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RESUMO

SUETH-SANTIAGO, Vitor. Avaliacdo da Atividade Toéxica e Investigacdo Sobre os
Provaveis Mecanismos de Acdo de Diarileptanoides Naturais, Seus Derivados e
Analogos Frente ao Trypanosoma cruzi. 2015, 274 p. Tese (Doutorado em Quimica, area de
concentracdo Quimica Orgéanica — Quimica Medicinal). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Este trabalho teve como principal objetivo a caracterizacdo da atividade tripanocida da
curcumina, bem como a sintese diversos derivados estruturalmente analogos a fim de
investigar relacGes entre a estrutura quimica e a atividade biologica. O isolamento da
curcumina da matriz natural foi realizado juntamente com outros dois curcuminoides, que em
conjunto com um terceiro (ciclocurcumina) formou o primeiro conjunto de compostos
submetido a uma triagem bioldgica sobre formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c).
Nesta triagem foi detectado como farmacéforo a subunidade 1,3-dicetona e 0 grupamento
metoxila na posi¢do 3 do anel aromatico. Em seguida, foi sintetizada uma colecdo de
derivados com modificacdes em trés subunidades estruturais da curcumina, os quais foram
submetidos a uma triagem frente ao parasito. Trés dos analogos sintéticos apresentaram
atividade toxica frente ao parasito de maneira superior ao produto natural. Em seguida,
usando informacGes da primeira triagem, procedeu-se para a sintese de analogos
estruturalmente restritos, os quais apresentaram um importante resultado acerca dos aspectos
conformacionais associados ao tamanho do anel utilizado para a restrigdo. Em paralelo foi
sintetizada uma série de derivados estruturalmente originais explorando a potencial relacdo
bioisostérica entre a subunidade 1,3-dicetona e o anel pirimidinico. Apds triagem de todos os
derivados frente a formas epimastigotas de T. cruzi, foi realizado um ensaio de viabilidade
celular onde trés derivados sintéticos demonstraram toxicidade seletiva frente ao parasito nas
concentracgdes testadas: (E) -2- (4-hidrdxi-3-metoxibenzilideno) — 6 - ((E) — 3 - (4 - hidroxi- 3-
-metoxifenil) acriloil) cicloexanona, (2E,6E) -2,6-bis (4 — hidroxi — 3 - metoxibenzilideno)
cicloexanona e 2-cloro-4,4'- ((1E,1'E) — pirimidina - 4,6 - diilbis (eteno - 2,1-diil)) bis (2-
metoxifenol). Estes derivados foram utilizados em um modelo de macrofagos infectados,
onde provaram ser tdxicos tanto para formas tripomastigotas quanto para formas amastigotas
do parasito. Na investigacdo do provavel mecanimo de acdo desta classe de compostos, 0s
parasitos tratados com curcumina foram submetidos a microscopia eletrénica, onde foram
observadas alterages ultraestruturais no parasito que sugerem como alvos a CYP51 e a
tubulina. O ensaio de quantificacdo dos lipidios ndo-saponificaveis da membrana celular de T.
cruzi sugere que nao houve inibicdo de CYP51, ao passo que a citometria de fluxo das
culturas tratadas mostrou um perfil caracteristico de substancias que atuam sobre 0s
microtubulos das células, se ligando a tubulina. Foi entdo construida por modelagem
molecular um modelo de tubulina de T. cruzi onde os curcuminoides naturais ativos foram
ancorados, e as pontuacdes do ancoramento foram coerentes com os valores de Clsg
encontrados.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Quimica Medicinal. Curcumina.



ABSTRACT

SUETH-SANTIAGO, Vitor. Evaluation of cytotoxic activity and investigation towards
possible mechanisms of action of natural diarylheptanoids, derivatives and analogs
against Trypanosoma cruzi. 2015, 274 p. Thesis (PhD in Chemistry, focused in Organic
Chemistry - Medicinal Chemistry). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

This work aimed to characterize the trypanocidal activity of curcumin, as well as
synthesise a set of structurally-related compounds to investigate the relationships between
chemical structure and biological activity (SAR). The isolation of natural curcumin was
carried along with two other natural curcuminoides, which together with a third
(cyclocurcumin) formed the very first set of derivatives subjected to a screening against
epimastigotes forms of T. cruzi (Dm28c strain). This screening pointed out the 1,3-diketone
moiety as well as the methoxyl- group in the position 3 of the aromatic ring as potencial
pharmacophores. Then, a set of synthetic analogues were prepared based on rational changes
on the three structural subunits present in curcumin. These synthetic derivatives were
subjected to the same screening, and three of them showed superior trypanocidal activity
compared to the natural product. Then, taking the informations obtained from this first
screening, the synthesis of constrained analogues were performed which showed an
interesting result based on the ring-size of the derivatives. In parallel, a series of 1,3-
pyrimidine derivatives were prepared, based on potential bioisosteric relationships between
the 1,3-diketone moiety and the 1,3-pyrimidine heterocycle. All the derivatives obtained were
tested against T. cruzi, and those shown trypanocidal activity were submited to a cell viability
assay, where three of the synthetic derivatives demonstrated selective toxicity against the
parasite: (E) — 2 - (4 — hydroxy - 3-methoxybenzylidene) — 6 - ((E) — 3 - (4 — hydroxy — 3 -
methoxyphenyl) acryloyl) cyclohexanone; (2E,6E) - 2,6 — bis (4 — hydroxy — 3 -
methoxybenzylidene) cyclohexanone and 4,4 '- ((1E,1'E) - (2 — chloropyrimidine - 4,6 - diyl)
bis (ethene - 2,1 - diyl)) bis (2 -methoxyphenol). These derivatives were tested in an assay of
infected macrophages, and they prove to be toxic for both parasite forms (trypomastigote and
amastigote). The investigation of the probable mechanism of action started with a
scanning/transmission electronic microscopy of the curcumin-treated parasites in a sublethal
dose. The analysis of ultraestructural changes in parasite treated cells suggested the enzyme
CYP51 as well as tubulin as possible targets for curcumin. The HPLC analysis of the
membrane lipids of treated parasites showed no difference when compared to non treated
control. The flow cytometry analysis showed a characteristic profile similar to those
compounds who binds to tubulin and disrupts microtubules. To improve this hypothesis,
the T. cruzi tubulin was modelled by homology and the curcuminoids were docked at the
literature known curcumin site. The results obtained showed a good correlation between the
best-scored poses obtained from the docking study and the experimental 1Cs, values obtained
from the assays of the natural derivatives against parasite cells.

Key words: Chagas disease. Medicinal Chemistry. Curcumin.
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Figura 63: Esquema reacional da preparacéo dos derivados (52-56) passando pelos derivados
protegidos (66-70). P = Grupo de Protecdo (p-metoxibenzila).

Figura 64: Espectro de RMN H do derivado morfolinico (55) como exemplo representativo
da série pirimidinica inédita (52-56).

Figura 65: Triagem das pirimidinas sintetizadas sobre a forma epimastigota de T. cruzi (cepa
Dm28c). O parasito foi cultivado por 7 dias em meio BHI (Brain Heart Infusion)
suplementado com hemina, &cido folico e 10% de soro fetal bovino a 26 °C. Algumas culturas
foram prontamente tratadas com os controles benzonidazol (1) e curcumina (3), além
derivados indicados pelo numero da estrutura em triplicatas na concentra¢ao de 50 uM. As
formas viaveis foram contadas na cdmara de Neubauer no sétimo dia.Dados representativos
de dois experimentos independentes.

Figura 66: Estruturas dos derivados da curcumina (3) mais ativos dentre os sintetizados no
modelo de atividade tripanocida frente a formas epimastigotas de T. cruzi.

Figura 67: A) Representacdo estrutural tridimensional da cruzaina cristalizada com o
derivado vinil-sulfénico (57). Estrutura depositada no Protein Data Bank sob o codigo 1F2C
(BRINNEN et al, 2000). B) Representagdo esquematica em duas dimensfes do modo de
ligacdo de (57) a cruzaina. C) Estruturas dos derivados inibidores de cruzaina (57) e (58).




Figura 68: Esquema do equilibrio entre a forma oxidada (TS;) e reduzida (T(SH),) da
tripanotiona. O processo de reducdo ocorre com catalise da tripanotiona redutase e 0 processo
de oxidacdo ocorre espontaneamente pela acdo oxidante de espécies reativas de oxigénio
(ROS).

Figura 69: Estruturas dos protétipos inibidores de tripanotiona redutase de T. cruzi
identificados apds publicacdo dos trabalhos de Zhang e Jacoby. (ZHANG et al, 1996;
JACOBY et al, 1996; BONSE et al, 1999; HORVATH, 1997; PRESTI et al, 2015; SOLA et
al, 2015).

Figura 70: Biossintese comparativa de esteroides estruturais de membrana de diferentes
classes de seres vivos. Adaptado de BROWN et al, 1998.

Figura 71: Biossintese do Ergosterol (68) em leveduras (Saccharomyces cerevisiae), a partir
do éxido de esqualeno (adaptado de SUETH-SANTIAGO et al, 2015b).

Figura 72: Estruturas dos substratos preferenciais de CYP51 de fungos (71), T. cruzi (73) e T.
brucei (74).

Figura 73: Acima, estrutura de derivados azélicos ativos em modelos de infec¢do por T.
cruzi. Cetoconazol (70), VNI (75), itraconazol (76) e fluconazol (77). Estrutura cristalogréfica
da CYP51 do T. cruzi com o fluconazol (77) ligado ao sitio catalitico da enzima, depositado
no Protein Data Bank (PDB) sob o cddigo 2WX2 (abaixo, a esquerda). Esquema
bidimensional de interacdo do fluconazol (77) com o sitio catalitico da enzima, gerado pelo
programa LigPlot a partir do mesmo codigo (abaixo, a direita).

Figura 74: Representacdo esquematica do mecanismo de acdo dos compostos azélicos sobre
a sintese de ergosterol (68) e subsequente alteracdo da composicdo e da organizacdo da
membrana celular (SHAPIRO et al, 2011; ABE et al, 2009).

Figura 75: Representacdo esquematica dos protofilamentos formados pela polimerizacéo dos
heterodimeros de o e f tubulina (Adaptado de WESTERMAN et al, 2003).

Figura 76: Representacdo esquematica da dindmica de polimerizacdo/despolimerizacdo de
microtubulos. a) Formacdo do protofilamento com heterodimeros de « e p-tubulina; b)
Formagdo do microtibulo com as regibes (+) e (-); ¢) Relacéo entre os equilibrios de
polimerizacdo e hidrélise do GTP, onde percebe-se (1) a polimerizacdo do microtibulo GTP-
terminal, um intermediario onde as velocidades de hidrdlise e polimerizacdo sdo equivalentes
(2), o micrutdbulo despolimerizando quando a velocidade de hidrolise é superior (3) e 0
salvamento do microtibulo mediante consumo de GTP (4). Adaptado de AKHAMOVA &
STEINMETZ, 2008.

Figura 77: Estrutura dos antitubulinicos benzimidazoélicos ativos em tubulina de leveduras
(78) e nematoides (79, 80) mas inativos frente a tubulina de mamiferos.

Figura 78: Estrutura quimica da colchicina (84) a esquerda e flores de Colchicum autumnale
a direita.



Figura 79: Imagem de Catharanthus roseus (vinca) a esquerda e estrutura dos alcaloides
vimblastina (85) e vincristina (86), bem como seus precursores metabolicos catarantina (87) e
vindolina (88).

Figura 80: A esquerda, epresentacao do sitio de ligagdo do paclitaxel (89) na subunidade S da
tubulina (adaptado de AMOS, 1999). Acima, a direita, estrutura quimica do paclitaxel (89).
Abaixo, a direita, imagem das folhas de Taxus brevifolia var brevifolia.

Figura 81: Estratégia sintética de Ojima e colaboradores para sintese do paclitaxel (89) a
partir do alcaloide natural 10-deacetilbacatina Il (90) e da lactama correspondente (91)
(OJIMA et al, 1992).

Figura 82: Representacdo esquematica das localiza¢Oes relativas dos sitios de ligacdo das
principais classes de antitubulinicos.

Figura 83: Estruturas de alguns dos ligantes dos trés principais sitios de liga¢do da tubulina:
sitio do taxol (vermelho), sitio dos alcaloides da vinca (verde) e sitio da colchicina (azul).

Figura 84: Modelagem molecular da curcumina (3) ligada entre dois heterodimeros de
tubulina (« em laranja, # em verde). Colchicina (84) esta representada em vermelho e a
curcumina (3) em magenta. Adaptado de CHAKRABORTI et al, 2010.

Figura 85: Macrofagos peritoneais obtidos de camundongos BALB/c foram cultivados em
triplicadas na concentracdo de 5 x 10° mL™. As células foram tratadas por 48h com os
derivados indicados na concentragdo de 100uM. A viabilidade celular foi quantificada pelo
método de exclusdo com azul de Trypan. Os resultados sdo representativos de dois
experimentos independentes.

Figura 86: Estruturas dos derivados (33), (37) e (38), que apresentaram consideravel
toxicidade para macrofagos murinos na concentragdo de S0uM.

Figura 87: Formacdo do provavel metabdlito que justifica o perfil citotoxico de (37) frente a
macrofagos peritoneais murinos.

Figura 88: Macrofagos peritoneais murinos foram infectados com formas tripomastigotas de
T. cruzi (cepa Dm28c) na razdo de 5 parasitos/macréfago. Algumas culturas foram tratadas
com os derivados (45), (47) e (50) nas concentracdes indicadas. Apos 9 dias o numero de
parasitos liberados no meio de cultura foi determinado por contagem em camara de Neubauer.
Estes resultados séo representativos de dois experimentos independentes.

Figura 89: Macrofagos peritoneais murinos foram infectados com formas tripomastigotas de
T. cruzi (cepa Dm28c) na razdo de 5 parasitos/macrdofago. Algumas culturas foram tratadas
com os derivados (45), (47) e (50) nas concentragOes indicadas e em todas foi adicionada uma
laminula. Ap6s 7 dias a laminula foi corada com Pandtico e o nimero de parasitos foi
determinado por contagem em lente de imersdo no microscopio Optico. Estes resultados sdo
representativos de dois experimentos independentes.

Figura 90: Macrdfagos peritoneais murinos foram infectados com formas tripomastigotas de
T. cruzi (cepa Dm28c) na razdo de 5 parasitos/macréfago. Algumas culturas foram tratadas
com os derivados (45), (47) e (50) nas concentracfes indicadas e em todas foi adicionada uma



laminula. Apos 7 dias a laminula foi corada Pandtico e a porcentagem de células infectadas
foi determinado por contagem em lente de imersdo no microscopio optico. Estes resultados
séo representativos de dois experimentos independentes.

Figura 91: Microscopia eletrénica de varredura de formas epimastigotas de T. cruzi. Células
ndo-tratadas (A) apresental morfologia alongada usual e superficie celular lisa. Parasitos
tratados com 10,23 uM de curcumina (3) por 24h (B-D) apresentam reducdo do volume
celular (B), bem como corpo celular arredondado com multiplas invaginac6es envolvendo a
por¢do anterior do parasito (C, D). Algumas células apresentaram flagelos mudltiplos e
menores (C, setas). Protusdes flagelares na membrana também foram observados (D, setas).

Figura 92: Microscopia eletronica de varredura de epimastigotas de T. cruzi cultivadas com
11,07 uM de desmetoxi-curcumina (DMC, 4) por 24h (A, B). H& uma aparente diminuigdo do
volume celular e presenca de protusdes por todo o corpo celular (setas).

Figura 93: Microscopia eletrdnica de varredura de epimastigotas de T. cruzi cultivadas por
72h com desmetdxi-curcumina (DMC, 4) na concentragdo de 11,07 uM (A e B) e
bisdesmetoxi-curcumina (BDMC, 5) na concentragdo de 45,33 uM (C e D). Os corpos
celulares dos parasitos apresentam superficies onduladas (A) ou enrugadas (B), além da
reducdo do volume celular (A-D). Grandes protuberancias flagelares foram observadas (D,
seta).

Figura 94: Microscopia eletronica de varredura mostrando formas epimastigotas de T. cruzi
tratadas com curcumina (3) por 48h (A) e microscopia eletronica de transmisséo dos parasitos
tratados por 72h (B-E). Curcumina (3) na concentragido de 10,13 uM induziu a formagio de
protusbes flagelares (A, setas). A haste paraflagelar (B, seta branca) estd parcialmente
desorganizada (B, seta preta). Além da desorganizacdo intraflagelar (C, seta), parasitos
tratados com (3) apresentaram destacamento da membrana flagelar (C, flechas). Essa
desorganizacdo foi observada no flagelo (F) e no limen da bolsa flagelar (D, seta) e pode
estar associada a alteracGes do corpo basal (E, seta preta), que incluem microtubulos ectopicos
(E, seta branca).

Figura 95: Cromatogramas representativos da fracdo lipidica ndo-saponificavel de formas
epimastigotas de T. cruzi, obtidos por CLAE. (A) Controle negativo: epimastigotas cultivadas
sem tratamento. (B) Controle do solvente: epimastigotas tratadas com DMSO 0,2%. (C)
Controle positivo: epimastigotas tratadas com posaconazol a 0,05uM. (D) Epimastigotas
tratadas com curcumina (3) 10uM.

Figura 96: Histogramas de fluorescéncia mostrando o contetdo de DNA nas fases do ciclo
celular (Sub-G1, G1, S e G2) dos parasitos (formas epimastigotas de T. cruzi cepa Dm28c).
A) Controle negativo (DMSO 0,02%). B) Controle positivo (paclitaxel 20uM). C) tratamento
com 100 uM de BDMC (5). D) tratamento com 10 uM de curcumina (3). E) tratamento com
50 uM de (3). F) tratamento com 100 uM de (3). G) tratamento com 10 uM de DMC (4). H)
tratamento com 50 uM de (4). I) tratamento com 100 uM de (4).

Figura 97: Porcentagem de epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) em diferentes fases do
ciclo celular. Culturas foram tratadas com CUR (3) e DMC (4) nas concentracdes de 10, 50 e
100 uM e BDMC (5) na concentragao de 100 uM. Paclitaxel (89) foi utilizado como controle
positivo (20 uM) e DMSO como controle negativo (0,02%). Resultados sdao representados



com a média de triplicatas com desvio-padréo representado pelas barras de erro. Significancia
estatistica relativa ao controle * P <0.05, ** P <0.01 and *** P <0.001.

Figura 98: Sobreposicdo dos melhores modos de ligagdo de curcumina (3, entrada A), DMC
(4, entrada B) e BDMC (5, entrada C) apds ancoramento no “sitio da curcumina” do modelo
de tubulina de T. cruzi. Atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza. Atomos de
carbono em verde: tubulina; amarelo: (3); ciano: (4); magenta: (5). Imagem gerada com
PyMOL, DeLano Scientific LLC.
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INTRODUCAO




Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas

A tripanossomiase americana (ou doenca de Chagas) é a doenca resultante da infeccéo
pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A descoberta do parasito se deu em 1908
por Carlos Chagas (CHAGAS, 1908), sequida da descri¢cdo completa da patologia da doenca
(CHAGAS, 1909) e da descricio de métodos diagnosticos para o que, a época, era
considerado como uma tireoidite parasitaria (CHAGAS, 1910). Essa sequéncia de eventos
torna Carlos Chagas o Unico cientista da histéria da medicina a elucidar por completo os
aspectos de uma doenca infecciosa, e. g. agente etioldgico, vetor, transmissao, hospedeiros e
manifestacdes clinicas (DELAPORTE 1994), sendo esse cenario fomentado pela necessidade
de legitimacdo da capacidade de producdo cientifica brasileira durante a fase oligarquica da
Republica Velha (BARATA, 2000), que tem como um dos eventos-chave a fundacdo do
Instituto Sorolégico Federal (posteriormente denominado Instituto Oswaldo Cruz).

A descoberta de Chagas caracteriza-se pelo raciocinio dedutivo incomum de
identificacdo inicial do agente etiolégico em primatas da regido de Minas Gerais (e ndo da
doenca propriamente dita), seguida da identificacdo do vetor por associacdo a ocorréncia de
recorrentes infestacGes causadas por triatomineos naquela regido (predominantemente insetos
hematofagos como o Triatoma infestans). A observacdo da doenca, que normalmente € 0
primeiro passo na elucidacdo de um processo patoldgico infeccioso, se deu posteriormente
com a observacdo dos protozoarios na corrente sanguinea de individuos em condicdes
sanitarias precarias daquela regido e que apresentavam sintomas letargicos caracteristicos das
doencas parasitarias entdo conhecidas (KROPF & SA, 2009). Esta sequéncia incomum das
etapas de compreensdo da doenca de Chagas € fruto de um processo de estratificagdo social
onde individuos mais pobres, que moravam em casas de pau-a-pique de zonas rurais, estavam
em locais mais vulneraveis as infestacdes de T. infestans. Mesmo com o0 apontamento de
Carlos Chagas no seu discurso de posse como primeiro professor da disciplina de “Medicina
Tropical” (CHAGAS, 1935), onde as doencas ditas tropicais foram analisadas ndo como um
evento nosologico especifico, mas como um dispositivo bioldgico, cultural e econdémico
complexo (KROPF, 2006), a doenga de Chagas se manteve negligenciada e até hoje ndo
possui tratamento medicamentoso que possa levar a sua cura.

Apbs a publicacdo dos primeiros trabalhos sobre a doenca de Chagas nas duas
primeiras décadas do século XX, houve uma serie de campanhas de descrédito contra a
relevancia do trabalho de Carlos Chagas, capitaneadas por membros da Academia Nacional
de Medicina (COURA, 1997), o que minou o interesse de pesquisadores brasileiros na doenca
durante 0s anos seguintes. Entretanto, houve continuacdo dos estudos sobre a doenca de
Chagas por parte de pesquisadores estrangeiros, com destaque para a contribuicdo do
argentino Cecilio Romafia, que auxiliou na classificacdo de vetores, formas de transmissao e
diagndéstico. Romafia descreveu o primeiro sintoma patognoménico associado a doenca de
Chagas, um edema inflamatério bipalpebral unilateral denominado “conjuntivite
esquizotripanosica unilateral”, que passou a ser conhecido como “marca de Romana” por
recomendacédo de Evandro Chagas (médico, filho de Carlos Chagas), como reconhecimento as
contribui¢bes de Cecilio Romaria para o conhecimento acerca da doenga (DIAS, 1997). O
mecanismo de infeccdo vetorial da doenca de Chagas encontra-se descrito na Figura 1.
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Tripomastigotas podem infectar ~dos tecidos infectados
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intracelulares (amastigotas) em
novos sitios de infeccédo.
Manifestacdes clinicas sdo
resultado deste ciclo infectivo.

Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi, o agente causador da doenga de Chagas, mostrando as formas
celulares presentes nos hospedeiros vertebrado e invertebrado. Traduzido de Centers for Disease Control and
Prevention (www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html).

A transmissdo se d& através da picada de um triatominio infectado em um individuo
sadio. Normalmente sdo triatominios pertencentes aos géneros Triatoma, Rhodnius e
Panstrogylus, configurando mais de 140 espécies, das quais 61 sdo endémicas do Brasil
(COSTA & PATERSON, 2012). A picada do barbeiro per si ndo causa transmisséo de formas
viaveis de T. cruzi. Contudo, a fisiologia do triatominio é caracterizada por um aparelho
digestivo relativamente curto, o que faz com que estes insetos defequem no momento da
alimentacéo, e nas fezes estdo as formas infectivas do parasito. O prurido causado pela picada
faz com que ao cogar o local as formas infectivas sejam carreadas para a ferida e ganhem a
corrente sanguinea (ARGOLO et al, 2008), causando a infeccdo. A despeito de a principal
forma de contaminacdo ser a via vetorial, existem outras formas clinicamente relevantes
(Gréfico 1), dentre elas a transfusdo de sangue e transplante de 6rgaos (WENDEL, 2010), via
vertical placentaria ou por amamentacdo (DIAZ-LUJAN et al, 2012) ou menos comumente a
via oral (BENCHIMOL-BARBOSA, 2009)
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Gréfico 1: Forma de transmissdo da doenca de Chagas no Brasil, de 2000 a 2009. N=946. Adaptado de SOUZA,
2010.

Apo6s a infeccdo, a doenca no hospedeiro humano tem duas fases: uma aguda e uma
crbnica. A fase aguda, que ocorre nos primeiros meses apds a infeccdo, é caracterizada por
uma alta carga parasitaria na corrente sanguinea e pode ser assintomética ou ter sintomas
moderados e de pouco valor diagnostico, o que torna dificil a intervencdo medicamentosa
nesta etapa. Quando sintomatica, apresenta aumento do figado e dos linfonodos, exantema,
perda de apetite, um inchaco no local da picada (chagoma) e, em alguns casos, o sinal de
Romafia (REY, 2001). Apés cessada a fase aguda, os individuos infectados passam longos
periodos sem apresentar sintomas, quando entdo existe a observacdo de megacoélon,
megaesofago e quadros de cardiomegalia (mais frequente) em pacientes que evoluirem para a
forma cronica (COURA & BORGES-PEREIRA, 2011).

Aspectos moleculares da infecgéo

Uma vez caracterizada a infeccdo, as formas tripomastigotas na corrente sanguinea sdo
capazes de invadir as células do hospedeiro através da acdo de moléculas de adesdo. Os
mecanismos celulares e moleculares de patogenicidade de T. cruzi sdo extremamente
complexos devido a fatores como grande nimero de cepas diferentes do parasito, diferentes
formas evolutivas presentes no hospedeiro vertebrado (tripomastigota e amastigota),
variedade na origem das formas tripomastigotas infectivas (tripomastigotas metaciclicas,
sanguineas ou celulares) e variedade no tipo de célula a ser infectada (ROMANO et al, 2012).
Contudo, h& elementos comuns que permitem a proposta de mecanismos de infeccéo
envolvendo duas grandes classes de processos: fagociticos e ndo-fagociticos. No processo de
invasdo fagocitica, que é comum em celulas especializadas nesses processos (e. @.
macrofagos) qualquer das formas evolutivas do parasito pode ser internalizada por processos
de fagocitose. AplOs esse processo, formas epimastigotas passam a residir em vacuolos
(denominados vacuolos parasitéforos) e podem ser destruidas (MILDER & KLOETZEL,
1980), caractetizando-a como uma forma ndo-infectiva para as células do hospedeiro. Formas
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amastigotas e tripomastigotas, quando internalizadas, conseguem escapar dos vacuolos
parasitoforos e realizar replicacao (ap0s diferenciacdo de tripomastigota em amastigota, se for
0 caso) no citoplasma da célula do hospedeiro (LEY et al, 1988).

A invasdo de células através de processos ndo-fagociticos pode ocorrer em qualquer
tipo celular (inclusive em células especializadas em fagocitose, como os macréfagos) e
envolve mecanismos mais complexos. Apesar de poder ocorrer com formas amastigotas
(MORTARA, 1991), a forma evolutiva especializada na invasao de células do hospedeiro é a
forma tripomastigota, a qual infecta as células atraves de um mecanismo distinto dos demais.
O processo de infeccdo se inicia no contato entre o parasito e a célula hospedeira, onde
glicoproteinas presentes no glicocalice do T. cruzi (e. g. fibronectina e, principalmente,
mucinas e transialidases, que atuam em conjunto) realizam a adesdo das membranas para
posterior internalizacdo do parasito e infeccéo da célula hospedeira.

Fibronectina ¢ o nome dado a representantes de um conjunto de glicoproteinas de
elevado peso molecular com funcdo de adesdo, podendo ligar a receptores proteicos da
membrana celular (integrinas) ou a matriz extracelular. Ouaissi e colaboradores
demonstraram, em 1986, que a fibronectina interage com formas tripomastigotas de T. cruzi
em receptores especificos que facilitam a adesdo do parasito na célula hospedeira mediante
integrinas (OUAISSI et al, 1986). As integrinas reconhecem a fibronectina devido a
sequéncia de peptideos Arg-Gly-Asp (RUOLAHSTI, 2003) ou Arg-Gly-Asp-Ser (OUAISSI
et al, 1986), embora ndo se conheca a sequéncia que esteja envolvida no reconhecimento da
fibronectina pelo parasito. Entretanto, em infec¢bes crbnicas, existe a deplecdo da
fibronectina na matriz extracelular e a infecgdo continua ocorrendo, 0 que sugere que esta via
ndo seja a unica responsavel pelo processo de invasdo da célula hospedeira por formas
tripomastigotas de T. cruzi (CALVET et al, 2004; CALVET et al, 2012).

As mucinas sdo as glicoproteinas mais abundantes presentes no T. cruzi, e configuram
1% de seu genoma (VILLALTA et al, 2009). Essas glicoproteinas possuem sitios com alta
prevaléncia de residuos de serina (Ser) e treonina (Tre), aminoacidos hidroxilados que podem
formar O-glicosideos com oligossacarideos, tornando a mucina extremamente hidrofilica
(PEREIRA-CHIOCCOLA et al, 2000). A expressdo de diversas mucinas com diferentes sitios
ricos em Ser e Tre tem como principais vantagens a otimizacdo da interacdo entre as
membranas do parasito e da célula hospedeira e uma menor probabilidade de ativacdo de
resposta imune. As mucinas sdo glicoproteinas-chave no processo de invasao do parasito, pois
elas possuem caracteristicas semelhantes as mucinas de mamiferos envolvidas nos processos
de recrutamento de linfécitos (HOLLINGSWORTH & SWANSON, 2007; VILLALTA et al,
2009), o que pode facilitar a interacdo entre as duas células para posterior infeccdo. A
variabilidade estrutural das mucinas também leva em conta a forma evolutiva do parasito; as
mucinas expressas nas formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas (formas presentes
no inseto vetor) sdo mais leves (35-50kDa) e bastante semelhantes entre si (PREVIATO et al,
1994), tendo como principal funcdo a protecdo do parasito frente as proteases presentes no
trato intestinal do vetor (MORTARA et al, 1992). Entretanto, apenas as formas
tripomastigotas metaciclicas possuem capacidade de mediar processos de infeccdo no
hospedeiro (VILLALTA et al, 2009), o que justifica a viruléncia desta forma frente a forma
epimastigota. Mucinas purificadas de formas tripomastigotas metaciclicas séo fundamentais
para o processo de invasdo da célula hospedeira devido a sua capacidade de mobilizacéo de
calcio, um requisito fundamental para o estabelecimento da infec¢do nos primeiros momentos
(MORENO et al, 1994). A importancia desta mucina para a infec¢do da célula é confirmada
pelo fato do tratamento dos parasitos com anticorpos anti-mucina (tanto pela ligacdo do
anticorpo ao oligossacarideo quanto aos aminoacidos do sitio hidrofilico) inibirem o processo
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infeccioso da célula hospedeira (YOSHIDA et al, 1989; RUIZ e al, 1993). Ja as mucinas
isoladas de formas tripomastigotas celulares sdo mais pesadas (60-200 kDa) e possuem um
epitopo especifico contendo &cido sialico, que é fundamental no processo infectivo das células
de mamiferos (SCHENCKMAN et al, 1991). Também é especifico de formas tripomastigotas
celulares a presenca de um &cido graxo insaturado na posicdo sn-22 da subunidade glicerol
(ALMEIDA et al, 2000), o que pode facilitar a liberacdo de citocinas e promover o estado de
cronicidade da doenca (ALMEIDA & GAZZINELLI, 2001).

As mucinas de T. cruzi trabalham em conjunto com outra classe de macromoléculas
igualmente importantes para o processo de invasdo celular, denominadas trans-sialidases
(BUSCHIAZZO et al, 2012). Nas formas tripomastigotas, a trans-sialidase esta ancorada
como uma proteina ndo-integral de membrana ao glicosil-fosfatidil-inositol (AGUSTI et al,
1997). Estas enzimas tem a capacidade de realizar a sializacdo da mucina (GIORGI &
LEDERKREMER 2011), atraveés da transferéncia de é&cido sidlico da membrana do
hospedeiro para uma f—galactopiranose presente no sitio hidrofilico glicosilado da mucina do
parasito (Figura 2), haja visto que as formas tripomastigotas de T. cruzi sdo incapazes de
sintetizar &cido sialico. Desta maneira, usando um carboidrato da membrana do hospedeiro
(que esta envolvido em processos de reconhecimento celular entre suas proprias células), o
parasito consegue realizar o processo invasivo ndo-fagocitico sem que haja ativacdo de
resposta imunoldgica (PEREIRA-CHIOCCOLA et al, 2000).

HO
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Figura 2: Transferéncia de acido sialico de uma glicoproteina do hospedeiro para uma p-—galactopiranose do
parasito. A transferéncia ocorre especificamente na posi¢do 3 do aclcar terminal do oligossacarideo onde esta
ligado. Adaptado de GIORGI & LEDERKREMER, 2011.

Uma vez aderidos & membrana da celula a ser invadida, o parasito realiza o processo
de internalizacdo. Em células ndo-fagociticas ndo ha formacdo de pseudopodos para
invaginagdo do parasita. Essa hipoOtese é confirmada pelo fato de a infecgdo ocorrer,
normalmente, apds adicdo de citocalasina D ao meio de cultura. Citocalasina D é um inibidor

2 «gn”, stereoespecific numbered, corresponde a uma nomenclatura usual de triacilgliceréis, que neste caso

corresponde ao carbono 2 da subunidade glicerol.



da polimerizacao dos filamentos de actina, que sdo essenciais para o processo de fagocitose, e
é altamente eficiente para inibir a internalizagdo de microrganismos que langam mao de
mecanismos fagociticos de invasao celular (TARDIEUX et al, 1992; FALKOW et al, 1992).
A inexisténcia de um processo fagocitico de internalizagdo tem como primeiro
questionamento a origem da membrana que formara o vacutolo parasitoforo que ira comportar
0 parasito dentro da célula em um primeiro momento. Essa resposta veio com o trabalho de
Tardieux e colaboradores, que mostrou a participacdo de lisossomos no processo infectivo,
através do seu recrutamento para o local de ancoramento do parasito na membrana e posterior
internalizacdo do parasito em vacuolos formados pela subversdo de uma maneira calcio-
dependente do processo de exocitose de lisossomos (TARDIEUX et al, 1992; ANDREWS,
1995). O meio acido formado no vacuolo parasitoforo, que tem a principal funcdo de
promover a digestdo do seu contelido, é necessario para que 0 parasito possa entdo expressar
um peptideo formador de poros denominado TcTOX, que atua de forma andloga ao
componente C-9 do sistema-complemento humano (ANDREOLI et al, 2006). TcTOX é
ativado em meio acido e visa destruir a membrana desse vactolo, permitindo a saida do
parasito para o citoplasma da célula, alem de ser um fator importante na diferencia¢do da
forma amastigota para a forma tripomastigotas (LEY et al, 1990). Uma releitura deste modelo
foi proposta por Romano e colaboradores, e sugere que a presenca desses lisossomos esta
intimamente ligada a ativacdo de sinalizacdes relacionadas a autofagia, devido a presenca de
proteinas normalmente encontradas em autofagolisossomos estarem presentes na membrana
do vacuolo parasitéforo (ROMANO et al, 2009)

Alguns anos apds a proposta deste modelo, denominado lisossomo-dependente,
Woolsey e colaboradores propuseram uma nova forma de invasdo das formas tripomastigotas
em células ndo fagociticas. Em seu trabalho, foi proposto que a entrada do parasito se da pela
formagdo de um vacuolo inicial, rico em fosfatidil-inositol-trifosfato, fosfatidil-inositol-3,4-
bifosfato e isento de lisossomos (WOOLSEY et al, 2003). O vacuolo formado € entdo
envolvido por endossomos (devido a presenca do antigeno de endossomo precoce 1, EEA-1,
em sua membrana) para posterior apresentacdo aos lisossomos. Este modo de invasdo
provavelmente ocorre nos primeiros minutos da interacdo parasito-hospedeiro, e €
independente do modelo proposto por Tardieux (TARDIEUX et al, 1992) que ocorre em um
periodo de tempo posterior. A representacdo esquematica destas duas formas independentes
de invasdo esta retratada na Figura 3.
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fagocitica. Via . invasdo lisossomo-dependente. Via Il: invasdo lisossomo-independente. adaptada de
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Apés a saida da célula hospedeira sob a forma de tripomastigota celular, o parasito ndo
tem capacidade de sobreviver indefinidamente na luz dos vasos sanguineos (REY, 2011), pois
eles ndo infectam hemacias e ndo sdo formas replicativas. Sendo assim, uma vez na corrente
sanguinea, as formas tripomastigotas podem, eventualmente, retornar ao hospedeiro
invertebrado caso este se alimente do sangue do mamifero infectado. Neste caso, os parasitos
ingeridos tendem a se diferenciar em formas epimastigotas que se reproduzem por divisao
binaria no lumen do intestino do inseto. Ao tomar a porcdo distal do trato intestinal, esses
epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, que sao eliminados nas fezes e
podem infectar um individuo sadio. Se as formas tripomastigotas celulares ndo forem
ingeridas por um vetor, elas tendem a se disseminar, atravessando a barreira endotelial do
sistema circulatério do hospedeiro vertebrado, (ZINGALES & COLLI, 1995) e infectam
células de 6rgdos como coracao, esdfago e colon, gerando danos irreversiveis a longo prazo
nestes 6rgdos e comprometendo a saude e a produtividade dos individuos portadores da
doenca de Chagas.

Impacto socioeconémico da doenca de Chagas

A lesdo em 0rgaos vitais como 0 coracdo compromete muito a capacidade produtiva
de uma populagdo de individuos e reflete nas suas condi¢cGes econdmicas e sociais. Essa
abordagem é atualmente utilizada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), através de um
indicativo moderno para afericdo do impacto econdémico das doencas sobre determinadas
regibes, atraves de uma grandeza denominada DALY (sigla correspondente a expressdo em
inglés Disability-Adjusted Life Year), que corresponde ao ndmero de anos produtivos
perdidos por morte ou incapacidade decorrente de uma doenca em uma determinada
populacdo (OMS, 2002). Este indicador tem a vantagem de somar dois indicadores
complementares: mortalidade, medida pelo nimero de anos perdidos em decorréncia de morte
prematura (Years of Life Lost, YLL) e um novo pardmetro, anos vividos com incapacidade de
producdo econdmica (Years Lived with Disability, YLD), sendo este ultimo indicador
relacionado também aos aspectos de oneracdo dos sistemas de previdéncia em decorréncia de
aposentadorias precoces (OMS, 2015). YLL sdo calculados pelo produto entre 0 nimero de
mortes pela expectativa de vida daquele determinado grupo de individuos; YLD pode ser
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calculado pelo produto entre o numero de casos, a duracdo da doenca (parametro
particularmente relevante em doengas cronicas) e uma constante para cada doenca (DW) que
varia em funcdo da severidade da incapacitacdo causada, variando de zero (saudavel) a um
(morto). Dessa forma,

DALY =YLL + YLD
YLL=NXxL
YLD=IxDWxL’

Onde: N = numero de mortes, L = expectativa de vida, 1= ndmero de individuos
doentes, DW = disability weight, L’= periodo de duracdo da doenga. A Tabela 1 abaixo
mostra o impacto de diversas doencas negligenciadas sobre a economia de determinadas
regides.

Tabela 1. Nimero estimado de DALY (x1000) por causa e por regido (excluindo-se a
Europa)?!, 2004.

Doenca Mundo? | Regido (critério da OMS)
Negligenciada Africa | Américas | Leste do Sudeste | Oeste do
Mediterraneo Qa Pacifico
Asia
Doenca do Sono 1673 1609 |0 62 0 0
Doenca de Chagas | 430 0 426 0 0 0
Esquistossomose 1707 1502 |46 145 0 13
Leishmaniose 1974 328 45 281 1264 51
Filariose 5941 2263 10 75 3525 65
Oncocercose 389 375 1 11 0 0
Hanseniase 194 25 16 22 118 13
Dengue 670 9 73 28 391 169
Tracoma 1334 601 15 208 88 419
Ascaridiase 1851 915 60 162 404 308
Tricuriase 1012 236 73 61 372 269
Ancilostomose? 1092 377 20 43 286 364

1 Fonte: The global burden of disease: 2004 update. Geneva, World Health Organization, (OMS, 2008)
2 Como a Europa foi omitida, o somatério das regides ndo sera igual ao valor global.
3 Helmintiases transmitidas pelo solo.

Fazendo um recorte para a América Latina (Figura 4), observa-se que as regides onde
ha infeccdo humana pelo T. cruzi sdo aquelas onde a populacdo € tradicionalmente mais
pobre, como por exemplo paises como Panama, Costa Rica, Bolivia e Venezuela e regides
interioranas como o Nordeste do Brasil e 0 Norte da Argentina (REITHINGER et al, 2011).
Nessas regifes da América Latina é estimada a perda de 752.000 dias de trabalho por ano em
decorréncia de mortes prematuras de pessoas com doencga de Chagas. Também sdo perdidos
US$1.2 bilhdes por ano nos paises latino americanos, sendo pelo menos US$ 5.6 milhdes no
Brasil (CONTEH et al, 2010). Essa perda financeira, se considerada pertencente
majoritariamente a um grupo de pessoas, torna a discussdo sobre a doenca de Chagas ainda
mais complexa, pois a mesma deixa de ser apenas uma consequéncia e passa também a ser
vista como agente mantenedor da pobreza em determinadas regides, pela diminuicdo da
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capacidade produtiva, e consequente diminui¢do do movimento de capital de um determinado
grupo (HOTEZ et al, 2006).

Figura 4: Regides de prevaléncia da doenca de Chagas na América Latina. Regides coloridas em marrom
representam os principais locais onde ocorre transmissdo vetorial da doenca de Chagas (REITHINGER et al,
2011).

Farmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas

A prevaléncia da doenca nessas regides se mantém ao longo dos anos pelo fato de
haver pouco interesse das grandes companhias farmacéuticas em desenvolver farmacos para o
tratamento da doenca de Chagas, visto que apesar da demanda, seu mercado consumidor
carece de recursos para manutencdo do tratamento. Nesse panorama, apenas dois farmacos
sdo utilizados para o tratamento da doenca de Chagas, os derivados heterociclicos
benzonidazol (1) e nifurtimox (2), Figura 5, sendo que nenhum deles é eficaz na fase crénica
da doenga.

Figura 5: Estruturas do benzonidazol (1) e do nifurtimox (2).

O Nifurtimox (2) é um 5-nitrofurano comercializado sob o nome de Lampit®, e foi
descrito como uma alternativa promissora para o tratamento da doenca de Chagas. Este
farmaco, desenvolvido pela Bayer® sob o nome de Bay 2502, demonstra eficiéncia no
tratamento da doenca do sono (ou tripanossomiase africana), causada por um
tripanossomatideo denominado Trypanosoma brucei (PEPIN et al, 1989), e no ano de 1969



rendeu um conjunto de 11 publicacdes® no Boletin Chileno de Parasitologia, nas quais foram
descritas evolugdes clinicas de pacientes portadores da doenca, bem como suas propriedades
bioldgicas in vivo (BOCK et al, 1969). Apesar do nifurtimox ainda fazer parte da relacdo de
medicamentos essenciais a saude (OMS, 2013), sua distribuicdo foi descontinuada devido a
baixa eficacia na fase cronica e aos severos efeitos adversos, como problemas
gastrointestinais, disturbios no sistema nervoso central e neuropatia periférica (COURA &
DECASTRO, 2002). Seu mecanismo de acdo (Figura 6) envolve a participacdo de
nitrorredutases tipo | e 11, presentes no parasito.

* Publicac@es resultantes da busca do termo-chave “Bay 2502” no modo TITLE-ABS-KEY da base de dados
Scopus <www.scopus.com>. Busca realizada em 14/06/2015
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Figura 6: Nifurtimox (2) como gerador de espécies reativas de oxigénio (ROS, em vermelho). Adaptado de
BOIANI et al, 2010; VIODE et al, 1999 e PATTERSON & WYLLIE, 2014.

Nitrorredutases tipo Il realizam a transferéncia de um elétron, convertendo o
nitrofurano (2) no nitrodnion-radical correspondente, que converte o oxigénio molecular no
anion-radical superoxido. Esta espécie reativa de oxigénio (ROS) formada é substrato da
enzima superoxido-dismutase (SOD), que desproporciona o superéxido em oxigénio
molecular e peréxido de hidrogénio (outra ROS). Perdxido de hidrogénio é convertido em
agua pela oxidacdo da tripanotiona em sua forma reduzida (T(SH)), processo que é revertido
pela acdo da enzima tripanotiona redutase (TR). H,O, também pode oxidar o ion ferroso de
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sistemas microssomais, através da classica reacdo de Haber-Weiss, para formar radicais
hidroxil, nocivos ao parasito (BOIANI et al, 2010; HABER & WEISS, 1932).

