a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina
apos esse tratamento, o que prova o grande potencial da curcumina no tratamento da
diabetes.>?

Outras das grandes competéncias da curcumina € atuar no tratamento das doencas
cardiovasculares (DCVs) através da inibicdo da agregacdo plaquetéria e da resposta
inflamatoria, da diminuicdo da LDL (Lipoproteina de baixa densidade) e do aumento da HDL
(Lipoproteina de alta densidade). A curcumina é, também, estudada no tratamento de

doencas cardiovasculares, como o enfarte do miocardio.*

Para comprovar as propriedades benéficas da curcumina nas DVCs foi realizado um
estudo em ratos com sensibilidade ao sal e com doenca hipertensiva, do qual se concluiu que
com a administracdo de 50 mg/kg de curcumina os ratos desenvolveram melhorias na fungéo
sistolica e na prevencéo da insuficiéncia coronaria. Outro estudo, realizado em pacientes com
doenca arterial coronaria demonstrou que a administragdo de curcumina diminuiu

significativamente os niveis de triglicerideos sérios e de colesterol LDL.3®

Por fim, estudos recentes sugerem ainda que, a curcumina tem um grande potencial

terapéutico para a DA. Esta doenca tem como causa os depdsitos extracelulares do peptideo
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amiléide B (AB). Os depositos sdo originados pelo processo proteolitico sequencial da
proteina percursora (AP) através da [(-secretase e da y-secretase. Posto isto, através de
Varios ensaios concluiu-se que derivados pirazois e isoxazois da curcumina tém a capacidade
de inibir e modular a atividade metabdlica da AP interferindo na y-secretase e na [3-secretase,
0 que leva a diminuicdo dos depdsitos extracelulares do peptideo amiléide o que, por sua

vez, retarda a deterioracdo dos neurénios.36:5253

Dada a sua importancia e diversidade de atividades biologicas, tém sido
desenvolvidos varios métodos de sintese da curcumina e curcumindides analogos com o
objetivo de estudar como uma determinada modificacdo afetara as propriedades biolégicas

do curcumindide.

1.2. Meétodos de Sintese de Curcumindides
A estrutura molecular da curcumina pode ser dividida em trés regides principais: dois
anéis arométicos substituidos (A e C) ligados por uma B-dicetona conjugada (B), como
descrito na Figura 8. Com estas divisbes em regifes de interesse especificas e modificaveis,
€ possivel desenvolver varios métodos de sintese diferentes para cada regido da molécula e
assim, sintetizar varios analogos da curcumina. E de salientar que cada regido especifica da

curcumina pode ser modificada em separado de modo a originar analogos mais eficazes.>

A o

Figura 8 - Regides principais da curcumina®
O perfil farmacolégico da curcumina, isto é, a sua biodisponibilidade, a sua
seletividade e a sua estabilidade, foi alvo de varios estudos com a finalidade de sintetizar
inimeros curcumindides com um perfil melhorado. O grupo de compostos designados de
curcuminodides podem ser classificados como curcumindides simétricos, curcumindides

assimétricos e curcumindides substituidos na posicdo central.*®

1.2.1. Sintese de Curcumindides por métodos convencionais
1.2.1.1. Sintese de Curcumindides Simétricos
O método de sintese mais usado na preparacdo de curcumindides simétricos
baseia-se no método de Pabon®. A reacdo de dois equivalentes de acetilacetona com
anidrido de boro em acetato de etilo forma o complexo (A) (Figura 9) de modo a evitar a
reacdo de Knoevenagel indesejada no carbono 3 da acetilacetona. De seguida, ocorre a
condensacdo alddlica da acetilacetona protegida (A) com o aldeido aromatico na presenca

de uma quantidade catalitica de n-butilamina, formando-se o curcumindide simétrico apos a
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clivagem do complexo de boro com &cido diluido.%6-58

) 0O o 5.0 EtOAc =0 +/ 8O H.O
+ Uz —m» s + 2
M Refluxo A)

CHO
1) B(n-BuO); | Rs Ry
2) n-BuNH,
3) HCI Ry Rz
R3

R»]Y R2Y R4Y R5=H, OCH3
R3=H, OCH3' OH

n=40-70%

Figura 9 -Sintese de curcumindides simétricos®®

A dimetoxicurcumina é um composto simétrico da familia da curcumina, que pode ser
obtido através de um método de sintese alternativo. Segundo Lin et al.>°, esta reacdo comeca
com o tratamento da 3,4-dimetdxicinamona com LDA a -78°C em THF, seguida da adi¢éo de
3,4-dimetdxicinamaldeido de forma a originar o produto pretendido, a dimetdxicurcumina
(Figura 10). A partir da dimetoxicurcumina, € possivel obter o seu analogo saturado, pelo

meio de uma hidrogenacéo, utilizando 10% de Pd/C.

H4CO N H3CO
THF, -78°C

H4CO H3CO

10% Pd/C | H,

OH O
H3CO l l OCHj

H3CO OCHj

Figura 10 - Sintese da dimetoxicurcumina®
1.2.1.2. Sintese de Curcuminodides Assimétricos

Khor et al.l” e Fang et al.’®° sugerem a sintese de curcumindides assimétricos
di-substituidos a partir da acetilacetona (Figura 11). A primeira parte da reacdo segue o
método de Pabon®® de seguida, ocorre um segundo passo em que o intermediario
complexado formado é sujeito a uma nova condensacao alddlica com um diferente aldeido.

Por fim, o curcumindide assimétrico é obtido pela quebra do complexo de boro através de

aquecimento com &acido.
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o OH O
. )?\/ﬁ\ B20s R XX + ArCHO
40-50°C, 30min
R2 R1
2N HCI
30 min
R4=OH, OCH3

R2 OCHj, N(CHa),
b OH O
CH,OH
Lp—cHe OCHj Re NN
OH oc:H3
¥ 5 )

Ry
OCH; H3CO
OCH;, OCH,

OCHj3 OCH3
Figura 11 - Sintese geral para a formag&o de curcuminoides assimétricos”®
Outro tipo de curcumindides sdo os monocurcumindides, estes sao curcuminoides
apenas substituidos de um dos lados da molécula (mono-substituidos). A sua sintese é feita
através de uma modificacdo no método de Pabon como descrevem Martichonok et al.>” e
Lin et al.*® (Figura 12).

1) (CH30);B
o o 2)n BuNH,
EtOAc Refluxo 3) HC'
Ry, R4=H, OCHj
R,=H, OCH; OH
Rz=OCH3, OH

Figura 12 - Sintese global de curcumindides mono-substituidos®”*°

Num primeiro passo ocorre a formacdo do complexo acetilacetona-6xido de boro,
seguido da reacao entre esse complexo em excesso e o0 aldeido aromatico adequado numa
razdo de 3:1, respetivamente. O excesso de complexo é utilizado com a finalidade de ocorrer
a condensacéo alddlica apenas num dos carbonos terminais. Por fim, acidifica-se a solucéo
para ocorrer a clivagem do complexo formando o curcumindide mono-substituido

desejado.5" 6!

1.2.1.3. Substituicdao na posig¢ao central da cadeia B-diceténica
1.2.1.3.1.  Sintese a partir de curcumindides simétricos
A partir de um curcumindide simétrico, € possivel introduzir um grupo hidroximetileno
na posicdo central do curcumindide, segundo descrito por Qiu et al.’!, utilizando como
reagente, o ortoformiato de trietilo [HC(OEt)s] e como solvente, o anidrido acético
(Figura 13).
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R
' HC(OEt)3 Ac0

140°C, 5h

R1’ R3’ R4=H, OCH3
R2=OH, OCH3
R5=OCH3Y H

Figura 13 - Sintese de curcumindides da forma 4-hidroximetileno-curcumina®*

A substituicdo da posi¢cao central da curcumina com grupos alquilicos é obtida por
reagdo com o sulfato de dietilo em acetona, na presenca de carbonato de potéssio anidro
(Figura 14).%2

OCHs  (c,Hg),80,  HiCO
R —— .
Acetona

OH Refluxo, 22h HO

Figura 14 - Sintese de curcuminoides com substituigdo metilica na cadeia 3-cetoendlica®?

Segundo um estudo realizado por Zuo et al.®®, uma via de sintese para a criacédo de
anélogos de 4-arilideno-curcumina ocorre através do acoplamento de um curcumindide
simétrico com diferentes aldeidos aromaticos em tolueno, na presenca de acido acético e
usando a piperidina como catalisador da reacdo (Figura 15). Os rendimentos para esta
sintese situam-se entre 46-90%, dependendo do tipo de curcumindides e aldeidos usados.

R,CHO, AcOH

Y

Piperidina
Tolueno, 140°C

Ry, Ry, Rg. Ry, Rs=H, OCHj
R6'R10:H, OCH3

R;=H, OCH3 Br

Rg=H, OCH3 OH, F

Ro=H, OCH3 OH, F, Br

Figura 15 - Sintese de analogos da curcumina do tipo 4-arilideno-curcumina®

Os derivados da curcumina substituidos na posicao central por grupos benzilideno
podem ser obtidos através de outra via de sintese, como a sugerida por Sahu et al.%3%4, Este
tipo de sintese é feita usando curcumina e aldeidos aromaticos substituidos como reagentes,
na presenca de piridina ou piperidina e metanol a 60-65°C (Figura 16). No método de sintese
usando a piperidina, todos os aldeidos aromaticos usados com substituintes aceitadores e/ou
doadores de eletrdes, quer seja na posicao orto, meta ou para, mostraram igual facilidade na
formacédo do produto pretendido, independentemente do tempo da reacdo e sem influéncia

no seu rendimento.%*
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OCHj;
Piridina
Metanol, 60-65°C

oH ——FF > HO

Ry, Rp=H, OH
Ry R4 R, Rs=H, OCH3, N(CH3),

Figura 16 - Sintese de derivados de benzilideno da curcumina®

1.2.1.3.2.  Sintese a partir de monocurcumindide
A partir dos monocurcuminéides conseguem gerar-se novos curcuminoides, segundo
Qiu et al.®!, através da substituicdo na posicdo central do composto mono-substituido
(Figura 17). Um exemplo disto € a formacdo do composto (3,4,5-trimetoxibenzilideno)-6-
(3,4,5-trimetoxifenil)hex-5-eno-2,4-diona. A sua sintese é feita pela condensacao do aldeido
3,4,5-trimetdxibenzaldeido com a 6-(3,4,5-trimetéxifenil)hex-5-eno-2,4,-diona em DMF ao

T cHO HyCO
H,CO X DMF
.
+ Refluxo H3CO
H,CO HsCO OCHs

OCH, OCH,

refluxo.

OCH,4

Figura 17 - Sintese do composto (3,4,5-trimetoxibenzilideno)-6-(3,4,5-trimetdxifenil)hex-5-eno-2,4-diona®*

1.2.1.3.3.  Sintese a partir da Acetilacetona funcionalizada na posi¢ao central
Outra sintese alternativa para a criagdo de analogos da curcumina € proposta por
Ferrari et al.>®. Esta sintese tem por base o 3-acetil-4oxopentanoato de terc-butilo ou o acido
3-acetil-4oxopentandico e forma curcumindides simétricos através da substituicdo nas
posicOes laterais da cadeia B-cetoendlica. A introducdo do grupo éster ou acido serve para
melhorar a estabilidade quimica em condicdes fisiologicas (Figura 18).

A Ri
(0] (@]
Ry
-
(H3C)3CO0C
o
TFA (50% em CH,Cly) gfé\ (15h0 % em CHCly)
0°C, 1h ’
R CHO
B
O O
Ry
[— .
B,0; DMF
0
HooC Base, 40°C
. R1=0OCHj3;
Base=n—BuNH2¥ morfolina R,=H, OH, OAc

Figura 18 — Sintese de curcumindides simétricos com substituigdo na cadeia B-cetoendlica®

Comparando as duas sinteses, os rendimentos obtidos pela sintese A sdo mais

18



Introducéo

elevados, rondam os 65% num tempo curto de reacdo 6h, 0 mesmo acontece para 0S
compostos formados depois da desprotecdo do grupo BOC.>®

Bayomi et al.®? descreveram uma diferente via sintética para a obtencdo de analogos
da curcumina substituidos na posicdo central, tendo como base a 3,3-dimetilpentano-2,4-
diona (Figura 19). Esta sintese € realizada através da condensagéo alddlica entre o composto
B-dicetdnico e diversos aldeidos aromaticos em solucéo etandlica de hidroxido de sodio. A
partir desta abordagem sdo produzidos diferentes curcumindides simétricos contendo dois

grupos metilo na posicao central e com rendimentos médios (40-50%).
CHO

NaOH
EtOH
HsC  CHs Ry Ry ta

R1’ RZ, R4=H, OCH3
R3=H, Cl, OCH; OH

Figura 19 - Sintese de curcumindides substituidos na posig&o central estudada por Bayomi®?

1.2.1.3.4. Sintese a partir da Acetilacetona
A formacao de cadeias B-diceténicas substituidas na posicdo central partindo da
acetilacetona pode ocorrer através de varias vias de sintese como as indicadas na

Figura 20_55,57,62,65—68

o (0] R'COCI ou o oH
~ BrCH,COOt-Bu O O R"NCO
_—
- _
NaH/THF MgCl, / Piridina
0°C, overnight R
(H3C)3COO0C ta., 5h
R1=H, CO,CH3; CO,C,Hs CONHPh
Ferrari et al.%® (CH30),S0, K,COj3 1=H, CO2CH3 CO,CoHs,
Tanaka et al.®® DMSO/THF Zhang et al b8
t.a., 3 dias
H3C CH3

Bayomi et al.®?

Figura 20 - Substituicdo da posi¢céo central da acetilacetona

Pelo método de sintese proposto por Ferrari et al.>® e Tanaka et al.®®, a substituicdo
na posicao central da acetilacetona por um grupo terc-butilo ocorre através da reacéo entre
a acetilacetona e o bromoacetato de terc-butilo, na presenga de NaH e THF (Figura 20). Outra
via de sintese para a funcionalizagao da posi¢ao a da acetilacetona é apresentada por Bayomi
et al.®?, que sugere a dimetilacdo da acetilacetona usando sulfato de dimetilo em DMSO e
THF como solvente, na presenca de carbonato de potassio, formando o composto

3,3-dimetilpentano-2,4-diona (Figura 20).
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Segundo Zhang et al.®®, um método alternativo para a substituicdo da posi¢édo a da
2,4-pentadiona comega com a reacdo desta com o cloroformato de alquilo ou com o
isocianato de fenil para que ocorra substituicdo central por grupos lineares (metoxi carbonilo
e etdxi carbonilo) ou por grupos aromaticos (aminofenil), respetivamente (Figura 20). Esta
reacdo possui como solvente, o diclorometano e como catalisador, a piridina. Apds esta
substituicdo na posicéo central, Zhang et al.®® sugerem que ocorra uma reagdo com base no
método de Pabon®® para a formagdo de curcuminoides simétricos di-substituidos. E de notar
gue nesta sintese, é possivel obter anéis hétero-arométicos no derivado da curcumina

sintetizado, dependendo do aldeido usado na reac&o.®®

Stanchev et al.®® descreveram uma via de sintese alternativa para a funcionalizacéo
da posicdo central da acetilacetona, feita através da reacdo de Knoevenagel, originando
analogos da curcumina na forma 3-arilideno-2,4-pentanodionas (Figura 21). A sintese ocorre
entre um aldeido aromatico e um excesso de acetilacetona, com posterior adicdo de
piperidina e &cido acético glacial. A reacdo em causa é o oposto do método de Pabon®®, pois
esse método evita que ocorra a reagdo de Knoevenagel. O método de sintese descrito por
Stanchev et al.®” é, também, utilizado para formar compostos mono-substituidos com
fragmentos B-cetoéster na cadeia carbonada principal, a partir do acetoacetato de etilo

(Figura 21).%7

CHO 0o O
o O . R
+ M Piperidina, CH3COOH_ | R
= 2
R, R 2h, t.a.
R R=CHj, OCH,CHj R4
R4=OH
R,=H, OH

Figura 21 - Sintese de curcumindides mono-substituidos com e sem fragmentos B-cetoéster®®6’

Martichonok et al.>” descobriram em 2014, que a reagdo de compostos derivados do
furfural com acetilacetona tem por base o método de Pabon®® e origina produtos de
condensacdo de Knoevenagel, sendo esta outra via de sintese para a substituicdo a da
2,4-pentadiona (Figura 22).

0
0 1) BoO5 9
60 O 2) (MeO);B

o B AL
Ry | H o+ M 3) n-BuNH, |

\ 4) HCI 0 R

1
R;=H, CHy, CH,0H |

Figura 22 - Sintese de analogos da curcumina com grupos furfurais®’

1.2.1.4. Modificagdo da estrutura da cadeia central
A sintese de analogos monocarbonilo tem vindo a desenvolver-se ao longo do anos.

Lin et al.>® propuseram a seguinte via sintética: reacdo de um equivalente de acetona com
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dois equivalentes de benzaldeido substituido, na presen¢a de uma solugéo de hidréxido de
sédio e de uma solucdo aquosa de 25% de brometo de cetriménio, para a producao de
derivados de 1,5-difenil-1,4-pentadien-3-onas (Figura 23).

CHO
o] . 0,25M NaOH
P TR
25% CH3(CH,)15N(CH3)3Br

Figura 23 - Sintese geral de curcumindides da forma 1,5-difenil-1,4-pentadien-3-onas*®

Outra possivel sintese de derivados monocarbonilo da curcumina tem como reagentes
a acetona, a ciclopentanona ou a ciclohexanona (Figura 24). As condi¢Ges experimentais sdo
comuns nestes trés tipos de reacdes. Estas ocorrem com o acoplamento do aldeido aromético
apropriado com a cetona em MeOH, numa razdo de 2:1, respetivamente, na presenca de

uma solucéo alcalina de 20% de hidréxido de sédio a temperatura ambiente.*

Ciclopentanona

20% NaOH/MeOH

Ox M R4 o} R4
R, Acetona R A = Rz Rq=H, Br
> R,=H, OCH; Br
20% NaOH/MeCH Rs=H, OCHj F, OCH,CHz N(CHa),
R; Ry Ry Rs  R,=H, OCH,
R3 R4 R4
R o) R
R. R.
Ciclohexanona 2 O X ‘ 7 O 2
20% NaOH/MeOH
0% NaOH/MeO Ry Rs
R4 R4

Figura 24 - Sintese de derivados mono-carbonil-curcumina com diferentes cetonas**

Segundo Sahu et al.®®, é possivel alterar a cadeia carbonada principal através da
introdugdo de um grupo pirazol na mesma. A via de sintese proposta sugere a reacao da
curcumina com uma hidrazina apropriada em acido acético ao refluxo (Figura 25). O que

ocorre nesta via de sintese é a troca da 3-dicetona a,B-insaturada por um grupo pirazol.

OCH;

RNHNH;  HsCO P OCH,
Acido Acético O O
OH HO OH

Refluxo, 60-65°C

NO,

: JL J]\ o
HaN™ "NHNH;  H,N™ “NHNH, | A NHNH,
N NO,

NHNH,

Figura 25 - Sintese de analogos de pirazol de curcumina®
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1.2.2. Métodos de Sintese de Curcumindides por vias alternativas

Shao et al.®® descreveram um novo método para a formacdo de curcumindides
assimétricos através de sintese suportada com resinas (Figura 26). Este tipo de sintese é
usado na fabricacdo de farmacos e tem como base a liga¢do de uma das partes da espécie
em estudo a resina, impossibilitando o acesso do reagente a esse local da molécula, evitando
reacoes cruzadas, isto é, o ataque apenas ocorre de um lado da molécula levando a que a

reacao tenha uma excelente regiosseletividade e forme produtos assimétricos.

—> Resina
=

7B\ 08,0
Aldeido aromatico (0] (6}
Q hidroxilado oA M _
cl R —— e A wWwO—Ary ) _ /\)J\/K
DIEA, DCM ! C4HgNH,, B(OBU);, DMF WO~AR TN

cl CHO

Aldeido Aromatico

C4HgNH, B(OBu); DMF

Arzm(\/Ar1
O OH CH,Cl,: TFA:MeOH (0] OH
/\)W i %5.1.1) /\)W <—014N Hel O;(S;O
1
AT PN, wO- A X Ary N

2 2h, 50°C o O

Arq:
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é ' 3co/©\ocH3 ﬁ@ é\
- OCH, H,CO OCH3 OCH;
OCH, OH
SJ‘[ j s
|

OCH, OCH,

Ary:

= O 5

Figura 26 - Sintese de curcumindides assimétricos atraves de suporte sélido*"°

A via sintética suportada com resinas comeca com a deposicdo de aldeidos
aromaticos na resina, de seguida, ocorre a reacdo de condensacgéo de Claisen-Schmidt, ou
seja, da-se o acoplamento entre a acetilacetona, previamente protegida com o complexo
bérico, e o aldeido aromatico ligado a resina. Este primeiro passo leva a que s6 um dos
carbonos terminais da 2,4-pentadiona se ligue ao aldeido e o outro fique livre para uma nova
condensacgdo alddlica com um diferente aldeido aromatico formando curcumindides
assimétricos. O método descrito apresentou altos rendimentos, elevada pureza e ndo foram

necessarias etapas de purificagdo dos produtos, porque nédo ocorreram reacdes cruzadas.’:®°

Sherin e Rajasekharan’ sugeriram uma nova sintese através de mecanoquimica,
uma alternativa verde, cada vez mais usada. A sintese de derivados isoxazol a partir da

curcumina comega pela jungdo do curcumindide com cloreto de hidroxilamonio e &cido
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acético glacial (catalisador), seguida de uma moagem mecéanica num almofariz a temperatura
ambiente (Figura 27). Os compostos séo obtidos na forma de p6 com excelentes rendimentos

e pureza.

/\)J\)\/\ NHon.HC| P | _
Ar AN F Z Ar > Ar Ar

Acido Acético Glacial
Moagem, 1-2 minutos

"0 OO L
LSS oW o

3 OCH,4

Figura 27 - Obtencao de derivados isoxazol da curcumina através de mecanoquimica’™

1.2.2.1. Sintese de Curcumindides por Micro-ondas
O uso de micro-ondas para a sintese de compostos organicos € um método verde e
sustentavel, que esta cada vez a ser mais utilizado como método alternativo para a formagéo

de novos analogos da curcumina.”"?

A sintese através de micro-ondas apresenta uma maior vantagem quando comparada
com a sintese através do método convencional, isto porque na ativagao por micro-ondas a
reacdo € mais rapida, obtém-se rendimentos mais elevados e as condi¢cdes reacionais sdo
moderadas. Além disto, 0 processo de purificacdo dos compostos é muito mais facil neste

tipo de reagdo.'”"?

Sherin et al.” propuseram uma via sintética de curcumindides simétricos utilizando
como reagentes, a acetilacetona e o aldeido aromatico (Figura 28). A estes reagentes é
adicionado &cido borico, uma solucdo de N,N-dimetilformamida com acido acético glacial e
1,2,3,4-tetra-hidroquinolina (THQ), como catalisador da reacdo. Os rendimentos obtidos

situam-se entre 61 e 79%.

H3BO3
DMF, THQ

(0] (¢}
)J\/U\ + ArCHO : > N — P
320 W, 20 min Ar Ar

HsCO

H3CO
3 Ij]j/ 3CO

HsCO OCH3

Figura 28 - Via sintética para a formacao de curcuminoides simétricos pelo meio de aquecimento
por micro-ondas’
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Utilizando a radiagdo de micro-ondas, é possivel formar diferentes analogos da
curcumina, como curcumindides simeétricos substituidos na posicdo central com

2-acetilciclohexanonas ou com ciclopentanonas.’ "

Os métodos sintéticos apresentados de seguida possuem uma particularidade: sédo
efetuados sem solvente e com radiagdo micro-ondas. Esta combinagao revelou-se ao longo

do anos muito vantajosa: "4 "®

e Reducdo do tempo de reacdo devido as elevadas condicbes de presséo e
temperatura, provenientes da radiacdo micro-ondas;

¢ Na&o contendo solvente, as rea¢des sdo mais seguras para condi¢cdes de pressao
elevadas;

e Os produtos obtidos tém um elevado grau de pureza quando comparados com a
sintese por aquecimento convencional e sdo mais facilmente purificados;

e Ambientalmente mais favoravel.

Uma das reacdes para a formacdo de novos analogos da curcumina através de
irradiacdo com micro-ondas foi descrita por Elavarasan et al.”?. A reacdo da-se com a mistura
de um equivalente molar de acetilacetona para dois de aldeido, na presenca de oxido de
calcio como catalisador (Figura 29). A mistura é irradiada num reator micro-ondas, sendo
sempre monitorizada por TLC. Apds a acidificacdo da solucao e a sua purificacdo sao obtidos

os produtos pretendidos com elevados rendimentos. 72

Ry, O

Re H Ca0

[e] R,
+ )J\/U\ MW, 160W
—
Rs Rs 60-120seg
R

Ry

R1!R2’R3yR4’R5=H, OH, OCH3

R, OH O R,
Ry O X = O Ry
R3 Rs Rs R3
R4 R4

Figura 29 - Sintese com irradiacdo micro-ondas de analogos da curcumina simétricos’?

Outra via de sintese para producdo de derivados curcumindides di-substituidos foi
proposta por Pore et al.” usando como catalisadores suportes inorganicos sélidos, entre os
guais Alumina (neutra), Silica gel e Montmorillonite Kio (argila) (Figura 30). Neste método, os
compostos organicos em reacao (reagentes) sédo adsorvidos na superficie dos catalisadores,

superficie que absorve as micro-ondas aumentando a velocidade da reacéo.

A reacdo ocorre com a mistura entre a acetilacetona e aldeidos arométicos

mono-substituidos, na presenca de acido borico e de uma solucdo de dietilamina:acido

24



Introducéo

acético (1:1). A esta mistura € adicionado o catalisador adequado e, de seguida, séo
irradiadas as micro-ondas com pulso de 10 segundos a 640 MW. Pore et al.”® concluiram que
a alumina é o melhor suporte sélido entre os trés estudados, pois apresenta rendimentos mais

elevados com um menor tempo de reagéo.