Através da acdo das nitrorredutases tipo I, existe a transferéncia de dois elétrons
(fornecidos por NADH), onde o nitrofurano (2) é reduzido diretamente ao derivado nitroso,
que é sequencialmente reduzido a um intermediario do tipo N-furan-2-il-hidroxilamina, que
sofre abertura de anel apo6s perda de agua, gerando uma nitrila insaturada, a qual pode ser
reduzida novamente ao derivado saturado correspondente (PATTERSON & WYLLIE, 2014).
A nitrila insaturada formada € igualmente tdxica para o parasito e para a célula hospedeira,
devido a presenca de um aceptor de Michael que pode se ligar irreversivelmente a
bionucleofilos do hospedeiro ou do parasito (BARREIRO & FRAGA, 2008). Apesar da
atividade relevante sobre formas intracelulares do parasito, o nifurtimox (2) ndo é mais
comercializado no Brasil devido ao aparecimento de inimeras cepas resistentes (COURA &
DECASTRO, 2002) e dos expressivos efeitos genotdxicos (OHNISHI et al, 1980) causados
pelos metabolitos provenientes da abertura do anel nitrofuranico (NAGEL, 1987).

O benzonidazol (1), um 2-nitroimidazol, é o farmaco de primeira escolha para o
tratamento de pacientes infectados por T. cruzi, comercializado pela Roche® com o nome de
Rochagan® no Brasil. Os direitos de producéo e comercializacdo deste farmaco foram cedidos
ao governo brasileiro em 2003*, sendo atualmente produzido, unicamente em todo o mundo,
pelo Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernanbuco (LAFEPE, 2007).Apesar de também
ser um derivado nitro-aromatico, o0 mecanismo de a¢do do benzonidazol (1) se diferencia do
mecanismo proposto para o nifurtimox (2), pois sua subunidade 2-nitroimidazol possui um
potencial eletroquimico menor para a reducdo do que o 5-nitrofurano. Sendo assim, a
concentracdo de anions-radical superoxido formada € suficientemente baixa para que o
parasito realize a detoxificacdo por si proprio (DOCAMPO, 1990). O que pode justificar a
toxicidade seletiva do benzonidazol (1) € a transferéncia de um elétron para o nitro-aril, que
desproporciona (MAYA et al, 2003), gerando novamente um nitroimidazol e um
nitrosoimidazol, o qual se liga de forma irreversivel tripanotiona, que é um cofator essencial
para a viabilidade do T. cruzi (MITSCHER et al, 2012). Acreditava-se que essa reagdo ocorria
através do grupamento nitroso, mas o trabalho de Trochine e colaboradores mostrou que 0s
adutos podem ser formados através de uma substituicdo eletrofilica aromatica na posi¢do 4 do
anel imidazol (TROCHINE et al, 2014). Um outro possivel mecanismo de acdo € proposto
por Patterson, onde o benzonidazol é convertido a uma N-aril-hidroxilamina, tal qual ocorre
com o nifurtimox (2). Em seguida, ha uma série de rea¢fes ndo-enzimaticas, que culminam na
formacdo de um metabdlito contendo uma subunidade guanidina e uma molécula de glioxal,
que possui propriedades citotdxicas capazes de explicar a atividade tripanocida do
benznidazol (1). Estes possiveis mecanismos estao representados na Figura 7.

* Informagdo disponivel em
http://www.roche.com/sustainability/for_patients/access_to_healthcare/delivering_innovation.htm, Acesso
realizado em 11/06/2015.
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Figura 7: Benzonidazol (1) convertido aos metabélitos nitroso e N-aril-hidroxilamina, o qual pode ser convertido
enzimaticamente ao derivado reduzido 2-aminoimidazol correspondente ou ao ion nitrénio, que espontaneamente
é di-hidroxilado para formar um intermediério que estabelece equilibrio gerando uma molécula de glioxal e um

derivado guanidinico. Adaptado de PATTERSON & WYLLIE, 2014 e TROCHINE et al, 2014.

Contudo, nifurtimox e benzonidazol séo ativos apenas na fase aguda da doenca de
Chagas, que normalmente € assintomatica e de curta duracdo. Na fase cronica, a relacdo custo
X beneficio inviabiliza o tratamento adequado, pois a longa administracdo destes

nitroderivados acarreta no desenvolvimento de severos efeitos adversos sobre 0s pacientes.
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OBJETIVOS
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O objetivo deste trabalho envolveu a realizacdo de estudos sobre a atividade do
diarileptandide natural, curcumina (3, Figura 8) sobre o protozoario Trypanosoma cruzi, bem
como a preparacdo de analogos estruturais deste produto natural. Os compostos obtidos foram
submetidos a uma triagem frente a diferentes formas evolutivas do parasito e também
linhagens celulares do hospedeiro, buscando o(s) derivado(s) mais ativo(s) e seletivo(s), que
tera(do) seu(s) mecanismo(s) de acdo caracterizado(s), numa etapa final do trabalho.

Visando organizar os resultados obtidos de forma mais sistematica, esta tese foi escrita
em trés capitulos, resumidos a seguir:

- No Capitulo | encontra-se descrita a caracterizacdo da curcumina (3) como
composto-prototipo para a sintese de moléculas potencialmente Gteis para o tratamento da
doenca de Chagas, bem como seu isolamento (Juntamente com outros curcuminoides
minoritarios) a partir da matriz comercial, sintese em laboratério e determinacdo da sua
toxicidade seletiva frente a cepa Dm28c de T. cruzi.

- No Capitulo Il esta descrito o planejamento e a sintese de uma série de compostos,
estruturalmente analogos a curcumina (3), bem como discussfes acerca do planejamento
racional de cada molécula, utilizando ferramentas classicas da Quimica Medicinal, além das
triagens que permitiram selecionar os diarileptanoides otimizados,

- No Capitulo Il estdo descritos e discutidos os métodos de avaliacdo bioldgica e
modelagem molecular que permitiram investigar os provaveis mecanismos de acéo
tripanocida, além da caracterizacdo da tubulina como alvo potencial da curcumina (3) sobre o
parasito.

Curcumina (3)

Figura 8: Estrutura da curcumina (3)
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CAPITULO I

Caracterizacao da atividade tripanocida
da curcumina e outros curcuminoides
naturais.
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Curcuma longa (Figura 9) é um arbusto perene, endémico da India, havendo registros
de sua utilizacdo desde o século | AEC, embora haja referéncias a planta em manuscritos
gregos do século IV AEC. Esta espécie desenvolveu relacdo com a expansdo da civilizagéo,
sendo hoje encontrada apenas em regifes de cultivo humano, sem relato de espécimes
crescendo em locais selvagens (DALBY, 2000). A parte do vegetal com maior utilizacdo é o
rizoma (Figura 9, b), que pode ser consumido fresco ou seco. Para fins de conservacgéo, esse
rizoma é desidratado e moido, gerando um pd6 de coloracdo dourada denominado turmérico
(Figura 9, c¢). A utilizacdo do turmérico remete as primeiras descri¢des de C. longa, e
historicamente tem aplicacdo na culinaria, medicina e religido (SUETH-SANTIAGO et al,
2015a).

Figura 9: Espécime de Curcuma longa com inflorescéncia (a); Rizomas frescos (b); Turmérico: rizomas secos e
moidos (c¢) (Imagens gentilmente cedidas por Neide Rigo; http://come-se.blogspot.com.br/)

A utilizacdo de plantas medicinais como agentes terapéuticos remete a Antiguidade, e
possui aplicacdo até os dias atuais. Apesar dessa extensa aplicacdo (primariamente baseadas
em observacdes empiricas), a utilizacdo desses principios ativos como substancias quimicas
isoladas, purificadas e caracterizadas s6 ocorreu a partir do século XIX (LIANG & FANG,
2006). Desde entdo, a participacdo de produtos naturais no escopo das substancias bioativas
que se tornam farmacos € marcante, através do isolamento direto da matriz natural, ou através
da obtencéo por sintese total ou semissintese, ou ainda pela utilizacdo dos padrdes estruturais
presentes nas substancias de origem natural como inspiracdo para o planejamento de novos
farmacos (NEWMAN & CRAGG, 2012). Dessa forma, os produtos naturais apresentam-se
como importante recurso na busca de novas substancias com atividades bioldgicas relevantes.

O turmérico, também conhecido na culindria como curry spice, € um dos temperos
mais utilizados, especialmente na regido continental da india. E consumido principalmente na
forma de pd seco, utilizado para coloracdo alimenticia, devido a sua forte coloragdo amarela,
associada a efeitos terapéuticos e dietéticos (SONY et al, 2014). Ha registros de atividades
bioldgicas devidas ao consumo do turmérico, como anti-inflamatério, antimicrobiano,
cicatrizante e digestivo. Além disso, o turmérico apresenta efeito potencial em diferentes
enfermidades, como a doenca de Alzheimer, doencas parasitarias e em alguns tipos de
canceres (CHAKRABORTY & SENGUPTA, 2014). A composigdo quimica do turmérico é
bastante variada, tendo como principal classe de compostos 0s curcuminoides, componentes
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majoritarios da fracdo ndo-volatil. Estes ocorrem em maior proporcao nos rizomas da planta,
com destaque para curcumina (3, CUR), desmetoxicurcumina (4, DMC) e
bisdesmetoxicurcumina (5, BDMC), além de curcuminoides minoritarios (Figura 10). A
fracdo volatil é composta por terpenos, presentes no 6leo essencial de diferentes partes do
vegetal (Tabela 2).

O OH O

L3 o pana sl
I Wl C
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HO OH

R1=OCH3; R2=OCH3 (3)
R,=OCH; Ry=H (4)

R;=H; Ry=H (5) Q
R1=H; Ry=OH (6) O NNINF O
R4=OCHj; R,=OH (7)
reTe HO (14) OH
HsCO
HO
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R»]:H; R2=H (9) H3CO AN =
R,=OCHa;: Ry=H (10) O O
R=H; R,=OCHj; (11) HO (16) OH

R1=OCH3; R2=OCH3 (12)

Figura 10. Estruturas de alguns curcuminoides, obtidos dos rizomas de C. longa (LI et al, 2009) .

18



Tabela 2. Estrutura e concentracao dos principais componentes volateis dos 6leos essenciais
de diferentes partes de C. longa (PARTHASATHY et al, 2008)

Concentracéo (%)

Componente Estrutura Folha | Flor | Raiz | Rizoma

o-Felandreno (17) 3 32,6 - 0,1 |01

3

Turmerona (18) 0,1 1,2 |46,8 | 311
Curlona (19) 0,9 10 |- 10,0

CH
H3CA< —
CH
CH,
HsC” “CH;
o)
{Q\

Curcufenol (20) CH; OH 0,2 03 |06 |106
H3;C™ “CHj
Terpineol (21) CHs 0,8 260 |15 |03
HsC CI%H
Linalol (22) HsC_ OH 260 |74 |01 |03
|
|
H3;C~ “CH,4

A curcumina (3) € o componente majoritario dos rizomas de C. longa, sendo
responsavel por cerca de 2% do peso seco dos rizomas. Atualmente a curcumina (3) pode ser
obtida comercialmente como uma mistura de trés componentes: curcumina (~77%);
desmetoxicurcumina (~17%); e bisdesmetoxicurcumina (~3%) (GOEL et al, 2008). Na india
pode-se encontrar esta mistura de curcuminoides na forma de capsulas, pomadas, unguentos,
cremes e curativos para aplicagdo topica, misturada ou ndo com outros componentes.
Contudo, a principal utilizacdo destas substancias ao redor do mundo € na culinéria, como
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componentes do acafrdo-da-india. O tipo de efeito apresentado por (3) depende, em parte, da
via de administracdo (PRASAD et al, 2014). Até o momento, nenhum estudo realizado em
animais ou homens relatou toxicidade com relag¢do ao uso da curcumina, mesmo quando ela é
utilizada em doses até 12 g ao dia. Apesar disso, alguns efeitos adversos relatados em alguns
estudos foram atribuidos a curcumina, como supressdo da agregacao plaquetaria, surgimento
de dermatites de contato e urticaria (GOEL et al, 2008).

A curcumina (3) apresenta em sua estrutura duas subunidades aril espacadas por sete
atomos de carbono, ou seja, um diarileptanoide. Um farmaco que possui estrutura
diarileptanoide similar a curcumina é a pentamidina (23, Figura 11), que é utilizada como
farmaco no tratamento de leishmaniose e da doenca do sono, causadas pelos
tripanossomatideos Leishmania amazonensis e Trypanosoma brucei, respectivamente. A
pentamidina (23) também é ativa contra formas amastigotas de T. cruzi (cepa Tulahuen)
apresentando o valor de Clsg de 7,1uM (LIU et al, 2014).

O~ 0©
H3CO x - OCH;
HNY©/ ’3 \©YNH — O O
(23) HO @3) OH
NH, NH,

Figura 11: Similaridade estrutural entre o fArmaco pentamidina (23) e o produto natural curcumina (3), ambos
possuindo arcabougo molecular diarileptanoide (Cg-C;-Cy).

A curcumina (3) pode ser isolada do rizoma pulverizado de C. longa, através de
diversos métodos. O mais simples envolve a extracdo do diarileptanoide com metanol ou
cloroférmio, com filtragdo e posterior recristalizacdo (Figura 12)

Rizomas
desidratados

Rizomas
frescos

-o ®

@9 ©059)

Turmérico

Figura 12: Fluxograma esquematico mostrando o isolamento da curcumina (3) a partir de C. longa. Adaptado de
GOEL et al, 2008.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento e caracterizagéo dos curcuminoides naturais

A curcumina (3) ja foi estudada como quimioterapico antiparasitario contra
Leishmania amazonensis por nosso grupo de pesquisa (GOMES et al, 2002); contra
Plasmodium falciparum (CUI et al, 2007); Leishmania major (RASMUSSEN et al, 2000);
Trypanosoma brucei (CHANGTAM et al, 2010); além de Schistosoma mansoni (ALLAM,
2009). Entretanto, ndo ha relatos de trabalhos que caracterizem a atividade tripanocida de (3)
sobre T. cruzi.

No ambito do desenvolvimento de novos farmacos com potencial aplicacdo em
quimioterapia deve-se considerar a seletividade de suas atividades entre as células do
hospedeiro e as células que causam a doenca (sejam parasitas ou células tumorais). A
curcumina (3) €, a priori, pouco nociva ao organismo humano, uma vez que esta presente em
guantidade consideravel na alimentacdo. Dessa forma, pode-se pressupor uma administracdo
relativamente segura dessa substancia. Associando essa informacdo ao fato de a curcumina (3)
ja ter apresentado atividade frente a uma série de outros protozoarios, como Leishmania e T.
brucei, faz sentido verificar se esta pode ser um potencial protétipo para o desenvolvimento
de substancias com atividade tripanocida.

Contudo, o produto obtido comercialmente (Aldrich®) consiste em uma mistura de
curcuminoides anélogos (Figura 13), os quais foram isolados e purificados por recristalizagdo
e cromatografia em coluna empacotada com silica e caracterizados por técnicas de
infravermelho, espectrometria de massas de alta resolucéo e ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono-13. Cabe ressaltar que nos trabalhos anteriormente citados, somente a
curcumina (3) foi avaliada quanto a sua acdo antiparasitaria, ficando de lado os demais
diarileptandides minoritarios. Em nossa avaliacdo, devido ao perfil estrutural apresentado
pelos mesmos, torna-se extremamente relevante a avaliacdo do conjunto de diarileptanddes
presentes na matriz natural, para um estudo de REA (relacdo estrutura-atividade) que possa
fornecer subsidios para o planejamento de modificacOes estruturais e sintese de analogos.

¢ (80%)
oMC  (16%) <c
BOMC  (4%)

essssses Mixture of

curcuminoids

Figura 13: Analises de CCD e CLAE da curcumina comercial. A) CCD usando hexano/acetato de etila 50%
como eluente. B) CCD usando metanol/diclorometano 2% como eluente. C) CLAE em fase reversa em coluna
C18 utilizando acetonitrila e 4gua como eluentes.

A observacdo mostrada na Figura 13 é extremamente importante, pois ha diversos
trabalhos na literatura que utilizam a curcumina comercial diretamente nos ensaios biologicos,
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0 que pode gerar resultados de confiabilidade duvidosa. A curcumina (3) isolada por
recristalizacdo foi caracterizada por técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de
hidrogénio (RMN ®H) e carbono-13 (DEPTQ), além de espectrometria de massas de alta
resolugdo. A fim de tornar a atribuigdo dos sinais de RMN menos casuistica, foi realizado um
experimento de HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), que esta representado
abaixo, na Figura 14, bem como os assinalamentos dos atomos de hidrogénio e carbono
(Tabela 3).

| |
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B —
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Figura 14. Espectro de HSQC da curcumina (3) em DMSO-dg. a 500 MHz.
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos relacionados aos atomos de carbono (C) e hidrogénio (H)

nos espectros de RMN de 'H e 13C da curcumina (3)

H o (ppm) | m | Integracdo | J (Hz) C o (ppm) |m
1 6,08 S 1 - 1 101,37 CH
3 6,78 d 2 15 2 183,71 C
4 7,57 d 2 15 3 123,64 CH
6 7,35 S 2 - 4 141,22 CH
9 6,85 d |2 10 S 126,82 C
10 7,18 d 2 10 6 111,79 CH
Ar-OH 9,70 S 2 - 7 148,48 C
Ar-OCH; | 3,86 S 6 - 8 149,84 C

9 116,19 CH

10 121,57 CH

Ar-OCHs; | 56,16 CHs

Nas condi¢cdes em que o experimento de RMN foi realizado (solucdo em DMSO-d6,
temperatura ambiente), a forma 1,3-dicetdnica ndo é detectada, ja que nos espectros de RMN
de *C n3o é observado nenhum sinal referente ao metileno « as carbonilas, e sim um metino
com deslocamento quimico em ¢ 101,08 ppm (TONNESEN et al, 1995). No espectro de
RMN de 'H aparece um simpleto com integracdo para um hidrogénio em ¢ 6,07 ppm € o
espectro de HSQC mostra 0 acoplamento entre esses dois sinais. Entretanto, mesmo com a
presenca do enol comprometendo a simetria da curcumina (eixo C2), todos 0s outros sinais se
mantém inalterados, o que sugere equivaléncia quimica entre a carbonila e o carbono do enol.
O espectro de RMN *H também permite elucidar inequivocamente a geometria das ligacoes
duplas, devido a constante de acoplamento dos hidrogénios olefinicos (J = 15 Hz, ligagdo
dupla de geometria E). A ressonancia presente no sistema também gera uma diferenca
significativa nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios olefinicos (H3 e H4). Como visto
no espectro de HSQC, H4 encontra-se mais desblindado (6 7,57 ppm), se comparado ao H3 «a
a carbonila (¢ 6,78 ppm). Isso pode ser explicado em funcdo das estruturas de ressonancia da
carbonila o, -insaturada, que torna a posi¢do 4 mais eletrofilica (um aceptor de Michael).

O equilibrio tautomérico da curcumina (Figura 15) é sabidamente deslocado para a
formagéo do enol na maioria dos casos. Todavia, a presenca da subunidade 1,3-dicet6nica é
de fundamental importancia para grande parte das suas propriedades. A forma endlica € mais
estavel, devido ndo apenas a presenca de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular, como
também devido a planaridade, que permite uma melhor sobreposi¢cdo dos orbitais z e,
consequentemente, uma melhor conjugacdo eletrbnica. A forma 1,3-dicetbnica apresenta
como conférmero mais estavel aquele com as carbonilas orientadas em dire¢des opostas
(conférmero C, Figura 16). Esse conformero é cerca de 30 kJ.mol™ mais estavel do que o
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conférmero A, devido ao maior distanciamento entre os orbitais ndo-ligantes dos atomos de
oxigénio (KOLEV et al, 2005).

/H’/
o o o "

H3COOCH3 H4CO O PP O OCHs
HO OH

HO Curcumina (3) OH Curcumin?_(3)
(forma ceto) (forma endlica)

Figura 15: Equilibrio tautomérico da curcumina (3)
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Figura 16. Conférmeros possiveis para a forma 1,3-dicetdnica da curcumina (3). Adaptado de PRIYADARSINI,
2009.

A caracterizagdo por espectrometria de massas de alta resolugdo foi realizada
utilizando um espectrémetro de massas Impact, calibrado de m/z 90 a 1200 usando formiato
de s6dio a 10 mM. Utilizando a curcumina (3) como modelo, séo apresentados 0s espectros de
MS e MS/MS (Figura 17) com propostas de mecanismos de fragmentacao (Figura 18).

%109 CUR_pas_1.d: +MS, 0.0-0.4min #2-27]
(A) ..l CUR [M+H]+
Teérico: 369.1332
369.1336 Experimental: 369.1336
5] Erro: 0.9
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Exp.: 391.1155
Erro: 0.8
759.2423
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Figura 17: Espectros de massas de alta resolugdo da curcumina (3). (A) Espectro de massas de alta resolucéo tipo
guadrupolo-tempo de vbo. (B) Fragmentagdo do ion molecular da curcumina (3).
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Figura 18: Proposta de fragmentacdo da curcumina (3) para os principais sinais do espectro de massas obtido.

Os fragmentos apresentados no espectro de massas sdo tipicos de sistemas
carbonilados, pois sdo decorrentes da cisdo homolitica em a. Contudo, destaca-se o fragmento
m/z 285,1125. Este fragmento é provavelmente decorrente da perda de um radical 1-hidroxi-
3-ceto-ciclobutenona (curiosamente este processo sé é possivel a partir do tautdmero contento
duas carbonilas, que ndo é o termodinamicamente mais estavel).

Os outros curcuminoides naturais, DMC (4) e BDMC (5), foram isolados por
cromatografia em coluna de silica seguida por recristalizacdo e caracterizados pelas mesmas
técnicas que o curcuminoides majoritario (3), cujas atribuicGes encontram-se em anexo. O
derivado BDMC (5) foi isolado em uma quantidade muito baixa, o que motivou a realizagdo
de sua sintese. Desta forma entdo foram sintetizados os curcuminoides simétricos CUR (3) e
BDMC (5) de acordo com a sintese de Pabon, representada na Figura 19.