CHO H3BO4

Suporte Sdlido
PP -
640 MW, 3-6 min

R=H, OH, OCH; OCHj CI

Figura 30 - Sintese através de micro-ondas de curcumindides simétricos em fase sélida’™

A reacdo livre de solvente descrita por Nichols et al.”* inicia-se com a mistura da
2-acetilciclohexanona com o éxido de boro. De seguida, € adicionado o aldeido aromético, a
morfolina e o &cido acético. A solucao é irradiada durante 1 minuto a maxima poténcia do
micro-ondas (Figura 31). As 2-acetilciclohexanonas apresentam um grupo metilo mais
nucleofilico, quando comparadas com a acetilacetona. No entanto, este reagente também é
muito propicio a sofrer uma clivagem do anel e por isso, neste método é utilizado o 6xido de
boro com a finalidade de o proteger através de uma complexagdo. Os rendimentos obtidos
sdo de moderados a excelentes e o isolamento dos produtos na sua forma pura é mais

facilitado.™

(0] OH
R
o” ' B,0; Morfolina Ri SN N Ri
+ B — e
R, AcOH, MW
N n=0,1 R2 n Ro
Ry=H, OCH,

Ry=H, CH3 CHg, OH, Cl

Figura 31 - Reagéo através de micro-ondas para formagéo de analogos da curcumina com
2-acetilciclohexanonas na posicéo central™

Esmaeili et al.”* propuseram uma via de sintese para a obtencdo de compostos com
ciclopentanonas na posicao central (Figura 32). A reacdo ocorre, primeiramente, com a
mistura da ciclopentanona, do aldeido aromatico e da alumina &cida fora do reator. De
seguida, ¢ irradiada durante 30 segundos no reator micro-ondas e depois retirada e agitada

fora do reator, isto ocorre até completar o tempo de reacéo.

Nesta via de sintese foi utilizada alumina acida como catalisador, pois tem a
capacidade de ser reutilizada e é amiga do ambiente (ndo € téxica). Além disto, revelou-se
bastante eficiente na condensacéo alddlica cruzada entre ciclopentanonas e diferentes
aldeidos aromaticos, com rendimentos bastante elevados, 87-99%.’* A reacdo proposta por
Esmaeili et al.”* apresenta diversas vantagens, entre as quais a eliminacdo de solventes
perigosos (ambientalmente benéfica), os tempos de reacdo bastante reduzidos e os

rendimentos elevados, quando comparada com os métodos de aquecimento tradicionais.
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Figura 32 - Sintese de anélogos da curcumina com ciclopentanonas na posi¢do central com
aquecimento por micro-ondas’™

1.3. Andlise in silico
A andlise in silico consiste na previsao rapida, através de métodos computacionais,
do desempenho de diversos compostos com base na sua estrutura. Este método € aplicado
na maioria dos casos num estado inicial do processo e, mais precisamente, na sintese de
potenciais farmacos, na medida em que permite perceber se o candidato a farmaco a ser
sintetizado sera viavel para a finalidade pretendida, evitando eventuais propriedades

farmacocinéticas indesejaveis nesses compostos.’”"8

Os métodos computacionais de previsdo in silico ttm como base a previsdo das
propriedades fisico-quimicas dos compostos, as suas atividades bioldgicas potenciais e as
propriedades ADMET (absorc¢éo, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade). Além
destas, existem as propriedades que estdo diretamente relacionadas com as doses e
frequéncias de toma dos potenciais farmacos, tais como a biodisponibilidade, a absor¢éo oral,
o volume de distribuicdo e a penetracdo através da barreira hematoencefalica. Esta Ultima
propriedade pode ser conhecida como permeabilidade e tem por base outros parametros,
como, por exemplo, a lipofilicidade, a capacidade de estabelecer ligagbes de hidrogénio, o
tamanho molecular e a area de superficie polar topolégica (ASPT).8"°

Ao longo dos anos, verificou-se que um dos grandes problemas na sintese de
potenciais farmacos tinha como base a sua baixa solubilidade, tornando a solubilidade uma
das propriedades mais importantes a ser estudada, porque dela depende a toxicidade e o
design do potencial farmaco. Assim, através dos métodos in silico consegue prever-se a
solubilidade de um determinado composto ou farmaco a fim de se perceber a sua viabilidade

na aplicacéo biol6gica desejada.’®8

Na andlise in silico € usado um modelo empirico chamado de Regra dos 5 de Lipinski.
Este modelo permite saber se o composto em causa pode ser facilmente desenvolvido como
farmaco para ser administrado por via oral através de quatro parametros: LogP (coeficiente

de particdo octanol/dgua), massa molecular, nimero de atomos doadores de hidrogénio
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(d&tomos de azoto ou oxigénio com um ou mais atomos de hidrogénio) e numero de
aceitadores de hidrogénio (&tomos de azoto ou oxigénio). Segundo a Regra dos 5 de Lipinski
0 composto apresenta maior capacidade para se tornar um bom farmaco se se verificarem
simultaneamente quatro caracteristicas: o LogP inferior a 5; o numero de doadores de
hidrogénio inferior a 5; o nimero de aceitadores de hidrogénio inferior a 10; a massa
molecular do composto inferior a 500 Daltons. O farmaco que completar todos estes

parametros apresentara uma boa biodisponibilidade oral.8-83

Foram desenvolvidos diversos programas (servidores online) com bases de dados
capazes de determinar varios parametros fisico-quimicos, dos quais se destacam o
Molinspiration, o OSIRIS Property Explorer e 0 admetSAR, uma vez que sao de livre utilizacao

e disponiveis online.

1.3.1. Molinspiration
O Molinspiration baseia-se na comparac¢do da molécula em estudo com outras ja
conhecidas. Através deste programa, é possivel recolher dados online, como o LogP que da
a indicacdo sobre a hidrofobicidade do composto, isto €, demonstra a natureza
hidrofilica/lipofilica da molécula e como esta ira afetar a absor¢cdo, bem como a
biodisponibilidade do composto em causa. A molécula apresenta boa disponibilidade se o
LogP se situar entre 1,56-4,95.83-85

Outro paréametro apresentado pelo Molinspiration € a area de superficie polar
topoldgica (ASPT) que indica se 0 composto em estudo tem boas ou mas caracteristicas no
gue respeita a absorgdo intestinal, a biodisponibilidade e & penetracdo da barreira
hematoencefalica. Deste modo, a ASPT esta associada as propriedades de transporte do
farmaco através das membranas e do cruzamento intestinal. Os compostos que apresentem
uma ASPT inferior a 140 A? possuem uma boa absorg&o intestinal, ao passo que se 0 seu
valor se situar abaixo de 60 A? torna maior a probabilidade de atravessar a barreira

hematoencefalica.?384:86

Além dos fatores referidos acima, o Molinspiration permite estudar a bioatividade geral
do composto através dos seguintes parametros: ligacdo a proteina G, modulador do canal
iénico, inibidor de quinase, inibidor de protéase e inibidor de enzimas em geral. A atividade
biol6gica da molécula em estudo relacionada com determinado parametro é determinada pelo
valor obtido. Se este valor for inferior a -5 o composto considera-se inativo, para valores entre
-5 e 0 considera-se como uma bioatividade moderada, e com valores superiores a 0

considera-se a bioatividade elevada.®?
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1.3.2. OSIRIS Property Explorer
O OSIRIS Property Explorer € uma ferramenta online que permite definir parametros
farmacocinéticos, entre os quais a toxicidade, a solubilidade, o drugscore e o druglikeness.
Este programa tem por base, tal como o Molinspiration, a comparacao de varias propriedades
moleculares e caracteristicas estruturais da molécula em estudo com farmacos ja

existentes.®87

O programa OSIRIS determina a solubilidade (S) de um composto. Este parametro
tem uma grande importancia, pois influencia o perfil de distribuicdo do potencial farmaco
desde o local onde é administrado até a corrente sanguinea. A solubilidade de uma molécula
€ boa quando apresenta um LogS maior do que -4, e por isso é mais facilmente absorvida

pelo corpo humano.®

Além da solubilidade, sao obtidos resultados codificados por cores que dizem respeito
ao risco de toxicidade, relativamente, por exemplo, ao efeito no sistema reprodutivo ou quanto
ao potencial cancerigena do composto em causa. A cor verde indica um composto seguro, a
cor amarela indica um risco médio de toxicidade e, por fim, a cor vermelha indica um elevado
risco de efeitos indesejados (toxicos). Outro parametro obtido através desta ferramenta
on-line é o druglikeness, que permite aferir se a molécula possui fragmentos semelhantes a

farmacos ja existentes.®87

Desta forma, os parametros druglikeness, LogP, LogS, peso molecular e toxicidade
contribuem para a determinacao do drugscore da molécula em estudo, traduzido num valor
atil que, ao ser analisado, permite perceber se o composto em causa podera, ou nao, ser

classificado como um potencial farmaco.®®

1.3.3. AdmetSAR
O admetSAR é um programa disponivel online com uma base de dados que relaciona
a estrutura da molécula com a sua atividade. Da base de dados deste programa fazem parte
milhares de farmacos experimentais e aprovados pela FDA, pesticidas, agentes ambientais
e produtos quimicos industriais. O programa em causa baseia-se em modelos preditivos que

contém as propriedades ADMET para a descoberta de novos farmacos. 8-

Os dados resultantes da analise de uma molécula no admetSAR fornecem
informac@es sobre as propriedades ADMET da molécula em estudo, e ainda se o composto
segue a Regra de Lipinski, ou seja, se podera vir a ser considerado um potencial farmaco. As
propriedades associadas ao ADMET séo diversas, das quais fazem parte a absorcéo
intestinal humana, a solubilidade, a biodisponibilidade oral, a ligacdo a proteinas plasmaticas,
a mutagenicidade, a toxicidade em varios organismos, a biodegradabilidade e a

carcinogenicidade.88
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O admetSAR tem, assim, a capacidade de ajudar os investigadores a determinar como
as modifica¢gBes estruturais numa molécula vao afetar as potenciais atividades bioldgicas a
ela associadas. Os resultados ADMET obtidos permitem a escolha de determinada
modificagdo estrutural em detrimento de outras. Além de que, neste programa, estdo
presentes varios dados de ecotoxicidade que ajudam a avaliar o risco ambiental do composto

em causa antes de o mesmo ser utilizado.*°

E o objetivo deste trabalho sintetizar curcuminoides e analogos da curcumina com
potencial atividade antidiabética. Para focar o trabalho nesta area foram efetuados estudos
in silico através dos programas Molinspiration, OSIRIS Property Explorer e admetSAR, com
0 intuito de otimizar as sinteses a realizar. Estes estudos foram usados para analisar as
moléculas a sintetizar e perceber de que forma as véarias modificagbes estruturais podem
afetar ou melhorar as propriedades fisico-quimicas relevantes para a atividade biolégica a

avaliar.
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2. Resultados e Discussao

2.1. Analisein silico
A andlise in silico realizada permitiu avaliar as propriedades fisico-quimicas e
biol6gicas de uma série de compostos analogos da curcumina e estruturas relacionadas. Esta
andlise teve como objetivo perceber a influéncia da presenca de determinados grupos
estruturais nessas propriedades (Figura 33). Os compostos foram distribuidos em trés
grupos: curcumindides (1-20), monocurcumindides e derivados (21-35) e compostos

substituidos na posicao a da cadeia principal (36-47).

Curcuminoides
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H3CO

24. OCH,

30. R=COOC(CH);

31. R=COOH

Compostos substituidos na posicdo a da cadeia principal
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Figura 33 - Compostos analisados in silico
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Nesta andlise foram utilizados os seguintes programas: Molinspiration e OSIRIS

Property Explorer (Propriedades Fisico-Quimicas); admetSAR (Propriedades Bioldgicas).

O potencial de um composto para ser comercializado como farmaco e, por sua vez,

ser administrado por via oral pode ser avaliado através da Regra dos 5 de Lipinski, como ja

descrito anteriormente. Através do programa Molinspiration, foi possivel concluir que todos

0s compostos analisados cumprem a Regra dos 5 de Lipinski, exceto o composto 15, o que

indica que a maioria dos compostos analisados possui uma boa biodisponibilidade oral.8!
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Dentro das propriedades fisico-quimicas foram analisados o LogP, o LogS e a ASPT,
uma vez que estéo relacionados com a permeabilidade, lipofilicidade e biodisponibilidade do
composto em analise, propriedades importantes na interacdo do composto com o organismo
humano. O LogP é o logaritmo do coeficiente de particdo entre o n-octanol e a 4gua, que
corresponde a hidrofilicidade do composto. Quando o LogP tem um valor elevado a
hidrofilicidade é baixa, levando a uma ma absorcao/permeac¢do do composto no organismo
humano. Foi demonstrado que para ocorrer uma permeabilidade razoavel o LogP tem de ser

menor que 5.91%2

O LogS traduz a solubilidade do composto em agua que, por sua vez, afeta a sua
absorcéo e distribuicdo no corpo humano. Os compostos devem ter a menor solubilidade
possivel para que haja uma boa absorcéo no corpo humano, tendo sido definido que o LogS

deve ser superior a -4.%

Por dltimo, a area de superficie polar topolégica (ASPT) esta relacionada com a
facilidade de permeagdo do composto nas membranas celulares, isto é, descreve se o
composto em causa tem ou ndo uma boa absorgdo. Um composto com um valor de ASPT
maior que 140 A? é pouco provavel que consiga permear as membranas celulares. Esta
propriedade esta diretamente ligada a absorcao intestinal humana, a biodisponibilidade oral

e a possibilidade de a molécula atravessar a barreira hematoencefalica.®92:9

Quanto as propriedades biol6gicas, estas podem ser divididas em cinco grupos
(Propriedades ADMET), no entanto, no presente estudo pretende-se destacar trés desses

grupos: Absorcdo, Distribuicdo e Toxicidade, pois estes sdo 0os que tém maior impacto.®

Na Absorcéo foram estudadas a absor¢éo intestinal humana e a biodisponibilidade
oral do composto, 0 que indica se 0 composto possui ou ndo uma boa capacidade de ser

absorvido no organismo humano de forma a chegar a circulacéo sistémica.%

Da Distribuicdo fazem parte a possibilidade da molécula atravessar a barreira
hematoencefalica e a capacidade do composto se ligar as proteinas do plasma, dado que
estas sdo importantes na sua captacao e distribuicdo no organismo, esta ligacdo ndo devera
ser superior a 95%. Além destas, faz parte a capacidade de inibicdo da P-glicoproteina, pois
esta proteina promove a multirresisténcia aos farmacos, sendo necesséario que seja inibida

para que os tratamentos sejam mais eficazes.®>%’

Para a Toxicidade foi estudada a toxicidade oral aguda que pode ser dividida em
quatro categorias, tendo como cada uma delas uma palavra de sinalizacdo associada
(Tabela 2). Para a toxicidade ser mais percetivel a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos associou a estas categorias a dose letal média LD50 ou a concentracao letal

média LC50, como descrito na Tabela 2.%8
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Para além da toxicidade oral aguda foram consideradas a hepatotoxicidade, que
corresponde a toxicidade gerada pelo composto no figado, e a biodegradacdo, que
representa a capacidade de a substéncia em estudo ser decomposta por enzimas. A
biodegradacao € importante ser estudada se o composto apresentar toxicidade, isto €, se a
taxa de biodegradacao for alta, a concentracdo do composto serd reduzida, o que leva a
diminuicdo do seu efeito téxico no organismo, contudo, se 0 composto for persistente no

organismo, a toxicidade perdurara durante mais tempo no mesmo.*®

Tabela 2 - Toxicidade Oral Aguda segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos®®

Toxicidade Aguda  Categoria | Categoriall Categorialll Categoria IV
>50 >500
Oral (mg(kg) <50 >5000
<500 <5000
Sinalizac&o Perigo/Veneno Aviso Cuidado -

Tendo em conta a importancia da atividade anti-diabética no presente trabalho,
analisou-se se 0s compostos em estudo funcionam como modeladores dos proliferadores de
peroxissoma gama, PPARy. O PPARy é um recetor nuclear ativado por ligagdo e esta
relacionado com doencas metabolicas, como a diabetes. Se este recetor for ativado pelo
composto, ele tem a capacidade de regular o metabolismo dos lipidos e da glicose presentes
no organismo humano. Esta regulagédo permite melhorar a sensibilidade & insulina e reduzir

o nivel de glicose no corpo humano, atuando assim no tratamento da diabetes.100.101

Os compostos analisados foram divididos em grupos, de acordo com as modificacdes
estruturais introduzidas, para que seja mais percetivel quais as consequéncias de

determinada modificag&o nas propriedades fisico-quimicas e biolégicas do composto.
2.1.1. Curcumindides simétricos

Partindo da molécula de curcumina (1) foram introduzidas varias modificacdes
estruturais nos anéis aromaticos, nomeadamente, a presenca (5) ou auséncia (3) de grupos
metoxilo e a mudanca de posicdo do grupo fendlico (2 e 4), como mostrado na Figura 34,

tendo em conta as suas propriedades fisico-quimicas (Tabela 3) e biol6gicas (Tabela 4).

R=0CH3, R1=0OH, R>=R3=H
R=0H, R1=0OCH3s, R2=R3=H
R=R2=Rs=H, R1=OH

R=R1=H, R2=0OCHjs, Rs=OH
R=R>=0OCH3s, R1=0OH, R3=H

a > w Dok

Figura 34 - Curcumindides di-substituidos
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Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas dos curcumindides simétricos

Propriedades Fisico-Quimicas

Composto LogP LogS ASPT (A2

1 295 -3,62 93,07
2 295 -3,62 93,07
3 3,09 -3,59 74,60
4 295 -3,62 93,07
5 2,81 -3,66 111,53

No que diz respeito as propriedades fisico-quimicas, todos os compostos analisados
apresentam valores dentro da gama desejavel para serem potenciais farmacos,
apresentando um bom balanco entre a permeabilidade e a solubilidade. A presenca de grupos
metoxilo no anel aromatico torna a molécula mais hidrofilica, mas diminui ligeiramente a
solubilidade, com o composto 3, contendo apenas um grupo fendlico, a apresentar uma maior
solubilidade. A mudanca de posicao do grupo fendlico ndo provoca alteragbes nas
propriedades fisico-quimicas.

Relativamente as propriedades biol6gicas concluiu-se que a curcumina (1), o seu
analogo 2 e o composto 5 com dois grupos metoxilo apresentam um perfil ADMET muito
semelhante contendo algumas alteracbes na distribuicdo e na toxicidade. Quando
comparados, 0 analogo trocado da curcumina (2), no geral, apresenta melhores
propriedades, como, por exemplo, tem uma elevada probabilidade de ser absorvido até a
circulacao sistémica (biodisponibilidade oral) e possui uma probabilidade elevada de inibir a
P-glicoproteina. E de referir que todos os compostos apresentados possuem uma boa
probabilidade de serem ativadores do PPARYy, indicando que podem ser vantajosos no
tratamento da diabetes. Em suma, 0 composto mais promissor dos curcumindéides simétricos

€ 0 analogo trocado da curcumina (2).
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Tabela 4 - Propriedades biolégicas dos curcuminoides simétricos

Propriedades Biolégicas

Absorgao Distribuicao Toxicidade Outras
Composto | Absorgéo Biodis Ligacéo as Inibicdo da Permeacio da Barreira Toxicidade
Intestinal Oralm‘;’- proteinas P- Hematogncefélicam?'m Oral Aguda Hepatotoxicidade'®® Biodegrad.’?” | PPARy%3
Humana'®? plasmaticas® glicoproteinal®* (c)%8
+ + 0,832 + - 1l + - +
1
0,9770 0,6000 100% 0,5967 0,2466 0,6349 0,7250 0,8000 0,8708
+ + 0,821 + - m + - +
2
0,9770 0,6714 100% 0,7448 0,2466 0,6349 0,6000 0,8000 0,8325
+ - 0,505 - - | + - +
3
0,9737 0,6429 100% 0,8850 0,5271 0,6484 0,8250 0,7500 0,7720
+ + 0,96 + - 1l + - +
5
0,9770 0,6143 100% 0,6677 0,2466 0,5760 0,7250 0,8500 0,8309
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2.1.2. Substituic&do da posicéo central da curcumina

A substituicdo da posicdo central da cadeia principal da curcumina pode trazer

vantagens ou desvantagens para as propriedades fisico-quimicas e biolégicas (Tabelas 5 e

6) dos compostos. Com o intuito de estudar essas modificacbes foram analisados os

seguintes compostos (Figura 35), onde foram introduzidos diferentes grupos substituintes,

nomeadamente, cadeias saturadas (6 e 8) e cadeias insaturadas, contendo anéis aromaticos

substituidos com grupos doadores (10, 12, 13 e 15) e aceitadores (11) de eletrdes.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

R=H
R= CH2COOH
R= CH2COOC(CHs)3

R1=NH2; R2=H
R1=CN; R2=H
R1=OH; R2=H
R1=0OCHs; R2=H
R1, Ro=H

R1=0OH; R>=0OCHzs

Figura 35 - Curcumindéides com o grupo central substituido

Analisando os compostos em estudo, foi possivel perceber através das suas

propriedades fisico-quimicas, que o composto 15 ndo cumpre a Regra dos 5 de Lipinski

devido a sua elevada massa molar (>500 g/mol), ndo sendo por isso um potencial farmaco

para ser administrado por via oral.

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas dos curcuminéides com a posi¢ao central substituida

Propriedades Fisico-Quimicas

Composto LogP LogS ASPT (A?)
1 295 -3,62 93,07
6 2,35 -3,53 130,37
8 3,92 -4,44 119,37
10 4,2 -5,09 119,09
11 4,71  -5,79 116,86
12 4,53 -4,72 113,29
13 4,8 -5,03 102,30
14 4,87 -5,02 93,07
15 4,46 -4,74 122,53

39



Resultados e Discussao

Tabela 6 - Propriedades biolégicas dos curcumindides com a posigdo central substituida

Propriedades Biolégicas

Absorgao Distribuicao Toxicidade Outras
Composto | Absorgéo I Ligagéo as Inibicdo da . . Toxicidade
Intestinal B('D"d'fog- proteinas P- Permeacao da} .Barlg‘i'{c,as Oral Aguda Hepatotoxicidade'®® Biodegrad.’?” | PPARy%3
102 ral o7 : < 104 Hematoencefélical® o8
Humana plasmaticas glicoproteina (c)
+ + 0,832 + - 1] + - +
1
0,9770 0,6000 100% 0,5967 0,2466 0,6349 0,7250 0,8000 0,8708
+ + 0,945 + - | + - +
6
0,9770 0,5286 100% 0,6088 0,2980 0,6102 0,7000 0,8500 0,6971
+ - 0,776 + + 1] + - +
12
0,9853 0,6429 100% 0,8072 0,7736 0,4524 0,8750 0,8750 0,8724
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A andlise das propriedades fisico-quimicas mostra que todos os compostos tém
valores de LogP e ASPT dentro da gama estipulada para uma boa absorcéo da molécula no
organismo. No entanto, a substituicdo da posi¢do central da cadeia principal provoca um
aumento da hidrofobicidade da molécula, sendo este aumento mais acentuado para os
substituintes de cadeia insaturada, ficando mesmo alguns deles, como os compostos 13 e
14, perto do valor limite aceitavel. A excecado € observada para o composto 6, provavelmente
devido a presenca do grupo COOH. A mesma tendéncia é observada para a solubilidade dos
compostos, com excecdo da molécula 6, a solubilidade diminui drasticamente com a
substituicdo da posicdo central. Em particular, para a série de compostos (10-15), a
solubilidade chega a ter valores 100 vezes inferiores e dependentes da natureza dos
substituintes do anel aromatico. Uma vez que, apenas 0s compostos 1 e 6 possuem um LogS
maior que -4, estes foram selecionados para a analise das suas propriedades ADMET. Além
destes, foi também selecionado o composto 12 visto ser o composto substituido na posicao

central com um anel aromatico contendo uma maior solubilidade.

Os perfis ADMET dos trés compostos possuem valores aceitaveis, com algumas
semelhancas de comportamento, por exemplo, o composto 12, embora seja mais
hepatotoxico e ndo apresente uma boa biodisponibilidade oral, possui uma boa capacidade
de permear a barreira hematoencefélica, assim como uma inibicdo da P-glicoproteina e
interacdo com a PPARYy. J4 os compostos 1 e 6 apresentam maior probabilidade para uma
toxicidade oral aguda de categoria lll. Tendo em conta as propriedades ADMET geradas, o
composto 6 foi considerado 0 composto mais promissor por ser aquele que apresenta uma

maior solubilidade.

2.1.3. Curcumindides assimétricos

A troca de um dos grupos laterais do curcuminéide pode provocar efeitos nas
propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos compostos (Tabelas 7 e 8), tendo-se por isso
selecionado um grupo de compostos, que pertencem a familia dos curcumindides

di-substituidos assimétricos, para serem estudados (16-20) (Figura 36).

1. R=OH; R1=OCHgs; R2=H
16. R=0OH; R1,R2=H

17. R=NH2; R1,R2=H

18. R=CN; R1,R2=H

19. R=0OCHs3; R1=0OH; R>=H
20. R=0OH; R1,R2=0CHs

Figura 36 - Curcumindides assimétricos di-substituidos
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Tabela 7 - Propriedades fisico-quimicas dos curcumindides assimétricos

Propriedades Fisico-Quimicas

Composto LogP LogS ASPT (A3

1 295 -3,62 93,07
16 3,02 -3,6 83,83
17 2,69 -3,98 89,63
18 3,2 -4,67 87,40
19 295 -3,62 93,07
20 2,88 -3,64 102,30

Tabela 8 - Propriedades biolégicas dos curcuminoides assimétricos

Propriedades Biolégicas

Absorgéo Distribuicéo Toxicidade Outras
Composto | Absorgéo Biodis Ligacédo as Inibicdo da Permeacio da Barreira Toxicidade
Intestinal Orallo';’- proteinas P- Hematoincefélicaloz,m Oral Aguda Hepatotoxicidade'®® Biodegrad.’?” | PPARy%3
Humana'®? plasmaticas® glicoproteinal®* (c)%8
+ + 0,832 + - ] + - +
1
0,9770 0,6000 100% 0,5967 0,2466 0,6349 0,7250 0,8000 0,8708
+ - 0,715 - - 1| + - +
16
0,9770 0,6429 100% 0,7265 0,2748 0,6250 0,8000 0,8500 0,8570
+ + 0,873 + - ] + - +
19
0,9770 0,5429 100% 0,6351 0,2466 0,6349 0,7750 0,8250 0,8270
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De um modo geral, a solubilidade dos compostos nédo é afetada pela presenca de
diferentes anéis aroméaticos na estrutura, com excec¢ao do composto 18, onde o valor de LogS
é inferior a -4. A presenca de diferentes substituintes no anel aromético modifica os valores
de LogP, tornando-se os compostos 16 e 18 os mais hidrofébicos, enquanto os compostos
17 e 20 apresentam maior hidrofilicidade. Compararam-se as propriedades ADMET dos
compostos com maior solubilidade (16 e 19) e conclui-se que o perfil do composto 19 é muito
idéntico ao da curcumina (1). Ja o composto 16 ndo apresenta uma boa biodisponibilidade
oral nem possui capacidade para inibir a P-glicoproteina, fazendo com que os perfis dos

compostos 1 e 19 sejam melhores.

Com isto, é possivel perceber que os curcuminéides assimétricos podem ou néo ser
vantajosos para a otimizacdo das propriedades bioldgicas dependendo da natureza dos

substituintes. Pela analise in silico, 0 composto assimétrico mais promissor é o 19.