1) BoO3
o BUNHZ 0 (o)
(BuO)3B = =
) R H 0O © 50° C, 5min O X = O
_— >
.\
HO HsC CHs 2)MeOH/HCI  HO OH
Re i (24) 80°C, 4h R=H (BDMC, 5) 80%
= R= OCHj (CUR, 3) 87%
R= OCHj (25) 3 ) 87%

Figura 19. Sintese de Pabon realizada para preparagdo dos curcuminoides simétricos CUR (3) e BDMC (5).

No ano de 1964, Pabon e colaboradores desenvolveram uma metodologia que até hoje
¢ a mais utilizada na sintese de diarileptanoides (PABON, 1964). Em seu trabalho, Pabon
preparou a curcumina em duas etapas, iniciando o processo com a geragdo de um enolato de
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boro com o composto S-dicarbonilico (e. g. acetilacetona), sobre o qual sdo adicionados a
vanilina (25), n-butilamina e tributilborato. Em um segundo momento, o enolato de boro €
desfeito através de hidrélise acida, por adicdo de solucdo aquosa de HCI. O mecanismo
proposto para a reagdo de preparacdo da curcumina (3) pelo método de Pabon esta

representado na Figura 20.
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O metodo de Pabon tem como justificativa para a primeira etapa a formacgdo do
enolato de boro, que impede a condensacao de Knoevenagel no carbono 3 da acetilacetona, ja
que o enolato de boro torna esse hidrogénio menos &cido que as metilas terminais. Essa
caracteristica da acetilacetona de complexacdo com &cidos de Lewis se estende a maioria dos
compostos 1,3-dicarbonilicos, incluindo a curcumina (3), que inclusive pode ser observada no
espectro de massas de alta resolucdo (Figura 17a). O sinal correspondente a m/z 759,2423 se
deve ao ion [2M+Na]”, cuja estrutura, possivelmente, é aquela onde um ion Na" encontra-se
complexado com duas moléculas de curcumina, a exemplo do que acontece com o0 boro na
estrutura da rosocianina (SPICER & STRICKLAND, 1952).

Sintese e caracterizagdo da ciclocurcumina.

A despeito dos outros dois curcuminoides presentes na matriz comercial (4 e 5, Figura
10) apresentarem similaridade estrutural com (3), também existe na literatura a descri¢do de
um curcuminoide caracteristico, fruto da adicdo de Michael intramolecular da curcumina
(ciclocurcumina, 8, Figura 10), presente em baixa quantidade na matriz natural (KIUCHI et
al, 1993). Mesmo na matriz natural a ciclocurcumina (8) encontra-se na forma de mistura
racémica, e esta propriedade aponta para a hipotese de que ela ndo é oriunda de um processo
enzimatico. Este derivado foi originalmente descrito por Kiuchi e colaboradores, e consiste
em uma diidropiranona, passivel de isomerizacdo fotoquimica (KIUCHI et al, 1993). Desde
sua primeira descricdo na década de 90, apenas um trabalho foi publicado envolvendo
avaliacdo das propriedades bioldgicas de (8), onde Simon e colaboradores realizaram ensaios
de inibicdo da proliferacdo celular de células MCF-7, utilizando curcuminoides naturais,
incluindo a ciclocurcumina (8), onde esta demonstrou uma atividade bem inferior aos demais
compostos (SIMON et al, 1998). Desde entdo a ciclocurcumina (8) aparece apenas em
revisdes e experimentos in silico, provavelmente devido as dificuldades de sua sintese em
rendimentos adequados. Sua preparagdo foi realizada a partir da curcumina (3) pura em
benzeno, catalisada por acido trifluoracético. Essa reacdo ocorreu ao abrigo de luz para evitar
a fotoisomerizacédo do produto final.
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Figura 21: A) Reagdo de transformacdo de CUR (3) em CC (8) (KIUCHI, 1993); B) Proposta de mecanismo de
adi¢@o de Michael intramolecular acido-catalisada.

A reacdo tem inicio com a protonacdo de uma das carbonilas da curcumina (3) pelo
acido trifluoracético. Uma vez protonada, a carbonila é ativada e o carbono g torna-se ainda
mais eletrofilico (um melhor aceptor de Michael). Em seguida, a ciclizacdo se da pela adi¢cdo
do oxigénio ao carbono S-carbonilico, conforme representado na Figura 21. Neste momento é
justificada a hipotese da ciclizagdo ser acido-catalisada (e ndo enzimatica) pois a ciclizacao
pode se dar tanto pela face re quando pela face si do carbono eletrofilico, que € hibridizado
em sp? e tem geometria trigonal planar. Como a probabilidade de ataque ¢ igual para ambas as
faces, o produto final € uma mistura racémica de (8) (Figura 22).
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Figura 22: Representacdo das faces re e si do carbono aceptor de Michael e estruturas dos enantibmeros
formados em igual proporcao pela adi¢do do oxigénio as faces correspondentes.

O produto formado foi caracterizado pela avaliacdo de seus espectros de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e carbono (C). O espectro de hidrogénio
(Figura 23) mostrou dois grupos de sinais na regido de aromaticos mostrando dois anéis 1,3,4-
trissubstituidos ndo-equivalentes (Figura 23, a), um par de dupletos de constante de
acoplamento 16 Hz (geometria E, Figura 23 b), um grupo de sinais com padrdo ABX (Figura
23, ¢) e um sinal olefinico isolado em 6 5,62ppm. A atribuicdo completa dos sinais encontra-
se em anexo no caderno de espectros (pagina 191). O rendimento desta reacdo foi de 20%,
bastante baixo em termos comparativos, havendo recuperacdo de grande quantidade do
produto de partida. Em decorréncia disto, foram tentadas diversas alternativas para a
ciclizacdo da curcumina, mas nenhuma delas logrou éxito em promover a conversao do
reagente em rendimentos satisfatorios. Entretanto, mesmo com este baixo rendimento foi
possivel obter quantidade de CC (8) para realizacdo de ensaios biol6gicos preliminares,
visando investigar as propriedades tripanocidas do conjunto de curcuminoides presentes na
matriz natural.
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Avaliacdo da atividade tripanocida dos curcuminoides naturais

Os quatro curcuminoides CUR (3), DMC (4), BDMC (5) e CC (8) foram avaliados
frente as formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, cepa Dm28c, em diferentes
concentragdes (100, 50, 25 e 2 uM). O parasito foi cultivado por 7 dias em meio de cultura
BHI (Brain Heart Infusion) e algumas culturas foram tratadas com o respectivo produto
natural nas concentracfes indicadas. As formas vidveis foram contadas em camara de
Neubauer, com auxilio de microscopio optico em objetiva de 40X (Figura 24). Nesse modelo,
todas as substancias foram ativas, a excecéo da ciclocurcumina. Este dado permite-nos inferir
que o esqueleto diarileptanoide linear € fundamental para a atividade tripanocida exibida por
esta familia de substéancias.
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Figura 24: Avaliacdo da viabilidade celular de formas epimastigotas de 7. cruzi cepa Dm28c. O parasito foi
cultivado por 7 dias em meio BHI (Brain Heart Infusion) suplementado com hemina, acido félico e 10% de soro
fetal bovino a 26 °C e prontamente tratado com CUR (3), DMC (4), BDMC (5) ou CC (8) em triplicatas nas
concentragdes indicadas. As formas viaveis foram contadas na cdmara de Neubauer no sétimo dia. Resultado
representativos de dois experimentos independentes.

Em seguida, os produtos naturais foram submetidos a um ensaio de viabilidade celular,
frente a dois tipos distintos de células murinas. Em um primeiro momento, foram testados
frente a macrofagos (Figura 25), que sdo células passiveis de infeccdo pelo 7. cruzi.
Macroéfagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c foram tratados por 48h
com diferentes concentragdes de cada substancia testada. A viabilidade celular foi avaliada
pelo método de exclusdo, utilizando o corante azoico azul de Trypan (MULLEN et al, 1975).
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Figura 25: Avaliagdo da viabilidade celular em macréfagos peritoneais murinos tratados com curcuminoides
naturais nas concentragdes indicadas. Os macréfagos foram cultivados em triplicatas na concentragio de 5 x 10°
células.mL™". As células foram tratadas por 48h com diferentes concentragdes de CUR (3), DMC (4), BDMC (5)
e CC (8) variando de 2 a 100 uM. A viabilidade celular foi obtida pelo método de exclusdo utilizando azul de
Trypan. Resultados representativos de dois experimentos independentes.

Também foi realizado um ensaio de viabilidade em uma populacdo enriquecida de
linfdcitos esplénicos (Figura 26). Linfocitos sdo células mais sensiveis a agentes toxicos, e a
manutencgéo da viabilidade destas células frente aos curcuminoides pode indicar uma melhor
tolerancia de células de mamiferos frente a essas substancias (SPIELBERG, 1980;
SPIELBERG, 1984). Para este ensaio, uma populacao enriquecida de linfocitos esplénicos foi
obtida do baco de camundongos BALB/c e cultivadas na concentragdo de 5x10° células mL™.
As células foram tratadas, a exemplo do experimento com macréfagos, com as substancias
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nas concentragdes indicadas. A viabilidade foi avaliada pelo método de excluséo utilizando-se
azul de Trypan.
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Figura 26: Avaliacdo da viabilidade celular em populacdo enriquecida de linfocitos esplénicos murinos tratados
com os curcuminoides nas concentragcdes indicadas. Os esplenocitos foram cultivados em triplicatas na
concentragdo de 5 x 10° células mL™. As células foram tratadas por 48h com diferentes concentragdes de CUR
(3), DMC (4), BDMC (5) e CC (8) variando de 2 a 100 uM. A viabilidade celular foi obtida pelo método de
exclusao utilizando azul de Trypan. Resultados representativos de dois experimentos independentes.

Em paralelo foi realizado um experimento para verificar a atividade antioxidante dos
curcuminoides naturais, devido a extensa quantidade de relatos na literatura atribuindo as
propriedades biologicas da curcumina (3), pelo menos em parte, as suas propriedades
antioxidantes (SUETH-SANTIAGO et al, 2015a). O método utilizado foi o método do FRAP
(Ferric reducing ability of plasma) utilizando o TROLOX® como padrdo positivo
(SALGUEIRO, 2014), e os resultados da atividade tripanocida em epimastigotas, das
viabilidades celulares nas duas populacbes testadas e a atividade antioxidante estdo
sumarizadas na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de Clso para formas epimastigotas de 7. cruzi (cepa Dm28c), DLs para duas
linhagens celulares e atividade antioxidante pelo método do FRAP.

Substancia Cls DLsg DLsg FRAP
T.cruzi (UM) | Mg (uM) | Linfécitos (uM) | (umol Fe?*/g)

CUR (3) 10,13 > 100 > 100 691,80

DMC (4) |11,07 > 100 > 100 692,23

BDMC (5) | 45,33 > 100 > 100 176,02

CC (8) > 100 > 100 > 100 116,78

Os resultados apresentados mostram que a Clsp e a atividade antioxidante sdo
inversamente proporcionais, 0 que mostra que moléculas com maior atividade antioxidante
sdo aquelas mais ativas, CUR (3) e DMC (4), o que pode indicar o envolvimento de processos
de oxirreducdo no mecanismo de acdo tripanocida da curcumina e seus analogos.

A atividade frente as formas epimastigotas do parasito e a manutencdo da viabilidade
celular nas celulas murinas permite a realizacdo de um experimento de infeccéo in vitro, que
avalia a atividade dos curcuminoides naturais sobre a forma tripomastigota de T. cruzi. Nesse
experimento (Figura 27), macréfagos peritoneais murinos foram infectados (5 parasitos por
célula) com formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi (cepa Dm28c) induzidas
quimicamente através de metaciclogénese. Algumas culturas foram tratadas com
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benzonidazol (1), CUR (3), DMC (4), BDMC (5) e CC (8), na concentragéo de 100 uM. Apds
7 dias foi avaliado o numero de formas tripomastigotas liberadas no sobrenadante das
culturas.
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Figura 27: Inibicdo da liberag@o de formas tripomastigotas de 7. cruzi in vitro de macréfagos peritoneais murinos
infectados. 10° macrofagos peritoneais foram plaqueados e infectados com tripomastigotas metaciclicas da cepa
Dm28c na razdo de 5 parasitos por célula. Algumas culturas foram tratadas com 100 xMde benzonidazol (1),
CUR (3), DMC (4), BDMC (5) e CC (8). Apos 7 dias foram contadas as formas tripomastigotas celulares no

sobrenadante. Dados representativos de dois experimentos independentes, culturas comparadas utilizando o teste
T de Student ndo-pareados. *p>0,05

Os resultados apresentados mostram que a curcumina (3) e seus analogos estruturais
naturais (4 € 5) possuem expressiva atividade tripanocida sobre diferentes formas evolutivas
de T. cruzi (cepa Dm28c) sem, entretanto, comprometer a viabilidade celular das populagdes
testadas. Os valores de Clsy sobre as formas epimastigotas também permitem concluir que a
subunidade 1,3-dicetonica parece ser farmacoforica para a atividade tripanocida, haja visto
que o derivado ciclico (8) ndo teve atividade nas concentracdes testadas. Essa toxicidade
seletiva ¢ importante para o cumprimento do principal requisito para que uma determinada
substancia possua atividade quimioterapica aplicavel in vivo. O padrao de substitui¢cdo dos
ané€is aromaticos parece ter papel relevante no perfil de atividade tripanocida; a dissecacao
molecular iniciada pela retirada da primeira metoxila de (3) gera o derivado (4), que ¢
virtualmente equipotente, caracterizando-a como um grupamento auxoforico. Contudo, a
retirada da segunda metoxila leva a formacdo de (5) e em uma perda significativa de
atividade, o que leva a sugestdo de que esta segunda metoxila realiza interagdes com o
biorreceptor hipotético e, consequentemente, deve ter carater farmacoforico (Figura 28). Essas
informacdes foram utilizadas para planejar racionalmente uma série de analogos a fim de
estabelecer uma Relacdo Estrutura x Atividade (REA) mais acurada, envolvendo um numero
maior de derivados.
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Figura 28: Avaliacao preliminar da relacdo estrutura x atividade tripanocida do protétipo natural curcumina (3)
quando comparado aos curcuminoides naturais (4, 5 e 8).

As duas subunidades potencialmente farmacoféricas da estrutura da curcumina (3)
estdo diretamente ligadas as propriedades antioxidantes observadas no ensaio do FRAP: o
metileno « as carbonilas (JOVANOVIC et al, 1999) e os anéis aromaticos contendo hidroxilas
fenolicas (ROSS et al, 2000). Em ambos o0s casos, a atividade antioxidante esta relacionada a
doacdo de hidrogénio radicalar (Figura 29), que reage com espécies reativas de oxigénio
(EROs) e neutraliza possiveis danos celulares, decorrentes da presenca desses intermediarios.
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Figura 29. Principais propostas para 0 mecanismo antioxidante da curcumina (3), envolvendo a doagéo de
hidrogénio radicalar pela hidroxila ou metileno (regides verdes) para formar o radical-livre (em vermelho).
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As duas propostas mostradas na Figura 29 sdo razoaveis, devido ao fato de em ambos
0S casos existir a estabilizacdo do radical formado por ressonancia, o que justifica as
propriedades antioxidantes da curcumina (3) (Figura 30).
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Figura 30. Estabilizacdo do radical formado no metileno e no anel aromético, apds doacdo de hidrogénio
radicalar.

O trabalho de Jovanovic (JOVANOVIC et al, 1999) hierarquiza as duas propostas
apresentadas (Figura 29), colocando a subunidade metilénica como sendo parte do mecanismo
preferencial para a doagdo de hidrogénio. O ambiente quimico desta subunidade faz com que
a ligacdo C-H seja bastante enfraquecida, devido a presenca de duas carbonilas vizinhas.
Apesar do equilibrio ceto-enodlico da curcumina (3) estar normalmente deslocado para a forma
enolica, a forma dicetonica pode estar presente em quantidade relevante em locais com pH
acido, como € o caso de tecidos com processos inflamatorios ou de algumas organelas
celulares. Desta forma, hd uma maior populacdo de moléculas na forma dicetbnica, 0 que
pode justificar 0 mecanismo proposto para a atividade antioxidante da curcumina (3). Esse
estudo ajudou a confirmar a hipotese de Sugiyama e colaboradores (SUGIYAMA et al, 1996),
que sugeriu a participacdo da subunidade 1,3-dicetdnica no processo antioxidante, além da
previsivel atividade relacionada as hidroxilas fendlicas (Figura 31). Nesse trabalho, o autor
sintetizou um derivado reduzido e metilado (dimetoxi-tetraidrocurcumina, 26), no qual tanto a
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conjugacdo quanto as hidroxilas fendlicas foram suprimidas. Este derivado apresentou
atividade antioxidante comparavel aquela exibida pela curcumina (3).
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Figura 31. Mecanismo antioxidante de (26), proposto por Sugiyama e colaboradores (SUGIYAMA et al, 2011).

Subsequentemente, em estudos teoéricos realizados sobre as diferentes propostas
mecanisticas para a atividade antioxidante da curcumina (3), os grupos de Ross (ROSS et al,
2000) e Sun (SUN et al, 2002) mostraram que a energia associada a abstracdo do hidrogénio
do metileno é bem mais alta do que aquela referente ao grupamento Ar-OH. Os autores
realizaram a sintese de derivados onde houve a supressdo do metileno alfa e reducdo das
insaturacdes, e em ambos 0s casos houve manutencdo da atividade antioxidante. A analise
conjunta destes trabalhos permite inferir que a atividade antioxidante da curcumina (3)

decorre, provavelmente, do efeito conjunto

dos grupos que compdem a sua estrutura.
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CAPITULO II

Planejamento, sintese e avaliacao
biolégica de analogos estruturais da
curcumina.
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Apesar de a doenca de Chagas ser ainda considerada uma doenca extremamente
negligenciada, devido a reduzida quantidade de alternativas ao seu tratamento, nos ultimos 10
anos houve um aumento no numero de grupos de pesquisa com objetivo de desenvolver novas
substancias capazes de auxiliar no seu tratamento (CHATELAIN, 2015). Entretanto, nenhum
farmaco comercialmente disponivel logra sucesso no tratamento da fase cronica da doenca de
Chagas, 0 que faz com que seja necessario se pensar numa inovagdo no seu tratamento. A
despeito da alta atividade tripanocida observada para a curcumina (3), seu comportamento in
vivo encontra diversas barreiras de natureza farmacocinética, tanto pela sua baixa
hidrossolubilidade, quanto pelo seu extenso metabolismo de primeira passagem hepatico,
cujos principais metabolitos estdo representados na Figura 32 (ANAND et al, 2007).
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Figura 32. Representacdo dos principais metabdlitos da curcumina (3), formados em duas diferentes vias de
administracio (adaptado de ANAND et al, 2007).

Planejamento dos analogos estruturais da curcumina

A andlise dos resultados anteriores demonstra claramente a importancia do esqueleto
diarileptanoide C¢-C7-Cg, ja que a CC (8) ndo apresentou atividade nos modelos avaliados.
Foram entdo propostos andlogos estruturais da curcumina (3), explorando modifica¢cdes em
trés regides especificas da sua estrutura. A Figura 33 mostra o esbogo do planejamento inicial
de trés séries de derivados, a fim de investigar com maiores detalhes a REA da curcumina no
modelo de toxicidade frente a formas epimastigotas de 7. cruzi.
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Figura 33: Modificagdes estruturais inicialmente planejadas em 3 subunidades da curcumina (3).

Na série 1 (Figura 33), que explora modificagdes no padrao de substituicdo dos anéis
aromaticos, encontram-se os curcuminoides naturais DMC (4) e BDMC (5), além dos
curcuminoides sintéticos (33 e 34). Esses derivados foram sintetizados visando investigar a
importancia da hidroxila fenolica e da metoxila na modulagdo da atividade tripanocida da
curcumina (3). Para a sintese de (33) foi utilizada uma reagdo de metilagdo (Figura 34) com
iodeto de metila em presenca de K,CO; em acetona, condi¢do que favorece reagdes de
substitui¢do nucleofilica do tipo Sx2 (CHANGTAM et al, 2010). A presenca do carbonato de
potassio promove a ionizacdo das hidroxilas fendlicas, tornando-as mais nucleofilicas e,
portanto, mais propensas a reagir com o eletrofilo (iodeto de metila). Uma vez ionizado, o
fenolato substitui o 4&tomo de iodo ligado a metila através de uma Sx2 (favorecida tanto pela
estrutura do eletrofilo, devido ao carbono metilico, quanto pelo solvente, polar aprotico) que
vai gerar o produto em uma Unica etapa. Este método foi escolhido em detrimento do método
de Pabon, devido a maior facilidade operacional, maior rendimento ¢ melhor balango de
massas devido a ndo utilizag¢do dos reagentes de boro.
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Figura 34: a) Esquema reacional para a preparacdo de (33). b) Proposta de mecanismo para a reacdo de metilacéo
através de uma Substituicdo Nucleofilica Bimolecular.

O derivado (33) ja havia sido previamente preparado por Aradjo e colaboradores e
testado, em conjunto com a curcumina (3), frente a formas promastigotas de Leishmania
amazonensis. Neste ensaio, (33) apresentou-se mais potente que (3), com valores de Clsp <10
MM e 37,5 UM respectivamente. A administracdo de (33) em camundongos Balb/c (20 mg/kg)
infectados também revelou uma reducdo de 65% do tamanho das lesdes medidas 75 dias apds
a infeccdo. Adicionalmente, observou-se auséncia de resposta inflamatoria, provavelmente
devido as propriedades anti-inflamatérias caracteristicas de estruturas analogas a (3)
(ARAUJO et al, 1999).

A estrutura de (33) foi confirmada pelo aparecimento de dois simpletos em ¢ 3,83 e
3,86 ppm, correspondentes as duas metilas nas posicdes 3 e 4 do anel aromatico (Figura 35a),
além dos sinais positivos, correspondentes a -CHz em ¢ 56,22 e 56,07 ppm no espectro de
DEPTQ (Figura 35b)
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Figura 35: Espectros de RMN *H (a) e DEPTQ (b) do derivado (33) a 500 MHz em DMSO-d6, com 0s sinais
referentes as metoxilas assinalados em verde.

A sintese de (34) ocorreu através do método de Pabon, semelhante aquele utilizado na
sintese da curcumina (3) (PABON, 1964), através da reacdo da acetilacetona com o
benzaldeido (Figura 36). Desta maneira, podemos dispor de um diarileptanoide sem
substituintes oxigenados nas subunidades arila, que nos permitird inferir sobre a importancia
da substituicdo no anel para a atividade tripanocida desta classe de compostos.

o) 113)112214023 6 0
o o ,  (BuOxB
M N 2 2) MeOH/HCI (34)
Acetilacetona Benzaldeido 82%

Figura 36: Esquema reacional para a preparacao de (34) a partir de benzaldeido e acetilacetona.
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O derivado (34) formado, isolado como um sélido alaranjado, apresentou em seu
espectro de RMN 1H (Figura 37a) sinais referentes aos hidrogénios aromaticos, caracteristicos
de um anel monossubstituido, com um multipleto em ¢ 7,48 ppm, correspondente aos
hidrogénios H7 e H8, e um duplo dupleto em ¢ 7,76 ppm de integral 4 correspondente ao
hidrogénio H6. A formacéo das ligacdes duplas é confirmada pela presenca de dois dupletos,
com integracdo para 2 hidrogénios, correspondentes a H3 e H4 (6 6,99 ppm e ¢ 7,69 ppm,
respectivamente), e a geometria E € observada pela constante de acoplamento desses dupletos
(J = 20 Hz). O hidrogénio H1 aparece como um simpleto de integral 1 em ¢ 6,24 ppm, 0 que
mostra que, assim como a curcumina (3), o derivado (34) também esta majoritariamente sob a
forma de enol. Esta hipotese € confirmada no espectro de DEPTQ (Figura 37b), onde o sinal
correspondente ao carbono o as carbonilas (em ¢ 102,30 ppm) aparece com sinal positivo
(acima da linha de base), correspondente a um metino e ndo a um metileno.

OH O 4
X s 7
2
7 e U
(34) 8 2g
. %j\ ?m =
29a i’D | L f
‘M | | e, }
‘l ”‘ | 3\]. i | I |
23
29b g7
_ -

Vel

Lesl—

T T
za0 2z0 200 180 160 140 oo a0 o

Figura 37: Espectros de RMN H (29a) e DEPTQ (29b) do derivado (34) a 500MHz em DMSO-ds.

Os derivados heterociclicos da Série 2 (Figura 33), (35), (36) e (37), foram planejados
a fim de explorar uma potencial relagdo bioisostérica ndo-cléssica entre a subunidade 1,3-
dicetdnica e diferentes heterociclos nitrogenados (LIMA & BARREIRO, 2005). A troca
isostérica, nesse caso, pode gerar vantagens do ponto de vista farmacocinético, pois a
presenca de um atomo de nitrogénio pode levar a um derivado mais soltvel, além de permitir
a supressédo do metileno a as carbonilas, que é um dos fatores estruturais esponsaveis pelo
extenso metabolismo de primeira passagem sofrido pela curcumina (Figura 38).
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Figura 38: Planejamento da série 2 envolvendo a troca isostérica ndo-classica entre a subunidade 1,3-dicetona e
heterociclos nitrogenados analogos ao pirazol.

O derivado isoxazdlico (37) foi utilizado por Lampe para auxiliar na elucidagéo
estrutural de seu produto de sintese, a propria curcumina (3), por derivatizacdo, pela reacdo da
curcumina (3) com cloridrato de hidroxilamina em meio acético (LAMPE et al, 1910). A
facilidade de preparacdo desses derivados heterociclicos, a partir da reacdo da curcumina (3)
com hidrazinas funcionalizadas ou com a hidroxilamina, gerou uma série de trabalhos
publicados com essas moléculas. Essa relacdo bioisostérica foi observada primeiramente por
Shim e colaboradores em 2002 (SHIM et al, 2002), que descreveu a preparagdo de pirazois a
partir de curcuminoides naturais, atraves da reacdo classica de Knorr entre compostos 1,3-
dicarbonilicos e hidrazinas (KNORR, 1884). No escopo da quimioterapia de doencas
negligenciadas, Mishra e colaboradores publicaram um estudo envolvendo a avaliacdo de
derivados heterociclicos da curcumina, como isoxazol e pirazois funcionalizados (35-37,
Figura 39, Tabela 5) contra Plasmodium falciparum. No modelo utilizado pelo grupo, a
substituicdo da subunidade 1,3-dicetdnica por um pirazol (35) aumentou a poténcia da
substancia, evidenciando a possibilidade de se otimizar as propriedades biol6gicas da
curcumina (3), através da utilizacdo de ferramentas da Quimica Medicinal como, por
exemplo, o bioisosterismo.

o o N—Y
H3CO N P OCH; NH,-yH HiCO A~ OCHj
HO ‘ ‘ OH  AcOH  HO ‘ ‘ OH
refluxo Y = NH (35)
Y = N-Ph (36)
Y =0 (37)

Figura 39. Sintese dos isdsteros heterociclicos realizada por Mishra e colaboradores (MISHRA et al, 2005).
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Tabela 5. Clso € Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) dos derivados 35-37 frente a
Plasmodium falciparum. Valores para a curcumina (3): Clsg 3,25 uM, CMI 13,2uM
(MISHRA et al, 2005)

Derivado |Y P. falciparum Clso (UM) | P. falciparum CMI (uM)
(35) N 0,48 3,9
(36) N-Ph 8,48 22,4
(37) o 8,44 27,3

Foram entdo sintetizados, de forma analoga ao descrito no trabalho de Mishra, 0s
derivados (35-37) para composicdo da Série 2 do planejamento inicial. Curcumina (3) pura foi
solubilizada em &cido acético glacial e foi entdo adicionado um equivalente de hidrato de
hidrazina, N-fenil-hidrazina ou cloridrato de hidroxilamina para a sintese de (35), (36) e (37),
respectivamente. Os sistemas foram aquecidos ao refluxo sob agitacdo até precipitacdo de
solidos amarelos, que foram filtrados e purificados por cromatografia em coluna de silica,
utilizando gradiente de metanol em diclorometano como eluentes. Ap6s purificacdo, 0s
produtos foram obtidos em rendimentos que variaram na faixa de 66-84%.

O mecanismo desta reacdo, representado na Figura 40, ocorre pela adi¢do nucleofilica
do nitrogénio das hidrazinas funcionalizadas a carbonila (etapa lenta), gerando uma imina
intermediaria que foi prontamente ciclizada para formas um anel de 5 membros, através de
uma segunda adicdo nucleofilica do nitrogénio (ou do oxigénio no caso de 37) a carbonila
vizinha. Foram formados, respectivamente, os nucleos pirazol (35), N-fenil-pirazol (36) e
isoxazol (37).
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Figura 40: Proposta de mecanismo para a formacéo dos derivados heterociclicos (35-37) através da reagao entre
a curcumina (3) e hidrazinas funcionalizadas.

No pirazol (35) os espectros de RMN 'H e DEPTQ mostraram simetria nos sinais, o
que pode ser explicado pelo fato de os dois possiveis regioisdbmeros do pirazol formados
serem, em verdade, tautbmeros. Em contrapartida, o N-fenil-pirazol (36) apresenta maior
numero de sinais devido a presenca da fenila, que altera 0 ambiente quimico em cada um dos
anéis aromaticos (Figura 41). Nesse caso, devido a presenca do substituinte fenila, ndo ha
possibilidade de equilibrio tautomérico, tal qual no derivado isoxazolico (37). Contudo, o
atomo de oxigénio causa alteracdo menos significativa no ambiente quimico da vizinhanca
dos hidrogénios, fazendo com que os sinais do espectro de RMN *H de (37) sejam menos
deslocados do que aqueles de (36) quando comparados a (35).
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caderno de espectros, paginas 208-219.

As modificacbes na cadeia espacadora entre as subunidades arila (Série 3, Figura 33)
foram realizadas para investigar a influéncia da extensdo da conjugacao desse sistema bem
como da distancia entre o0s anéis aromaticos. O derivado (30), a tetraidrocurcumina, é um dos
possiveis metabdlitos in vivo da curcumina (3), e é produto da reducéo das liga¢6es duplas, o
que impede a conjugacéo dos sistemas aromaticos. A reducéo das ligacdes C=C de (3) (Figura
42) foi realizada pela adicdo de paladio sobre carbono em atmosfera de hidrogénio tendo
como solvente o etanol (CHANGTAM et al, 2010). Em alguns casos pode haver a formagéo
do p-hidroxialcool em sistemas 1,3-dicetonicos, devido a reducdo da ligacdo C=C do enol
presente no equilibrio ceto-endlico (SPRAGUE & ADKINS, 1934). Neste caso, a
hidrogenagdo foi seletiva para as ligagdes duplas olefinicas, gerando apenas um produto
majoritario. O primeiro sinal de término da reacdo foi o desaparecimento completo da
coloracdo amarela intensa caracteristica da curcumina (3), que foi confirmada por CCD. Ap0s
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filtracdo do paladio e purificacdo de (30) por coluna cromatografica flash, foi isolado um
solido branco com rendimento de 64%.

o O 0O O

H
HyCO N ~ OCH3 pu/C 0% H@OWOC%
HO 3) OH EtOH HO (30) OH

64%

Figura 42: Esquema reacional para a preparacdo da tetraidrocurcumina (30) a partir da curcumina (3) utilizando
hidrogenagdo catalitica em palddio sobre carbono.

A preparacdo do derivado hidrogenado (30) foi planejada a fim de verificar a
influéncia da liberdade conformacional sobre suas atividades bioldgicas. Ap6s hidrogenacéo,
cadeia espacadora da curcumina (3) passa a ter um numero maior de ligacGes passiveis de
rotacdo, 0 que permite que ela assuma um maior nimero possivel de conformacdes ao se
ancorar no sitio receptor, 0 que ocorre com menos extensdo no sistema conjugado rigido da
curcumina.

A elucidacdo da estrutura do produto de hidrogenacao da curcumina (3) foi realizada
através dos espectros de RMN H (Figura 43 A) e DEPTQ (Figura 43 B). No espectro de
RMN H percebe-se a auséncia dos dupletos de integral 2 referentes aos hidrogénios
olefinicos da curcumina em 6 6,78 e 7,57 ppm, referentes aos hidrogénios das posicGes 3 e 4
respectivamente. Em contrapartida, percebe-se o aparecimento de dois tripletos de integral 4
em o 2,87 e 2,59. A presenca dos metilenos na estrutura de (30) também é confirmada pelos
sinais negativos em ¢ 40,40 e 31,31 ppm respectivamente, orientados abaixo da linha de base
como ¢é caracteristico de grupamentos —CH,- alifaticos
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Figura 43: Espectros de RMN *H (Figura 35A) e DEPTQ (Figura 35B) do derivado hidrogenado
tetraidrocurcumina (30) com os sinais relacionados aos metilenos formados em destaque.

Esta abordagem, envolvendo o aumento da liberdade conformacional de (30) quando
comparado a curcumina (3), ja foi previamente descrito em alguns modelos, como o de
Sugiyama e colaboradores, onde (30) apresentou maior atividade antioxidante quando
comparado a curcumina (3). A hidrogenacdo das ligacBes duplas retira a planaridade da
molécula da curcumina, o que impede que haja conjugacdo dos elétrons dos aneis aromaticos
com a subunidade 1,3-dicetbnica, favorecendo a formacdo e a estabilizacdo por ressonancia
de radicais formados pela remocdo de um hidrogénio-radical do metileno entre as duas
carbonilas (SUGIYAMA et al, 2011; JOVANOVIC et al 1999). Outro modelo, onde (30)
mostrou-se bastante potente, foi aquele proposto por Arunkhamkaew e colaboradores
(ARUNKHAMKAEW et al, 2013), onde a curcumina (3) foi utilizada como prot6tipo para a
sintese de derivados com propriedades anticolinesterasicas, potencialmente Uteis para 0
tratamento da doenca de Alzheimer. Tanto a curcumina quanto os curcuminoides naturais
DMC (4) e BDMC (5) foram submetidos & hidrogenagdo catalitica e o conjunto de
diarileptanoides foi testado em modelo in vitro de inibicdo da acetilcolinesterase, e o0s
resultados obtidos pelo grupo estdo sumarizados na Tabela 6.
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Tabela 6. Resultados da atividade anticolinesterasica de curcuminoides naturais (3-5) e
sintéeticos (30, 40-41) em modelo in vitro realizado por Arunkhamkaew e colaboradores
(ARUNKHAMKAEW et al, 2013)

Composto Estrutura Clso (LM)
O O
R N = R,
HO O O OH
Curcumina (3) R1=R2 = OCHj3; 81,05+251
Desmetoxicurcumina (4) R1=H, R2=0OCHj 34,74 £ 0,16
Bisdesmetoxicurcumina (5) R1=R2=H 18,27 £ 0,09
O O
R, R
HOOH
Tetraidrocurcumina (30) R1=R2 = 0OCH; 41,16 £ 0,17
Tetraidro-DMC (40) R1=H, R2=0OCHjs 20,55+ 0,12
Tetraidro-BDMC (41) R1=R2=H 7,89 + 0,03
Galantamina* 1,45+ 0,04

*Farmaco de referéncia.

Desta forma, utilizando tetraidrocurcuminoides (30, 40 e 41) como compostos [3-
dicarbonilicos, Arunkhamkaew e colaboradores realizaram uma série de reacdes de Biginelli
com ureia e diversos benzaldeidos funcionalizados, gerando uma colecdo de compostos que
foram testados quanto a sua capacidade de inibicdo da acetilcolinesterase (Figura 44), sendo

um deles (42) mais potente do que o farmaco de referéncia, a galantamina.

O O
R»])/\)W‘RZ
OR
Liberdade
Conformacional

Ry O Bioisosterismo
RO

Novo padrao
estrutural

H5CO

Figura 44: Planejamento estrutural da série de pirimidinonas derivadas da tetraidrocurcumina realizado por

Arunkhamkaew e colaboradores (ARUNKHAMKAEW et al, 2013).
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Os derivados (38) e (39) foram planejados utilizando a ferramenta de simplificacao
molecular (Figura 45). O planejamento destes derivados teve como principal motivagdo a
melhoria das propriedades farmacocinéticas do composto-protétipo (3). Sabendo-se que a
curcumina (3) possui baixa biodisponibilidade devido também ao seu extenso metabolismo, e
que este metabolismo esta associado, em um primeiro momento, a presenca de um metileno
reativo em posigao « as carbonilas, a supressdo desde metileno poderia aumentar a meia-vida
plasmatica da curcumina (3) e, potencialmente, incrementar suas propriedades biologicas.
Cabe ressaltar que a otimizacdo das propriedades farmacocinéticas de novos farmacos desde
as fases iniciais do planejamento € uma abordagem que tende a diminuir o ndmero de
moléculas sintetizadas numa série, que nao passam das etapas de testes in vitro para in vivo,
elevando significativamente a probabilidade de se chegar a um novo farmaco com perfil
6timo de atividade (ZHONG, 2013).

0 10
HyCO : Wv\c[ocm
HO 3) OH

Simplificacao molecular

I N

e} O
H3CO O N NF O OCHj HaCOOCH3
HO (38) OH HO (39) or

Figura 45: Planejamento dos derivados (38) e (39) por simplificacdo molecular a partir da curcumina (3).

A simplificacdo molecular ¢ uma estratégia essencial na otimizacdo da atividade
biolégica de produtos naturais, pois além de diminuir o ndmero de sitios labeis ao
metabolismo oxidativo também visa minimizar a quantidade de subunidades estruturais
potencialmente toxicoféricas (BARREIRO & FRAGA, 2008), resguardando apenas oS
motivos estruturais farmacoféricos e, portanto, essenciais para a atividade. Um exemplo
classico da utilizacao da simplificacdo molecular envolve o produto natural tubocurarina (43)
e 0 brometo de decametdnio (44), substancias utilizadas como relaxantes musculares
despolarizantes da placa motora cujas estruturas estao representadas na Figura 46.

OH

OCHj,
© Simplificacao
Molecular

OCH, H CHs

HzC —,CH

(43) Tubocurarina (44) Decametonio

OPontos Farmacoféricos
Figura 46: Estruturas do produto natural Tubocurarina (43) e do analogo sintético simplificado Decametonio

(44).
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O derivado (38) foi sintetizado pela adi¢do de acetona a dois equivalentes de (25), com
catélise acida (Figura 47, entrada A). Essa reagdo € decorrente da condensacao alddlica, que
explora a acidez dos hidrogénios em posicao « a carbonila. De forma analoga foi sintetizada a
chalcona (39) a partir da acetofenona correspondente e um equivalente de vanilina (Figura 47,
entrada B).

0 HCI 2
H4CO AcOH H3CO AN = OCH3;
I N o S ane e
0,
)k HO 24% HO (38) OH
(25)
H3CO i CcO HOl
3 D)kCH3 + Hs D)J\ ACOH 300:‘)J\/\‘:OCH3
HO s O O
(25) (39)

Figura 47: Esquema reacional para a preparacao de (38) (Figura 47A) e (39) (Figura 47B).

A principal diferenga operacional entre as duas metodologias foi o rendimento
alcancado. Enquanto na reacao para a sintese de (38) houve um rendimento baixo (cerca de
24%), a sintese da chalcona (39) se deu em rendimento mais adequado (85%). Esse problema
ndo pode ser contornado adicionando excesso de acetona, pois caso isso ocorra sera formado
o derivado monossubstituido. A catélise &cida é utilizada em detrimento da cléssica catélise
béasica para esse tipo de condensacdo porque a hidroxila na posicdo 4 do anel aromatico da
vanilina (25) ioniza-se em meio basico e a carga formada entra em ressonancia com o anel,
tornando a carbonila aldeidica muito menos eletrofilica e, consequentemente, menos reativa

(Figura 48).
H3C0ﬁ
0] 09
O ; : o}

&)

Figura 48: Reacédo de desprotonagéo da hidroxila fendlica da vanilina (25) e ressonancia do fenolato formado,
justificando a perda da nucleofilicidade da carbonila e sua falta de reatividade em meio bésico.

HsCO

O espectro de RMN *H de (38) mostra que este derivado ndo apresenta o sinal
caracteristico do hidrogénio entre a carbonila/enol (simpleto de integral 1 em 6 6,08ppm).
Uma caracteristica interessante ao se comparar os espectros de DEPTQ de (38) e (3) é 0
deslocamento quimico da carbonila; devido ao equilibrio ceto-endlico que ocorre na
curcumina (3), a carbonila é representada com um sinal em ¢ 183,71ppm. A auséncia deste
equilibrio, esperada para (38), desloca o sinal da carbonila para ¢ 188,82ppm (Figura 49). A
confirmacéo da estrutura também foi realizada pela aquisicdo do espectro de massas de alta
resolucédo, onde (38) apresentou ion molecular com m/z 326,1154.

52



©
z S
~ © P~
~@ > l o5
o o O o
r'-ur‘“ ™ o~ J ]
| ~ oy | —
I | ©R —
| T l‘
| o —
IS Ll U\
N AN = VI
2.03 212194 4.02
[
T T T T T T T T T | T T T T T T T T T | T T T T T T T T
75 70
Chemical Shift (ppm)
4
Y 8
S i
— © g
=
© -
~ \
e
[
i |
&8 12
8 B8 3
S® N
b
AR LA AR LA R LR I LR B I B I UL L R T I I L B
0 200 180 160 140 120 100 80 80 40 20 0

Figura 49: Expansao do espectro de RMN H (A) e o espectro de DEPTQ (B) do derivado (38), realizados a 500
e 125 MHz, respectivamente, em CDCls.

A chalcona (39), apesar do menor nimero de atomos de hidrogénio, apresenta uma
maior complexidade de sinais na regido entre 66,8 a 7,8 ppm, devido ao fato de esta molécula
ndo apresentar um plano de simetria que garanta equivaléncia magnética entre os hidrogénios.
Desta forma, no espectro de RMN *H de (39) (Figura 50) pode-se perceber os dupletos de
integral 1 e constante de acoplamento 20 Hz referentes aos hidrogénios olefinicos 2 e 3, além
dos sinais aromaticos correspondentes a dois aneis ndo-equivalentes. Devido ao efeito
retirador de elétrons da carbonila ligada diretamente ao anel A, os hidrogénios encontram-se
mais desblindados e consequentemente apresentam maior deslocamento quimico quando
comparados aos hidrogénios do anel B, conforme mostra a Figura 42. Pode-se observar o
hidrogénio H3” em um sinal em 67,61 ppm, mais deslocado do que o hidrogénio H5 presente
no anel B, cujo deslocamento quimico é de 67,48 ppm. O mesmo observa-se para os pares de
dupletos referentes a H7’ ¢ H6’ do anel A (6 7,79 e 7,27 ppm respectivamente) quando
comparados a H9 e H8 do anel B (66,92 e 6,82 ppm respectivamente).
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Figura 50: Estrutura de (39) e expansdo do espectro de RMN H na regido entre 66,8 a 7,8 ppm, realizado a 500
MHz em DMSO-de.