2.1.4. Monocurcumindides

Com o objetivo de estudar as propriedades fisico-quimicas e biolégicas de derivados
monocurcumindides (Tabelas 9 e 10) optou-se por introduzir dois grupos de compostos. No
primeiro grupo (21, 22 e 27), mantém-se inalterado o anel aromatico substituido e
modifica-se o0 grupo carbonilo/carboxilo. No segundo grupo de compostos (22-26),
mantendo-se a cetona como grupo terminal, foram modificados os substituintes do anel

aromatico (Figura 37).

1. R=0OH; R1=0CHs

o 0 21. R2=OH
HCO X R, 27. R2=OCH2CHs
HO 25 R2=CH3
6 O 22. R=OCHzs; R1=OH; R>=H
Ri X 23. R=OH: Ry,R2=H
R 24. R=0OH; R1,R2=0CHz3
R, 26. R=CN; R1,Ro=H

Figura 37 - Curcumina + Monocurcuminéides
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Tabela 9 - Propriedades fisico-quimicas dos monocurcuminéides

Propriedades Fisico-Quimicas

Composto LogP LogS ASPT (A2

1 295 -3,62 93,07
21 091 -191 83,83
27 1,75 -2,34 72,84
25 159 -2,36 63,60
22 159 -2,36 63,60
23 166 -2,34 54,37
24 152 -2,38 72,84
26 1,84 -341 57,93

A andlise das propriedades fisico-quimicas do primeiro grupo de compostos mostra,
guando comparados com a curcumina, um acentuado decréscimo na hidrofobicidade dos
compostos, particularmente no caso do composto 21 com o grupo carboxilo. Esta tendéncia
€ acompanhada, em geral, por um aumento da solubilidade dos compostos e pela diminuicdo
dos valores de ASPT. Todas estas tendéncias sdo igualmente encontradas, quando as
propriedades fisico-quimicas do segundo conjunto de compostos 22-25 sdo comparadas com
a curcumina. Assim, no geral, os monocurcuminéides possuem melhores propriedades que

a curcumina, isto é, os compostos mono-substituidos lateralmente apresentam melhor

potencial para se tornarem farmacos quando comparados com os di-substituidos.

A maior solubilidade do composto com o grupo carboxilo (21), assim como as suas
propriedades ADMET indicam um melhor perfil biolégico, isto porque apresenta a maior
probabilidade de ser bem absorvido no organismo, possui uma percentagem aceitavel de
ligacdo as proteinas plasmaticas e é ativador do recetor nuclear PPARYy contribuindo assim,
para o tratamento da diabetes. Ja os compostos 25 e 27, embora ndo sejam ativadores do

PPARYy, apresentam bons valores na permeacao da barreira hematoencefalica.

A analise do segundo grupo de compostos mostra que 0 composto 23 apresenta a
maior solubilidade, no entanto, o seu perfil ADMET né&o é o melhor, quando comparado com
0S outros compostos em andlise, devido a elevada probabilidade de ndo ser bem absorvido

no corpo humano e a sua baixa percentagem de ligacao as proteinas plasmaticas.
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Tabela 10 - Propriedades bioldgicas dos monocurcumindides

Propriedades Biolégicas

Absorgao Distribuicéo Toxicidade Outras
Composto | Absorcéo Biodis Ligacéo as Inibicdo da Permeacio da Barreira Toxicidade
Intestinal Oralm‘;' proteinas P- Hematogncefélicam?'m Oral Aguda Hepatotoxicidade'®® Biodegrad.l%” | PPARy3
Humana'®? plasmaticas® glicoproteinal®* (c)%8
+ + 0,832 + - 1] + - +
1
0,9770 0,6000 100% 0,5967 0,2466 0,6349 0,7250 0,8000 0,8708
+ + 0,945 - - 1l + - +
21
0,9786 0,6143 100% 0,9868 0,2517 0,6161 0,6250 0,7000 0,7215
+ + 0,977 - + 1] + - -
27
0,9863 0,5429 100% 0,9628 0,9299 0,6704 0,5250 0,7500 0,4842
+ - 0,735 - + 1] + - -
25
0,9853 0,5000 100% 0,9827 0,9185 0,5460 0,6250 0,7250 0,5281
+ + 0,743 - + 1I + - -
22
0,9853 0,5571 100% 0,9655 0,9185 0,5460 0,6500 0,7250 0,5114
+ - 0,377 - + 1| + - -
23
0,9841 0,7429 100% 0,9849 0,7875 0,5128 0,6250 0,7000 0,5731
+ + 0,706 + + ] + - +
24
0,9853 0,5429 100% 0,9455 0,9185 0,5244 0,6500 0,7250 0,5779
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Os restantes compostos (22, 24 e 25) apresentam perfis semelhantes, exceto no que
diz respeito as biodisponibilidades orais, isto porque os compostos 22 e 24 apresentam uma
boa probabilidade de serem absorvidos no organismo, ja o composto 25 parece nao ser
absorvido. Todavia, o composto 24 distingue-se dos restantes, porque além de possuir uma
elevada probabilidade de inibir a P-glicoproteina também tem uma boa probabilidade de ser

ativador da PPARYy, sendo 0 mais promissor do segundo grupo de compostos.

Analisando os dois grupos de compostos monocurcuminodides, 0 composto mais
promissor é o 24, porque tem uma elevada probabilidade de permear a barreira
hematoencefalica ao contrario do composto 21, que era 0 mais promissor do primeiro grupo,

tendo sempre em atengdo que estes compostos apresentam hepatotoxicidade.

Outro grupo de monocurcuminoéides derivados do -cetoéster tém na sua constituicao
um grupo éster numa das posic¢des laterais e na outra um grupo aromatico. Neste grupo serao
estudadas as propriedades fisico-quimicas e biolégicas (Tabelas 11 e 12) dos compostos
27-29, mantendo-se a fragao B-cetoéster e modificando-se os substituintes do anel aromatico
(Figura 38).

(e} (0]
R, S 5 27. R=0H; R1=0OCHs; R2>=H
28. R=0CHpzs; R1=0OH; R2=H
R 29. R=0OH; R1,R2=0CH3
R2

Figura 38 — Monocurcumindides derivados de B-cetoéster

A andlise das propriedades fisico-quimicas dos compostos monocurcumindides
derivados do B-cetoéster mostram resultados semelhantes aos encontrados na série 22-26,
isto &, os valores de solubilidade dentro da mesma ordem de grandeza, contudo os valores
de LogP um pouco mais elevados, mostrando uma maior hidrofobicidade. Os compostos 27
e 28 possuem propriedades fisico-quimicas idénticas, mostrando que a troca de posi¢do dos
grupos OH e OCH; nao tém qualquer influéncia nestas propriedades, tal como foi

anteriormente discutido na secc¢do 2.1..

No que diz respeito as propriedades ADMET, estes compostos ja apresentam
algumas diferencas, nomeadamente, na interacdo com os PPARYy, onde os compostos 28 e
29 se mostram como ativadores, enquanto que 0 27 ndo. Todos 0S compostos apresentam
uma ligacdo as proteinas plasmaticas superior a 95%, o0 que é considerado uma
desvantagem, no entanto, o composto 28 é aquele que apresenta um valor menor e, por ser
também um ativador da PPARYy, é provavelmente o composto mais promissor deste grupo de

compostos.
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Tabela 11 - Propriedades fisico-quimicas dos monocurcumindides derivados do S-cetoéster

Propriedades Fisico-Quimicas

Composto LogP LogS ASPT (A3

27 1,75 -2,34 72,84
28 1,75 -2,34 72,84
29 1,68 -2,36 82,07

Tabela 12 - Propriedades biolégicas dos monocurcuminoéides derivados do -cetoéster

Propriedades Bioldgicas

Absorgao Distribuigao Toxicidade Outras
Composto | Absorgéo Biodis Ligacéo as Inibicdo da Permeacio da Barreira Toxicidade
Intestinal 102' proteinas P- ¢ 1100105 | Oral Aguda Hepatotoxicidadel®® Biodegrad.l?” | PPARy%3
102 Oral o7 . < 104 Hematoencefélical® o8
Humana plasmaticas glicoproteina (c)
+ + 0,977 - + Il + - -
27
0,9863 0,5429 100% 0,9628 0,9299 0,6704 0,5250 0,7500 0,4842
+ + 0,971 - + Il + - +
28
0,9863 0,6143 100% 0,9169 0,9299 0,6704 0,6000 0,7500 0,5709
+ + 1,012 - + 1] + - +
29
0,9863 0,5571 100% 0,9170 0,9299 0,6655 0,6000 0,7000 0,6086
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2.1.5. Monocurcuminoéides substituidos na posicao central

Os monocurcuminéides estudados no subcapitulo 2.1.4. podem sofrer substituicdo na
posicdo central e formar curcumindides di-substituidos numa das posi¢des laterais e na
posicao central (30-35), tal como demonstra a Figura 39, o que podera afetar as propriedades

fisico-quimicas e biologicas dos compostos (Tabelas 13 e 14).

o o 25. R=H
HsCO X 30. R=CH2COOC(CH3)s
R 31. R=CH,COOH

HO

32. R1=NH2; R>=H
33. R1=OH; R2=H

34. R1, Ro=H

26. R1=OH; R2=0OCHs

Figura 39 — Monocurcuminoides substituidos na posic¢éo central

Tabela 13 - Propriedades fisico-quimicas dos monocurcumindides substituidos na posigao central

Propriedades Fisico-Quimicas

Composto LogP LogS ASPT (A%

25 159 -2,36 63,60
30 2,56 -3,18 89,91
31 0,99 -2,26 100,90
32 2,84 -3,83 89,63
33 3,17 -3,46 83,83
34 3,52 -3,75 63,60
35 3,1 -3,48 93,07

No que diz respeito as propriedades fisico-quimicas, todos os compostos analisados
possuem valores de LogP e ASPT dentro da gama desejavel para uma boa absorcdo da
molécula no organismo. Contudo, a substituicdo da posi¢do central do monocurcumindide
provoca um aumento da hidrofobicidade da molécula, sendo este mais acentuado para os
substituintes de cadeia insaturada (32-35). Tal como, na sec¢éo 2.1.2., é observada uma
excecao para o composto com o grupo COOH como substituinte (31). A solubilidade também
diminui drasticamente com a substituicdo da posicao central, a excecdo da molécula (31). Os
compostos (32-35) apresentam valores de solubilidade proximos do valor limite desejavel e

dependentes da natureza dos substituintes do anel aromatico.
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A andlise das propriedades ADMET foi centrada nos 4 compostos que apresentam a
solubilidade mais elevada, compostos 25, 30, 31 e 33. Os perfis ADMET dos quatro
compostos possuem semelhancas no seu comportamento, sendo que a substituicdo na
posicdo central do monocurcumindide com cadeias saturadas (30 e 31) e cadeias
insaturadas (32-35) apresentam algumas diferengcas. O composto 31 apesar de ser 0 que
apresenta a solubilidade mais elevada, ndo apresenta uma boa biodisponibilidade oral nem
possui uma boa interacdo com a PPARY, tal como acontece com o composto 25. Por sua vez,
os compostos 30 e 33 apresentam uma boa capacidade de interagir com a PPARYy, o0 que 0s

diferencia dos restantes.

De um modo geral, a substituicdo na posicdo central do monocurcumindide néo
influencia as propriedades biol6gicas da molécula. Uma vez que, o perfil bioldégico dos
compostos 30 e 33 € idéntico e melhor em relagdo aos outros, concluiu-se que o composto

mais promissor é o 30, pois destes dois € o que apresenta o valor de solubilidade mais baixo.
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Tabela 14 - Propriedades biolégicas dos monocurcuminoéides substituidos na posic¢éo central

Propriedades Biolégicas

Absorgéo Distribuigéo Toxicidade Outras
Composto | Absorgéo I Ligagéo as Inibicdo da . . Toxicidade
Intestinal B(')?gl'fog' proteinas P- Eimﬁ?gizgglﬁgﬁ!& Oral Aguda Hepatotoxicidade'®® Biodegrad.’®” | PPARy%3
Humana'®? plasmaticas® glicoproteinal®* (c)%8
+ - 0,735 - + 1] + - -
25
0,9853 0,5000 100% 0,9827 0,9185 0,5460 0,6250 0,7250 0,5281
+ - 0,789 - + 1] + - +
30
0,9888 0,7000 100% 0,7307 0,9186 0,6269 0,6750 0,8000 0,5731
+ - 0,894 - + | + - -
31
0,9838 0,5143 100% 0,9573 0,8002 0,5667 0,7250 0,8250 0,5937
+ - 0,815 - + ] + - +
33
0,9898 0,6286 100% 0,6903 0,7736 0,4524 0,9750 0,8750 0,7163
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2.1.6. Funcionalizacao da posi¢cao a da acetilacetona

Partindo da molécula de acetilacetona (36) foram introduzidos na posicdo central
grupos substituintes, nomeadamente, cadeias saturadas (37) e cadeias insaturadas (38-42)
(Figura 40), tendo como objetivo a analise das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas

resultantes dessas modificacfes estruturais (Tabelas 15 e 16).

(0] (0]

35. R=H
36. R=CH2COOC(CHs)3
R

0 37. Ri=OH; R2,Rs=H
38. R1=CN; R2,R3=H
R 39. R1=OH; R;=OCHs; Ra=H
R, 40. R1=0CHs; R2=0OH; R3=H
Rs 41. R1=0OH; R2,R3=0CH3s

Figura 40 - Acetilacetona e acetilacetona funcionalizada na posicéo a

Tabela 15 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos formados através da funcionalizacéo da posigao central da
acetilacetona

Propriedades Fisico-Quimicas

Composto LogP LogS ASPT (A3

36 0,23 -1,1 34,14
37 1,2 -1,92 60,45
38 1,81 -2,2 54,37
39 2,0 -3,26 57,93
40 1,74 -2,21 63,60
41 1,74 -2,21 63,60
42 1,67 -2,23 72,84

A andlise das propriedades fisico-quimicas permitiu perceber que todos os compostos
apresentam valores de LogP e ASPT dentro da gama desejavel para se tornarem potenciais
farmacos. No entanto, a substituicdo da posi¢do central da cadeia principal provoca um
aumento da hidrofobicidade da molécula, independentemente da natureza do substituinte,
sendo este aumento mais acentuado para os substituintes de cadeia insaturada (38-42). O

mesmo se observa quanto a solubilidade dos compostos, isto &, a solubilidade diminui

drasticamente com a substituicdo da posic&o central.
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Tabela 16 - Propriedades biolégicas dos compostos formados através da funcionalizagao da posigao central da acetilacetona

Propriedades Biolégicas

Absorgéo Distribuigéo Toxicidade Outras
Composto | Absorgéo I Ligagéo as Inibicdo da . . Toxicidade
Intestinal B(')?gl'fog' proteinas P- Eimﬁ?gizgglﬁgﬁ!& Oral Aguda Hepatotoxicidade'®® Biodegrad.’®” | PPARy%3
Humana'®? plasmaticas® glicoproteinal®* (c)%8
+ + -0,054 - + 1l - + -
36
0,9426 0,5286 100% 0,9812 1,000 0,7434 0,7500 1,000 0,9324
+ - 0,457 - + 1l - - -
37
0,9814 0,7000 100% 0,9586 0,9910 0,7711 0,7500 0,5750 0,6023
+ - 0,633 - - 1] + - -
38
0,9954 0,6000 100% 0,9612 0,2777 0,6307 0,6500 0,6250 0,7014
+ + 0,876 - + I + - -
40
0,9960 0,6429 100% 0,9573 0,9236 0,4175 0,6250 0,6250 0,6239
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Dado que os compostos 36, 37, 38, e 40 apresentam uma solubilidade maior, estes
foram selecionados para a andlise das suas propriedades biolégicas. De um mogo geral, os
perfis ADMET dos compostos 37, 38 e 40 possuem valores piores que o composto 36, por
exemplo, o composto 36 além de apresentar uma boa disponibilidade oral, também tem uma
boa capacidade de permear a barreira hematoencefélica e possui a capacidade de ser
biodegradavel. J4 o composto 40, que também se apresenta com uma boa biodisponibilidade
oral e uma boa capacidade para permear a barreira hematoencefalica, € hepatotéxico com

uma toxicidade oral aguda de categoria Il.

Tendo em conta as propriedades ADMET geradas e analisando apenas 0s compostos
gue contém a posicao central substituida, é possivel concluir que 0 composto mais promissor
€ 0 37, no entanto, o composto 38 também se apresenta como um possivel promissor devido
a sua maior ligacdo as proteinas plasmaticas, tendo sempre em atencdo a sua
hepatotoxicidade. Em suma, o composto 40 € o Unico que ndo se apresenta como um

possivel promissor devido a elevada toxicidade geral aguda que apresenta.

2.1.7. Funcionalizagao da posicao a do acetoacetato de etilo

Por ultimo, partindo da molécula de acetoacetato de etilo (43) foram realizadas
modificagBes na sua posicao central, através da introducao de grupos substituintes, tais como
cadeias insaturadas (44-47) (Figura 41), tendo como objetivo a analise das vantagens e
desvantagens destas modificagBes estruturais nas propriedades fisico-quimicas e biolégicas

destes compostos (Tabelas 17 e 18).

No que se refere as propriedades fisico-quimicas ocorre a mesma tendéncia verificada
na secgdo 2.1.6., isto é, a substituicdo da posicdo a do acetoacetato de etilo provoca um
aumento da hidrofobicidade e uma diminuicdo na solubilidade dos compostos, sendo o
composto 44 aquele que apresenta a maior hidrofobicidade e a menor solubilidade, indicando
gue quando o anel aromatico ndo possui substituintes as propriedades hidrofobicidade e

solubilidade pioram.

Analisando os perfis ADMET dos compostos 43, 45 e 46, compostos com maior
solubilidade, é possivel concluir que a substituicao da posicao central do acetoacetato de etilo
provoca um agravamento na hepatotoxicidade dos compostos 45 e 46, tal como foi verificado
para a substituicdo da posicdo central da acetilacetona. Contudo, analisando apenas os
compostos substituidos na posicao central, 0 composto mais promissor € o 46, porque ao

contrario do composto 45 apresenta uma boa biodisponibilidade oral.
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N NN

Tabela 17 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos formados através da funcionalizagéo
da posicéo central do acetoacetato de etilo

Propriedades Fisico-Quimicas

o o Composto LogP LogS ASPT (A?)
43. R1,R2, R3=H
| o 43 039 -1.08 4338
R, 44, R1=0OH; R2,R3=H
45. R1=OH; R2=0CHs; Rs=H 44 2,32 -2,47 43,38
R 46. R1=OH; R2,R3=OCHs
R3 45 1,97 -2,18 63,60
Figura 41 - Acetoacetato de etilo e acetoacetato de etilo funcionalizado na posicao a 46 19 2,2 72,84
47 1,83 -2,21 82,07
Tabela 18 - Propriedades biolégicas dos compostos formados através da funcionalizagdo da posigdo central do acetoacetato de etilo
Propriedades Biolégicas
Absorgéo Distribuicéo Toxicidade Outras
Composto | Absorgéo Biodis Ligacéo as Inibicdo da Permeacio da Barreira Toxicidade
Intestinal Orallo';’- proteinas P- Hematoincefélicaloz,m Oral Aguda Hepatotoxicidade'®® Biodegrad.'®” | PPARy%3
Humana'®? plasmaticas® glicoproteinal®* (c)%8
+ + 0,102 - + 1| - + -
43
0,9579 0,6143 100% 0,9821 0,9953 0,7985 0,6750 0,9750 0,9288
+ - 0,761 - + 1| + - -
45
0,9960 0,6571 100% 0,9661 0,9011 0,6917 0,5500 0,6000 0,6816
+ + 0,933 - + ] + - -
46
0,9962 0,5857 100% 0,9396 0,8948 0,5976 0,5500 0,6000 0,6380
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2.1.8. Conclusdes da anélise in silico

Através da andlise in silico efetuada, baseada em métodos de previsédo
computacionais, é possivel encontrar o conjunto de curcumindides considerados mais

promissores, tendo em conta as suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas (Figura 42).
Este conjunto é o seguinte:

3CO OCH3 :‘/\)‘\/U\/\‘:
_ HsCo OCH3

(0] (0]

H,CO O x P O OCH,4 H,CO O X = O OH
6. HO COOH OH 19. HoO OCH;
H4CO 11 HCO

3 WOH W

H H3;CO

© OCH; 28. s

O O O O
H4CO N
30, HO COOC(CHs);  37. COOC(CH3)s
OCH3

Figura 42 - Compostos mais promissores com base na analise in silico

Com base na Figura 42, é possivel verificar que a troca de grupos no anel aromatico,
a substituicdo da posicdo a da cadeia principal com cadeias saturadas e a substituicdo em
apenas uma das posi¢cdes da acetilacetona (monocurcumindides) revelaram-se as
modificagBes estruturais mais promissoras através da andlise in silico. Pode ainda
concluir-se que os grupos substituintes mais promissores possuem um grupo hidroxilo e pelo
menos um grupo metoxilo na sua estrutura.
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2.2. Sintese

Com base na andlise in silico realizada, que direcionou o tipo de modificacbes
estruturais a introduzir, foram sintetizados 13 compostos divididos em 3 grupos:
curcuminoides simétricos, monocurcumindides, compostos funcionalizados na posicédo a da
acetilacetona e do acetoacetato de etilo (Figura 43).

Curcuminoides Simétricos Monocurcumindides
o o - 0O o
N =
H,CO
HO OH 22. OH 23. HoO

o O
/@/\)J\/N\
HsCO X = OCHj,
NS [ 2 9 Wi
HO COOC(CH3)3 OH H;CO N AN
o 0 24. HO 25. HoO

9 HO ! N = ! OH OCH, OCHj,3
HsCO

COOC(CHy); OCH,4

Compostos funcionalizados na posi¢dao a da cadeia 3-dicetdnica
(e] O
o o0
o o0 ‘
37. )ka 38. | 40.
COOC(CH3)3 OH
oH OCH;
O (0] 0O O
o o
o™
| oCcH o™ \
42. s 45, | 46.
OH OH
OH

OCH,3 OCHs

Figura 43 - Compostos sintetizados

2.2.1. Sintese de Curcumindides Simétricos

Na sequéncia de trabalho anterior na sintese de curcumindides simétricos'®®
sintetizou-se o composto 3, de acordo com o0 proposto por Martichonok et al.>” e Pabon®®.
Através da condensacdo alddlica entre a acetilacetona e o p-hidroxibenzaldeido (Figura 44),
obteve-se o composto 3 com um rendimento de 81%.

(0] H
o o i) BoO3
)]\/U\ i) (NBuO)3
+ 2 A
iii) NBUNH,
HO
OH

Figura 44 - Esquema da sintese de 3°¢%"
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Os curcumindides, de uma forma geral, apresentam equilibrio entre as formas ceto e
endlica, isto é, possuem tautomerismo ceto-endlico devido a presenca das p-dicetonas a,3
insaturadas na sua cadeia central. Este tautomerismo pode ser avaliado/quantificado através
da andlise do espetro de 'H-RMN respetivo (Figura 45), pois cada tautdmero apresenta
desvios quimicos diferentes. Quando o curcumindide se encontra na forma ceto apresenta
um singuleto entre 3-4 ppm referente ao CH- central. Por sua vez, quando o composto se
encontra na forma endlica o sinal relativo ao CH, ndo existe e passa a existir um singuleto

entre 5-6 ppm, que é atribuido ao CH central.19°110

H1
Protdo endlico

__k___ﬂ__,\_w._« [

T T T T T T T

0 7.5 7.0 6.5 55 4.5 4.0 3.5 30
& (ppm)

Figura 45 - Espetro de *H-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 3

Através do espetro de H-RMN, é possivel concluir que o composto 3 se encontra
100% na forma endlica devido a presenca do protao endlico (5,76 ppm) e a auséncia do sinal
do protédo da forma ceto.

A sintese de curcumindides simétricos recorrendo ao aguecimento convencional esta
descrita na literatura®-5%6! e ja foi utilizada no grupo'® para obter a curcumina e outros
derivados curcuminodides. Assim, no presente trabalho optou-se por estudar dois métodos

diferentes de sintese de curcumindides simétricos utilizando o aguecimento por micro-ondas.

O primeiro método utilizado foi apresentado por Nichols et al.”* e tem por base a
reacdo de condensacdo alddlica de aldeidos arométicos com B-dicetonas ciclicas. O
procedimento realizado tem como reagentes o anidrido bérico e quantidades cataliticas de
morfolina e &cido acético sob condi¢bes de aquecimento na auséncia de solvente. O anidrido
bérico, como ja referido anteriormente, tem o papel de impedir que ocorra a condensacgéo de
Knoevenagel no C-3 da 2,4-pentadiona e facilitar as condensacdes alddlicas no C-1 e C-5
através da formacdo de um complexo intermediario. A morfolina atua como base permitindo
gue ocorra a desprotonacao dos carbonos 1 e 5 da acetilacetona, enquanto que o 4cido acético
€ usado para promover a clivagem do complexo de boro formado originando a curcumina (1)
(Figura 46).197
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Comparando com os métodos de aguecimento convencional, € possivel concluir que
este método proposto por Nichols et al.”* é mais vantajoso, porque permite a diminuicdo do
tempo de reagéo de 16h/18h para 1min e a auséncia de solvente, sendo entdo ambientalmente
mais favoravel. Contudo, apos a realizacédo de duas experiéncias, com tempos de reacdo de
1min e 15min, mantendo o resto das condi¢cfes experimentais constantes, concluiu-se, através
de analise por TLC, que o produto pretendido se encontra presente, assim como o aldeido,
indicando que as reacdes foram incompletas. Todavia, na reacdo micro-ondas de 15min
formou-se uma pasta laranja, que impediu a agitacdo no vaso reacional o que inviabilizou a

continuacdo da reacao.

0~ _H
o o W Método 1:"
)J\/U\+ AN Anidrido Bérico, Acido Acético e
Morfolina
OCHj; Método L72,74
OH Alumina Acida/Oxido de Calcio

Figura 46 - Esquema reacional para a sintese de curcuminéides simétricos com
aquecimento através de micro-ondas

O segundo método utilizado foi descrito por Elavarasan et al.”? e Esmaeili et al.”*, onde
relatam a utilizag&o de catalisadores (Alumina Acida/Oxido de Célcio) para favorecer a reacio
de condensacdo aldolica entre acetilacetona/cetonas ciclicas e diferentes aldeidos aromaticos,
na auséncia de solvente sob aquecimento através de micro-ondas. Este método foi aplicado

para a sintese da curcumina (1) (Figura 46).

O método 2, tal como 0 método 1, também se apresenta vantajoso quando comparado
com 0s métodos de aguecimento convencional, porque proporciona o desenvolvimento de
rotas ambientalmente melhoradas através da reciclagem dos catalisadores utilizados, da
diminuicdo do tempo da reacdo e da auséncia de solvente. No entanto, apds a realizacdo das
experiéncias descritas na Tabela 19, as reacdes continuaram a ser incompletas, embora se

tenha aumentado o tempo e/ou a temperatura da reacéo.

Tabela 19 - Experiéncias realizadas para o método 2

Entrada Catalisador Temperatura Tempo de Reacdo

1 Alumina Acida 80°C 8min
2 Alumina Acida 90°C 50min
3 Oxido de Calcio 80°C 2min
4 Oxido de Calcio 80°C 30min
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Em suma, as reacgfes utilizando um método verde (irradiacdo por micro-ondas)
mostraram-se bastante ineficazes ap6s o aumento do tempo das mesmas, indicando que
futuramente se devera proceder a otimizacao da poténcia do micro-ondas ou das quantidades
de reagentes utilizadas ou da temperatura da reacdo, para que se possam obter resultados
mais promissores.

2.2.2. Sintese de Monocurcuminadides

Com o objetivo de obter novos curcumindides procedeu-se a sintese de analogos da
curcumina substituidos apenas de um dos lados da cadeia principal (monocurcumindides). A
sintese destes curcumindides assimétricos foi realizada a partir de 2 materiais de partida
diferentes: a acetilacetona e o acetoacetato de etilo. Para a sintese destes dois tipos de
monocurcumindides utilizou-se como base o método proposto por Lin et al.>® (Figura 47), onde
um excesso de acetilacetona € utilizado de modo a promover a substituicdo em apenas um
dos carbonos terminais da cadeia B-dicetdnica.

Os _H o o
o o i) B2O3 R = Rs  (22) Ry=OH; R,=0CHj3; R3=H
)]\/[j\ . ii) (nBuO);B (23) Ry R3=H; R,=0H
R iii) nNBUNH, » (24) Ry R3=0CHg; R,=OH
3eq. Rz (25) R{=OCHj; R,=OH; Rg=H
R4 R3 R
;
R=CHj, OCH,CHj R,

1eq.
Figura 47 - Esquema da sintese geral para a sintese de monocurcuminoides®
A otimizag&o das condi¢Bes de sintese a partir da acetilacetona, por adi¢cdo sequencial
de anidrido bérico seguida do aldeido e do borato de tributilo e finalmente da n-butilamina foi
efetuada para o composto 22, um dos compostos mono-substituidos mais promissores
segundo a analise in silico.

A diminuicdo das quantidades de aldeido, de borato de tributilo, de butilamina e ainda,
dos tempos entre a adigdo dos reagentes e da reacdo (Tabela 20, entradas 2 a 5) permitiram
obter diferentes misturas de monocurcuminéide e curcumindide, enriquecendo a mistura de
produtos na percentagem de monocurcumindide que aumenta até 84%. Estas modificacdes
permitem a presen¢a de um maior excesso de acetilacetona relativamente ao aldeido e um
menor tempo de reacdo, promovendo assim a substituicdo de apenas um dos carbonos
terminais. Apés lavagem do produto com acetato de etilo, obteve-se o monocurcuminéide

(22), na sua forma endlica com elevada pureza.
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Tabela 20 — Otimizagéo das condi¢des reacionais para a obtencdo de monocurcumindides partindo da acetilacetona (5mmol)

B20s3 (nBuO)3B nBuNH:z

Aldeido
Entrada Composto (mmol) (mmol) (mmol) % Mono:Di
(mmol)
(tempo) (tempo) (tempo)
1,2 1,7 .
1 1,7 (45min) (45min) 1,7 (2h) 75:25
15 )
2 15 (30min) 1,5 (1h) 81:19
1,3
3 22 1,3 . 1,3 (1h) 83:17
(30min)
12
(30min) 1
4 1 (30min) 1 (1h) 84:16
0,8 )
5 0,8 (30min) 0,8 (1h) 84:16
12 1,7 .
6 1,7 (45min) (45min) 1,7 (2h) 77:23
7 23 1 1 1(1h) 84:16
(30min) '
1,2
(30min) 08
8 0,8 (30min) 0,8 (1h) 85:15
1,2 1,7 .
9 1,7 (45min) (45min) 1,7 (2h) 78:22
24
1,2 10 _
10 0,8 (30min) (30min) 0,8 (1h) 100:0
11 25 1,7 1.2 L7 1,7 (2h) 79:21

(45min) (45min)

Tendo como objetivo perceber se um aldeido diferente teria 0 mesmo comportamento
gue a isovanilina, aplicaram-se as condi¢cfes iniciais (Tabela 20, entrada 6) e finais
(Tabela 20, entrada 8) obtidas na otimizacdo de 22 ao composto 23. Assim, apds 2h de
reacdo, obteve-se uma mistura de compostos mono e di-substituidos, que foram identificados

a partir da andlise *H-RMN (Figura 48).

Com base nos sinais atribuidos aos protdes da dupla ligacdo em posicdo o
relativamente aos grupos carbonilos, foi possivel perceber que na mistura dos dois compostos

mono e di-substituidos, o composto mono-substituido é maioritario (%emono/di 77:23)

(Tabela 20). Nas melhores condi¢Bes obteve-se uma mistura de compostos mono-substituido
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(85%) e di-substituido (15%). O composto 23 foi obtido na forma endlica com um rendimento
de 70%.

Composto di-substituido Composto mono-substituido

(0] OH
W
HO H2

H2

H1+1"

2H 1H

0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1
& (ppm)

Figura 48 - Espetro de *H-RMN em MeOD-d, da mistura obtida do composto 23 antes de se
otimizarem as condi¢Bes reacionais

Além do composto 22, o0 composto 24 é aquele que mais se apresenta como um
antidiabético mais promissor segundo a analise in silico. As condi¢Bes de reacdo originais
(Tabela 20, entrada 9) permitiram obter resultados semelhantes aos anteriores, ou seja, 78%

de monocurcuminéide e 22% de curcuminoide.

Assim sendo, para o composto 24 optou-se por usar um excesso de borato de tributilo
com o objetivo de aumentar a % do monocurcumindéide. O borato de tributilo atua na reagao
como agente secante, removendo a 4gua formada durante a reacdo de condensacao alddlica
e evitando que esta reaja com o complexo de acetilacetona-boro. Assim, torna-se necessario
eliminar a 4gua formada de modo a que as condi¢Ges 6timas estejam reunidas para se obter
um rendimento elevado.!'! De facto, o aumento da quantidade de borato de tributilo
(Tabela 20, entrada 10) originou 0 monocurcumindide 24 como Unico produto da reacéo,
mostrando que a otimizacdo da quantidade de borato de tributilo € um fator importante neste
tipo de reacOes. A andlise do espetro de *H-RMN mostro que o composto 24 foi obtido na

forma endlica pura com um rendimento de 59%.

Concluindo, as condigbes otimizadas para a sintese de monocurcumindides
parecerem ser um excesso de acetilacetona (6,23 eq.) e de borato de tributilo (12,5 eq.)
relativamente ao aldeido e tempos de reagdo mais curtos. Como os diferentes aldeidos
originaram resultados semelhantes, é possivel concluir que as condi¢ges reacionais 6timas

obtidas para o composto 24 devem ser aplicadas aos restantes aldeidos.

Embora o composto 25 ndo tenha sido obtido nas condicbes experimentais

otimizadas, ele foi purificado a partir da mistura de produtos por cromatografia em coluna.
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A sintese de monocurcumindides partindo do acetoacetato de etilo foi baseada no
método descrito por Lin et al.>°, tal como para os monocurcumindides sintetizados a partir da
acetilacetona (Figura 49).

0} 0}
i) B2O3
)]\/U\ ii) (NBuO) 3B /\0 Z R
iii nBuNH2
R
28) R=OH; Ry R,=0CH;
R1

29) R=0CHj; Ry=OH; Ry=H

Figura 49 - Esquema de sintese dos compostos 28 e 29°°

Partindo do acetoacetato de etilo e das condi¢cbes descritas na Tabela 21, entrada 1,
a adicdo sequencial de anidrido borico seguida do seringaldeido e do borato de tributilo e
finalmente da n-butilamina permitiu concluir, apés 2h de reacéo e respetiva analise *H-RMN,
gue o composto 28 se formou, todavia, a reagéo foi incompleta.

Tabela 21 - Otimizacdo das condi¢Bes reacionais para a obtencao de monocurcumindéides partindo do acetoacetato de etilo
(5mmol)

Aldeido B203 (nBuO)3B NnBuNH:
Entrada Composto (mmol) (mmol) (mmol)
(mmol)
(tempo) (tempo) (tempo)
1 1,7 1,2(45min) 1,7 (45 min) 1,7 (2h)
2 08 1,2 5(1h) 1,2 (45 min) 1,2 (2h)
3 1,2 5(3n30) 12(1h) 126 +noitesob
agitacéo
4 29 1,2 5(3h30)  12(1h) 126N *noitesob

agitacéo

Assim como para 0s monocurcumindides originados a partir da acetilacetona,
procedeu-se a otimizagéo das condi¢fes de sintese. O aumento das quantidades de anidrido
bérico e do tempo entre a adicdo dos reagentes e da reagéo (Tabela 21, entradas 2 e 3)
originaram uma mistura de produtos complexa, pois a andlise por *H-RMN mostra uma zona

aromatica muito complexa, ndo permitindo identificar a presenca do composto 28.

Tentou-se de seguida, proceder a sintese do composto 29, mais promissor segundo
a analise in silico, através das condi¢cGes descritas na Tabela 21, entrada 4. No entanto,
obtiveram-se os mesmos resultados que o composto 28, isto é, apdés andlise *H-RMN o
espetro é inconclusivo para a presenca do composto 29 devido a complexidade de sinais na
zona aromatica. Ainda assim, tentou-se recristalizar os produtos com varios solventes, mas

todos sem sucesso.
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2.2.2.1. Caracterizagdo estrutural dos monocurcumindides
% H-RMN

Através da caracterizacao por RMN de protéo, foi possivel confirmar as estruturas dos
monocurcumindides sintetizados (compostos 22, 23 e 24). A Figura 50 mostra o espetro
'H-RMN do composto 23, em metanol deuterado (MeOD), representativo do comportamento

carateristico deste tipo de compostos.

Os monocurcumindides tém na sua constituicdo uma B-dicetona a,B insaturada, tal
como os curcumindides simétricos, o que lhes confere a capacidade de apresentarem
tautomerismo ceto-endlico, isto é, existe o equilibrio entre a forma enol e a forma ceto.
Observando a Figura 50, é possivel verificar que o composto 23 se encontra apenas ha forma
endlica, isto porque o H3 é um singuleto e encontra-se na zona dos desvios quimicos,
correspondente aos protbes das ligagbes duplas C=CH. A auséncia da forma ceto é
confirmada pela auséncia de um sinal singuleto com um desvio quimico entre
3,5-4 ppm, correspondente ao CHy, e outro sinal perto dos 2 ppm, correspondente ao grupo

metilo do composto nesta forma.109110

Forma Ceto Forma Endlica H
O OH
/5 12
2 /4 7 "
3 5 . 10
& TOH
H9,11 H3
H8,12
H6 H5
1H 2H 2H 1H H 3H

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 2.0
& (ppm)

Figura 50 - Espetro de *H-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 23

Na Figura 50 pode observar-se o sinal singuleto a 2,15 ppm atribuido aos protdes do
grupo metilo, o sinal a 5,78 ppm atribuido ao CH na posicao 3, os sinais dupleto a 6,52 e
7,55 ppm da dupla ligacéo nas posicfes 5 e 6, respetivamente e por fim, os restantes sinais
(H8,H12 e H9,H11) referentes aos protdes dos anéis aromaticos a 6,82 e 7,48 ppm,

respetivamente.

Os outros monocurcumindides sintetizados apresentam espetros de protao bastante

semelhantes (Tabela 22), (Anexo ).
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Tabela 22 — *H-RMN dos compostos 22-25

24 (ppm)

Protao 22 (ppm) 23 (ppm) CEL CE2 25 (ppm)
1 2,14 2,15 2,15 2,24 2,14
3 5,53 5,78 5,79 5,79 5,77
5 6,52 6,52 6,55 6,55 6,49
6 7,55 7,55 7,55 7,55 7,53
8 7,22 7,48 6,94 6,59 7,20
9 - 6,82 - - -
11 6,83 6,82 - - 6,81
12 7,10 7,48 6,94 6,59 7,07
-OCH3 3,93 - 3,88 3,83 3,90

Todos 0s monocurcuminoides sintetizados apresentam-se na forma endlica. No
entanto, como sdo compostos com ligacdes duplas, € possivel apresentarem estruturas de
ressonancia, o que permite a existéncia de duas formas endlicas distintas. O composto 24 é
o0 Unico que se apresenta nestas duas formas, detetaveis no espetro *H-RMN (Figura 51),
sendo que os restantes se apresentam apenas na forma endlica 1 (CEL).

CE1
-OCH;
CE1
CE2 H1
CE1 -OCH;,
. 2120, H8.12
HO CE2: 33% ce2 CE2
OCH; Jk He' 12 H1
710 615 4.‘0 315
& (ppm)

Figura 51 - Espetro de *H-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 24

As duas formas endlicas apresentadas pelo composto 24 podem ser observadas
através do espetro *H-RMN (Figura 51). Estas distinguem-se através dos grupos metoxilo,
metilo (H1-1’) e dos protdes aromaticos (H8-8' e H12-12’), isto porque apresentam sinais com

desvios quimicos diferentes, sendo possivel quantificar a propor¢éo de cada forma.
% BC-RMN
Com o auxilio dos espetros de RMN de carbono 13, foi possivel confirmar a estrutura

dos curcumindides sintetizados. De seguida, é apresentado o espetro de carbono 13 do

composto 23 (Figura 52). A andlise do espetro de carbono 13 do composto 23 mostra o sinal
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do grupo carbonilo, C2, a 198,74 ppm e também do grupo enol, C4, a 179,31 ppm. O sinal a
26,74 ppm € atribuido ao grupo metilo, C1, j4 os sinais a 120,40 e 141,37 ppm dizem respeito
as duplas ligacdes nas posicdes 5 e 6, respetivamente e o sinal a 101,31 ppm € atribuido ao
CH na posicéo 3 e por fim, os desvios quimicos entre 115 e 165 ppm séo referentes aos
carbonos aromaticos (C7-C10).

0 OH C8,12 C9, 1

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 30
& (ppm)

Figura 52 - Espetro de *C-RMN (MeOD-d4, 400MHz) do composto 23

s

O espetro apresentado acima € representativo dos outros monocurcuminoides

sintetizados, pois apresentam valores semelhantes (Tabela 23), (Anexo II).

Tabela 23 — 3 C-RMN dos monocurcuminoides

24 (ppm)
Carbono 22 (ppm) 23 (ppm) CEL CE2
1 26,77 26,74 26,84 20,64
2 198,79 198,74 199,05 -*
3 -* 101,31 101,48 101,48
4 -* 179,31 178,97 198,97
5 120,63 120,40 121,10 121,10
6 141,64 141,37 141,87 141,87
7 128,60 128,00 127,53 130,75
8 111,60 130,90 106,72 104,99
9 150,27 116,80 149,51 149,51
10 149,47 160,92 139,32 -*
11 123,91 116,80 149,51 149,51
12 116,54 130,92 106,72 104,99
-OCHjs 56,44 - 56,82 56,79

*Sinal ndo detetado.

+ RMN bidimensional-HSQC

Para confirmar a caracterizacao através de espetroscopia de RMN, procedeu-se a

realizacdo do espetro HSQC, que possibilitou estabelecer as correlagdes H-*C dos
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compostos obtidos, como se observa na figura seguinte. A Figura 53 é representativa dos
espetros HSQC de todos os monocurcumindides sintetizados (Anexo Ill).

H1
H8 12 H9,11 H3
He "1°: H5
__JJJ‘" M__‘_)I'L_.“_Jd J #_L.:L)h; S,
C1 — o
30
C3 4 1100
F110
C911 — ==
C5 — R 120
€
C? T (=
C8,12 —— 3 E— 1130 %
C6 — @ r140
ct0_§ LGO
C4 1 180
; 190
C2 4
1200

T T T T T T T T T T T T T T T T T e
86 84 82 80 7.8 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 24 22 20 1.8 16
& (ppm)

Figura 53 - Espetro de RMN *C-'H HSQC (MeOD-d,, 400MHz) do composto 23

s Andlise por FT-IR

O espetro de FT-IR do composto 23 encontra-se na Figura 54, a titulo de exemplo,
onde é possivel identificar as bandas caracteristicas do monocurcuminéide. Na zona
3600-2800 cm™ observa-se uma banda muito larga devido a presenca dos grupos hidroxilo,
juntamente com as bandas das vibracdes de elongagéo das ligagcbes C-H dos carbonos
alifaticos e aromaticos presentes no composto 23. A auséncia das bandas na zona
1800-1650 cm™, tipica dos grupos carbonilo, confirma que o composto se encontra apenas
na forma endlica. As bandas a 1629,2 cm™e 1580,4 cm™ podem ser atribuidas a uma mistura
das varias vibracfes provenientes das ligacdes C=0, C=C e C-H do sistema aromatico. A

banda a 1378,0 cm™ é atribuida aos grupos CO-H e metilo.

Os restantes monocurcumindides sintetizados apresentam espetros idénticos, exceto
0 composto 22, onde a presenca de uma banda larga e distinta ha zona das ligacdes C=C e
C=0 indica que, neste caso, a banda resulta da mistura das contribuigées das duas ligagdes.

No Anexo IV estao descritas as bandas caracteristicas para cada curcuminéide sintetizado.
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Figura 54 - Espetro de FT-IR do composto 23

2.2.3. Funcionalizacdo da posigao central da cadeia B-diceténica

Com o objetivo de sintetizar novos compostos possuindo cadeias B-dicetdnicas
funcionalizadas na sua posigcdo central, procedeu-se a funcionalizagdo da posicdo a da
acetilacetona e do acetoacetato de etilo com grupos saturados e/ou grupos aromaticos. Estas
sinteses permitiram originar novos materiais de partida que, posteriormente, foram utilizados
na sintese de curcuminoides tri-substituidos (ver seccdo 2.2.4.1.). Por outro lado,
procedeu-se também a funcionalizacdo da posi¢ao central da curcumina visto ser constituida
por uma cadeia B-dicetonica, com o objetivo de sintetizar novos derivados curcuminéides

também eles tri-substituidos (ver secgao 2.2.4.2.).

2.2.3.1. Funcionalizagéo da posi¢cdo a da Acetilacetona

O composto 37 foi sintetizado segundo o procedimento descrito na literatura®
(Figura 55) com um rendimento de 70%. O composto foi caraterizado por H-RMN e

comparado pelo ja descrito na literatura.

o o0 o
i) THF
* B —_—
PN N N,

ii) NaH

COOC(CHs)s

Figura 55 - Esquema de sintese do composto 37°°

A funcionalizagé@o da posi¢ao central da acetilacetona com uma cadeia insaturada foi
efetuada através de 2 métodos distintos. Inicialmente, com base no método de Sahu et al.®
(Figura 56) foi tentada a sintese dos compostos 38 e 39 em metanol utilizando piperidina
como base. Apés 24h de reacéo e através de andlise 'H-RMN, percebeu-se que o produto

desejado nao se formou, tendo-se formado o curcumindéide di-substituido.
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Método 1:8364

T 0O © (38) R=OH; R4=H
Piperidina/Piridina, Metanol )J\/U\ + — | R, (39) R=CN; Ry=H
Método 2:66.67 (40) R=OH; R{=0CH,
Piperidina, Acido Acético Re Ri . (42) R=OH; Ry=R,=0CHs

R

R,

Figura 56 - Esquema da sintese dos compostos 38-42
Procedeu-se a otimizacdo das condi¢cbes reacionais, onde foram efetuadas varias
experiéncias em que se modificou a base e o tempo de reacdo, contudo, apenas se formou
uma quantidade residual do composto pretendido em todas as tentativas realizadas,

continuando o curcumindide simétrico a ser o produto maioritario.

Em suma, é possivel concluir que as condi¢Ges descritas por Sahu et al.%*®* ndo séo
eficazes para a funcionalizacdo da posi¢cédo a da acetilacetona e o0 método foi abandonado.
Todavia, otimizando as condi¢cbes experimentais, este pode ser aplicado como método
alternativo para a sintese de curcuminéides simétricos, em substituicdo ao apresentado por
Pabon et al.%%, que apresenta a desvantagem da utilizagdo de um maior nimero de reagentes,

bem como passos da reacéo.

O segundo método utilizado foi descrito por Stanchev et al.%%%” (Figura 56). Neste
segundo método utilizou-se como condi¢cées experimentais um excesso de acetilacetona,
piperidina e acido acético, deixando-se a reagir durante 2h. Aplicando este método e com
base nos espetros de RMN de protao obtidos, foi possivel obter os compostos 38, 40 e 42.
Estes foram recristalizados em diclorometano, obtendo-se sélidos amarelos cristalinos com

rendimentos entre 50%-59%.

A substituicdo do aquecimento convencional por uma tecnologia mais verde, o
micro-ondas, foi testada para o composto 38 utilizando as condi¢ées experimentais descritas
por Sahu et al.5354 e Stanchev et al.?®¢’. Contudo, através da andlise *H-RMN dos produtos
obtidos nos dois métodos, concluiu-se que pelo primeiro método néo ocorreu reagéo e pelo

método de Stanchev et al.®®%’ foi obtida uma mistura de compostos mono e di-substituidos.

2.2.3.2. Funcionalizacdo da posicdo a do Acetoacetato de Etilo

Para a funcionalizacdo da posicdo a do acetoacetato de etilo utilizaram-se os mesmos
métodos que para a acetilacetona. Comecou por se aplicar o método descrito por
Sahu et al.% (Figura 57), tendo como objetivo a sintese do composto 46, a partir do
acetoacetato de etilo e da vanilina, usando como base a piridina. No entanto, através do
espetro de H-RMN, concluiu-se que o composto 46 foi obtido em pouca quantidade, em

conjunto com uma série de impurezas.
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O _H o Q
Método 1:54 N
Piridina, Metanol o0 | ° (45) R=OH; R4=H
, =OH; Ry=
Método 2:67 )I\/”\O/\ + — > (46) R=OH;R{=OCHj
Método 2:™ R
Piperidina, Acido Acético I R
R4

Figura 57 - Esquema de sintese dos compostos 45 e 46

De seguida, foi usado o método proposto por Stanchev et al.®’ (Figura 57) para a
sintese dos compostos 45 e 46, com as condicdes reacionais usadas para a acetilacetona.
Obtiveram-se sélidos cristalinos, apés recristalizacdo com isopropanol, com rendimentos de
48% (Composto 45) e 30% (Composto 46). Com base nos espetros de *H-RMN obtidos para
os dois compostos, é possivel afirmar que estes foram obtidos com um elevado grau de
pureza. Concluindo, tal como para a acetilacetona, o melhor método para a funcionalizacao

da posicédo central do acetoacetato de etilo é o proposto por Stanchev et al.®’.

Mais uma vez, a substituicdo do aquecimento convencional por uma tecnologia mais
verde, 0 micro-ondas, foi testada, desta vez para o composto 46, partindo de um excesso de
acetoacetato de etilo e vanilina em etanol, tal como o proposto por HamLin!'2, Através da
andlise *H-RMN efetuada verificou-se que, a vanilina foi maioritaria, contendo apenas uma

guantidade residual do composto 46.

2.2.3.3. Caracterizacao estrutural dos compostos f-diceténicos funcionalizados
% H-RMN

As estruturas dos compostos 38, 40 e 42 foram confirmadas pela caracterizacao por
RMN de protdo (Anexo I). A Figura 58 apresenta o espetro *H-RMN do composto 40, em

metanol deuterado (MeOD).

O O
-OCH;
H5 H1
H6 H8
H12 H11
o~~~ 1 L —_— — e~ 1 r——

1H 1H2H 2H 3H 3H 3H

8.0 7.5 7.0 6.5 60 4.0 35 25
d (ppm)

Figura 58 - Espetro de *H-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 40
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Na Figura 58 podem observar-se 0s sinais singuleto a 2,32 ppm e 2,43 ppm atribuidos
aos protbes dos grupos metilo, o sinal a 3,86 ppm atribuido ao grupo metoxilo, o sinal
singuleto a 7,59 ppm a dupla ligacéo na posi¢do 6 e por fim, os restantes sinais (H8, H12 e
H11) referentes aos protées dos anéis aroméaticos a 7,04, 7,01 e 6,85 ppm, respetivamente.

Os compostos 38 e 42 apresentam espetros de protdo bastante semelhantes ao
composto 40 (Tabela 24).

Tabela 24 - 'H-RMN dos compostos 38, 40 e 42

Protdo 38 (ppm) 40 (ppm) 42 (ppm)

1 2,30 2,32 2,36
5 2,41 2,43 2,36
6 7,57 7,59 7,58
8 7,34 7,04 6,78
9 6,83 - -
11 6,83 6,85 -
12 7,34 7,01 6,78
-OCHg3 - 3,86 3,83

Os compostos 45 e 46 também foram caraterizados por espetroscopia de RMN de
protdo. A titulo de exemplo, apresenta-se o espetro H-RMN do composto 46 (Figura 59), em
metanol deuterado (MeOD). Na Figura 59 podem observar-se o sinal singuleto a 2,40 ppm
atribuido ao protao do grupo metilo, o sinal a 3,85 ppm atribuido ao grupo metoxilo, os sinais
a 1,32 e 4,33 ppm referentes ao grupo éster, o sinal singuleto a 7,62 ppm a dupla ligacédo na
posicdo 7 e por fim, os restantes sinais (H9, H13 e H12) referentes aos protdes dos anéis
aromaticos a 7,10, 7,06 e 6,83 ppm, respetivamente.

-OCH; H1

OCHj; H6,6'
Isémero Z
HO
H13' ,
H7 H9' H1
H13
H5
H12,12'
HT M ﬂ%
| MM |\ @___J .
 I—

1H1H 4H 2H 2H 2H 6H 3H3H 6H

8.0 75 7.0 6.5 45 4.0 35 25 2.0 15 1.0
& (ppm)

Figura 59 - Espetro de *H-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 46
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Através espetro do composto 46, € possivel ainda concluir que este apresenta
isomeria geométrica, mais precisamente isomeria E,Z. Isto ocorre porque o composto possuli
na sua constituicdo uma dupla ligagdo, C3-C7, com diferentes arranjos dos substituintes. A
diferenciacdo entre os dois isbmeros E,Z é feita pela posicdo dos grupos com maior
prioridade, se estes se encontrarem do mesmo lado da ligagdo dupla, temos o isémero Z e
se estiverem em lados opostos, o isémero E. Assim sendo, 0 grupo éster e o grupo aromatico,
(grupos com maior prioridade no composto 46) definem ambos os isébmeros, como

representado na Figura 59.

Com base no espetro de H-RMN, pode quantificar-se a percentagem de cada
isdmero, resultando numa proporgéo isémero Z/E: 72%:28% (ou numa razédo Z/E de 2,6:1),
indicando que a reacdo foi estereosseletiva, obtendo-se como produto maioritario o isomero
Z e uma pequena quantidade do isémero E. Este comportamento foi também observado para

0 composto 45, obtendo-se também a mesma proporgéo de isémero Z/isébmero E.