Avaliacdo da atividade tripanocida dos analogos sintéticos

O conjunto de derivados sintetizados foi submetido a uma triagem (screening) para
avaliar a influéncia das modificagdes estruturais na modulagdo da atividade tripanocida da
curcumina (3). Nesse experimento, as substdncias entdo sintetizadas foram testadas na
concentragdo de 50 pM e comparadas com os padroes curcumina (3) e benzonidazol (1),
como mostra a Figura 51.
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Figura 51: Triagem dos derivados naturais e sintéticos frente a formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c).
O parasito foi cultivado por 7 dias em meio BHI (Brain Heart Infusion) suplementado com hemina, acido félico
e 10% de soro fetal bovino a 26 °C. Algumas culturas foram prontamente tratadas com os controles benzonidazol
(1) e curcumina (3), além derivados indicados pelo nimero da estrutura em triplicatas na concentragéo de 50 uM.
As formas viaveis foram contadas na camara de Neubauer no sétimo dia. Resultado representativos de dois
experimentos independentes.
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Nesse experimento pdde-se observar a relevancia de cada subunidade estrutural da
curcumina (3). Quanto ao padrao de substituicdo do anel aromatico, curiosamente o derivado
metilado (33) teve uma atividade superior ao protétipo, mostrando que a hidroxila fenélica em
para ndo é essencial para a atividade tripanocida. Os derivados pirazélicos (35) e (36) foram
menos ativos quando comparados a curcumina (3), mas o derivado isoxazdlico (37) teve uma
atividade bastante superior, o0 que mostra uma possivel relacdo bioisostérica entre o grupo 1,3-
dicetona e o isoxazol nesse modelo. Quanto as alteracdes na cadeia espacadora, as ligacoes
duplas se mostraram importantes para a atividade tripanocida, visto a perda da atividade ap6s
reducdo das duplas em (30). Contudo, o comprimento da cadeia se mantida a conjugacéo pode
ser explorado; o derivado monocarbonilado (38), com cinco carbonos entre 0s anéis
aromaticos, foi 0 mais ativo de toda a série, e a chalcona (39) teve uma atividade comparavel
a curcumina (3) propriamente dita com uma potencial vantagem no fato de provavelmente
possuir maior estabilidade metabodlica devido a supressdo do metileno entre as carbonilas, que
é o sitio mais labil ao metabolismo em sua estrutura. Apos a realizagdo desta triagem, a
estratégia sintética seguiu de forma racional para a sintese de derivados que possuissem
caracteristicas comuns aqueles que apresentaram melhor atividade neste modelo, visando a
otimizac&o da atividade tripanocida obtida até ent&o.

Planejamento e sintese dos anédlogos conformacionalmente restritos

O aumento da liberdade conformacional obtido em (30) teve efeito deletério na
atividade tripanocida da curcumina (3). Isso pode ser decorrente do fato de que a curcumina ja
possui como conférmero termodinamicamente mais estavel um conférmero proximo ao do
bioativo; o aumento da liberdade conformacional conseguido pela hidrogenacdo das duplas
gera uma maior populacdo de conférmeros diferentes 0 que minimiza a chance de
ancoramento no biorreceptor com a conformagdo adequada. Desta forma, planejou-se a
sintese de derivados conformacionalmente restritos da curcumina (3) (Figura 52). Os
derivados 1,3-dicarbonilicos (45) e (46) foram sintetizados através de uma reacdo de Pabon
modificada, usando o micro-ondas (NICHOLS et al, 2006) para aumento de rendimento e
diminuicdo no tempo de reacdo, e os derivados monocarbonilados e (48) foram preparados
através de uma condensacao de Knoevenagel em meio acido, tal qual o derivado (38) (Figura
53).

o O

Restricéo 0 o
H3CO A = O OCHj; Conformacional H,CO X Pz OCH3
S —— 1 J U0
HO @) OH HO n OH
n=1(45)
n=0 (46)
Simplificagéo
molecular
Q Rest
estrigdo
HCO O P O OCH, Conformacmal 3COOCH3
HO (38) OH
n=1 (47)
n=0 (48)

Figura 52: Planejamento dos analogos conformacionalmente restritos de (3) e (38).
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Figura 53: Esquemas reacionais para a preparacao dos analogos (45-48)

Os quatro derivados conformacionalmente restritos (45-48) foram entdo submetidos a
uma nova triagem frente a formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) a fim de verificar a
influéncia da restricdo conformacional e da simplificacdo molecular na atividade tripanocida.
Os resultados mostraram uma interessante relacdo entre o tamanho do anel utilizado para a
restricdo conformacional e a atividade tripanocida no modelo testado. Os derivados contendo
uma subunidade ciclopentanona (46 e 48) foram bem menos ativos do que aqueles contendo
uma subunidade cicloexanona (45 e 47), como mostrado na Figura 54.

o O

H,CO e = OCH,4
200+ HO E Curcumina (3) ‘ OH

Epimastigotas (x10%/mL)

Figura 54: A) Gréfico de triagem dos derivados (45-48) sobre formas epimastigotas de T. cruzi. O parasito foi
cultivado por 7 dias em meio BHI (Brain Heart Infusion) suplementado com hemina, &cido félico e 10% de soro
fetal bovino a 26 °C. Algumas culturas foram prontamente tratadas com os controles benzonidazol (1) e
curcumina (3), além derivados indicados pelo nimero da estrutura em triplicatas na concentracdo de 50 uM. As
formas viaveis foram contadas na cdmara de Neubauer no sétimo dia. Dados representativos de dois
experimentos independentes.

Este comportamento pode estar associado a aspectos espaciais nas subunidades arila
desses derivados; a sobreposicdo das estruturas dos derivados (45-48) com a curcumina (3),
ap6s minimizac¢do pelo método PM6 no programa Spartan *14 (Wavefunction Inc), permitiu
que fosse observada a influéncia da insercdo do anel nos derivados diarileptanoides (Figura
55).
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Entrada A

L 5F
3

Entrada B

Figura 55: Sobreposi¢do dos derivados carbociclicos (45-48) com o prot6tipo natural curcumina (3) apos
minimizacao de energia pelo método PM6 utilizando o programa Spartan '14. Entrada A, (3) aparece em verde,
(45) em roxo e (46) em ciano. Entrada B, (3) aparece em verde, (47) em ciano e (48) em roxo.

Através da inspecdo das conformacbes sobrepostas na Figura 55, é possivel observar
qgue a insercdo do anel na cadeia espacadora entre as subunidades arila do arcabouco
diarileptanoide original C6-C7-C6 faz com que este perca sua planaridade, provavelmente
devido as interacdes estéricas dos hidrogénios metilénicos do anel alifatico com o hidrogénio
em orto do anel aroméatico mais préximo. Tal interagdo faz com que as subunidades arila
tenham tendéncia a uma conformacdo onde o anel encontra-se perpendicular ao plano da
orientacdo inicial, o que altera também a disposicdo espacial dos substituintes oxigenados —
OH e —~OCHg, que sdo potencialmente farmacoforicos para a atividade tripanocida. Apesar de
em ambos os casos o0s substituintes do anel aromatico (principalmente a metoxila) estarem
orientados de forma diferente do prototipo (3), elas ainda sdo diferentes entre si, 0 que sugere
que a interagdo com o biorreceptor hipotético ocorra de forma mais eficiente em (45) e (47)
do que em (46) e (48). A influéncia dos derivados de ciclopentanona é mais relevante devido
ao fato de que neste caso o anel alifatico ndo pode adotar conférmeros ndo-planares, diferente
dos derivados de cicloexanona, mais flexiveis, nos quais podem haver diferentes
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conformacBes, onde os hidrogénios metilénicos encontram-se mais afastados do anel
aromatico.

Planejamento, sintese e avaliacdo da série pirimidinica

Outra série foi planejada baseada no bioisosterismo de anéis existente entre o nucleo
isoxazol de (37) e pirimidinas, que culminou na sintese de bis-estiril-pirimidinas, planejadas
por hibridacdo molecular e bioisosterismo (Figura 56).
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H,CO s~ A OCHg H,CO G & OCH,
O 37) O Bioisosterismo O O
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HO O X
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H H

HO OH ——) © X=CH, (62)°
N-CHj (53)
N-Ph (54)
o (85)
S (86)

Figura 56: Planejamento das 4,6-bis-estirilpirimidinas 2-substituidas.

Este planejamento utilizou como base a relacdo potencialmente bioisostérica entre o
isoxazol de (37), que foi mais ativo que a 1,3-dicetona da curcumina (3) no modelo de
atividade tripanocida, e anéis 1,3-pirimidinicos. Pirimidinas sdo bastante comuns em farmacos
que atuem modulando ciclo celular (DRONTLE & WAGNER, 2004), em alvos bem
definidos como, por exemplo, a tubulina. O trabalho de Xie e colaboradores (XIE et al, 2011)
mostrou uma série de derivados heterociclicos nitrogenados inibidores da polimerizacdo de
tubulina, com destaque para a 2-aminopirimidina (51). Sendo o heterociclo a subunidade
farmacoférica do modelo de Xie, planejou-se entdo um hibrido entre (51) e (3) a fim de ter
um agente tripanocida dual, que mantenha propriedades antioxidantes da curcumina,
relevantes no quadro de estresse oxidativo do parasito, e que também seja capaz de inibir a
polimerizacédo da tubulina, prejudicando a replicacdo do parasito.

A abordagem sintética para esta série teve inicio com a tentativa de sintese de (49)
diretamente a partir da curcumina (3), através da cléassica reacdo de Pinner (PINNER, 1884)
conforme ilustrado na Figura 57, entrada A. Contudo, a sintese deste derivado ndo logrou
sucesso, 0 que levou ao estudo de uma outra abordagem para a sintese de (49) (Figura 57,
entrada B).
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Figura 57: A) Esquema sintético para a preparacdo de (49) pela cléassica reacdo de Pinner. B) Estratégia
retrossintética para preparacdo de (49), identificando como precursores a vanilina (25) e a 4,6-dimetilpirimidina

&D).

Dessa forma, procedeu-se para a reacdo de condensacdo entre a pirimidina (57) e a
vanilina (25), explorando a acidez dos hidrogénios metilicos do heterociclo para formar um
nucledfilo enolato-like capaz de reagir com a carbonila da vanilina (25) (BOLANDER et al,
2012). Entretanto, o produto majoritario dessa reagdo foi o produto monossubstituido (58),
que foi caracterizado devido a presenca do sinal correspondente a metila ligada ao heterociclo
(observada no espectro de RMN *H em 6 2,54 ppm, integral 3H e no espectro de DEPTQ
como um sinal positivo em 624,12 ppm), e a massa do ion molecular no espectro de massas
em m/z 242, conforme mostra a Figura 58.
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Figura 58: A) Esquema reacional para a preparacdo de (58). B) Espectro de RMN!H (CD3;0OD, 500 MHz),
DEPTQ (DMSO-ds, 125 MHZz) com destaques para o sinal da metila e espectro de massas do derivado (58).

Esse fendmeno provavelmente é decorrente do fato de que apds a primeira
condensacdo, os hidrogénios da metila se tornam muito menos &cidos devido ao efeito de
ressonancia que ocorre com a carga negativa da hidroxila fenélica em meio basico, a exemplo
do que ocorre com a vanilina (25). Sendo assim, optou-se por trabalhar com a vanilina
protegida, de modo a impedir a formacdo do fenolato em meio basico. A sintese da vanilina

protegida ocorreu segundo reagdes classicas presentes na literatura, e esta sumarizada na
Figura 59.

(0]
’ NaBH, OH SsocCl, cl
L H.CO CH,Cl, H.CO Cloreto de
H3CO 3 3
(89)
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Anisaldeido p-metoxibenzilico
Vanilina (25)
DMF
K,CO3
(0]

H300:©)J\H
(0]
(62)
Vanilina
H5CO protegida

Figura 59: Esquema sintético para a preparac¢do da vanilina protegida (62) a partir de anisaldeido (59).
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A vanilina protegida entdo reagiu com 4,6-dimetil-pirimidina (57) ou 2-cloro-4,6-
dimetil-pirimidina (63) para gerar os derivados apropriadamente substituidos (49 e 50,
respectivamente). A desprotecdo desses grupos se deu em solucdo hidroalcodlica acida,
conforme mostra a Figura 60.
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Figura 60: Esquema reacional para a preparagéo das pirimidinas (49) e (50) a partir da vanilina protegida (62) e
dos compostos heterociclicos correspondentes (57, 63).

Esta abordagem sintética, proposta por Lee e colaboradores (LEE et al, 2012), para a
sintese de pirimidinas com atividade anti-amiloidogénica, envolve a reacdo entre aldeidos e
metilpirimidinas em condicGes fortemente basicas e com o auxilio de um catalisador de
transferéncia de fases, como € o caso do bissulfato de tetrabutilamonio, (Bu)sN"HSO,. O
catalisador de transferéncia de fase, neste caso, auxilia no processo de ionizacao da pirimidina
(LUCCHESE & MARZORATTI, 2000), transportando os ions OH" da fase aquosa para a fase
organica composta pelas pirimidinas propriamente ditas, haja visto que os hidrogénios da
metila de (57) sdo bem menos acidos do que os hidrogénios a-carbonilicos como por exemplo
os da acetilacetona (Figura 61). Normalmente a desprotonacdo destas pirimidinas ocorre com
a adicdo de bases mais fortes como, por exemplo, organilitios. O catalisador de transferéncia
de fases permite, entdo, que esta reacdo ocorra mediante acdo de ions hidroxido em meio
aquoso (LANG & COMASSETO, 1988), desde que observado o fato de que podem haver
reacOes cruzadas caso o composto eletrofilico também possua hidrogénios « a carbonila.

pKa= 9,9
N"SN N
|
H3C)\/\CH3 MCH ,
(27) _
PKa = 36,3 pKa = 18,7

Figura 61: Assinalamento dos valores de pKa® para os hidrogénios mais é4cidos das moléculas (57) e
acetilacetona, na forma endlica.

Sendo assim, 0 mecanismo proposto para esta reacao, representado na Figura 62 pela
formagéo de (64) a partir de (57), se inicia com a ionizagdo da pirimidina para formagéo da
base conjugada correspondente. Esta base conjugada, que é nucleofilica, realiza uma adicéo a

> Valores obtidos em https://epoch.uky.edu/ace/public/pKa.jsp , acesso em 15/08/2015
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carbonila aldeidica da vanilina protegida (62) para formar um intermediario aldol-like que
sofrera desidratacdo em meio basico atraves de um mecanismo de eliminagdo unimolecular,
via base conjugada (E1cB). A base conjugada é estabilizada por ressonancia no anel
aromatico, o que pode justificar sua estabilidade e formag&o no meio reacional. O processo é
repetido a partir da ionizacdo da segunda metila para formar entdo a 4,6-bis-estirilpirimidina
protegida de interesse (64). O processo de desprotecdo (WUTS & GREENE, 2007) a despeito
de ter uma execucdo simples (refluxo em mistura hidroalcodlica acida) logrou rendimentos
baixos (variando de 50 a 65%) o que indica necessidade de otimizagéo desta etapa devido ao
fato de ser a ultima da rota sintética. Existem alguns métodos mais brandos utilizados para a
desprotecdo de derivados p-metoxi-benzilados, como por exemplo HCI catalitico em
1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol (HFIP) como solvente (VOLBEDA et al, 2015).
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Figura 62: Proposta de mecanismo para a formagao de (64) a partir de uma reagdo semelhante a condensagéo de
Knoevenagel entre a pirimidina (57) e o aldeido (62).

Nesse ponto, o derivado clorado (65) funcionou como intermediario-chave para a

sintese de toda a serie de 2-amino-4,6-bis-estirilpirimidinas (52-56), através de uma reacao de
substituicdo nucleofilica aromética (SyAr) deste derivado com aminas ciclicas
funcionalizadas (Figura 63). A desprotecdo destes derivados ocorreu de forma anéloga aos
anteriores.
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Figura 63. Esquema reacional da preparacdo dos derivados (52-56) passando pelos derivados protegidos (66-70).
P = Grupo de Protecdo (p-metoxibenzila).

A estrutura da série final (52-56) foi elucidada por espectrometria de massas de alta
resolucdo, RMN *H e DEPTQ. A Figura 64 mostra o espectro de RMN *H do derivado (55)
como um exemplo representativo da série sintetizada. Pode-se observar o sinal do hidrogénio
pirimidinico H1 como um simpleto de integral 1 em ¢ 6,84ppm, além dos sinais dos
hidrogénios olefinicos H3 e H4 como dupletos de integral 2 e constante de acoplamento J =
15Hz em 6 6,93ppm e ¢ 7,70ppm, 0 que mostra a formacdo da ligacdo dupla com geometria
E, em conformidade com a proposta mecanistica anteriormente mostrada (Figura 62). O anel
morfolinico presente no derivado (55) aparece como dois multipletos referentes aos metilenos
H2’ e H3’, em 6 3,70ppm e ¢ 3,81ppm respectivamente, muito proximo aos sinais da metoxila
em ¢ 3,80ppm. A auséncia de sinais referentes ao grupo protetor mostra que a reagdo ocorreu
em extensdo adequada.
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Figura 64: Espectro de RMN *H do derivado morfolinico (55) como exemplo representativo da série pirimidinica
inédita (52-56).
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Os produtos finais (52-56) sdo inéditos na literatura e apds caracterizacdo foram
submetidos a uma triagem frente a formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) para
analise da influéncia dos substituintes na posicdo 2 do anel pirimidinico na atividade
tripanocida (Figura 65).
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Figura 65: Triagem das pirimidinas sintetizadas sobre a forma epimastigota de T. cruzi (cepa Dm28c). O parasito
foi cultivado por 7 dias em meio BHI (Brain Heart Infusion) suplementado com hemina, acido félico e 10% de
soro fetal bovino a 26 °C. Algumas culturas foram prontamente tratadas com os controles benzonidazol (1) e
curcumina (3), além derivados indicados pelo nimero da estrutura em triplicatas na concentracdo de 50 uM. As
formas viaveis foram contadas na cdmara de Neubauer no sétimo dia. Dados representativos de dois
experimentos independentes.

A triagem mostrou que a série de pirimidinas planejadas ndo foi ativa neste modelo.
Entretanto, esta apresentou atividade in vitro sobre modulacdo da tubulina porcina, cujos
resultados aparecem em anexo. Neste modelo, porém, o derivado clorado (50) apresentou
atividade comparavel ao controle, o que fez com que ele tenha sido eleito como a pirimidina
mais ativa da série sintetizada. Dessa forma, ap0s sucessivas triagens e planejamentos para
otimizacdo, foram eleitos 6 derivados (Figura 66) que apresentaram atividade superior a da
curcumina (3) para ensaios de viabilidade celular, calculo de Clsg e investigagdo da atividade
tripanocida sobre as outras formas do parasito (amastigota e tripomastigotas), a serem
discutidas no Capitulo 3.
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Figura 66: Estruturas dos derivados da curcumina (3) mais ativos dentre os sintetizados no modelo de atividade
tripanocida frente a formas epimastigotas de T. cruzi.

Apesar de mais ativos contra as formas epimastigotas de T. cruzi, deve-se garantir que
estes derivados sejam seletivamente toxicos para o parasito (e ndo para a célula hospedeira)
de modo a cumprir um requisito fundamental para um candidato a farmaco quimioterapico.
Desta forma, foi realizado um ensaio de viabilidade celular com os derivados mais ativos nas
triagens anteriores (Figuras 51, 54 e 65) a fim de verificar se eles, apesar de toxicos para as
formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) ndo eram toxicos para macréfagos peritoneais
de camundongos Balb/c, que foram tratados com os derivados (33), (37), (38), (45), (47) e
(50), além dos controles adequados. No momento da leitura, as células foram diluidas em azul
de Trypan e contadas em cadmara de Neubauer em microscopio Optico. Foram realizadas
leituras em 24h e 48h, e os resultados representativos dos dois tempos de leitura estéo
expressos na Figura 85.
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Figura 85: Macrdfagos peritoneais obtidos de camundongos BALB/c foram cultivados em triplicadas na
concentracdo de 5 x 10° mL™. As células foram tratadas por 48h com os derivados indicados na concentracéo de
100 uM. A viabilidade celular foi quantificada pelo método de exclusdo com azul de Trypan. Os resultados sdo
representativos de dois experimentos independentes.

A andlise deste experimento permite observar que dos seis derivados sintéticos mais
ativos frente a forma epimastigota, trés deles apresentaram relevante toxicidade para 0s
macrofagos murinos (33, 37 e 38, Figura 86). Este resultado se deve provavelmente a
presenca de subunidades toxicoforicas em suas estruturas ou de metabdlitos que possam ser
toxicos.
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Figura 86: Estruturas dos derivados (33), (37) e (38), que apresentaram considerével toxicidade para macréfagos
murinos na concentra¢do de S0uM.

De uma maneira geral, ndcleos isoxazolicos sofrem metabolismo redutor com muito
mais facilidade do que os pirazois, formando normalmente um enol (que na maioria das vezes
sera encontrado na forma de cetona) e uma imina (ZHANG, 2008). Neste caso, 0 metabolito
correspondente a abertura do anel isoxazdlico, por metabolismo redutor do derivado (37),
formaria uma imina «fS-insaturada (Figura 87), que é um grupo extremamente toxico
(SMITH, 2011).Entretanto, a luz do conjunto de resultados observados, ndo foi possivel
justificar as toxicidades dos derivados (33) e (38) no modelo testado, o que aponta para a
necessidade de estudos associados ao metabolismo destas substancias pelas células murinas a
fim de investigar eventuais metabdlitos toxicos formados.

Metabolismo
Redutor

Imina conjugada
potencialmente téxica

Figura 87: Formagdo do provavel metabolito que justifica o perfil citotoxico de (37) frente a macrofagos
peritoneais murinos.
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Avaliacdo da atividade tripanocida dos analogos ativos mais seletivos sobre células
infectadas

A partir do experimento anterior, entdo, foi realizado um corte onde aquelas
substancias que permitiram a viabilidade de pelo menos 85% das células fossem eleitas para
0s ensaios seguintes. Procedeu-se para o calculo de Clsy destes derivados frente a formas
epimastigotas (45, Clsp = 0,60 £0,09 uM; 47 Clsp = 2,30 0,13 uM e 50 Clso = 6,50 £ 0,19
uM;) para que entdo fosse realizado um experimento envolvendo a atividade destes derivados
em células infectadas com T. cruzi. Macr6fagos murinos foram infectados com formas
tripomastigotas metaciclicas induzidas quimicamente através do cultivo de formas
epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) em meio TAU-P (urina artificial de triatomineo
suplementado com L-prolina, CONTRERAS et al, 1993). Este meio é capaz de induzir a
diferenciacdo de formas epimastigotas para formas tripomastigotas metaciclicas pois
mimetiza a urina do barbeiro, onde essa diferenciagdo ocorre naturalmente. Apds a
metaciclogénese, os parasitos diferenciados foram coletados e adicionados a culturas de
macrofagos peritoneais murinos na razao de 5 tripomastigotas para cada macrofago. Apos 24h
de infeccdo, as culturas foram lavadas e tratadas com os derivados que apresentaram
toxicidade seletiva frente ao parasito, €. g. (45), (47) e (50). Os ensaios com a célula infectada
permitem a observacdo de trés fendmenos distintos: a liberacdo de formas tripomastigotas, a
proliferacdo de formas amastigotas e a quantidade de células infectadas com formas
amastigotas. Desta forma, ao analisar os trés fenbmenos, pode-se obter informacGes sobre
potenciais mecanismos de ac¢do das substancias ou de eventuais seletividades frente a uma
forma evolutiva especifica do parasito.