Na Tabela 25 encontram-se os desvios quimicos dos protées do composto 45 para 0s

dois isémeros presentes, sendo muito semelhantes ao composto 46 (Anexo I).

Tabela 25 — *H-RMN dos compostos 45 e 46

« 45 (ppm) 46 (ppm)
Protao Isébmero Z Isébmero E Isébmero Z Isémero E
1 2,42 2,38 2,40 2,37
5 4,32 4,26 4,33 4,27
6 1,29 1,29 1,32 1,32
7 7,61 7,57 7,62 7,58
9 7,39 7,29 7,10 6,99
10 6,82 6,82 - -
12 6,82 6,82 6,83 6,81
13 7,39 7,29 7,06 6,94
-OCH3 - - 3,85 3,83

< 13C-RMN

Através do espetro de *C-RMN, foi possivel confirmar a estrutura dos compostos
sintetizados. A Figura 60 apresenta, como exemplo, o espetro de RMN de carbono 13 do

composto 40.

A analise do espetro de carbono 13 do composto 40 (Figura 60) mostra os sinais dos
grupos carbonilo, C2 e C4, a 197,81 e 207,48 ppm, respetivamente, e também os sinais a
139,77 e 141,00 ppm referentes a dupla ligagdo nas posi¢des 3 e 6. Os sinais a 30,33 e

24,68 ppm séo atribuidos aos grupos metilo, C1 e C5, respetivamente, o sinal a 54,72 ppm
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ao grupo metoxilo e por fim, os desvios quimicos entre 110 e 150 ppm sao referentes aos
carbonos aromaticos (C7-C12).

C1 c5

164 158 152
3 (ppm}

210 200 19060 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
8 (ppm)
Figura 60 - Espetro de **C-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 40
A Figura 60 refere-se ao espetro de RMN de carbono 13 do composto 40, no entanto,
este é representativo dos outros compostos sintetizados, pois apresentam valores

semelhantes (Tabela 26), (Anexo II).

Tabela 26 — 3 C-RMN dos compostos 38, 40 e 42

Carbono 38 (ppm) 40 (ppm) 42 (ppm)

1 31,74 31,85 32,01**
2 208,62 208,80 -*

3 140,93 141,18 140,19
4 199,30 199,26 -*

5 26,12 26,12 26,07**
6 142,20 142,39 142,59
7 125,42 125,93 124,83
8 133,39 114,08 108,90
9 117,00 149,23 149,43
10 161,80 151,12 141,51
11 117,00 116,75 149,43
12 133,39 126,02 108,90

-OCHs - 56,34 56,75

*Sinal ndo detetado; **Sinal detetado no RMN bidimensional.

A estrutura dos compostos 45 e 46 foi confirmada com base no espetro de **C-RMN
de cada composto. O espetro do composto 46 encontra-se apresentado de seguida
(Figura 61).

Com base no espetro da Figura 46, é possivel confirmar a existéncia da isomeria
geomeétrica, porque cada is6mero apresenta um desvio quimico diferente para 0 mesmo
carbono. A atribuicdo da razdo Z/E foi confirmada pelos sinais dos grupos carbonilo e

carboxilo, de acordo com De Paula et al.}*3. A andlise do espetro de carbono do composto 46
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mostra 0s sinais dos grupos carbonilo, C2 e C4, a 197,70 e 170,16 ppm, respetivamente, 0s
sinais a 133,19 e 143,61 ppm referentes a dupla ligacao nas posicdes 3 e 7 e ainda, 0s sinais
atribuidos ao grupo éster, C5 e C6, a 62,76 e 14,30 ppm, respetivamente. O sinal a
25,99 ppm é atribuido ao grupo metilo, o sinal a 56,39 ppm ao grupo metoxilo e por fim, o
desvio quimico entre 110 e 155 ppm é referente aos carbonos arométicos (C8-C13).

Cc12
c1z2'
c13 co
c1¥ co -OCH, o1 gg,
C5
OCHj5 Isémero E
Isémero Z ca

c10 ce'
c11 C10 C3

c2
c4 o117 o7 - ot
cz car c3
pulprshrmiTR A o W
210 200 170 160 150

140 130 120 110 60 30 20 10
0 (ppm)
Figura 61 - Espetro de *C-RMN (MeOD-d4, 400MHz) do composto 46

O composto 45 apresenta valores de desvios quimicos idénticos ao do composto 46,

para os dois isébmeros, como se pode observar pela Tabela 27 (Anexo Il).

Tabela 27 — **C-RMN dos compostos 45 e 46

45 (ppm) 46 (ppm)
Carbono Isémero Z Isémero E Isébmero Z Isémero E
1 26,00 31,36 25,99 31,47
2 197,68 206,13 197,70 206,33
3 133,01 133,01 133,19 131,98
4 170,08 161,99 170,16 166,21
5 62,70 62,38 62,76 62,40
6 14,23 14,48 14,30 14,48
7 143,41 141,81 143,61 142,01
8 125,38 125,38 125,82 125,82
9 133,24 133,16 113,70 113,88
10 116,91 116,91 149,19 149,16
11 161,99 161,58 151,37 150,91
12 116,91 116,91 116,65 116,65
13 133,24 133,16 126,15 125,80
-OCHgs - - 56,39 56,32

+ RMN bidimensional-HSQC
Confirmou-se a caracterizacdo por espetroscopia de RMN com o espetro HSQC, que
possibilitou estabelecer as correlagées *H-*C dos compostos obtidos ap6és funcionalizacdo

da cadeia B-dicetonica, como se observa nas figuras seguintes. A Figura 62 diz respeito ao
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espetro de HSQC do composto 40, representativo dos compostos 38 e 42 (Anexo llIl). J4 a
Figura 63 é referente ao espetro de HSQC do composto 46, representativo do composto 45
(Anexo IlI).

-OCHs H5H1
H8 H12
H6
A M
o5 — P> 0z
130
c1— @@)
135
_OCH; —— = >
L60
£110
C8 7 o
1 (A, H115
Cc1 4 mi@/ _
Hi20
- w
C7,12 g ] al
L130
H135
) L140
I — @
H145
co | i
c10 — 10
G T T T T T T T L T T T T T T T T T T T T T
80 7.8 76 74 72 7.0 68 66 64 42 42 40 38 3.6 28 2.6 24 22 20 18 16 14
3 (ppm)
Figura 62 - Espetro de RMN **C-'H HSQC (MeOD-d,, 400MHz) do composto 40
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Figura 63 - Espetro de RMN **C-'H HSQC (MeOD-d,, 400MHz) do composto 46

% Andlise por FT-IR

A Figura 64 representa o espetro FT-IR do composto 40, sendo que os dos outros

compostos sintetizados sdo muito semelhantes. A partir deste espetro, € possivel observar
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as bandas caracteristicas do grupo OH a 3365,1 cm?, das vibracdes de elongacdo C-H dos
carbonos aromaticos a 3006,5 cm™ e dos carbonos alifaticos a 2947,6 cm™, respetivamente,
e a banda do grupo metoxilo a 2851,4 cm™. Na zona 1512-1693 cm™ observam-se quatro
bandas intensas e estreitas atribuidas as ligagées C=0 e C=C. A zona 1200-1400 cm?
apresenta varias bandas que resultam da mistura de vibra¢des associadas as ligagbes C=C,

C-H, C-O e O-H presentes na molécula.

Ml

)]
e
=
. ég
—_—

3006,5 cm™
2947.6 cm?
2851,4 cm™

Transmiténcia (u.a.)

1386,3 cm™*

1692,8 cm*

3365,1 cm™?
41576,3 cm™®
1512,6 cm™

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
NUmero de onda (cm™)

Figura 64 - Espetro de FT-IR do composto 40

Como ja dito anteriormente, 0s outros dois compostos possuem espetros idénticos, as
suas bandas caracteristicas estdo apresentadas no Anexo IV. E importante referir que,
embora pela analise de RMN nao tenha sido possivel detetar os carbonilos no composto 42,

0 seu espetro de FT-IR confirma a sua existéncia.

O espetro FT-IR do composto 46 encontra-se na Figura 65, este € muito semelhante

ao espetro do composto 45 (Anexo 1V).

Pl

2933,4 cm™ =y
2851,4 cmt

=
=

y 2 2\%

12882 cml [—roo"occ=—
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3378,1cm™?
1380,4 cm™

1577,4 cm™*
1517,4 cm™

4000 3800 3200 2800 2400 2000 800 1200 800 400

1
Numero de onda (cm™)
Figura 65 - Espetro de FT-IR do composto 46

Através do espetro acima, é possivel afirmar que a banda do grupo alcool esta

presente a 3378,1 cm?, a banda das vibragGes de elongacao das ligacdes C-H dos carbonos
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aromaticos encontra-se a 2985,7 cm, a dos carbonos alifaticos a 2933,4 cm™ e a banda
caracteristica do grupo metoxilo a 2851,4 cm™. O grupo carbonilo encontra-se representado
na banda a 1649,9 cm?, enquanto a banda caracteristica da ligacdo C=0 do éster esta a
1723,7 cm™. As bandas caracteristicas das vibracdes das ligagées C=C surgem a 1577,4 e
1517,4 cm™. Na zona 1000-1400 cm™ surgem varias bandas que resultam da mistura de
vibracBes associadas as ligacbes C=C, C-H, C-O e O-H presentes na molécula, para além

das bandas referentes ao grupo metilo e a ligagcdo C-O do grupo éster.

2.2.4. Sintese de Curcumindides Tri-substituidos

As tentativas de sintese de curcumindides tri-substituidos foram efetuadas a partir de
materiais de partida diferentes, tais como acetilacetona, acetilacetona substituida ou

curcumina.

2.2.4.1. Partindo da acetilacetona e seus derivados substituidos

Utilizando como material de partida a acetilacetona e segundo o método apresentado
por Qiu et al.®%, tentou-se sintetizar o composto 15, tendo como reagentes um excesso de
vanilina, piridina e acido acético (Figura 66). Porém, através da analise do espetro de

!H-RMN concluiu-se que apenas se formou curcumina como produto da reacéo.

© H H;CO
CH;COOH
O (0] Tolueno

+ 5
Base, 140°C HO
H,CO

OH

Figura 66 - Esquema de sintese do composto 15°%
Tentou-se uma segunda via de sintese para a obtencao de curcumindides

tri-substituidos (Compostos 15 e 49) partindo da acetilacetona substituida na posi¢ao central
(Composto 40) e baseada no método descrito por Qiu et al.}'* (Figura 67).

i) B2O3
||) (nBuO)3B
iii nBuNH2

OCH3 R4=OH; R,=OCHj;
R4=OH; Ry=H OCH;

Figura 67 -Esquema de sintese dos compostos 15 e 4914

A analise do espetro de RMN de protdo obtido permite concluir que a reacao foi
bastante incompleta, uma vez que, o composto 40 é maioritario. Formou-se também uma
guantidade residual de monocurcumindide substituido, indicando que s6 ocorreu a

substituicdo num dos lados do composto 40.
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Na sequéncia de trabalho ja realizado na sintese de curcumindides tri-substituidos,
efetuou-se a sintese dos compostos 8 e 9, tal como o método proposto por Qiu et al.}'* e
Pabon®®. A sintese foi realizada através de uma reacéo de condensacéo entre o composto 37
e o aldeido, numa proporcdo de 1:1,2 para 0 composto 8 e 1:2 para 0 composto 9
(Figura 68), tendo-se obtido rendimentos de 19% e 38%, respetivamente.%:57

Os_ _H o o
o o ,
i) B2O3 R4 R4
ii) ("BuO)3B
* iii) NBUNH,
R712 COOC(CH3)3 R
(HsC)sCOOC R 13 P I
37 R (8) R=OH, Ry=OCHj

(9) R=OCH; R4=OH

Figura 68 - Esquema da sintese dos compostos 8 e 956114

Com base nos espetros de *H-RMN, foi possivel identificar os compostos 8 e 9 na sua
forma pura e ainda, perceber que estes em solucdo apresentam tautomeria ceto-endlica,
caracteristica das B-dicetonas a,f insaturadas, como ja dito anteriormente, sendo possivel
observar a presenca das duas formas no espetro de *H-RMN (Figura 69).110:115

o o o OH
H3CO X 3 = O OCHs H;CO . IA A OCH3
2 .
HO ‘ COOC(CHg)3 OH HO ‘ 2 COOC(CH3)3! OH DC
-COOC(CHa)s
CE
J\J}J—l\? -COOC(CHs3)s
M CE DC
-OCH; -OCH,
H2' H2 j L\“\
—_—
3.50 1 %— |

7.5 7.0 4.0 3.5 3.0 15
& (ppm)

Figura 69 - Espetro de 1H-RMN (MeOD-d4, 400MHz) do composto 8

Observando a Figura 69, é possivel verificar que quando o composto 8 se encontra
na forma endlica o protdo H2’ € um singuleto, pois o protao central (H3’) ndo existe, enquanto
gue na forma ceto o protdo H2 é um dupleto. Além disso, a existéncia deste equilibrio &
também confirmada através dos sinais do grupo metoxilo e do grupo terc-butilo, isto porque
para cada forma apresenta desvios quimicos diferentes, como se pode observar no
Figura 69. A quantificacdo das duas formas do composto pode ser obtida através do espetro
de 'H-RMN. Os dois compostos sintetizados, 8 e 9, apresentam-se nas duas formas e as

suas distribuicdes para cada tautomero encontram-se na Tabela 28.
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Tabela 28 - Distribuicédo dos tautomeros dos compostos 8 e 9 determinados por *H-RMN

Composto Forma ceto (%) Forma endlica (%)
8 58 42
9 76 24

2.2.4.2. Partindo da Curcumina

A sintese de curcumindides tri-substituidos pode ser feita através da substituicdo da
posicdo central da curcumina. Para se sintetizarem este tipo de compostos a partir da

curcumina foram utilizados 3 métodos distintos:

1. Piridina/piperidina, metanol, 14h ou 24h, 65°C proposto por Sahu et al.;
2. Piridina, acido acético, tolueno, 16h, 140°C descrito por Qiu et al.®;

3. Piperidina, acido acético, 4h, t.a. apresentado por Stanchev et al.®.
Foram ainda utilizados trés aldeidos, como indicado na Figura 70.

O _H

HsCO N - OCH;
(D L,
HO OH

(12) R=OH; Ry=H
(13) R=OH; R=OCH;

Figura 70 - Esquema geral para a sintese de curcumindides tri-substituidos

Nenhum dos métodos utilizados permitiu a sintese dos compostos pretendidos,
apesar de para o método 1 terem sido testadas diferentes quantidades de base e de solvente.
Os métodos 2 e 3 apenas permitiram a recuperacgao da curcumina, indicando que n&o ocorreu

reagdo. O método 1 permitiu obter apenas quantidades vestigiais dos produtos pretendidos.

Como as sinteses de curcumindides tri-substituidos através de aquecimento
convencional ndo foram eficazes, tentou-se realizar a sintese dos mesmos assistida por
micro-ondas. Usando a sintese do composto 12 como modelo foram usados dois métodos
diferentes baseados no descrito por Sahu et al.®*, variando a proporcéo de curcumina:aldeido
utilizados e diferentes bases. Contudo, apés analise dos produtos obtidos através de TLC e

!H-RMN conclui-se que ndo ocorreu reagdo em ambos 0s métodos.
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2.2.5. Raio-X de cristal Unico

No decurso das recristalizacdes efetuadas, foi possivel obter cristais adequados para
a determinacdo das suas estruturas cristalinas, utilizando a técnica de caracterizacdo de

raio-X de cristal Unico.
« Composto 38

Através da difracdo de raios-X de cristal Unico, foi possivel obter a estrutura molecular
do composto 38 (Figura 71), este composto define-se pela funcionalizacdo da posicédo a da
acetilacetona com um grupo fenol. O grupo fenol € planar e faz um angulo de 56° com o plano
formado pelo resto da molécula. O composto 38 apresenta uma estrutura monoclinica com
um grupo espacial P21/c.

Figura 71 - Estrutura cristalina do composto 38

A analise do empacotamento do composto 38 mostra que esta molécula forma
cadeias infinitas ndo lineares ao longo do plano (0 4 0) (Figura 72). Estas cadeias séo geradas
pela ligacao de hidrogénio entre o hidrogénio do hidroxilo (atomo doador) e o oxigénio (atomo
aceitador) de um dos carbonilos (do.+.0=1.98(6) A) e reforcada por uma ligag&o de hidrogénio
mais fraca do tipo C—H...O (dcn.0=2.49(4) A) (ver Figura 73).

Figura 72 - Empacotamento cristalino do composto 38 formando cadeias néo lineares

Duas ligacbes de hidrogénio fracas e do tipo C-H..O (dcn.0=2.50(7) A,
dcH.0=2.51(4) A)) ligam as cadeias n&o lineares ao longo de b. Estas interacbes s&o
formadas através do oxigénio do outro grupo carbonilo e um dos hidrogénios do grupo metilo
gue é reforcada pela ligacdo entre um dos hidrogénios do anel fenilo que se liga ao mesmo

atomo de oxigénio.
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Figura 73 - Empacotamento cristalino do composto 38 com as cadeias néo lineares ligadas por ligaces de hidrogénio fracas
do tipo C-H...O

« Composto 42

A estrutura do composto 42 (Figura 74) também foi obtida a partir da técnica de
Raio-X de cristal Unico. Tal como o composto 38, resulta da funcionaliza¢do da posicao a da
acetilacetona, no entanto, neste caso com um grupo fenol substituido nas duas posic¢des orto
por grupos metoxilo. A parte da molécula constituida pelo fenol e os dois grupos metoxilo
estdo no mesmo plano e forma um angulo de 53° com o plano formado pelo resto da molécula.
A estrutura cristalina do composto 42 é do tipo triclinica com um grupo espacial P-1.

Cod

Figura 74 - Estrutura cristalina do composto 42

No composto 42 as ligacées de hidrogénio existentes sdo tal como no composto
anterior entre o oxigénio do hidroxilo e o oxigénio de um dos grupos carbonilo
(do-n.0=2.038(17) A) (Figura 75). Estas ligacbes formam também cadeias infinitas lineares

gue se propagam ao longo do plano [5 3 -3].

Figura 75 - Cadeia linear gerada no composto 42, através de ligagdes de hidrogénio entre o grupo hidroxilo e um dos grupos
metoxilo

Duas destas cadeias antiparalelas ligam-se por uma ligacédo de hidrogénio fraca entre
um hidrogénio de um grupo metoxilo e um oxigénio do outro grupo metoxilo (dc-n..0=2.561(19)

A) no mesmo plano, como se vé na Figura 76. Esta ligacdo entre cadeias é ainda reforcada
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por uma ligacéo de hidrogénio entre um hidrogénio do grupo metoxilo e o oxigénio do grupo
hidroxilo (dc+.0=2.499(17) A).

«

Figura 76 - Duas cadeias adjacentes e coplanares que se formam no composto 42, por intermédio de ligacdes de hidrogénio
fracas do tipo C-H...O

O empacotamento cristalino total é concluido por interacdes do tipo C-H...O e =...m,
respetivamente dcw._0=2.62(3) A e d.. .=3.33 A, que ligam as cadeias perpendicularmente

ao plano em que estdo as cadeias lineares (Figura 77).

7

Figura 77 - Empacotamento total do composto 42

2.2.6. Estudo UV-Vis dos compostos

Com o objetivo de estudar o comportamento dos varios tipos de compostos na zona
do UV-Visivel, foram realizados espetros em etanol (gama de concentracdes:

2x10°-4x10° M) na zona de comprimentos de onda de 200-800 nm.
% Curcuminoides simétricos

O estudo comparativo feito para o grupo de compostos simétricos (1-3, 5, 8 e 9)
(Figura 78) encontra-se apresentado na Figura 79, e os dados relativos as absortividades

molares e correspondentes comprimentos de onda encontram-se resumidos na Tabela 29.

(1) Ry=OCHj, R,=OH, R,R3=H;

(2) Ry=OH, R,=OCH3, R,Rz=H;

(3) R,Ry Ry=H, R,=0OH;

(5) R1R3=0CHj3 R,=OH, R=H;

(8) R4=OCH3, Ry=OH, Rg=H, R=CH,COOC(CHj3)s;
(9) R4=OH, R,=OCH3 R3=H, R=CH,COOC(CH3)s.

Figura 78 - Estrutura dos curcuminéides simétricos
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Figura 79 - Espetros de UV-Vis dos compostos 1, 2, 3, 5, 8 e 9 em etanol

Tabela 29 - Dados relativos a absorvancia e correspondentes comprimentos de onda dos varios curcuminéides simétricos

Composto Amax (Nm) g€ (Mcm™)
1 263 7285
424 32425
5 265 11070
417 29860
249 6890
3 338 Ombro
415 25265
5 271 Ombro
438 48115
264 Ombro
8 356 9130
434 11030
464 Ombro
268 17670
9 359 11845
430 20000
455 Ombro

Analisando a Figura 79 e a Tabela 29, é possivel verificar que todos os curcumindides
simétricos apresentam um comportamento geral muito semelhante com o aparecimento de
duas bandas, uma de menor intensidade na regido do UV (250-270 nm) e outra mais intensa
na zona do visivel (415-440 nm). As modificagdes na estrutura dos curcumindides nao
provocam, de uma forma geral, alteracdes na banda do UV. Todavia, 0 mesmo ndo acontece
para a banda no Visivel onde diferentes intensidades sédo observadas. A banda do visivel
apresenta uma assimetria de forma, que se torna mais definida quando ha substituicdo na

posicdo a com o aparecimento de uma nova banda.

Comparando o comportamento de todos os curcuminéides simétricos, € possivel

concluir que quando existe a troca de posicéo entre o grupo hidroxilo e o grupo metoxilo no
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anel aromatico (1 vs 2), ocorre um deslocamento hipsocromico da banda de maior

comprimento de onda e uma diminuicdo do coeficiente de absortividade molar.

A introducdo de grupos metoxilo no anel aromético (3 vs 1 vs 5) provoca um
deslocamento batocrémico da banda do visivel acompanhado de um aumento da sua
intensidade. Por outro lado, a substituicdo da posicdo a da cadeia central do curcumindide
com a introducao de um grupo terc-butilo (1 vs 8 e 2 vs 9) leva a um aumento do comprimento

de onda maximo e a uma descida significativa no coeficiente de absortividade molar.
% Monocurcumindides

O estudo feito para o grupo de compostos mono-substituidos lateralmente (22-24)
(Figura 80) encontra-se apresentado na Figura 81, e os dados relativos aos coeficientes de
absortividade molar e correspondentes comprimentos de onda encontram-se resumidos na
Tabela 30.

_ Ry (22) R{=OH, R,=OCHs, Ry=H;
(23) R1yR3=H, R2=OH;
(24) R1yR3=OCH3Y R2=OH.
Ry

Rs3

Figura 80 - Estrutura dos monocurcumindéides
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Figura 81 - Espetros de UV-Vis dos compostos 22, 23 e 24 em etanol

Observando a Figura 81 e a Tabela 30, conclui-se que todos os monocurcuminéides
apresentam um comportamento geral muito semelhante com o aparecimento de duas bandas
na regido do UV, uma de menor intensidade (240-290 nm) e outra de maior intensidade
(350-380 nm). As modifica¢cdes na estrutura dos monocurcumindides provocam a alteracao

das intensidades das bandas.
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Tabela 30 - Dados relativos a absorvancia e correspondentes comprimentos de onda dos varios monocurcuminéides

Composto Amax (nm) g€ (M*cm™)

281 27820

22 359 33975
452 Ombro
240 5750

23 362 25650
446 Ombro

24 261 Ombro
378 40390

A introducdo de grupos metoxilo no anel aromatico (23 vs 22 vs 24) provoca um
deslocamento batocrémico da banda de maior comprimento de onda acompanhado de um
aumento da intensidade das bandas, o mesmo foi verificado para os curcumindides

simétricos.
% Funcionalizagéo da posi¢cdo a da cadeia B-dicetonica

O estudo feito para o grupo de compostos com posicdo a da cadeia B-dicetdnica
funcionalizada (38, 40, 42, 45 e 46) (Figura 82) encontra-se apresentado na Figura 83, e 0s
dados relativos aos coeficientes de absortividade molar e correspondentes comprimentos de

onda encontram-se resumidos na Tabela 31.

O O
R (38) R=CH3; R2=OH; R1IR3=H;
| (40) R=CH3; R4=OCHj3; Rp=0OH; R3=H;
R1  (42) R=CHj; R,=OH; R4 R3=OCHj
(45) R=0CH,CHj3; Rp=OH; Ry R3=H;
R, (48)R=OCH;CHg; R1=OCH3; Rp=OH; Ry=H;
2
Rs

Figura 82 - Estrutura dos compostos funcionalizados na posi¢ao a da cadeia -dicetonica
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Figura 83 - Espetros de UV-Vis dos compostos 38, 40, 42, 45 e 46 em etano

Analisando a Figura 83 e a Tabela 31, é possivel verificar que todos os compostos

apresentam um comportamento geral muito semelhante com o aparecimento de duas bandas
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na regiao do UV, uma de menor intensidade (235-250 nm) e outra mais intensa (325-350 nm).
A modificacao da cadeia carbonada principal (introdu¢@o de um grupo éster) provoca de uma
forma geral alteracdo na banda do UV, isto €, os compostos 40 vs 46 e 38 vs 45, que
apresentam o mesmo substituinte, possuem comprimentos de onda méaximo muito idénticos,
no entanto, os coeficientes de absortividade molar variam, sendo maiores para 0s compostos

sem o grupo éster.

Tabela 31 - Dados relativos a absorvancia e correspondentes comprimentos de onda dos compostos 38, 40, 42, 45 e 46

Composto Amax (Nm) e (Micm?)
a8 235 12785
328 34700
251 9390
40 296 Ombro
342 20000
42 249 21420
347 31260
45 235 10455
327 29180
247 8475
46 296 Ombro
340 19740

As modificagbes na estrutura dos compostos obtidos através da funcionalizacdo da
posicao central da acetilacetona (38 vs 40 vs 42) séo a introducéo de grupos metoxilo no anel
aromatico. Esta alteragdo provoca um desvio batocrémico da banda de maior comprimento
de onda, no entanto, o coeficiente de absortividade maior pertence ao composto que apenas
possui 0 grupo hidroxilo no anel aromatico e 0 menor ao composto com apenas um grupo

metoxilo.

Por outro lado, os compostos 45 e 46 sdo formados a partir da funcionalizagdo da
posicdo a do acetoacetato de etilo e, mais uma vez, o que os diferencia é a introducdo de um
grupo metoxilo no anel aromatico (46). Esta modificagcdo provoca um deslocamento
batocrémico do comprimento de onda maximo acompanhado com uma diminuicdo da

intensidade das bandas.

/7

s Compostos com o grupo hidroxilo

O estudo feito para o grupo de compostos com o grupo hidroxilo como substituinte (3,

23, 38 e 45) encontra-se apresentado na Figura 84.

Analisando a Figura 84, é possivel verificar que os compostos com o grupo hidroxilo

como substituinte apresentam duas bandas na regido do UV, situando-se a de maior
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intensidade na zona 325-365 nm, & excecao do composto 3, que apresenta a banda mais

intensa na zona do visivel.

40000 - L
Compostos com o grupo hidroxi
35000

30000 -

25000 3
g — 23
220000

: — 38

< 15000
w ] ——45

10000 /\

5000 -
0 \/
220 320 420 520 620 720
Comprimento de onda (nm)

Figura 84 - Espetros de UV-Vis dos compostos 3, 38 e 45 em etanol

Observando o comportamento dos compostos estudados, concluiu-se que quando se
introduz um segundo grupo aromatico na cadeia [B-diceténica (23 vs 3) ocorre um
deslocamento batocromico da banda de maior comprimento de onda, mantendo-se a
intensidade da banda praticamente constante. Por outro lado, quando a substituicdo na
cadeia B-diceténica passa da posicao lateral para a posicdo central (23 vs 38) ocorre um
deslocamento hipsocrémico da banda de maior comprimento de onda acompanhado de um

aumento do coeficiente de absortividade molar.

Além disto, a introducéo de um grupo éster na cadeia B-dicetonica (38 vs 45) provoca
uma diminui¢cdo na intensidade da banda, ficando mais semelhante & dos compostos 3 e 23,
contudo, o comprimento de onda maximo mantém-se. Concluindo, a posi¢do onde o grupo
hidroxilo se encontra no composto influencia o seu comportamento na zona do UV-Vis. E de
referir ainda que quanto mais grupos hidroxilo o0 composto possui (Composto 3), maior é o

seu valor de comprimento de onda méaximo e menor o coeficiente de absor¢do molar.
% Curcuminodides Simétricos vs Monocurcumindides

O estudo comparativo entre os curcumindides simétricos e os assimétricos (2 vs 22,

3 vs 23, 5 vs 24) encontra-se apresentado na Figura 85.

Observando a Figura 85, é possivel verificar que de uma forma geral as bandas mais
intensas dos curcumindides simétricos aparecem na zona do visivel (415-440 nm) e as

bandas mais intensas dos monocurcuminéides na regido do UV (350-380 nm).
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60000 Curcumindides simétricos vs Mono-curcumindides
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Figura 85 - Espetros de UV-Vis dos compostos 2, 3, 5, 22, 23 e 24 em etanol

Analisando os compostos conforme o seu substituinte, ou seja, 2 vs 22, 3vs 23 e 5vs
24 verifica-se que apresentam, de um modo geral, intensidades de bandas semelhantes,
contudo, comprimentos de onda méaximos diferentes. E ainda possivel concluir que a
introdugdo de grupos metoxilo, tanto nos curcuminodides simétricos como nos
monocurcumindides, provoca um aumento no coeficiente de absortividade molar do

composto.

Em suma, 0s compostos que possuem o0 mesmo substituinte, sejam mono ou
di-substituidos, apresentam comportamentos idénticos na regido do UV-Visivel, apesar de os

comprimentos de onda maximo onde absorvem serem diferentes.

2.2.7. Ensaios de Solubilidade

Foi necessario proceder-se arealizagdo de testes de solubilidade aos compostos, com
a finalidade de se perceber se estes derivados de curcuminéides/compostos com a posicao
central funcionalizada poderdo no futuro ser utilizados como farmacos, tendo por base o
grande potencial da curcumina como antidiabético. Foram feitos ensaios de solubilidade em
agua e varios solventes organicos (acetona, acetato de etilo, cloroférmio, diclorometano e

etanol) e testes de solubilidade em soro fisiologico para os compostos 1, 3, 8, 9 e 22-24.

A realizacéo dos ensaios de solubilidade em diferentes solventes organicos permitiu
concluir que todos os compostos sdo sollveis em etanol e acetona. Todos 0s compostos
analisados séo soluveis em cloroférmio, exceto o composto 3 que € insoluvel. Os compostos
1, 2, 22, 23 e 24 sdo parcialmente sollveis em acetato de etilo e os compostos 2 e 3 sdo
parcialmente solGveis em diclorometano. Os restantes compostos sao sollveis em acetato
de etilo e diclorometano. No entanto, quando se efetuaram os ensaios de solubilidade em

agua, os compostos 38, 40, 42, 45 e 46 mostraram-se solUveis e todos os restantes
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compostos insollveis. A solubilidade em soro fisiol6gico foi testada para os compostos 1, 3,
8, 9, 22, 23 e 24, que apresentaram solubilidades inferiores a 5,0x103 M.

2.2.8. Testes antioxidantes da curcumina e derivados

A curcumina e os seus derivados tém a capacidade de possuir diversas atividades
farmacoldgicas, entre elas, a capacidade antioxidante. Esta capacidade pode ser avaliada
através da atividade que o composto possui para eliminar radicais livres, consumindo-os. A
reacdo do consumo do radical livre estavel (X°) por antioxidantes doares de hidrogénio (YH)

tem a seguinte forma:
X +YH->XH+Y

A eficiéncia da reacao esta relacionada com a capacidade dos compostos estudados
(YH) eliminarem os radicais livres, o que se traduz numa diminuicao da concentracao de Xe.
Esta capacidade de eliminacdo dos radicais livres pode ser medida colorimetricamente num
determinado comprimento de onda, visto que a eliminacdo do radical livre por parte do YH

provoca uma diminuicdo da intensidade da cor da solucéo do radical livre.®?

Neste estudo foi utilizado um método de eliminacdo de radicais livres otimizado com
o radical catidnico derivado do ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzolina-6-sulfénico),
previamente ativado com Oxido de manganés. A absorvancia do radical ABTS™ na zona do
visivel ocorre a 734 nm e, uma vez que, a capacidade antioxidante esta relacionada com o
desaparecimento da cor da solucdo, a consequéncia serd uma diminuicdo na absorvancia,

permitindo calcular a percentagem de inibicédo de radicais livres do composto:#12

A aprs*+y~A(Composto)

% Inibigao = x 100 ()

AaBTS*H

As condi¢Bes do método do ABTS foram otimizadas tendo em conta a quantidade de
oxido de manganés utilizada, o tempo da reacdo de oxidacdo e o tempo de espera até a
medicdo da absorvancia do composto. A otimizacdo permitiu concluir que as condicdes
Otimas sdo 100mg de 6xido de manganés, 30min de tempo de reacéo de oxidacdo do MnO:

e 10min de espera até a medicdo da absorvancia do composto.

Foram determinados os IC50 de varios curcuminoides e para isto foram realizados
varios ensaios para cada composto com diferentes concentragdes de modo a ser obtida uma
reta de calibracdo, que permitiu o célculo da quantidade de composto necesséria para

eliminar 50% do radicais livres presentes na solucéo (Figura 86).4::116
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IC50 dos compostos
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Figura 86 - Resultados de IC50 obtidos para cada composto

Através dos resultados, verifica-se que os compostos 1 e 5 sdo aqueles que
apresentam uma maior capacidade antioxidante, provavelmente, porque apresentam o grupo
hidroxilo em posigéo para e grupos metoxilo em posi¢cdo meta, o que permite a ativacdo do

grupo OH e uma melhor deslocalizacao eletrénica ao longo da molécula.

O composto 45 apresentou uma percentagem de inibicdo de 4% para uma
concentracdo de 35 mM, sendo que por isso o seu IC50 n&o foi calculado, no entanto, este
seria muito maior que 0s restantes compostos o0 que indica que o grupo éster presente na
cadeia carbonada principal diminui a capacidade antioxidante do composto, isto quando

comparado com o composto 38 (igual grupo substituinte).

Observando a familia de compostos di-substituidos (Compostos 1, 2, 3 e 5),
verificou-se que estes, em geral, sdo aqueles que apresentam melhores capacidades
antioxidantes e quando sao substituidos na posi¢cdo central por um grupo terc-butilo
(Compostos 8 e 9) o seu IC50 aumenta, 0 que significa que a sua capacidade antioxidante
diminui. J4 a familia de compostos monocurcumindides (Compostos 22, 23 e 24) possuem
um intervalo de valores de IC50 maior que os compostos di-substituidos, sendo que o
composto 22 apresenta um IC50 maior que 7,5 mM o que pode ser devido ao grupo hidroxilo
ndo se encontrar na posicao para. Enquanto que o composto 24 apresenta um IC50 muito
promissor, comparavel aos obtidos para a familia dos curcuminéides simétricos. O composto
22 apresentou uma percentagem de inibicdo de 21% para uma concentracéo de 7,5mM e por

isso o seu IC50 nao foi determinado.

Por fim, os compostos 38 e 42, representativos do grupo de compostos substituidos
na posicao a a partir da acetilacetona, apresentam IC50 maiores que 0s outros dois grupos

de compostos quando comparados por grupos substituintes, sendo o composto 42 aquele
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gue apresenta um IC50 menor (4,53 mM), indicando, mais uma vez, que a presenca de dois
grupos metoxilo e um grupo hidroxilo confere ao composto capacidade para eliminar radicais

livres.

Em suma, os curcuminodides di-substituidos simétricos sdo aqueles que melhor
capacidade possuem para inibir radicais livres, juntamente com o0 composto 24
(monocurcuminoide). E possivel ainda concluir que a presenca de grupo(s) metoxilo na
posicdo meta e um grupo hidroxilo na posicdo para confere maior atividade antioxidante ao

composto, o que se verifica em todos os grupos de compostos estudados.
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3. Conclusdes e Perspetivas Futuras

A presente dissertagéo teve como principal objetivo a sintese de curcuminéides com
potencial atividade farmacolégica originados de modifica¢des estruturais da curcumina. Numa
primeira fase foi realizada uma andlise in silico, com a finalidade de estudar as propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas de varias familias de compostos relacionadas com a curcumina.
Esta analise possibilitou a delimitacdo de familias de compostos/compostos, que possuem as
caracteristicas estruturais mais promissoras do ponto de vista da atividade biolégica, com
mais énfase na atividade antidiabética, o que permitiu realizar a sintese de uma forma mais

focada e direcionada para estes compostos.

Foram sintetizados 13 compostos provenientes de trés familias de compostos
diferentes: curcumindides simétricos (3), monocurcumindides (4) e compostos com cadeias
B-dicetdnicas funcionalizadas (6). Todos estes compostos foram caraterizados por RMN (*H,
13C e HSQQC), FT-IR, UV-Vis e ponto de fusdo, exceto o composto 25 que apenas foi
caraterizado por *H-RMN. Os compostos 38 e 42 foram ainda caraterizados por raio-X de
cristal Unico. Os métodos de sintese destes compostos tiveram como base o aguecimento
convencional, no entanto, a sintese através de métodos mais verdes, como 0 micro-ondas,
foi tentada, mas sem sucesso, o que indica que futuramente se devera apostar na otimizacao

de métodos de sintese através de micro-ondas.

Inicialmente, a sintese de monocurcuminéides originou mistura de compostos mono e
di-substituidos, o que levou a que fosse realizada uma otimizacao das condi¢des reacionais

com a finalidade de apenas ser obtido o composto mono-substituido.

Os compostos com a cadeia B-diceténica funcionalizada na posicao central foram
obtidos a partir de dois materiais de partida diferentes: a acetilacetona e o acetoacetato de
etilo com condicdes experimentais idénticas. Através de analise por espetroscopia de RMN,
foi possivel concluir que os compostos 45 e 46 provenientes do acetoacetato de etilo
apresentavam isomeria E/Z, tendo esta sido quantificada também através de H-RMN, em
gue para ambos 0s compostos resultou numa percentagem de 72% para o isomero Z e 28%

para o isémero E.

Tentou-se sintetizar curcuminoides tri-substituidos a partir da acetilacetona, dos seus
derivados e da curcumina. No entanto, apenas foi conseguida a sintese dos compostos 8 e 9
provenientes da substituicdo central da acetilacetona com o grupo terc-butilo (grupo linear).
A sintese de curcumindides tri-substituidos com um grupo aromatico na posi¢do a ndo se
mostrou eficaz, porque em nenhuma das tentativas realizadas se conseguiu obter o produto

pretendido.
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De entre todos os monocurcumindides e curcumindides simétricos, foi possivel
verificar através da analise *H-RMN que estes apresentam equilibrio ceto-enélico, sendo que
0s compostos 8 e 9 sdo aqueles que se apresentam nas duas formas, 0s restantes compostos

apenas se apresentam na forma endlica.

Com base no estudo feito através do UV-Vis, é possivel concluir que apenas o0s
compostos di-substituidos apresentam a banda de maior intensidade na regido do visivel. Em
termos do numero de substituintes no anel aromatico, quanto maior a substituicdo maior sera

0 seu comprimento de onda maximo e menor sera o seu coeficiente de absorcdo molar.

Foram realizados ainda testes antioxidantes para os compostos sintetizados e
comparados com outros curcumindides A partir destes testes, foi possivel verificar que, o
composto com a melhor capacidade antioxidante é a curcumina (1) (IC50=0,91 mM) e aquele
gue apresenta a menor capacidade antioxidante é o 45 (IC50>35 mM), possivelmente devido
a sua fragéo B-cetoéster. Tiraram-se, também, as conclusdes de que a presenga de um grupo
hidroxilo na posicéo para e grupo(s) metoxilo na posicdo meta proporcionam uma melhor
capacidade antioxidante ao composto, sendo os compostos 1, 2, 5 e 24 um bom exemplo
disso.

O trabalho realizado abre perspetivas para sintetizar novas familias de compostos a
partir de alguns dos compostos sintetizados, como a introducdo de um grupo na posicéo a
dos monocurcumindides ou a sintese de curcumindides tri-substituidos a partir dos
compostos funcionalizados na posicao central. Outra perspetiva futura podera ser a sintese
dos compostos promissores segundo a andlise in silico, e para 0s quais ndo foram
desenvolvidas vias de sintese, tais como 0s compostos assimétricos e 0s
monocurcumindides com uma fracdo B-cetoéster. Por fim, seria importante investir na
otimizacdo das condi¢bes de sintese dos compostos por métodos mais verdes, como, por

exemplo, a sintese através de micro-ondas.
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4. Procedimento Experimental

4.1. Consideracfes Gerais

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho estavam classificados como p.a.
guanto ao seu grau de pureza e foram provenientes da Panreac, Scharlau, Sigma, Aldrich,
Acrds Organics, Fisher Scientific, Absolve e Alfa Aesar.

As reac0Oes assistidas por micro-ondas foram realizadas num micro-ondas de sintese
Discover SP da CEM.

A cromatografia em camada fina foi realizada em placas de silicas Gel 60 Fz.4 da
Merck, que apresentavam uma espessura de 0,2 nm, e foram observadas aos comprimentos
de onda de 254 nm e 356 nm (luz ultravioleta). Na cromatografia em coluna efetuada para a
purificagdo/isolamento dos produtos pretendidos utilizou-se silica gel 60 (Scharlau) como fase

estacionaria. Os solventes utilizados sao referidos na experiéncia.

Os pontos de fusdo foram determinados num aparelho de pontos de fuséo Barnstead
Electrothermal 1A9100.

Para a realizacdo dos espectros de ressonancia magnética nuclear *H-RMN (prot&o),
13C-RMN (carbono) e 2D foram utilizados os espectrofotémetros Bruker 300 MHz e 400 MHz,
com o software Topsin 2.3. A preparacdo das amostras foi efetuada com solventes
deuterados (CDs;OD e CDCls) a temperatura ambiente. As constantes de acoplamento (J) sdo
expressas em Hertz (Hz) e os desvios quimicos (8) em partes por milhdo (ppm), quanto as
multiplicidades, estas sdo expressas, de acordo com a nomenclatura: s-singuleto, d-dupleto,

t-tripleto, dt-duplo tripleto, g-quadrupleto, dg-duplo quadrupleto e m-multipleto.

Os espectros de ultravioleta-visivel foram obtidos num espectrofotometro Agilent
Tecnologies Cary 60 UV-Vis. A gama de comprimentos de onda foi entre 200-800 nm e os
solventes utilizados foram metanol e etanol com um intervalo de concentragbes entre
2x10° e 4x10° M.

Os espectros de infravermelho foram realizados no espectrofotometro Agilent Cary

630 FTIR com ATR (reflexao total atenuada). O software utilizado foi o MicroLab.
4.1.1. Difracao de Raio-X

Os cristais, que eram adequados para o estudo por raios-X de cristal Unico, foram
montados no cryloop juntamente com 6leo protetor Fomblin. Os dados foram recolhidos num
difratbmetro Bruker AXS-KAPPA APEX Il com radiagdo de grafite-monocromada (MoKq,
A=0,71073A) a 150K. O gerador de raios-X operou a 50kV e 30mV e os dados de raio-X foram

recolhidos pelo programa APEX2. Todos os dados foram corrigidos dos efeitos de Lorentzian,
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polarizacdo e absorgéo usando os programas SADABS e SAINT. A resolugéo das estruturas
foi feita por métodos diretos com o programa SHELXTL da Bruker e refinadas pelo método
de minimos quadrados em F? pelo programa SHELXL97 inserido na plataforma
WINGX-versdo 2014. Os parametros de temperatura dos a&tomos nao-hidrogénio foram
refinados anisotropicamente, enquanto que os hidrogénios foram colocados em posi¢des
calculadas nas estruturas e refinados isotropicamente. As figuras foram realizadas com o

programa Mercury 2020.2.0.

4.2. Sintese de Curcuminodides Simétricos

4.2.1. Por Aquecimento Convencional
4.2.1.1. Sintese do Composto 3%

Agitou-se uma solucdo de acetilacetona (1 mmol) e B.Os (1,2 mmol, 1,2 eq.) em
acetato de etilo (1,5 mL) durante 30min a 40°C. De seguida, adicionou-se 4 mmol de borato
de tributilo e deixou-se em agitacdo, novamente, durante 30min a 40°C. A esta solugéo
adicionou-se o p-hidroxibenzaldeido (2 mmol, 2 eq.) e uma solugéo de butilamina (0,4 mmol
em 0,5 mL de acetato de etilo) gota-a-gota, em 2 vezes, com um intervalo de 15 minutos. A

solucao ficou durante a noite em agitagéo a 40°C.

No final, adicionou-se uma solugéo de HCI 5M (8 mL) e agua. Deixou-se em agitacao
durante 15min num banho de gelo. O sdélido vermelho precipitado foi filtrado, dissolvido em
acetato de etilo e apos evaporagéo do solvente, obteve-se um residuo oleoso que foi lavado

com hexano, obtendo-se um sdlido vermelho vivo. (0,2511 g, n=81%)

O H
o o 5203 10
)J\/U\ nBuO X 9
+
iii nBuNHz 6 8
HO 7 OH
OH

Figura 87 — Esquema reacional da sintese do composto 3

'H RMN (CDsOD-d4, 400 MHz), & (ppm): CE (100%): 5,98 (s, 1H, H-1, CH); 6,63 (d, 2H, H-3,
J=16Hz, HC=CH); 6,84 (d, 4H, H-7 e H-9, J=8Hz, Ar); 7,52 (d, 4H, H-6 e H-10, J=8Hz, Ar);
7,60 (d, 2H, H-4, J=16Hz, HC=CH).

4.2.2. Por Aquecimento Micro-ondas

4.2.2.1. Tentativas de Sintese do Composto 1

Num reator de 10 mL misturou-se a acetilacetona (1 mmol), vanilina (2 mmol, 2 eq.) e
reagentes/catalisador, tendo-se programado varias condi¢cdes, de acordo com 0 método

utilizado.
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H,CO OCH
MM+ Mw s O X = O 3
OCH3 HO OH

OH

Figura 88 — Esquema reacional da sintese do composto 1

Método 1:72

Para o método 1 foram utilizadas as condi¢Bes experimentais descritas na Tabela 32.
Apoés a reacao, resultou uma pasta laranja oleosa, que através de analise por TLC se concluiu

ser uma mistura de vanilina e curcumina, indicando que a reacéo foi muito incompleta.

Tabela 32 - Condic¢des reacionais para o método 1 da sintese do composto 1

Tempo Temperatura  Power

Entrada Reagentes/Catalisador ]
(min) (°C) (W)

Oxido de Boro (m=0,35 g);
1 Acido Acético (m=0,029 mL); 2min 100°C 200 W
Morfolina (m=0,030 mL)

Oxido de Boro (m=0,35 g);
2 Acido Acético (m=0,029 mL); 15min 100°C 200w
Morfolina (m=0,030 mL)

Método 2:7174

O método 2 tem como condigbes reacionais as descritas na Tabela 33. Para as
reagOes realizadas com o 6xido de célcio como catalisador, apés o término da mesma,
deixou-se o solido obtido em agitacdo com uma mistura etanol:agua (1:1) durante 4h. Apés
filtracdo e secagem do solvente, obteve-se um residuo rosa escuro. Quanto as reacgdes
utilizando alumina acida como catalisador, ap0s sua realizagéo, diluiu-se o sélido obtido em
30 mL de metanol e o solvente foi seco no evaporador rotativo, obtendo-se um 6leo vermelho.
Através da espectroscopia de *H-RMN, concluiu-se gue todas as reagdes foram incompletas,

sendo o aldeido o produto maioritario.

Tabela 33 — Condig6es reacionais para o método 2 da sintese do composto 1

] Tempo Temperatura  Power
Entrada Reagentes/Catalisador ]
(min) (°C) (W)
1 Oxido de Calcio (m=20 mg) 2 80 150
2 Oxido de Caélcio (m=20 mg) 30 80 150
3 Alumina Acida (m=4 g) 8 80 200
4 Alumina Acida (m=4 g) 50 90 200
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4.3. Sintese de Monocurcumindides por Aquecimento Convencional

4.3.1. Sintese de Monocurcumindides partindo da Acetilacetona®®

Adicionou-se num baldo de 2 tubuladuras, 10 mL de acetato de etilo, acetilacetona
(5 mmol) e anidrido bérico nas quantidades indicadas na Tabela 34. Deixou-se em agitacado
a 70°C e com um tempo variavel de reacdo. De seguida, foram adicionados o borato de
tributilo e o aldeido. A reagéo foi deixada, novamente, a 70°C e durante um tempo variavel
de reacéo (Tabela 34). Apés o aumento da temperatura para 85°C, adicionou-se gota-a-gota
uma solucéo de butilamina em acetato de etilo (2 mL). Aumentou-se a temperatura para
100°C e ficou em agitagdo com um tempo variavel de reacao, de acordo com a Tabela 34.

Quando a reacao acabou, adicionou-se gota-a-gota uma solugéo de HCI 1M (2,5 mL).
Ficou em agitacdo durante 45 minutos a 50°C. Extraiu-se a solu¢gdo com acetato de etilo
(3x20 mL), secou-se a fase organica com sulfato de sodio anidro e filtrou-se a mesma. Por
fim, levou-se a fase orgéanica ao evaporador rotativo e lavou-se o 6leo obtido com hexano,

resultando num sdélido.

B203
) (nBuO) 3B
||| nBuNHz

) R=OCHj; Ry=OH; Ry=H
) R=OH; Ry Ro=H

) R=OH; R; R,=OCHj

) R=OH; R4=0CH3; Ry=H

Figura 89 — Esquema reacional da sintese de monocurcumindides

+ Composto 22

O sodlido obtido foi lavado com acetato de etilo, obtendo-se um residuo laranja.
(m=119,9 mg; n=64%)

!H-RMN (CD3OD-ds, 400 MHz), & (ppm): C.E. (100%): 2,14 (s, 3H, H-1, CHs); 5,53 (s, 1H,
H-3, HOC=CH): 6,52 (d, 1H, H-5, J=16Hz, HC=CH): 6,83 (d, 1H, H-11, J= 8Hz, Ar); 7,10 (d,
1H, H-12, J=8Hz, Ar); 7,22 (s, 1H, H-8, Ar), 7,55 (d, 1H, H-6, J=16Hz, HC=CH); 3,93 (s, 3H,
-OCHy).

13C-RMN (CDsOD-da, 400 MHz), & (ppm): 25,37 (C-1), 102,94 (C-3), 110,15 (C-8), 115,09
(C-11), 119,19 (C-5), 122,48 (C-12), 126,93 (C-7), 140,24 (C-6), 148,00 (C-10), 148,90 (C-9),
55,01 (-OCHs).

IV: vimax (cm™): 546, 636, 710, 883, 1192, 1419, 2105, 2260, 2360, 3198.
UV-VIS (etanol): (281 nm, 27820 Mt.cm™), (359 nm, 33975 M1.cm?), (452 nm, ombro).

Ponto de fus&o: [154,1°C-155,0°C].
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Tabela 34 - Condi¢bes reacionais para a sintese de monocurcuminéides

i B20s3 (nBuO)3B nBuNH:z
Aldeido
Entrada Composto ( ) (mmol) (mmol) (mmol) % Mono:Di
mmo
(tempo) (tempo) (tempo)
1,2 1,7
1 1,7 ) ) 1,7 (2h) 75:25
(45min) (45min)
15
2 15 ) 1,5 (1h) 81:19
(30min)
1,3
3 22 1,3 ) 1,3 (1h) 83:17
1,2 (30min)
(30min) 1
4 1 ) 1(1h) 84:16
(30min)
0,8
5 0,8 ) 0,8 (1h) 84:16
(30min)
1,2 1,7
6 1,7 _ _ 1,7 (2h) 77:23
(45min) (45min)
1
7 23 1 ) 1(1h) 84:16
1,2 (30min)
(30min) 0,8
8 0,8 ) 0,8 (1h) 85:15
(30min)
1,2 1,7
9 1,7 ) ) 1,7 (2h) 78:22
(45min) (45min)
24
1,2 10
10 0,8 ) ) 0,8 (1h) 100:0
(30min) (30min)
1,2 1,7
11 25 1,7 ) ) 1,7 (2h) 79:21
(45min) (45min)

+ Composto 23

O solido obtido foi lavado com acetato de etilo, obtendo-se um residuo laranja vivo.

(m=142,3 mg; n=70%)

IH-RMN (CDsOD-ds, 400 MHz), & (ppm): CE (100%): 2,15 (s, 3H, H-1, CHa); 5,78 (s, 1H,
H-3, HOC=CH): 6,52 (d, 1H, H-5, J= 16Hz, HC=CH): 6,82 (d, 2H, H-9 e H-11, J=8Hz, Ar); 7,48
(d, 2H, H-8 e H-12, J=8Hz, Ar); 7,55 (d, 1H, H-6, J=16Hz, HC=CH).

13C-RMN (CDsOD-ds, 400 MHz), & (ppm): 25,13 (C-1), 99,90 (C-3), 115,43 (C-9 e C-11),
118,94 (C-5), 126,43 (C-7), 129,56 (C-8 e C-12), 140,00 (C-6), 159,55 (C-10), 177,86 (C-2),

197,24 (C-4).
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IV: vmax (cm™): 477, 518, 546, 640, 693, 779, 831, 872, 973, 1039, 1105, 1163, 1252, 1281,
1378, 1440, 1511, 1629, 2127, 3194, 3645, 3834, 3850, 3899.