A inibicdo da liberacdo das formas tripomastigotas celulares de T. cruzi (Figura 88) foi
investigada pela contagem de formas vidveis no sobrenadante das culturas 9 dias apds o
tratamento. Neste ensaio pode-se verificar a toxicidade seletiva das substancias frente a uma
forma do parasito que possui grande relevancia clinica, uma vez que as formas
tripomastigotas celulares liberadas in vivo sdo aquelas responsaveis pela manutencdo da
infeccdo e proliferacdo do parasito nos tecidos do hospedeiro.
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Figura 88: Macrdfagos peritoneais murinos foram infectados com formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa
Dm28c) na razdo de 5 parasitos/macrofago. Algumas culturas foram tratadas com os derivados (45), (47) e (50)
nas concentrag@es indicadas. Apo6s 9 dias 0 numero de parasitos liberados no meio de cultura foi determinado
por contagem em cdmara de Neubauer. Estes resultados sdo representativos de dois experimentos independentes.

Nesse experimento pode-se observar que os derivados (45) e (50) apresentam-se
bastante ativos quando comparado ao (47). O derivado (47) e perde sensivelmente sua
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atividade ao ser utilizado em uma concentracdo mais baixa, 0 que pode representar um
entrave caso haja utilizagdo desta substancia in vivo, ja que sua concentracdo tende a diminuir
no decorrer do tempo. Em paralelo a este ensaio, foram realizados ensaios para verificar a
atividade destes derivados frente a formas amastigotas do parasito. A preparagéo dos meios de
cultura seguiu 0 mesmo protocolo, com o diferencial de que em cada cultura foi adicionada
uma laminula de vidro estéril para que esta pudesse ser corada e analisada no microscopio
Optico para contagem de parasitos e de nimero de células infectadas. Dessa forma, podemos
obter informagdes sobre a atividade destas substancias no interior da célula e/ou sua
capacidade de dificultar a internalizagdo do parasito no processo infectivo.
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Figura 89: Macrofagos peritoneais murinos foram infectados com formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa

Dm28c) na razdo de 5 parasitos/macrofago. Algumas culturas foram tratadas com os derivados (45), (47) e (50)

nas concentracdes indicadas e em todas foi adicionada uma laminula. Apds 7 dias a laminula foi corada com

Pandtico e o nimero de parasitos foi determinado por contagem em lente de imersdo no microscdpio dptico.

Estes resultados sdo representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 90: Macro6fagos peritoneais murinos foram infectados com formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa
Dm28c) na razdo de 5 parasitos/macrofago. Algumas culturas foram tratadas com os derivados (45), (47) e (50)
nas concentracdes indicadas e em todas foi adicionada uma laminula. Apds 7 dias a laminula foi corada Panético
e a porcentagem de células infectadas foi determinado por contagem em lente de imersdo no microscépio éptico.
Estes resultados séo representativos de dois experimentos independentes.

Os resultados mostrados nas figuras 89 e 90 mostram que as substancias séo
consideravelmente ativas, tanto na diminuicdo do nUmero de amastigotas quanto na
diminuigdo do nimero de células infectadas. Entretanto, nenhuma delas foi capaz de inibir a
infeccdo das células, mesmo em concentracdes elevadas, o que pode significar um problema
no que diz respeito a administracdo destes derivados in vivo, pois esse comportamento deve
ser decorrente da dificuldade em atravessar a membrana celular.

69



CAPITULO III
Investigacao dos provaveis mecanismos

de acao da curcumina
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A busca por moléculas que sejam seletivamente nocivas ao parasito sem que haja
comprometimento da saude do hospedeiro é o principal paradigma na pesquisa de novas
substancias com atividade antiparasitaria. Uma vez caracterizada a toxicidade seletiva do
quimioterapico deve-se buscar a elucidacdo do mecanismo de acdo daquela substancia,
processo que demanda conhecimento dos diversos possiveis alvos presentes no parasito.
Dentre os alvos mais estudados em Trypanosoma cruzi, estdo a cruzipaina, a tripanotiona
redutase e a glicosil 3-fostato desidrogenase (FERREIRA, 2012). A cruzipaina (MURTA et
al, 1990), também denominada GP 57/51(e cuja forma recombinante é a cruzaina) é uma
cisteino-protease da familia da papaina cuja principal particularidade ¢ um segmento C-
terminal atipico altamente glicosilado (MENDONGCA-PREVIATO et al, 1983). A cruzipaina
é codificada por um gene polimérfico (i. e., possui sua expressdo diferentemente regulada nos
diferentes estagios evolutivos do parasito), o que sugere o desempenho de funcdes especificas
em cada forma do parasito. Na forma tripomastigota, a cruzipaina encontra-se localizada em
lisossomos, ao passo que na forma amastigota ela estd presente majoritariamente na superficie
da célula e na forma epimastigota encontra-se compartimentalizada em reservossomos
(SOUTO-PADRON et al, 1990; ALVAREZ et al, 2012), estando entdo ligadas a processos de
penetracdo na célula hospedeira, nutricdo intracelular e no mecanismo de escape da célula sob
a forma infectiva tripomastigota (STEERT et al, 2010). Por se tratar de uma cisteino-protease,
0s primeiros inibidores de cruzipaina identificados foram derivados peptideo-miméticos
capazes de se ligar de forma irreversivel & enzima, e. g. a vinil-sulfona (57). Em seguida, com
utilizacdo de ferramentas computacionais, foram planejados derivados ndo-peptidicos, e. g.
(58) (FERREIRA et al, 2010) mais potentes frente a enzima (Figura 67, entrada A).
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Figura 67 A) Representacdo estrutural tridimensional da cruzaina cristalizada com o derivado vinil-sulfénico
(57). Estrutura depositada no Protein Data Bank sob o codigo 1F2C (BRINNEN et al, 2000). B) Representacéo
esquematica em duas dimensdes do modo de ligagdo de (57) a cruzaina. C) Estruturas dos derivados inibidores
de cruzaina (57) e (58).
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A tripanotiona redutase € uma enzima presente em diversos tripanossomatideos (e. g.
géneros Trypanosoma, Leishmania e Crithidia), responsavel pela catélise da reacdo mostrada
na Figura 68. Esta enzima mantém o equilibrio de oxirreducdo da tripanotiona e é responsavel
pela manutencdo de um ambiente intracelular redutor através da diminui¢do da concentragdo
de espécies reativas de oxigénio e demais radicais livres, os quais sdo consumidos pela forma
reduzida da tripanotiona (HEBY et al, 2007).
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Figura 68: Esquema do equilibrio entre a forma oxidada (TS,) e reduzida (T(SH),) da tripanotiona. O processo
de reducdo ocorre com catalise da tripanotiona redutase e o processo de oxidagdo ocorre espontaneamente pela
acdo oxidante de espécies reativas de oxigénio (ROS).

A inibicdo desta enzima gera um acumulo de espécies reativas de oxigénio no interior
do parasito, causando um estresse oxidativo potencialmente letal para a célula do T. cruzi. O
desenvolvimento de inibidores da tripanotiona redutase teve inicio em 1992 com o trabalho de
Benson e colaboradores, onde foi realizado o isolamento da tripanotiona redutase de
Trypanosoma cruzi e ensaio in vitro de inibicdo da enzima por diversas moléculas. Esse
trabalho identificou como primeiro proto6tipo inibidor seletivo de tripanotiona redutase o ja
conhecido antidepressivo triciclico clomipramina (59) quando comparado ao sistema de
oxirreducdo da glutationa, presente no hospedeiro vertebrado (BENSON et al, 1992). No
trabalho de Benson e colaboradores, a clomipramina (59) apresentou constante de inibicédo
Ki= 6,53+0,59uM para a tripanotiona redutase de T. cruzi e ndo inibiu a glutationa redutase
humana na concentracdo maxima testada de 1 mM. Na primeira metade da década de 90, a
maioria dos inibidores de tripanotiona redutase racionalmente planejados possuiam como
referéncia a estrutura do substrato, o que normalmente gerava inibigdes irreversiveis e pouca
seletividade. O trabalho de Zhang e colaboradores (1996) configurou um marco importante no
desenvolvimento de inibidores da tripanotiona redutase, pois a partir dele iniciaram-se estudos
computacionais de inibidores ndo-peptidicos e planejados racionalmente utilizando
informac@es estruturais do alvo. Zhang e colaboradores utilizaram a estrutura cristalogréafica
conhecida da tripanotiona redutase de Crithidia fasciculata para criar um modelo por
homologia para a enzima correspondente a homénima de T. cruzi (ZHANG et al, 1996). C.
fasciculata € um cinetoplastideo capaz de estabelecer relacdo de parasitismo apenas com
mosquitos, sendo inofensivo ao homem. Contudo, sua tripanotiona redutase possui 69% de
identidade com a de tripanossomatideos, semelhanca essa que é ainda maior quando se
comparam os sitios ativos das duas enzimas (ABOAGYE-KWARTENG et al, 1992). No
mesmo ano, Jacoby e colaboradores elucidaram a estrutura da enzima a partir da cristalografia
de tripanotiona redutase de T. cruzi com a mepacrina (60). A partir de entdo, diversos
inibidores de tripanotiona redutase foram descobertos utilizando os modelos de Zhang e
Jacoby, com destaque para a aminoacridina (61), homologo superior de (60) descrito por
Bonse e colaboradores; a piridazina (62) e o carbazol (63) descritos por Horvath. Mais
recentemente, foram descritas as atividades inibitorias de derivados mais potentes como a
tioridazina (64) e a aminoquinolina (65) descritas por Presti e Sola, respectivamente (Figura
69).
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Figura 69: Estruturas dos protétipos inibidores de tripanotiona redutase de T. cruzi identificados ap6s publicacdo
dos trabalhos de Zhang e Jacoby. (ZHANG et al, 1996; JACOBY et al, 1996; BONSE et al, 1999; HORVATH,
1997; PRESTI et al, 2015; SOLA et al, 2015).

Além daqueles supracitados, diversos outros alvos tem sido pesquisados no ambito da
quimioterapia antichagasica, como fosfatases, diidroorotato desidrogenase, topoisomerase.
glicosil-3-fostato desidrogenase e diidrofolato redutase (FERREIRA, 2012), com destaque
para enzimas envolvidas na biossintese de esteroides e na sintese de microttbulos. Esteroides
sdo biomoléculas lipofilicas que atuam na membrana celular modulando sua fluidez,
integridade e permeabilidade, sendo entdo uma classe de moléculas indispensavel a
manutencdo da vida. A biossintese desses esteroides difere significativamente entre os Reinos,
sendo o 6xido de esqualeno um intermedidrio comum a todos 0s eucariotos. A partir deste
ponto, ha uma divergéncia de rotas biossintéticas que ddo origem a diferentes esteroides: no
reino animal, o principal esteroide é o colesterol (67). Nos fungos e protozoérios, o principal
esteroide é o ergosterol (68) e nas plantas, o sitosterol (69), conforme é mostrado na Figura
70.
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Figura 70: Biossintese comparativa de esteroides estruturais de membrana de diferentes classes de seres vivos.
Adaptado de BROWN, 1998.

Essa diferenca nas rotas biossintéticas pode apresentar-se como uma vantagem no
planejamento de substancias com atividade bioldgica, uma vez que esta condicdo permite o
estudo de compostos quimioterapicos seletivos para um parasito e in6cuos para o hospedeiro,
ja que a partir do 2,3-6xido de esqualeno (66) as vias bioquimicas sdo diferentes para a sintese
do colesterol (67) (um lipideo de membrana presente nos mamiferos) e do ergosterol (68)
(lipideo equivalente, presente nas membranas de fungos e alguns protozoarios, como
Trypanosoma cruzi e Leishmania sp). A utilizacdo de derivados que modulam a biossintese de
esteroides jA& é bem explorada no tratamento de infec¢bes fungicas, a exemplo dos
antifangicos azdlicos. Nas infecgdes por tripanossomatideos, a utilizacdo de um derivado
azélico previamente conhecidos como antifungico, o cetoconazol (70), foi realizada de forma
pioneira nos trabalhos de McCabe (McCABE, 1983) e seus resultados deram inicio a uma
série de estudos abordando a inibicdo da enzima CYP51 (ou esterol 14a-desmetilase), uma
das enzimas-chave na regulacdo da biossintese de esterois em organismos eucariotos (Figura
71).
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Figura 71: Biossintese do Ergosterol (68) em leveduras (Saccharomyces cerevisiae), a partir do 6xido de
esqualeno (adaptado de SUETH-SANTIAGO et al, 2015b).
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No T. cruzi, os esteroides enddgenos possuem funcdo direta na viabilidade celular e
na regulacdo da atividade de enzimas de membrana (URBINA, 1997). Apesar de o ergosterol
(68) ser um produto final, comum as vias biossintéticas tanto de tripanossomatideos quanto de
fungos, existem peculiaridades no que tange a sintese desse lipideo, principalmente na etapa
de desmetilacdo mediada pela CYP51 de cada espécie. A despeito da baixa similaridade entre
as isoformas de CYP51 nos diferentes Reinos, entre 22 e 33% na sequéncia priméria de
aminoacidos (LEPESHEVA et al, 2003), todas as enzimas possuem elevadas regio- e
estereosseletividades nas reacbes que catalisam, o que diminui muito o nimero de substratos
possiveis. Até 0 momento, sdo conhecidos apenas trés substratos para todas as familias de
esterol-14a-desmetilases, sendo todos 14-metil-esteroides poés-esqualeno na via de
biossintese, por exemplo: lanosterol (71), eburicol (73) e obtusifoliol (74) (LEPESHEVA et
al, 2006). Este fendmeno, entretanto, faz com que néo seja possivel extrapolar as propriedades
de um antifungico azolico capaz de inibir a CYP51 de um fungo para a CYP51 de um
tripanossimatideo, j& que cada uma delas tem afinidades diferenciadas, por substratos distintos
(Figura 72).

Ergosterol (68)

CH; cYP51

(T. cruzi)
—_—

- Ergosterol (68)

CYP51
CH,4 (T. brucei)

B
—>  Ergosterol (68)
B

3 e
HO Obtusifoliol (74)

CHs,

Figura 72: Estruturas dos substratos preferenciais de CYP51 de fungos (71), T. cruzi (73) e T. brucei (74).

A inibicdo de CYP51 em T. cruzi tem sido explorada com sucesso, resultando
frequentemente no surgimento de novos inibidores ativos por via oral tanto na fase aguda
quando na fase crénica da doenca, sendo a Unica classe de compostos com candidatos a
farmacos que alcancaram triagens clinicas para o tratamento quimioterapico da doenca de
Chagas (DIAS et al, 2009), a exemplo do derivado imidazélico VNI (75), que se mostrou
ativo na fase cronica da doenga em experimentos in vivo (VILLALTA et al, 2013). A
utilizagdo de inibidores de CYP51 com atividade tripanocida aconteceu antes da elucidacéo
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desta enzima como um alvo potencial. Antifungicos como itraconazol (76) e cetoconazol (70)
foram testados in vitro e in vivo em modelos de Chagas ainda na década de 80, com
diminuicdo da carga parasitaria nos animais infectados (McCABE et al, 1983; McCABE et al,
1987). A motivagdo para o primeiro trabalho de McCabe envolvendo a atividade de
cetononazol (70) em um modelo murino de infeccdo por T. cruzi ocorreu devido a relatos
prévios da atividade deste azol contra Plasmodium falciparum (PFALLER & KROGSTAD,
1981) e Leishmania tropica (BERMAN, 1981). Os compostos azolicos apresentados, de uma
maneira geral, agem sobre a CYP51 do T. cruzi através da interacdo de um dos nitrogénios
heterociclicos com um atomo de ferro presente no centro HEME (Figura 73) da enzima
responsavel pela desmetilacdo do eburicol (73), impossibilitando a formag&o do intermediério
zimosterol (72) a partir do lanosterol (71), impedindo assim a formacdo do ergosterol (68)
(URBINA, 1997; URBINA, 2009). Desta forma, o resultado da inibig&o nas etapas finais da
biossintese de (68) é o acumulo de precursores biossintéticos toxicos na membrana celular do
T. cruzi, comprometendo sua integridade, de forma similar ao que acontece nos fungos
(Figura 74) o que caracteriza a inibicdo de CYP51 como uma abordagem importante no
desenvolvimento de novas moléculas com potencial antichagasico.
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Figura 73: Acima, estrutura de derivados azélicos ativos em modelos de infecgdo por T. cruzi. Cetoconazol (70),
VNI (75), itraconazol (76) e fluconazol (77). Estrutura cristalografica da CYP51 do T. cruzi com o fluconazol
(77) ligado ao sitio catalitico da enzima, depositado no Protein Data Bank (PDB) sob o cddigo 2WX2 (abaixo, a
esquerda). Esquema bidimensional de interacdo do fluconazol (77) com o sitio catalitico da enzima, gerado pelo

programa LigPlot a partir do mesmo codigo (abaixo, a direita).

78



gua
Esqualeno ’ a ‘

I:>O 000 C; O Ergosterol ‘

— —> = —>
P450,,,, Erg3

Antifungicos
Azdlicos

Esqualeno

> 000000
e Sy J (o Sl ol S o
P450,,ny Ergs

Alteracdo da fluidez e da
permeabilidade
da membrana celular

O > 14-metil-3,6-diol
Erg3 S
(esterol toxico) ‘D

Figura 74: Representacdo esquematica do mecanismo de a¢do dos compostos azolicos sobre a sintese de
ergosterol (68) e subsequente alteracdo da composicao e da organiza¢do da membrana celular (SHAPIRO et al,
2011; ABE et al, 2009).

Além de CYP51, a tubulina € um outro alvo bastante promissor no desenvolvimento
de moléculas que modulem o ciclo celular de Trypanosoma cruzi. Tubulina é uma classe de
proteinas globulares cujas isoformas compdem os microtdbulos, que sdo filamentos do
citoesqueleto responsaveis pela manutencdo de uma série de fungbes vitais para as células
eucarioticas, como por exemplo a separacdo dos cromossomos durante a divisdo celular, o
transporte de componentes intracelulares, a manutencdo do formato da célula, da mobilidade
celular e da distribuicdo de componentes da membrana plasméatica (HEALD & NOGALES,
2002). A formacdo do microtabulo ocorre pela polimerizacdo de duas isoformas de tubulina,
a e B. As duas subunidades formam um heterodimero de a e S-tubulina, que se polimeriza
formando uma estrutura cilindrica filamentosa no sentido “cabeca-cauda”, onde a subunidade
a de um dimero se liga a subunidade £ de outro. Este polimero inicial gera um protofilamento,
gue se agrupa a outros protofilamentos semelhantes para formar o microtabulo propriamente
dito (PEREZ, 2009) conforme mostra a Figura 75.
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Figura 75: Representacdo esquematica dos protofilamentos formados pela polimerizacdo dos heterodimeros de «
e B tubulina (Adaptado de WESTERMAN & WEBER, 2003).

Uma vez formado, o microtubulo torna-se uma estrutura dinamica, onde existe um
processo continuo de polimerizacdo e depolimerizacdo em equilibrio, que pode se deslocar
alterando o tamanho do filamento para que este se adapte ao comprimento adequado em cada
situacdo. A porcdo a-terminal (ou regido (-)) € menos dindmica, ao passo que a regiao f-
terminal, ou regido (+), € mais dinamica e pode se elongar/encurtar mais rapidamente (ZHOU
& GIANNAKAKOU, 2005). Tal caracteristica confere polaridade ao microtibulo em termos
espaciais, o que faz com que as pontas (+) e (-) tenham diferentes propriedades e possam ser
orientadas em diferentes direcdes. Essa caracteristica se da pelo fato de que cada subunidade
de tubulina (tanto a quanto ) possui um sitio de ligacdo para guanosina-trifosfato (GTP), o
qual se liga mais fortemente a « do que a S-tubulina. Dessa forma, o GTP ligado a g-tubulina
é mais facilmente hidrolisado a GDP (guanosina-difostato) ap6s a polimerizagdo (NOGALES,
2001). A cinética da polimerizacdo nesse caso € mais favoravel do que a cinética da hidrdlise
do GTP, permitindo entdo o crescimento do microtubulo. Nesse caso, 0 crescimento ou
encurtamento do comprimento do microtibulo na regido (+) depende intimamente do
nucleotideo ligado a S-tubulina; um microtubulo cuja subunidade S-terminal esteja associada
a uma molécula de GTP tende a polimerizar, ao passo que aquelas associadas a GDP tentem a
despolimerizar (JORDAN & WILSON, 2004), conforme mostra de forma esquematica a
Figura 76.
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Figura 76: Representacdo esquemética da dindmica de polimerizacdo/despolimerizacdo de microtibulos. a)
Formagdo do protofilamento com heterodimeros de a e S-tubulina; b) Formagdo do microtibulo com as regibes
(+) e (-); c) Relagdo entre os equilibrios de polimerizacdo e hidrdlise do GTP, onde percebe-se (1) a
polimerizacdo do microtbulo GTP-terminal, um intermediario onde as velocidades de hidrolise e polimerizagdo
sdo equivalentes (2), o micrutibulo despolimerizando quando a velocidade de hidrélise é superior (3) e o
salvamento do microtibulo mediante consumo de GTP (4). Adaptado de AKHAMOVA & STEINMETZ, 2008.

Por ser componente fundamental da proliferacdo celular, a tubulina ja é um alvo
reconhecido no desenvolvimento da quimioterapia antineoplasica, sendo os inibidores de
tubulina os farmacos anti-cancer com maior eficicia no controle da doenca (KUPPENS,
2006). Da mesma maneira, a tubulina desempenha o mesmo papel na divisdo celular de
parasitos como, por exemplo, T. cruzi. Os processos de divisdo binaria do parasito sdo
estritamente dependentes de processos de polimerizacdo/despolimerizacdo de tubulina
(WERBOVETZ, 2002), além de atuar no processo de motilidade do parasito, o que é
fundamental para a manutencgéo do processo infectivo no hospedeiro.