UV-VIS (etanol): (240 nm, 5750 Mt.cm™), (362 nm, 25650 M*.cm™), (446 nm, ombro).
Ponto de fuséo: [122,3°C-123,5°C].

« Composto 24

O solido obtido foi lavado com acetato de etilo, obtendo-se um residuo vermelho vivo.
(m=264,1mg; n=59%)

IH-RMN (CDsOD-ds, 400 MHz), & (ppm): CE1 (67%): 2,16 (s, 3H, H-1, CHa); 5,79 (s, 1H,
H-3, HOC=CH); 6,55 (d, 1H, H-5, J=16 Hz, HC=CH): 6,94 (s, 2H, H-8 e H-12, Ar); 7,55 (d, 1H,
H-6, J=16 Hz, CH=CH): 3,88 (s, 6H, -OCHs).

C.E.2 (33%): 2,24 (s, 3H, H-1’, CH3); 5,79 (s, 1H, H-3’, HOC=CH); 6,55 (d, 1H, H-5’, J=16 Hz,
HC=CH); 6,59 (s, 2H, H-8 e H-12’, Ar); 7,55 (d, 1H, H-6’, J=16 Hz, CH=CH); 3,83 (s, 6H,
-OCHs).

13C-RMN (CDsOD-ds, 400 MHz), & (ppm): CE1 (67%): 25,22 (C-1), 103,58 (C-3), 105,17
(C-8 e C-12), 119,48 (C-5), 125,88 (C-7), 137,70 (C-10), 140,48 (C-6), 147,94 (C-9 e C-11),
177,37 (C-2), 189,95 (C-4), 55,18 (-OCHs).

C.E.2 (33%): 19,57 (C-1°), 103,58 (C-3'), 105,94 (C-8' e C-12)), 119,48 (C-5), 129,77 (C-T’),
137,70 (C-10'), 140,48 (C-6), 147,94 (C-9’' e C-11’), 165,33 (C-4’), 197,63 (C-2)), 55,18
(-OCHs).

IV: vimax (cm™): 472, 526, 616, 708, 789, 835, 871, 948, 973, 1054, 1108, 1152, 1214, 1299,
1379, 1422, 1451, 1506, 1541, 1600, 1625, 2122, 2935, 3200.

UV-VIS (etanol): (261 nm, ombro), (378 nm, 40390 M*.cm™).
Ponto de fuséo: [192,3°C-193,1°C].

« Composto 25

A andlise por espectroscopia de *H-RMN do residuo sélido mostrou a presenca de
uma mistura de produtos, tais como o produto mono-substituido (produto pretendido), o
produto di-substituido, aldeido e impurezas relacionadas com os solventes utilizados. O
residuo foi purificado por cromatografia em coluna (Hexano/Acetato de Etilo 3:7), tendo-se

recolhido o produto impuro de cor laranja acastanhado. (m=133,1 mg; 17%)
'H-RMN (CD3OD-d4, 300 MHz), & (ppm): C.E. (100%): 2,14 (s, 3H, H-1, CHs); 5,77 (s, 1H,

H-3); 6,49 (d, 1H, H-5, J=16Hz, HC=CH); 6,81 (d, 1H, H-11, J=8Hz); 7,07 (d, 1H, H-12, J=8Hz,
Ar); 7,19 (s, 1H, H-8, Ar); 7,53 (d, 1H, H-6, J=16Hz, CH=CH); 3,90 (s, 3H, -OCHj).
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4.3.2. Tentativa de Sintese de Monocurcumindides partindo do Acetoacetato
de Etilo%®

Adicionou-se num baldo de 2 tubuladuras, 10 mL de acetato de etilo, acetoacetato de
etilo (5 mmol) e anidrido bérico nas quantidades indicadas na Tabela 35. Deixou-se em
agitacao a 70°C e com um tempo variavel de reacéo. De seguida, foram adicionados o borato
de tributilo e o aldeido. A reacdo foi deixada durante um tempo variavel de reacdo
(Tabela 35) a 70°C. Depois aumentou-se a temperatura para 85°C e adicionou-se gota-a-gota
uma solucéo de butilamina em acetato de etilo (2 mL). Aumentou-se a temperatura para
100°C e ficou em agitacdo com um tempo variavel de reacao, de acordo com a Tabela 35.

Quando a reacao acabou, adicionou-se gota-a-gota uma solugéo de HCI 1M (2,5 mL).
Ficou em agitacdo durante 45 minutos a 50°C. Extraiu-se a solu¢gdo com acetato de etilo
(3x20 mL), secou-se a fase organica com sulfato de sodio anidro e filtrou-se a mesma. Por
fim, evaporou-se o solvente e obteve-se um 6leo, que foi lavado com hexano, resultando num
residuo soélido. A andlise do espectro de *H-RMN mostrou uma mistura de produtos, no
entanto, ndo foi possivel identificar a presenca do composto dado a complexidade de sinais
na zona aromatica. Varias tentativas de recristalizacéo foram efetuadas com o conjunto de
solventes: acetato de etilochexano, acetato de etilo:diclorometano, acetona:éter e

cloroférmio:hexano, sem sucesso.

o} O
Bzos R
)J\/U\ LIS 3B /\O d 2
iii nBuNHz
R
28) R=0H; R{ R,=0OCH3;
Ry

29) R=0CHg; Ry=OH; Rp=H
Figura 90— Esquema reacional da sintese dos compostos 28 e 29

Tabela 35 - Condig6es para a sintese dos compostos 28 e 29

. B20s (nBuO)sB nBuNH:2
Aldeido
Entrada Composto (mmol) (mmol) (mmol) (mmol)
(tempo) (tempo) (tempo)
1 1,7 1,2 (45 min) 1,7 (45 min) 1,7 (2h)
2 28 1,2 5 (1 h) 1,2 (45 min) 1,2 (2h)
3 12 5 (3h30) 1.2 (1h) 1,2 (6 h)_+ n?lte sob
agitacédo
4 29 1,2 5(3h30)  12(h) 2 (6N *noitesob
agitacédo
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4.4. Funcionalizacado da Posicao Central da Cadeia B-dicetdnica

4.4.1. Partindo da Acetilacetona por Aquecimento Convencional
4.41.1. Sintese do Composto 37%

Preparou-se uma solucdo de acetilacetona (10 mmol, 1 mL) em THF (2 mL) e
adicionou-se gota-a-gota a uma suspenséo de NaH (12 mmol, 1,2 eq.) em THF (14 mL) a
0°C. Deixou-se em agitacdo durante 1h, adicionou-se, de seguida, uma solugdo de
bromoacetato de terc-butilo (10 mmol, 1 eq.) em THF (6 mL) gota-a-gota. A reacgao ficou em

agitacdo durante 24h a temperatura ambiente.

De seguida, adicionou-se gota-a-gota uma solucao de NH.Cl até perfazer um volume
total de 10 mL. Posteriormente, extraiu-se com diclorometano (3x15 mL), secou-se a fase
organica com sulfato de sodio anidro e evaporou-se o solvente, obtendo-se um 6leo amarelo

palido com cristais. (m=1,49 g; n=70%)

o o o) . 6 0
PP BRALING
Br.
OC(CH3z)3 i) NaH 72 4y
6
COOC(CHs)s

Figura 91 — Esquema reacional da sintese do composto 37

IH-RMN (CD30D-ds, 300 MHz), & (ppm): DC (71%): 2,25 (s, 6H, H-1 e H-5, CHs); 2,76 (s, 2H,
H-6, CHa): 4,21 (t, 1H, H-3, J=9Hz, CH): 1,43 (s, 9H, CHx-t-Bu).

CE (29%): 2,13 (s, 6H, H-1 e H-5, CHs); 3,06 (s, 2H, H-6, CH>); 1,47 (s, 9H, CHa-t-Bu).

4.4.1.2. Sintese dos Compostos 38, 40 e 42

0O O
1 (38) R=OH; R4=R,=H
23 - g, ke @R
=0H; R¢= 3; No=
MeOH/CHgCOOH 10 (42) R=OH; R4=R,=0CH,

Figura 92 — Esquema reacional da sintese dos compostos 38, 40 e 42

Método 1:%

Com base no método de Sahu et al.?*, num baldo de 2 tubuladuras foi adicionada a
acetilacetona e o aldeido, na razdo de 1:1. De seguida, adicionou-se o0 metanol e a base
(piridina/piperidina) e deixou-se a reagir a 65°C, com refluxo, de acordo com o tempo descrito
na Tabela 36. No final, a mistura reacional foi adicionada agua destilada fria e o balédo foi

deixado em banho de gelo durante 10 minutos.

Apds o tratamento da mistura reacional, concluiu-se com base na andlise *H-RMN

efetuada, que o produto maioritario de todas as tentativas de sintese foi o curcumindide
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simétrico juntamente com os reagentes, sendo que em algumas delas se obteve o produto

pretendido, mas em quantidades residuais.

Tabela 36 - Condicbes para a sintese dos compostos 38, 39 e 40

Acetilacetona Aldeido MeOH Base Tempo
Composto
(mmol) (mmol)  (mL) (mL) (h)
Piridina (0,2)
38 1 1 4 24
Piperidina (0,2)

5 5 20 Piperidina (1) 24

39
1 1 4 Piperidina (0,2) 14
40 5 5 20 Piperidina (1) 14

Método 2:6667

Num baldo de fundo redondo foram adicionados o aldeido, a acetilacetona, a
piperidina e por fim, o acido acético (Tabela 37). Deixou-se a mistura reacional em agitacao
durante 2h a temperatura ambiente. ApGs o término da reagdo, adicionou-se agua destilada
e ocorreu a precipitacdo de um soélido. No final, o sélido obtido foi recristalizado em

diclorometano.

Tabela 37 - Condigbes para a sintese dos compostos 38, 40 e 42

Acetilacetona Aldeido

Composto (mol) (mol) Piperidina Acido Acético Tempo
40 0,05 0,03 2,964mL (1eq.) 2,288mL (1,33eq.) 2h
38
0,005 0,003 296uL (1eq.) 229uL (1,33eq.) 2h
42

+» Composto 38 (m=0,3598 g; n=59%)
!H-RMN (CDsOD-d4, 400 MHz), & (ppm): 2,30 (s, 3H, H-1, CHs); 2,41 (s, 3H, H-5, CHz3); 6,83
(d, 2H, H-9 e H-11, J=8Hz, Ar); 7,34 (d, 2H, H-8 e H-12, J=8Hz, Ar); 7,57 (s, 1H, H-6, C=CH).
13C-RMN (CD3OD-d4, 400 MHz), & (ppm): 24,72 (C-5), 30,35 (C-1), 115,61 (C-9 e C-11),
124,03 (C-7), 132,00 (C-8 e C-12), 139,54 (C-3), 140,80 (C-6), 160,41 (C-10), 197,91 (C-2),
207,23 (C-4).
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IV: vmax (cm™): 482, 506, 523, 545, 560, 626, 684, 801, 836, 901, 974, 1008, 1046, 1115, 1168,
1224, 1261,1279, 1311, 1350, 1395, 1509, 1395, 1509, 1572, 1598, 1627, 1699, 1911, 2139,
3313.

UV-VIS (etanol): (235 nm, 12785 Mt.cm™), (328 nm, 34700 M*.cm™).
Ponto de fuséo: [129,5°C-130,3°C].
«» Composto 40 (m=3,7834 g; n=54%)

!H-RMN (CDs0OD-d4, 400 MHz), d (ppm): 2,32 (s, 3H, H-1, CHs); 2,43 (s, 3H, H-5, CHj3); 6,85
(d, 1H, H-11, J=12Hz, Ar); 7,01 (d, 1H, H-12, J=8Hz, Ar); 7,04 (s, 1H, H-8, Ar); 7,59 (s, 1H,
H-6, C=CH), 3,86 (s, 3H, -OCHy).

13C-RMN (CDsOD-ds, 400 MHz), & (ppm): 24,68 (C-5), 30,33 (C-1), 112,54 (C-8), 115,40
(C-11), 124,54 (C-7), 124,64 (C-8), 139,77 (C-3), 141,00 (C-6), 147,82 (C-9), 149,73 (C-10),
197,81 (C-2), 207,48 (C-4), 54,72 (-OCHb).

IV: vmax (cm™): 474, 532, 564, 614, 631, 662, 717, 758, 817, 852, 902, 933, 1029, 1125, 1172,
1196, 1235, 1262, 1307, 1345, 1386, 1451, 1513, 1576, 1604, 1645, 1693, 1870, 2123, 2948,
3006, 3365, 3636, 3680, 3859.

UV-VIS (etanol): (251 nm, 9390 M.cm™), (296 nm, ombro), (342 nm, 20000 Mt.cm™).
Ponto de fuséo: [137,8°C-138,5°C].
« Composto 42 (m=0,3930 g; n=50%)

1H-RMN (CDsOD-ds, 400 MHz), 5 (ppm): CE (100%): 2,36 (d, 6H, H-1, CHs); 6,78 (s, 2H, H-8
e H-12, Ar); 7,58 (s, 1H, H-6, C=CH); 3,83 (s, 6H, -OCHs).

13C-RMN (CDsOD-ds, 400 MHz), & (ppm): 24,44 (C-5), 30,79 (C-1), 107,43 (C-8 e C-12),
123,32 (C-7), 138,75 (C-3), 140,03 (C-10), 141,01 (C-6), 147,94 (C-9 e C-11), 55,18 (-OCHs).

IV: vmax (cm™): 474, 503, 532, 617, 732, 814, 836, 900, 976, 1025, 1109, 1157, 1206, 1243,
1262, 1291, 1326, 1346, 1393, 1460, 1510, 1583, 1602, 1642, 1696, 1924, 2001, 2119, 2836,
2937, 3001, 3373, 3634, 3655, 3754, 3808, 3825, 3858.

UV-VIS (etanol): (249 nm, 21420 M1.cm?), (347 nm, 31260 M*.cm™).

Ponto de fusdo: [122,1°C-122,9°C].
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4.4.2. Partindo da Acetilacetona por Aquecimento Micro-ondas
4.4.2.1. Tentativa de Sintese do Composto 38

O H O (o}

OH OH

Figura 93 — Esquema reacional da sintese do composto 38 através de micro-ondas

Método 1:54

Adicionou-se a acetilacetona (0,3 mmol, 0,031 mL) e o p-hidroxibenzaldeido
(0,3 mmol, 1 eq.) num reator de 10 mL. De seguida, foi adicionado metanol (2 mL) e piridina
(0,1 mL). A mistura reacional foi levada, durante 20 minutos, ao reator micro-ondas a 110°C
e 150 W. Apés a reacgdo, analisou-se a mistura reacional por espetroscopia de *H-RMN, na
qual se verificou que o produto era apenas aldeido.

Método 2:6667

Num reator de 35 mL foram adicionados o p-hidroxibenzaldeido (1 mmol, 0,1222 g) e
a acetilacetona (1,5 mmol, 1,5 eq.), juntamente com o acido acético (2,29 mL) e a piperidina
(2,96 mL). Programaram-se as seguintes condi¢des: 30seg, 80°C e 150 W. Apds a reacao,
realizou-se uma andlise *H-RMN e aferiu-se que se obteve uma mistura de produtos, tanto

di-substituido como mono-substituido lateralmente.

4.4.3. Partindo do Acetoacetato de Etilo por Aquecimento Convencional
4.4.3.1. Sintese dos Compostos 45 e 46

Figura 94 - Esquema reacional da sintese dos compostos 45 e 46

Método 1:%

Num baldo de 2 tubuladuras foi adicionado o acetoacetato de etilo (5 mmol, 0,64 mL)
e a vanilina (5 mmol, 1 eq.). De seguida, adicionou-se metanol (20 mL) e piperidina (1 mL) e
deixou-se a reagir a 65°C, com refluxo, durante 14h. Extraiu-se a mistura reacional com
acetato de etilo (3x15 mL), posteriormente, a fase organica foi seca com sulfato de sodio
anidro e filtrada. O solvente foi evaporado, obtendo-se um 6leo laranja, que foi lavado com
hexano, resultando um sélido laranja. Através de andlise *H-RMN, concluiu-se que o produto

pretendido foi obtido, mas encontrava-se muito impuro.
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Método 2:57

Num baléo de fundo redondo foi adicionado o aldeido (p-hidroxibenzaldeido/vanilina,
0,003 mol, 1 eq.) e a acetoacetato de etilo (0,003 mol, 0,383 mL). Posteriormente,
adicionou-se piperidina (0,003 mol) e &cido acético (0,004 mol). Deixou-se a reagir durante 2
horas a temperatura ambiente. No final da reacdo, adicionou-se 15 mL de &gua, tendo
ocorrido a precipitacdo de um solido amarelo, que foi filtrado e recristalizado com isopropanol,

obtendo-se um solido amarelo claro cristalino.
+» Composto 45 (m=366,9 mg; n=48%)

!H-RMN (CD30OD-d4, 400 MHz), 3 (ppm): Isémero Z (72%): 1,32 (t, 3H, H-6, CH3); 2,42 (s, 3H,
H-1, CHs); 4,35 (m, 2H, H-5, CH,); 6,84 (d, 1H, H-10 e H-12, J=8Hz, Ar); 7,42 (d, 1H, H-9 e
H-13, J=8Hz, Ar); 7,64 (s, 1H, H-7, C=CH).

Isémero E (28%): 1,32 (t, 3H, H-6’, CH3); 2,38 (s, 3H, H-1’, CH3); 4,28 (m, 2H, H-5’, CHy); 6,82
(d, 1H, H-10’ e H-12’, J=8Hz, Ar); 7,32 (d, 1H, H-9" e H-13’, J=8Hz, Ar); 7,60 (s, 1H, H-7’,
C=CH).

13C-RMN (CD3OD-d4, 400 MHz), & (ppm): Isémero Z (72%): 12,83 (C-6), 24,61 (C-1), 61,30
(C-5), 115,51 (C-10 e C-12), 123,90 (C-8), 131,61 (C-3), 131,84 (C-9 e C-13), 142,01 (C-7),
160,59 (C-11), 168,68 (C-4), 196,28 (C-2).

Isbmero E (28%): 13,08 (C-6’), 29,96 (C-1’), 60,98 (C-5’), 115,51 (C-10’ e C-12’), 123,90
(C-8), 130,40 (C-3’), 131,76 (C-9’ e C-13), 140,41 (C-7’), 160,18 (C-11’), 164,83 (C-4),
204,74 (C-2)).

IV: vmax (cm™): 499, 526, 543, 592, 686, 797, 818, 843, 909, 953, 1043, 1110, 1171, 1201,
1260, 1279, 1316, 1355, 1386, 1509, 1573, 1596, 1640, 1728, 2129, 2988, 3326.

UV-VIS (etanol): (235 nm, 10455 Mt.cm™); (327 nm, 29180 M*.cm™).
Ponto de fus&o:[147,8°C-148,4°C].
«» Composto 46 (m=233 mg; N=30%)

IH-RMN (CDsOD-d4, 400 MHz), & (ppm): Isémero Z (71%): 1,32 (t, 3H, H-6, CHs); 2,43 (s, 3H,
H-1, CHa); 4,35 (m, 2H, H-5, CH,); 6,86 (d, 1H, H-12, J=8Hz, Ar); 7,08 (d, 1H, H-13, J=8Hz,
Ar); 7,13 (s, 1H, H-9, Ar); 7,65 (s, 1H, H-7, C=CH); 3,87 (s, 3H, -OCHb).

Isémero E (29%): 1,32 (t, 3H, H-6’, CHs); 2,39 (s, 3H, H-1', CHa); 4,29 (m, 2H, H-5', CH>); 6,83
(d, 1H, H-12', J=8Hz, Ar); 6,97 (d, 1H, H-13’, J=8Hz, Ar); 7,02 (s, 1H, H-9', Ar); 7,61 (s, 1H,
H-7', C=CH): 3,86 (s, 3H, -OCH).
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13C-RMN (CDsOD-ds, 400 MHz), & (ppm): Isémero Z (71%): 12,90 (C-6), 24,59 (C-1), 61,30
(C-5), 112,30 (C-13), 115,26 (C-12), 124,42 (C-9), 124,75 (C-8), 131,79 (C-3), 142,21 (C-7),
147,79 (C-10), 149,97 (C-11), 168,76 (C-4), 196,30 (C-2), 54,99 (-OCHs).

Isémero E (29%): 13,08 (C-6’), 30,07 (C-1’), 61,00 (C-5'), 112,48 (C-13"), 115,26 (C-12),
124,40 (C-9'), 124,75 (C-8'), 130,58 (C-3'), 140,62 (C-7'), 147,76 (C-10), 149,51 (C-11),
164,81 (C-4’), 204,93 (C-2), 54,92 (-OCHs).

IV: vmax (cm™): 551, 601, 623, 754, 810, 852, 907, 937, 1017, 1039, 1154, 1173, 1210, 1265,
1288, 1309, 1380, 1447, 1517, 1577, 1601, 1650, 1724, 2115, 2986, 3378.

UV-VIS (etanol): (247 nm, 8475 M1.cm™), (296 nm, ombro); (340 nm, 19740 Mt.cm™).
Ponto de fuséo: [112,2°C-113°C]

4.4.4. Partindo do Acetoacetato de Etilo por Aquecimento Micro-ondas
4.4.4.1. Tentativa de Sintese do Composto 4612

Num reator de 10 mL, adicionou-se a uma solucdo de vanilina (2,5 mmol, 0,3804 g)
em etanol (2,6 mL), acetoacetato de etilo (12,5 mmol, 5eq.). De seguida, a mistura reacional
foi levada, durante 40 minutos, ao reator micro-ondas a 110°C e 150 W. Apdés o término da
reagdo, o solvente foi evaporado, obtendo-se um pé branco amarelado. Através da analise
!H-RMN, concluiu-se que o produto era constituido na sua maioria por vanilina e continha um

pequeno residuo do produto pretendido.

O H @ 9
1) o) | OEt
)J\/”\ ’ il 2
OEt
H;CO
OH OH

OCH3

Figura 95 — Esquema reacional da tentativa de sintese do composto 46
4.5. Sintese de Curcumindides Tri-substituidos
4.5.1. Partindo da Acetilacetona e seus derivados substituidos por

Aquecimento Convencional
45.1.1. Tentativa de Sintese do Composto 15%

Num baldo de 3 tubuladuras foi adicionada a acetilacetona (1 mmol, 0,11 mL) e a
vanilina (5 mmol, 5 eq.) em tolueno (40 mL). De seguida, adicionaram-se a piridina (0,1 mmol)
e 0 acido acético (0,16 mmol). Agitou-se a mistura reacional a temperatura de 140°C durante
24h. Apos o término da reagdo, a mistura reacional foi lavada com agua (3x25 mL), a fase

organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e o solvente evaporado, resultando um
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sélido laranja oleoso. Através da andlise de 'H-RMN, percebeu-se que o produto formado era

uma mistura de curcumina com vanilina.

H3CO
[e) [e) Tolueno
)j\/[]\+ 5 CH3;COOH o
Base, 140°C
H3CO
OH

Figura 96 — Esquema reacional da sintese do composto 15

45.1.2. Tentativa de Sintese dos Compostos 15 e 49%114

Num baldo de fundo redondo, adicionou-se a uma solu¢do do composto 40 (1 mmol,
0,2343 g) em acetato de etilo (3 mL), anidrido bérico (1 mmol, 1 eq.) e deixou-se em agitacdo
durante 30 minutos a 40°C. Adicionou-se borato de tributilo (4 mmol, 4 eq.) e reagiu por mais
30 minutos a 40°C. De seguida, adicionou-se o aldeido (vanilina/p-hidroxibenzaldeido,
2 mmol, 2 eq.) e uma solugéo de butilamina (4 mmol, 4 eg.) em acetato de etilo (0,5 mL). A
adicdo da solugédo de butilamina foi feita em 2 vezes gota-a-gota com um intervalo de
15 minutos entre elas. Deixou-se em agitacédo durante a noite a 40°C.

Acidificou-se a solu¢gao com uma solucao de HCI 5M (8 mL) e agua, deixou-se em
agitacdo durante 15 minutos num banho de gelo. Ocorreu a precipitagdo de um sélido, que
foi filtrado e dissolvido em acetato de etilo. O solvente foi evaporado e obteve-se um 6leo,
gque foi lavado com hexano, sendo obtido um sélido laranja. Recristalizou-se em
diclorometano. Apo6s andlise H-RMN, concluiu-se que o soélido recristalizado era na sua
maioria o composto 40 e continha uma pequena quantidade do monocurcumindide

substituido na posic¢ao central, isto é, a reacdo foi muito incompleta.

i) B2O3
ii) nBuO)3B
|||) nBuNH,

OCH3 R1=OH; R2=OCH3; OCH3
R4=0OH; Ry=H

Figura 97 — Esquema da sintese dos compostos 15 e 49

45.1.3. Sintese do Composto 8%

Num baldo de fundo redondo, adicionou-se o composto 37 (1 mmol, 0,2140 g) e
anidrido boérico (1 mmol, 1 eq.) em DMF (1,5 mL). Deixou-se a reagir durante 30 minutos a
80°C. De seguida, adicionou-se borato de tributilo (3,8 mmol, 3,8 eg.) a mistura reacional e
ficou por mais 30 minutos a reagir a 80°C. Posteriormente, adicionou-se a vanilina (1,2 mmol,
1,2 eq.) e uma solucéo de butilamina (0,4 mmol em 0,5 mL de DMF) gota-a-gota, em 2 vezes,

com um intervalo de 15 minutos. A reacéo ficou em agita¢do durante 4h a 80°C.
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Acidificou-se com uma solucao de HCI 0,5M (8 mL) e agua, deixou-se em agitacao
durante 15 minutos num banho de gelo. Ocorreu a precipitacdo de um sélido vermelho, que
foi filtrado e dissolvido em acetona. O solvente foi evaporado, obtendo-se um sdélido vermelho

vivo. (m=90,3mg; N=19%)
i) B,O
i) (NBUO),B 3COMOCH3
|||) nBuNH,
COOC(CH3)3

(H3C)3COOC OCHs

Figura 98 - Esquema reacional da sintese do composto 8

IH-RMN (CDsOD-da, 400 MHz), 5 (ppm): D.C. (58%): 2,90 (d, 2H, H-2, J=4Hz, CH,); 3,50 (t,
1H, H-3, CH); 6,86 (d, 2H, H-9, J=8Hz, Ar); 6,93 (d, 2H, H-5, J=12Hz, HC=CH); 7,17 (d, 2H,
H-8, J=8Hz, Ar): 7,26 (s, 2H, H-12, Ar); 7,71 (d, 2H, H-6, J=12Hz, HC=CH): 1,46
(-COO(CHs)3); 3,88 (-OCHg).

C.E. (42%): 3,66 (s, 2H, H-2, CH,); 6,84 (d, 2H, H-9, J=--Hz, Ar); 7,13 (d, 2H, H-5, J=12Hz,
HC=CH); 7,17 (d, 2H, H-8, J=8Hz, Ar); 7,27 (s, 2H, H-12, Ar); 7,68 (d, 2H, H-6, J=12Hz,
HC=CH); 1,45 (-COO(CHsa)s); 3,94 (-OCHs).

45.1.4. Sintese do Composto 9°%4

Adicionou-se uma solucdo do composto 37 (2 mmol, 0,4285 g) em acetato de etilo (5
mL) e anidrido bérico (2 mmol, 1 eq.), num baldo de fundo redondo. Deixou-se a reagir durante
30 minutos a 40°C. De seguida, adicionou-se borato de tributilo (4 mmol, 2 eq.) a mistura
reacional e ficou por mais 30 minutos a reagir a 40°C. Adicionou-se isovanilina
(4 mmol, 2 eq.) e uma solugcdo de butilamina (0,8 mmol em 0,5 mL de acetato de etilo)

gota-a-gota. A reacdo ficou em agitagdo durante 12h a 40°C.

Acidificou-se a mistura reacional com uma soluc¢éo de HCI 0,5M (8 mL) e 4gua. De
seguida, extraiu-se a mistura reacional com acetato de etilo (3x15 mL) e a fase organica foi
deixada num banho de gelo, em agitacdo, durante 20min. Ocorreu a precipitacdo de um

solido, filtrou-se a solugéo e obteve-se um soélido vermelho vivo. (m=366,8 mg; n=38%)

i) B2Og 1 3
4
i) (NBuO), 3B \
|||) nBuNH,

Ha co cooc(c 3)3 OCH,
(H3C)3COOC

OCH,4

Figura 99 - Esquema reacional da sintese do composto 9

IH-RMN (CDsOD-ds, 400 MHz), & (ppm): D.C. (24%): 2,88 (s, 2H, H-2, CH,); 3,56 (t, 1H, H-3,
CH); 6,85 (d, 2H, H-5, J=12Hz, HC=CH); 6,99 (d, 2H, H-8, J=6Hz, Ar); 7,08 (s, 2H, H-12, Ar);
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7,14 (d, 2H, H-9, J=6Hz, Ar); 7,62 (d, 2H, H-6, J=12Hz, HC=CH); 1,44 (-COO(CHs)s); 3,91
(-OCHb).

C.E. (76%): 3,60 (s, 2H, H-2, CH>); 6,99 (d, 2H, H-8, J=6Hz, Ar); 7,14 (d, 2H, H-9, J=6Hz, Ar);
7,17 (s, 2H, H-12, Ar); 7,68 (d, 2H, H-5, J=12Hz, HC=CH); 7,68 (d, 2H, H-6, J=12Hz, HC=CH);
1,47 (-COO(CH)s); 3,93 (-OCHa).

4.5.2. Partindo da Curcumina por Aquecimento Convencional
45.2.1. Tentativas de Sintese dos Compostos 11, 12 e 13

o o 0s_ _H
HsCO T _ OCHs HsCO
HO
HO OH R,
R

Figura 100 — Esquema reacional da sintese dos compostos 11, 12 e 13

(11) R=CN; Ry=H
(12) R=OH; R;=H
(13) R=OH; Ry=OCHj

R4

Método 1:%

Num baldo de 2 tubuladuras, adicionou-se curcumina (1 mmol, 0,3684 g) e aldeido
(1 mmol, 1 eq.) em metanol e a base (piridina/piperidina), consoante o descrito na Tabela 38.
A reacéo foi deixada ao refluxo durante 14h ou 24h a 65°C.

No final, a mistura reacional foi adicionada agua destilada gelada e o baléo foi deixado
em banho de gelo durante 10 minutos. Apds esse tempo, observou-se a precipitacdo de um
solido, o qual foi filtrado sob vacuo, lavado com etanol e seco, resultando num residuo laranja.
Recorrendo a andlise de espectroscopia de protdo, foi possivel perceber que os residuos
obtidos continham na sua maioria 0 aldeido e uma pequena quantidade do produto

pretendido, indicando que as reagfes foram muito incompletas.

Tabela 38 - Condi¢bes para a sintese dos compostos 11, 12 e 13

Composto Volume MeOH Base Tempo

20 mL Piperidina (1 mL)

(12) 14h
4 mL Piridina (0,2 mL)

(12) 4 mL Piridina (0,2 mL) 24h
20 mL Piperidina (2 mL)

(13) 14h
4 mL Piridina (0,2 mL)

Método 2:%1

Seguindo o procedimento descrito por Qiu et al.’, num baldo de 3 tubuladuras foi

adicionada a curcumina (1 mmol, 0,3684 g) e a vanilina (2 mmol, 2 eq.) em 50 mL de tolueno.
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Apés a adicao da piridina (0,05 mmol) e do &cido acético (0,08 mmol), a reagdo ocorreu
durante 16h a 140°C sob agitagao.

A mistura reacional foi lavada com agua (2x50 mL), a fase orgéanica foi seca com
sulfato de magnésio anidro, filtrada e apds evaporacdo do solvente, obteve-se um soélido
laranja oleoso, que foi lavado com hexano, obtendo-se um sélido vermelho. Apés analise
!H-RMN, concluiu-se que apenas estavam presentes a curcumina e o aldeido, isto €, ndo

ocorreu reacao.
Método 3:°6:67

Num baldo de fundo redondo foi adicionada a curcumina (1 mmol, 0,3684 g) e o
p-hidroxibenzaldeido (1 mmol, 1 eq.). Posteriormente, adicionou-se a piridina (0,03 mol) e o

acido acético (0,04 mol). Deixou-se a reagir durante 4 horas a temperatura ambiente.

ApOs término da reagdo, adicionou-se 10 mL de agua destilada e 10 mL de éter
dietilico. Depois de uma semana no frigorifico, observou-se a formacéo de um sdlido laranja.
Esse solido foi analisado por TLC (acetato de etilo:hexano (5:5)), da qual se concluiu que era

apenas curcumina, indicando que a rea¢do nao se realizou.

4.5.3. Partindo da Curcumina por Aquecimento Micro-ondas
45.3.1. Tentativa de Sintese do Composto 12%

Num reator de 10mL foram colocados a curcumina (0,3 mmol, 0,1110 g) e o
p-hidroxibenzaldeido (0,3 mmol, 1 eq.). De seguida, o solvente e a base (piridina) foram
adicionados. Programaram-se as condi¢cfes descritas na Tabela 39 para cada método. ApGs
a reacgdo, analisou-se a mistura reacional através de TLC (acetato de etilo:hexano (5:5)) e

!H-RMN, das quais se concluiu que em ambos os métodos n&o ocorreu reacao.

O O Os_H
HsCO O N = O OCH,4 Sovente H;CO
HO OH ' T Ho
OH

Figura 101 — Esquema reacional para a sintese do composto 12

Tabela 39 - Condicdes para a sintese do composto 12

Método Aldeido Solvente + Base Power (W) Temp. (°C) Tempo (min)

0,3mmol  Piridina (1,1mL)
1 150 110 38
(eq.=1) MeOH (2mL)

0,6mmol EtOH (1mL)
2 100 110 30
(eq.=2) Piridina (1mL)
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4.6. Difragcao de Raio-X

Apbs ter sido efetuada a difracédo de raio-X dos compostos 38 e 42, foram obtidos os

seguintes dados cristalogréaficos para cada composto (Tabela 40).

Tabela 40 - Dados cristalogréaficos para o composto 38 e 42

Composto 38 42
Férmula Empirica C12H1203 C14H1605
Massa Molecular 204,22 264,27

Sistema de Cristal, Grupo Espacial

Monoclinico, P2i/c

Triclinico, P-1

Parametros da célula unitaria

a=9,9046A a=90° a=8,6714A  a=107,7°
b=7,2138A  B=108,7° b=9,3184A  B=112°
c=15,2765A  y=90° c=9,8332A  y=100,2°

Volume

1034,09(15)A3

662,97(8)A3

Z, densidade calculada

4, 1,312 Mg/m?

2, 1,324Mg/m?

Coeficiente de absorcéo

0,094 mm-1

0,101mm-

Gama de 0 da recolha de dados

2,815 a 26,760°

3,544 a 26,423°

indices hkl

-12<=h<=12, -6<=k<=9,
-19<=I<=16

-10<=h<=9, -10<=k<=11,
-12<=I<=12

Recolha de dados até 6 = 25,242°

77,3%

99,1%

Reflexdes recolhida/linicas

3915/1747 [R(int)=0.0645]

9043/2694 [R(int)=0.0257]

Reflexdes/Restricdes/Parametros

1747/0/160

2694/0/236

R finais [I>2sigma(l)]

R1=0,0636, wR2=0,1726

R1=0,0327, wR2=0,0921

R (todos os dados)

R1=0,1165, wR2=0,1726

R1=0,0374, wR2=0,0947

4.7.

Ensaios de Solubilidade

A solubilidade dos compostos sintetizados foi analisada em diferentes solventes: 4gua
e solventes organicos. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 41, sendo que |

corresponde a Insolavel, S a soluvel e PS a parcialmente sollvel.

Para o soro fisiolégico realizaram-se testes de solubilidade, em que se tentou dissolver

2 mg dos compostos 1, 3, 8, 9, 22, 23 e 24 num volume maximo de 30mL.
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Tabela 41 - Tabela de solubilidades dos compostos sintetizados*®

Composto Agua Acetona AcetE.ltO de Cloroférmio  Diclorometano Etanol
(100mL) Etilo
1 I S PS S S S
2 I S PS S PS S
3 I S S I PS S
5 I S S S S S
8 [ S S S S S
9 [ S S S S S
23 I S PS S S S
24 I S PS S S S
25 I S PS S S S
38 S S S S S S
40 S S S S S S
42 S S S S S S
45 S S S S S S
46 S S S S S S

4.8. Testes Antioxidantes

4.8.1. Otimizacédo das condicdes experimentais para o método do ABTS

A realizacdo dos testes que determinam a capacidade antioxidante dos compostos foi
feita através do método do ABTS, tendo este sido otimizado. Primeiramente, comegou por se
testar qual a quantidade de 6xido de manganés necessaria para a reacao de oxidacao do
ABTS, sendo que a absorvancia esperada era, aproximadamente, 0,700.11” Ap6s o teste de
diferentes quantidades (Tabela 42) concluiu-se que 100 mg é a quantidade étima para o valor

de absorvancia desejado.

Apos fixada a quantidade de 6xido de manganés a utilizar, testou-se o tempo da
reagdo do 6xido de manganés com a solucdo de ABTS (reacdo de oxidagcdo) de modo a
produzir a espécie corada (Tabela 43). O tempo 6timo para a reagéo de oxidacdo do ABTS é
30min.
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Tabela 42 - Determinacéo da quantidade 6tima de 6xido de manganés

Ensaio m (MnOy) (mg) Abs AB,TS
(t=10min)

1 50 0,395

2 75 0,590

3 100 0,709

4 125 0,811

5 150 0,871

Tabela 43 - Determinacéo do tempo 6timo da reacédo de oxidacao

Tempo de Reacdo Abs ABTS

ENS10 je Oxidagao (min)  (t=10min)
. 5 0,671
, 10 0,709
Z 30 0,816
. 60 0,914

Por fim, foi otimizado o tempo de espera quando é adicionada a solu¢édo do composto
a solucédo de ABTS oxidada, por observacdo do decréscimo do valor da absorvancia ao
comprimento de onda adequado (Tabela 44). Uma vez que, o valor da absorvancia néo varia
significativamente com o aumento do tempo de espera foi escolhido o tempo de 10min para

os testes antioxidantes.

Tabela 44 - Determinagao do tempo 6timo de espera

Tempo de Abs ABTS

Ensaio Espera (min) (t=10min)
1 0 0,706
2 10 0,709
3 30 0,716

4.8.2. Determinacédo da capacidade antioxidante pelo método do ABTS

O caélculo da atividade antioxidante por eliminac&o de radicais livres (valores de IC50)
para 0s compostos sintetizados foi efetuado através do seguinte procedimento.
Preparou-se uma solucéo de ABTS 1,82mM (50,2 mg em 50 mL de solucéo de tampé&o fosfato

pH=7, 20 mM) e retirou-se 2 mL desta solucdo para um tubo de ensaio, ao qual se adicionou
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3 mL da solugéo de tampéo fosfato e 100 mg de MnO.. Deixou-se em agitacao durante 30min.
Apés esse tempo, centrifugou-se a solugdo para retirar o oxidante.

A um comprimento de onda de 734 nm no espectrofotometro, mediu-se a absorvancia
da solugdo de ABTS™* (3 mL). Por fim, 20 pyL da solucdo do composto em estudo séo
adicionados a vez, a 3 mL da solugdo de ABTS* e sdo medidas as absorvancias aquando
da adicéo (t=0min) e passados 10 minutos da adicao (t=10min). Os ensaios foram realizados
em triplicado para os compostos sintetizados. A percentagem de inibicdo foi calculada pela

seguinte expressao:

A(ABT5'+)_A(Compost0)

% Inibicao = x 100 ()

AaBTS*H)
Onde, A ,grs™) corresponde a absorvancia medida da solucdo de ABTS oxidada e
A(Composto) & absorvancia apés Omin ou 10min, ap6s a adi¢do do composto.
O célculo do IC50 para cada composto € efetuado a partir de solu¢des de diferentes
concentracdes em metanol. A gama de concentracdes € variavel, pois depende da

capacidade antioxidante de cada composto. As absorvancias medidas para cada composto

encontram-se descritas no Anexo V.
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Anexo |: Espetros de 'H-RMN

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
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Figura I.1 - Espetro *H-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 9

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0
d (ppm)

Figura |.2 - Espetro *H-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 22

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
& (ppm)

Figura 1.3 - Espetro *H-RMN (MeOD-d4, 400MHz) do composto 24

135



Anexos

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 50 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15
& (ppm)

Figura I.4 - Espetro *H-RMN (MeOD-d,, 300MHz) do composto 25

7\ . L

5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
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Figura 1.5 - Espetro *H-RMN (MeOD-d,, 300MHz) do composto 37
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Figura 1.6 - Espetro *H-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 38
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8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 45 40 3.5 3.0 25 2.0
& (ppm)

Figura 1.7 - Espetro *H-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 42

I b

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 35 30 2.5 2.0 1.5 1.0
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Figura 1.8 - Espetro *H-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 45

Anexo II: Espetros de 3C-RMN

WWMMMWWW

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 40 30 20 10
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Figura Il.1 - Espetro **C-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 22
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Ww

210 200 190 180 170 1e0 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 40 30 20 10
3 (ppm)

Figura I1.2 - Espetro **C-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 24
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210 200 190 180 170 1e0 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 40 30 20 10
& (ppm)

Figura I1.3 - Espetro **C-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 38
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210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 g%o 1)00 9 80 70 60 40 30 20 10
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Figura Il.4 - Espetro **C-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 42
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Figura I1.5 - Espetro **C-RMN (MeOD-d,, 400MHz) do composto 45
Anexo lll: Espetros de HSQC
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Figura lll.1 - Espetro HSQC (MeOD-d,, 400MHz) do composto 22
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Figura 111.2 - Espetro HSQC (MeOD-d,, 400MHz) do composto 24
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Figura 111.3 - Espetro HSQC (MeOD-d,, 400MHz) do composto 38
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Figura 1.4 - Espetro HSQC (MeOD-d,, 400MHz) do composto 42
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Anexo IV: Espectros de FT-IR

< Monocurcuminoides

Tabela IV.1 - Caracterizagdo dos monocurcuminéides por FT-IR

Composto Atribuicao Bandas no IV (cm™™)
C-H (Alifaticos) -
-C=C- -
22 C=0 -
o o -OCHs3 -
”3COW -C=C- (Aromatico) 1408,93
HO -CHs -
-OH 3198,06
-C-H (Aromaético) -
C-H (Alifaticos) 2963,23
-C=C- 1580,39
A c=0 1629,18
\ -C=C- (Aromaético) 1510,63
"o -CHs 1378,00
-OH 3183,15
-C-H (Aromatico) 2963,23
C-H (Alifaticos) 2925,96
-C=C- 1543,12
24 C=0 1600,03
HaCO ~ 29 -OCHs 2840,23
o -C=C- (Aromatico) 1505,84
OCH; -CHs 1379,12
-OH 3201,78
-C-H (Aromético) 2963,23
T
2
o
E
[}
g
=
4000 3600 3200 2800 2400 2000 800 400

Figura IV.1 - Espetro FT-IR do composto 22

Numero de onda (cm™)
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Transmitancia (u.a.)

4000

2800 2400 2000
Numero de onda (cm™)

Figura IV.2 - Espetro FT-IR do composto 24

« Compostos B-dicetdnicos funcionalizados

Tabela IV.2 - Caracteriza¢do dos compostos 38, 40 e 42 por FT-IR

800 400

Composto Atribuigao Bandas no IV (cm™)
C-H (Alifaticos) -

38 -C=C- 1572,30
o o C=0 1699,18
| -C=C- (Aromatico) 1508,97
-CHs 1394,83
on -OH 3313,06
-C-H (Aromético) 3000,51
C-H (Alifaticos) 2947,63
-C=C- 1576,25
0 C=0 1692,76
‘ -OCHs 2851,41
-C=C- (Aromético) 1512,55
OCH?H -CHs 1386,26
-OH 3365,10
-C-H (Aromatico) 3006,48
C-H (Alifaticos) 2937,14
-C=C- 1584,12
e c=0 1695,94
‘ -OCHs 2836,50
OCHs -C=C- (Aromatico) 1509,57
OCH?H -CHs 1394,02
-OH 3373,24
-C-H (Aromético) 3000,51
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Tabela IV.3 -Caracterizacéo dos compostos 45 e 46 por FT-IR

Composto Atribuigao Bandas no IV (cm™)
C-H (Alifaticos) 2937,14
-C=C- 1572,50
45 C=0 1639,73
o O C=0 (éster) 1729,48
oS C-O (éster) 1279,19
-C=C- (Aromatico) 1508,91
OH -CHs 1385,98
-OH 3325,65
-C-H (Aromaético) 2988,26
C-H (Alifaticos) 2933,41
-C=C- 1577,35
46 C=0 1649,92
O O C=0 (éster) 1723,68
| o ™ C-O (éster 1288,18
-OCHs 2851,41
OH -C=C- (Aromaético) 1517,38
OCHj, -CHs 1380,36
-OH 3378,11
-C-H (Aromatico) 2985,69
£
2
o
£
"
g
=
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Nimero de onda (cm™)
Figura IV.3 -Espetro FT-IR do composto 38
’;*
2
Kol
£
[/}
©
=
4000 3500 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Numero de onda (em™)
Figura IV.4 - Espetro FT-IR do composto 42
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Transmitancia (u.a.)

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Numero de onda (em™)

Figura IV.5 -Espetro FT-IR do composto 45
Anexo V: Dados dos Testes Antioxidantes

Tabela V.1 -Absorvancias medidas para o composto 1

YR PR
[Composto 1, mM]  Abs@eTs'+) AZi(lcgmcr’sm) /?tI:T()an]?:)O

2,37 0,704 0,027 96,16
1,35 0,736 0,266 63,86
0,54 0,693 0,423 38,96
0,14 0,744 0,556 25,27
Composto 1
100.00 ..
9000 - e
€ 8000 T
§ 00 L
L 60.00 @
s e y = 31.615x + 21.287
§ 5000 R?=0.9998
% 40.00 ..... .......
@ 3000 .7
= o
< 2000 IC50=0,91
10.00
0.00
0 0.5 1 1.5 2 25

Concentragdo (mM)

Figura V.1 - Reta de calibragéo para o céalculo do IC50 do composto 1

Tabela V.2 -Absorvancias medidas para o composto 2

[Composto 2, mM]  AbSsrs+ ADbS composto) % Inibicao

(t=10min) (t=10min)
2,70 0,609 0,265 56,49
1,35 0,780 0,531 31,92
0,54 0,662 0,540 18,43
0,14 0,673 0,598 11,14
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Composto 2

100.

00.00 y = 17.65x + 8.6249

90.00 R? = 0.9997
T 80.00
& 70.00 $
& 60.00 IC50=2,34
g 5000 SRR e
S e
g 4000 e
e 3000 e o
T e
£ 2000 o

10.00 | @7

0.00

Concentracédo (mM)

Figura V.2 - Reta de calibragéo para o calculo do IC50 do composto 2

Tabela V.3 - Absorvancias medidas para o composto 3

[Composto 3, MM]  Absers+ AbS(composto) % inibicao

(t=10min) (t=10min)
3,50 0,4914 0,1154 76,53
2,70 0,5125 0,1878 63,37
1,35 0,4836 0,2873 40,59
0,54 0,5135 0,4290 16,47
Composto 3
10000 19.707x + 9.3801
y=19.707x + 9.
90.00 R2=0.9819
= 80.00 o
§ 7000 N T
n 1
£ 60.00 IC50=2,06 |t
g 5000 SRRSO e
2 40.00 o .
© 3000 T
S e
S 20.00 F
10.00
0.00
0 0.5 1 15 2 2.5 3 35

Concentracédo (mM)

Figura V.3 - Reta de calibragdo para o calculo do IC50 do composto 3

Tabela V.4 - Absorvancias medidas para 0 composto 5

[Composto 5, mMM] ADbS(agTs+) AbS(composto) % inibig¢&o

(t=10min) (t=10min)
2,37 0,726 0 100,00
1,35 0,747 0,298 60,11
0,54 0,674 0,422 37,39
0,14 0,683 0,557 18,45
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Composto 5

100.00 .9
90.00 e
80.00 e
7000 LT

6000 y =35.518x + 14.916

5000 R? = 0.9942

40.00 °

3000 . u
2000 | o IC50=0,99

10.00
0.00

10min)

% de inibigao (t

0 0.5 1 15 2 2.5
Concentracédo (mM)

Figura V.4 - Reta de calibragdo para o calculo do IC50 do composto 5

Tabela V.5 - Absorvancias medidas para o composto 8

[Composto 8, mMM]  Abssts+ AbS(composto) % inibicao

(t=10min) (t=10min)
5,00 0,756 0,195 74,21
3,50 0,895 0,427 52,29
1,05 0,742 0,548 26,15
0,11 0,691 0,610 11,72
Composto 8
100.09 12.361x + 11.24
y=12.361x + 11.
90.00 R2 = 0.9954
= 80.00 \L
§ 7000 NV ¢
& 60.00 Ic50=3,14 |
§ 5000 EEERERSEE o .
g 4000
g 30.00 P
8 2000 .
10.00 @
0.00
0 1 2 3 4 5 6

concentragdo (mM)

Figura V.5 - Reta de calibragdo para o calculo do IC50 do composto 8

Tabela V.6 - Absorvancias medidas para o composto 9

[Composto 9, mMM] ADbS(aeTs+) AbS(composto) % inibicao

(t=10min) (t=10min)
5,00 0,654 0,285 56,42
3,50 0,871 0,529 39,27
1,05 0,806 0,640 20,60
0,11 0,796 0,711 10,68
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Composto 9
100.00 y = 9.027x + 9.9401
90.00 R2 = 0.9932
= 80.00
& 70.00
& 60.00 IC50=4,44 e
® 50.00 - WEERRRRRRE e
O et
2 4000 'y
@ 3000 e
© e
£ 2000 . .
10.00 @7
0.00
0 1 2 3 4 5

Concentracédo (mM)

Figura V.6 - Reta de calibragao para o calculo do IC50 do composto 9

Tabela V.7 - Absorvancias medidas para o composto 22

ADbS(composto) %0 inibigdo
(t=10min) (t=10min)

7,50 0,5930 0,4666 21,31

[Composto 22, mM]  AbsSaeTs'+)

Tabela V.8 - Absorvancias medidas para o composto 23

[Composto 23, mM] Abs@ers+) AbS(composto) % inibicao

(t=10min) (t=10min)
7,50 0,4758 0,1025 78,52
5,00 0,5309 0,2248 58,17
2,70 0,4846 0,3300 32,77
1,35 0,4739 0,3840 19,01

Composto 23

100.00° 7y _ g 7823x + 6.6428
90.00 R2 = 0.9953
80.00

70.00

60.00 IC50=4,43
50.00 - EERmRREE LT

4000 e
30.00 :
20.00 o
10.00

0.00

10min)

% de inibicao (t

Concentracédo (mM)

Figura V.7 - Reta de calibragdo para o calculo do IC50 do composto 23
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Tabela V.9 - Absorvancias medidas para o composto 24

[Composto 24, mM]  AbS(asTs+) AbS(composto) % inibigao

(t=10min) (t=10min)
7,50 0,5421 0,1077 80,13
5,00 0,7146 0,2467 65,48
3,50 0,6832 0,2565 54,36
1,35 0,5503 0,3612 47,13

Composto 24

100.00
90.00
= 80.00- ®
E Sann | e
% 004 PO
5 0007 o y = 5.5054x + 37.897
il 50.00 PR R2 =0.9806
2 40.00
o 30.00
L 20.00 IC50=2,20
10.00
0.00
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracédo (mM)
Figura V.8 - Reta de calibragéo para o calculo do IC50 do composto 24
Tabela V.10 - Absorvancias medidas para o composto 38
. ADbS(compostoy % inibicéo
[Composto 38, mM] AbsSaeTs'+) (t=10min) (t=10min)
10,00 0,5818 0,1440 75,24
7,50 0,4774 0,1836 61,54
5,00 0,5276 0,2831 46,34
2,00 0,5823 0,4470 23,23
Composto 38
100.00
90.00 y = 6.4866x + 11.858
= 80.00 R2=0.9933
tE onrn . e °
S 70.00 \l/ .........
L 6000 IC50=5,82 | v
@ 50.00 . ..
< @
2 40.00 -+ T
@ 3000 T
S 2000 ¢
10.00
0.00
0 2 4 6 8 10 12

Concentracédo (mM)

Figura V.9 - Reta de calibragdo para o calculo do IC50 do composto 38
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Tabela V.11 - Absorvancias medidas para o composto 42

[Composto 42, mMM]  AbS(agTs+) AbS(composto) % inibigao

(t=10min) (t=10min)
7,50 0,5662 0,1681 70,31
3,50 0,7127 0,3999 43,89
2,70 0,5303 0,3243 38,84
1,35 0,5472 0,4090 25,26

Composto 42

100007y _ 7 1023x + 17.853

90.00 R? = 0.9906
T 80.00
§ 700 Y ___
4 60.00 1C50=4,53 |
@ 5000 | TR e
S 40.00 e
g 30.00 o
S 20.00

10.00

0.00

0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracédo (mM)

Figura V.10 - Reta de calibragado para o céalculo do IC50 do composto 42

Tabela V.12 - Absorvancias medidas para o composto 45

ADbS(compostoy % inibicéo

[Composto 45, mM]  AbsSaeTs'+) (t=10min) (t=10min)

35,00 0,5462 0,5236 3,85
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