Apesar de haver alta identidade entre as sequéncias de aminoacidos de tubulinas de
diferentes organismos (por exemplo, células de mamiferos e leveduras podem possuir
identidade de 70 a 90% em suas isoformas de tubulina), existem diversos relatos de farmacos
antitubulinicos utilizados em quimioterapia antiparasitaria descritos na literatura. Por
exemplo, o farmaco antifingico benzimidazélico Benomyl® (78) apresenta alta seletividade
para a tubulina de leveduras; Kilmartin e colaboradores mostraram que (78) é 300 vezes mais
potente para a inibicdo da tubulina de S.cerevisiae quando comparada a tubulina de cérebro
bovino (KILMARTIN, 1981) Os derivados representados na Figura 77, oxfendazol (79) e
tiabendazol (80), por exemplo, s&o muito mais seletivos para a tubulina de nematoides do que
para a tubulina de mamiferos (DAWSON et al, 1984). Sendo assim, apesar da alta
semelhanga estrutural entre as proteinas de diferentes espécies, provavelmente as diferencgas
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encontram-se em pontos importantes para o reconhecimento biologico dessas moléculas entre
diferentes espécies.
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Figura 77: Estrutura dos antitubulinicos benzimidazdlicos ativos em tubulina de leveduras (78) e nematoides (79,
80) mas inativos frente a tubulina de mamiferos.

A busca por antitubulinicos seletivos é, entdo, um desafio atual no desenvolvimento de
candidatos a farmacos antichagasicos. O trabalho de Werbovetz e colaboradores, por
exemplo, identificou alguns derivados do tipo dinitroanilina-sulfonamida estruturalmente
analogos a orizalina (81), um herbicida que atua despolimerizando os microtibulos de plantas
e impedindo assim seu crescimento anisotrépico (WERBOVETZ et al, 2003). Neste trabalho,
observou-se que o derivado GB-I1-5 (82) possui maior poténcia frente aos cinetoplastideos
guando comparado as células de mamiferos, conforme mostra a Tabela 7.

Tabela 7: Estrutura e valores de Clsp (em micromolar) da orizalina (81) e dos derivados
dinitroanilina-sulfonamida frente a cinetoplastideos e linhagens celulares de mamiferos
(Adaptado de WERBOVETZ et al, 2003).

(0] O O\ /O
AP O:N '§” @ ON S

O,N S ]@/ N 2

2 H3C -~ AN
o LT | )

HsC NO NO,
H3C\) NO, 3 J 2 HsC

Orizalina (81) GB-II-5 (82) GB-11-46 (83)
Composto L. donovani T. b. brucei T. b. brucei J774 PC3
(amastigotas) (variante 221) (Lab 110 EATRO) | (macréfagos) | (prostata)

Orizalina |72+ 10 110 6,6+1,0 415 57+4
(81)

GB-II-5 50+0,6 0,41+ 0,02 0,73+ 0,09 291 3B+l
(82)

GB-11-46 | 20£2 2603 1,9+0,7 94+20 23+4
(83)

Os derivados sulfonamidicos (81-83) exercem atividade pela ligacdo em uma regido
da tubulina que ¢ denominada “sitio da colchicina” (ZHONG et al, 2012), que é uma regido
entre as subunidades « e f da tubulina. Neste sitio liga-se a colchicina (84), que € um produto
natural extraido de Colchicum sp. (e. g. Colchicum autumnale ou agafrdo-do-prado, Figura
78) usado no tratamento da gota (LU et al, 2012). A colchicina (84) ao se ligar na regido entre
as duas subunidades do heterodimero de tubulina induz a despolimerizagdo dos microtubulos
pela alteracdo na conformacdo adotada pela subunidade f apos sua ligagdo; uma vez ligada a
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(84), o dimero toma uma conformacéo curva que gera impedimentos estéricos no momento da
formacéo dos protofilamentos que irdo gerar os microttbulos (RAVELLI et al, 2004).

Figura 78: Estrutura quimica da colchicina (84) a esquerda e flores de Colchicum autumnale a direita.

Outro sitio de ligacdo explorado no na tubulina envolve uma regido situada na
interface entre dois heterodimeros de tubulina, na subunidade g (CHI, 2015). Nessa regido se
ligam os alcaloides da vinca (Catharanthus roseus), e. g. vimblastina (85) e vincristina (86).
Apesar de ter sido utilizada em medicina popular durante muito tempo em varios locais do
mundo como India, China e Havai, a partir dos anos 50 C. roseus despertou o interesse de um
grupo de cientistas do Canada ao estudar o uso popular desta espécie na Jamaica no
tratamento da diabetes (NOBLE, 1990). Apesar de os esfor¢cos na busca de substancias
antidiabéticas ter sido em vao, curiosamente foi percebida atividade citostatica do extrato
bruto de C. roseus, o que levou ao isolamento dos alcaloides (85) e (86), aos quais foram
atribuidas estas propriedades. Estes alcaloides bis-indolicos monoterpendides diméricos e sdo
produzidos em quantidades minimas nos mesdéfilos das folhas de C. roseus (SOTTOMAYOR
et al, 1998) através da ligacdo entre dois outros alcaloides, catarantina (87) e vindolina (88)
(ALMAGRO et al, 2015), conforme apresentado na Figura 79. O mecanismo de acéo de (85),
(86) e demais alcaloides estruturalmente analogos envolve basicamente a supressdo da
polimerizagdo dos microtibulos na regido (+) (BRANDAO et al, 2010) e promovendo a
despolimerizacdo na regido (-), o que faz com que estes derivados consigam alterar a
dindmica dos microtabulos do fuso mitdtico e bloquear os processos de divisdo celular
(PANDA et al, 1996). Além da alteracdo nos processos de polimerizacdo/despolimerizacao,
os alcaloides da vinca também promovem a fragmentacdo dos microtibulos existentes através
do destacamento de subunidades na regido (-) do biopolimero (YANG et al, 2010).
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R = CHj3 Vimblastina (85)
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Figura 79: Imagem de Catharanthus roseus (vinca) a esquerda e estrutura dos alcaloides vimblastina (85) e
vincristina (86), bem como seus precursores metabolicos catarantina (87) e vindolina (88).
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A terceira abordagem mais frequente na alteracdo da dindmica dos microtubulos
envolve ndo o aumento da despolimerizagdo, mas sim o seu bloqueio; dessa forma, ao se
estabilizar o microtdbulo, ele perde sua instabilidade dindmica, que € necessaria para O
desempenho de suas fungdes. Este fendmeno ocorre por exemplo quando o paclitaxel (89),
principio ativo do Taxol®, se liga a um local especifico da subunidade £ da tubulina (AMOS
& LOWE, 1999), conforme mostrado na Figura 80. O paclitaxel (89) é um produto natural
identificado inicialmente como metabolito secundario do Teixo do Pacifico (Taxus
brevifolia). Devido a pequena quantidade disponivel na matriz natural e da dificuldade de
manejo sustentavel de culturas de T. brevifolia, passaram a ser utilizados métodos de
semissintese a partir do alcaloide 10-deacetilbacatina 111 (90) obtido das folhas de Taxus
baccata, como por exemplo o método de Ojima e colaboradores onde o alcaloide (90)
protegido € acoplado em C-13 com uma lactama (91) (OJIMA et al, 1992), conforme mostra a
Figura 81. Posteriormente, uma série de abordagens biotecnoldgicas envolvendo cultura de
células e expressdo génica em bactérias permitiu a obtencdo de quantidades apreciaveis de
(89) de forma menos custosa, apesar de o Taxol® ainda ser um medicamento bastante caro
(FU et al, 2009).

07 "NH §:C

Tubulina -
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OH

Paclitaxel (89)

Figura 80: A esquerda, epresentacao do sitio de ligacdo do paclitaxel (89) na subunidade / da tubulina (adaptado
de AMOS & LOWE, 1999). Acima, a direita, estrutura quimica do paclitaxel (89). Abaixo, a direita, imagem das
folhas de Taxus brevifolia var brevifolia.
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10-deacetilbacatina IIl (90)

Paclitaxel (89)

Figura 81: Estratégia sintética de Ojima e colaboradores para sintese do paclitaxel (89) a partir do alcaloide
natural 10-deacetilbacatina I11 (90) e da lactama correspondente (91) (OJIMA et al, 1992).

Na subunidade g-terminal da tubulina (regido (+)), a natureza do nucleotideo ali
ancorado define se havera polimerizacdo ou despolimerizacdo. A presenca de GTP propicia
polimerizacdo e a presenca de GDP, ao contrério, promove a despolimerizagdo do
microtubulo naquela regido. Isto ocorre porque a hidrolise do GDP altera a conformacéo da -
tubulina, o que causa uma cascata de eventos que altera a estrutura dos protofilamentos,
tornando-os mais curvos e fazendo com que eles se projetem para fora dos microtibulos
(estrutura previamente mostrada na Figura 76, item 3). A presenca do paclitaxel (89) ancorado
na regido adjacente ao sitio de ligacdo do GDP (denominada entdo “sitio do Taxol”) promove
a estabilizacdo do polimero, impedindo que aconteca entdo o equilibrio necessario para a
dindmica de funcionamento correto do microtubulo. Desta forma, entdo, 0s processos
dependentes da dindmica dos microtibulos (e. g. mitose) sdo interrompidos e a célula torna-se
incapaz de realizar sua duplicacdo.

Estes 3 sitios sdo 0s principais paradigmas na pesquisa e desenvolvimento de
substancias com propriedades de modular os fendmenos celulares decorrentes da acdo dos
microtibulos, e estdo esquematizados na Figura 82. Cada um destes sitios possui uma série de
ligantes conhecidos, cujas estruturas estdo representadas na Figura 83.
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Figura 82: Representagdo esquematica das localizacGes relativas dos sitios de ligagdo das principais classes de
antitubulinicos.
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Figura 83: Estruturas de alguns dos ligantes dos trés principais sitios de ligacdo da tubulina: sitio do taxol
(vermelho), sitio dos alcaloides da vinca (verde) e sitio da colchicina (azul).

Alguns ligantes reconhecidamente inibidores de polimerizacdo ou despolimerizagao

dos microtubulos podem, entretanto, se ligarem a outros pontos da tubulina. A curcumina (3),
por exemplo, tem reconhecida participacdo na modulacdo do ciclo celular através de ligagdo
em tubulina de células HeLa e MCF-7, reduzindo a atividade GTPase e parcialmente inibindo
a atividade da colchicina (84) nestas células (GUPTA et al, 2006). Também foi reportado no
trabalho de Banerjee e colaboradores que a curcumina (3) atua suprimindo a instabilidade
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dindmica de microtubulos em células MCF-7 mantendo os microtibulos em um estado
metaestavel tal qual o paclitaxel (89) (BANERJEE et al, 2010). Entretanto, o trabalho de
Banerjee e colaboradores sugeriu que a curcumina (3) nao interagia em nenhum dos trés sitios
mais conhecidos da tubulina (sitios do taxol, dos alcaloides da vinca e da colchicina), o que
levou Chakraborti e colaboradores a realizarem experimentos que permitissem elucidar o
local de ligacdo da curcumina (3) na tubulina. Utilizando um experimento de Transferéncia
Ressonante de Energia por Fluorescéncia (Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET),
Chakraborti e colaboradores definiram que a curcumina (3) se liga entre dois heterodimeros
de a,p-tubulina, a 32A do sitio da colchicina (CHAKRABORTI et al, 2010), conforme mostra
a Figura 84.

Colchicina(84)

Curcumina (3)

Figura 84: Modelagem molecular da curcumina (3) ligada entre dois heterodimeros de tubulina (a em laranja, g
em verde). Colchicina (84) esta representada em vermelho e a curcumina (3) em magenta. Adaptado de
CHAKRABORTI et al, 2010.

Esses resultados em células eucarioticas de mamiferos agrupam uma série de diretrizes
que permitem extrapolar informacdes para sistemas celulares de tripanossomatideos, a fim de
caracterizar a tubulina como alvo também no controle do ciclo celular destes protozoarios.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo de alteracbes ultraestruturais e investigacdo do mecanismo de acdo da
curcumina (3)

Os resultados apresentados pela curcumina (3) e seus andlogos mostrou este produto
natural como um protdtipo promissor na pesquisa de novas moléculas com potencial
tripanocida, devido a sua toxicidade seletiva frente ao parasito. Foram entdo realizados
experimentos para verificar que tipo de alteracdo morfologica a curcumina (3) causa em
formas epimastigotas de T. cruzi no nivel subcelular do parasito, 0 que pode permitir uma
compreensdo mais detalhada acerca dos possiveis mecanismos de acdo antiparasitaria de (3)
(VANNIER-SANTOS et al, 2009). Foram entédo realizados experimentos de Microscopia
Eletronica de Varredura e Microscopia Eletrénica de Transmissdo de parasitos tratados tanto
com a curcumina (3) quanto com os curcuminoides naturais (4) e (5), cujos resultados s&o
apresentados e discutidos a seguir.

A acdo dos compostos (3-5) na sobrevivéncia e proliferacdo das células de T. cruzi
parecem estar relacionadas com seus efeitos em vias metabdlicas associadas a sintese de
ergosterol (68) e de poliaminas, os quais podem alterar a arquitetura celular (SOARES-
BEZERRA et al, 2004). Diferentes antimicrobianos podem gerar protusdes na superficie da
célula de T. cruzi como as que foram vistas, como por exemplo derivados da lapachona,
ésteres de forbol e diaminas estruturalmente analogas a putrescina (VANNIER-SANTOS et
al, 2009). O tratamento de T. cruzi com (3) na concentracdo de 10,23 «M, como mostra a
Figura 91, causa a formacdo de multiplos flagelos, que se apresentam em tamanho menor, o
que também foi previamente observado em células de T. cruzi tratadas com &cido arjundlico,
0 que pode indicar interferéncia na polimerizacdo dos microtibulos (SOUZA-NETO et al,
2014). Corpos celulares arredondados apresentando diversas invaginages longitudinais
caracteristicas de divisdo celular incompleta também foram observados; imagens similares
foram obtidas com promastigotas de L. amazonensis tratadas com vimblastina (85), que é um
reconhecido antitubulinico causador de alteragdes na polimerizacbes de microtibulos
(BORGES, 2005). As protusdes flagelares também podem estar envolvidas com o contetdo
fosfolipidico da membrana celular (SANTA-RITA et al, 2000). O destacamento de porg¢des
do flagelo também foram observados em Trypanosoma e Leishmania tratados com inibidores
da sintese de esteroides (GRANTHON et al, 2009) e ésteres de forbol (DeCARVALHO et al,
1987). Este conjunto de alteracdes flagelares e no corpo celular devem entdo ser decorrentes
da atividade da curcumina (3) sobre a organizacdo do citoesqueleto do parasito. Ja foi
previamente observado que (3) causa desorganizacdo nos microtubulos de células tumorais
(JIANG, 2013 et al; BLAKEMORE et al, 2013) e em Plasmodium falciparum
(CHAKRABARTI et al, 2013).
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Figura 91: Microscopia eletronica de varredura de formas epimastigotas de T. cruzi. Células nao-tratadas (A)
apresental morfologia alongada usual e superficie celular lisa. Parasitos tratados com 10,23 xM de curcumina (3)
por 24h (B-D) apresentam reducdo do volume celular (B), bem como corpo celular arredondado com mdltiplas
invaginagdes envolvendo a porcdo anterior do parasito (C, D). Algumas células apresentaram flagelos maltiplos
e menores (C, setas). Protusdes flagelares na membrana também foram observados (D, setas).

Parasitos tratados com os curcuminoides (4) e (5) apresentaram aparente decréscimo
no volume celular (Figuras 92 e 93), possivelmente devido a perda de contetdo
citoplasmatico decorrente da desorganizacao do citoesqueleto.

2pm X8,000 2um

Figura 92: Microscopia eletronica de varredura de epimastigotas de T. cruzi cultivadas com 11,07 uM de
desmetoxi-curcumina (DMC, 4) por 24h (A, B). Ha uma aparente diminui¢do do volume celular e presenca de
protusGes por todo o corpo celular (setas).
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Figura 93: Microscopia eletronica de varredura de epimastigotas de T. cruzi cultivadas por 72h com desmetdxi-
curcumina (DMC, 4) na concentragdo de 11,07 uM (A e B) e bisdesmetoxi-curcumina (BDMC, 5) na
concentragdo de 45,33 uM (C e D). Os corpos celulares dos parasitos apresentam superficies onduladas (A) ou
enrugadas (B), além da reducdo do volume celular (A-D). Grandes protuberancias flagelares foram observadas
(D, seta).

Epimastigotas tratadas com curcumina (3) apresentaram desorganizacfes na base do
flagelo, comumente associadas a desorganizacdo dos microtibulos, e a as protusdes da
membrana apresentaram-se desprovidas de conteldo citoplasmatico, indicando também
alteracdo da dindmica dos microtubulos. Estas alteracGes, apresentadas na Figura 94, apontam

para um citoesqueleto funcionalmente debilitado.

91



Figura 94: Microscopia eletronica de varredura mostrando formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com
curcumina (3) por 48h (A) e microscopia eletrbnica de transmissdo dos parasitos tratados por 72h (B-E).
Curcumina (3) na concentracdo de 10,13 M induziu a formagdo de protusfes flagelares (A, setas). A haste
paraflagelar (B, seta branca) estd parcialmente desorganizada (B, seta preta). Além da desorganizacéo
intraflagelar (C, seta), parasitos tratados com (3) apresentaram destacamento da membrana flagelar (C, flechas).
Essa desorganizacdo foi observada no flagelo (F) e no limen da bolsa flagelar (D, seta) e pode estar associada a
alteracGes do corpo basal (E, seta preta), que incluem microttbulos ectépicos (E, seta branca).

Anédlise cromatografica do perfil lipidico de epimastigotas de T. cruzi tratadas com
curcuminoides naturais.

O destacamento da membrana flagelar foi observado em T. cruzi e L. amazonensis
tratados com inibidores da biossintese de esterois (VANNIER-SANTOS et al, 2009). Foi,
entdo, investigada a composicdo lipidica das membranas de T. cruzi tratados com curcumina
(3) a fim de verificar sua eventual influéncia sobre essa via bioquimica. A esterol 14a-
desmetilase (CYP51) é a enzima envolvida na conversdo de lanosterol (71) a ergosterol (68)
no parasito pela remocgdo oxidativa do grupamento metila na posicdo 14a do esqueleto
ciclopentano-peridrofenantreno do lanosterol (71), sendo entdo uma etapa-chave na
biossintese dos lipidios de membrana, e. g.ergosterol (68), e consequente manutencdo da
viabilidade celular (SUETH-SANTIAGO et al, 2015b). O método utilizado foi adaptado de
Pinto e colaboradores, que realizou a quantificacdo dos lipidios de membrana de fungos
(PINTO et al, 2011). Formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) foram cultivadas em
meio de cultura BHI em tubo conico. Algumas culturas foram tratadas com curcumina (3) na
concentracdo de 10 uM. Ap0s 7 dias, os tubos foram submetidos a centrifugacdo e o contetido
depositado no fundo sob a forma de pellets foi submetido a saponificacdo com solucéo
alcoolica de hidroxido de potassio. Nesse momento, todos os fosfolipidios de membrana com
grupamentos &cidos encontram-se ionizados, ao passo que 0S esterois, por ndo possuirem
protons suficientemente &cidos, sdo mantidos na forma molecular. E entfo realizada uma
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particio com n-hexano para que os lipidios ndo-saponificaveis, e. g. ergosterol (68) e
lanosterol (71), sejam extraidos pela fase orgéanica e analisados por CLAE. Os cromatogramas
referentes a este experimento estdo agrupados na Figura 95.
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Figura 95: Cromatogramas representativos da fracdo lipidica ndo-saponificavel de formas epimastigotas de T.
cruzi, obtidos por CLAE. (A) Controle negativo: epimastigotas cultivadas sem tratamento. (B) Controle do
solvente: epimastigotas tratadas com DMSO 0,2%. (C) Controle positivo: epimastigotas tratadas com
posaconazol a 0,05 xM. (D) Epimastigotas tratadas com curcumina (3) 10 uM.

Apesar de os resultados de microscopia eletrénica indicarem uma possivel inibi¢do das
vias bioguimicas de sintese de lipidios de membrana que pudesse justificar 0 mecanismo de
citotoxicidade de (3) frente a T. cruzi, a analise cromatogréafica da razéo lanosterol/ergosterol
mostrou que ndo havia diferenca significativa entre as situacdes tratadas com (3) e 0s
controles nao-tratados (Figura 95 A, B e D). Além disso, o controle positivo, tratado com
posaconazol, um conhecido inibidor de CYP51 de T. cruzi, mostrou uma diferenca
significativa na quantidade relativa destes dois esterois (Figura 95 C). Estes resultados
apontam entdo para outro possivel mecanismo de agdo, envolvido no comprometimento do
citoesqueleto do parasito.

Anélise de citometria de fluxo de epimastigotas de T. cruzi tratadas com curcuminoides
naturais

Foi entdo realizada uma anélise de citometria de fluxo de culturas de T. cruzi a fim de
verificar os efeitos dos curcuminoides naturais no ciclo celular (representada por um
histograma tipico, como mostra a Figura 96), onde foi observado que o tratamento com
curcumina (3) e DMC (4) resultou no acimulo de células na fase G2/M e redugdo de células
na fase G1 de uma maneira dependente de concentracdo (Figura 97). Nas culturas tratadas
com (3), (4) e (5) na concentracdo de 100 «M foi observado um acimulo de, respectivamente,
45%, 52% e 40% das células na fase G2, ao passo que no controle ndo-tratado esta populacédo
era de 20%. A capacidade de acumular células na fase G2/M é caracteristica de derivados que
interagem com os microtibulos (CASTEDO et al, 2004). Por esta razdo, foi utilizado
paclitaxel (89) como controle positivo, ja que este derivado é reconhecidamente ativo contra
tripanossomatideos (DOSTAL & LIBUSOVA, 2014; BAUM et al, 1981). Consistente com
sua atividade nos microtubulos, (89) provocou um acumulo de 57% das células na fase G2.
Desta forma, a atividade dos curcuminoides (3-5) no ciclo celular de T. cruzi podem ser
explicados, pelo menos em parte, pela perturbacdo da instabilidade dindmica dos
microtUbulos de forma analoga ao paclitaxel (89). No controle tratado com (89), contudo, ha
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uma quantidade expressiva de parasitos na fase sub-G1, o que é possivelmente decorrente da
presenca de celulas em apoptose. Este fenémeno ndo foi observado no tratamento com os
curcuminoides, o que pode indicar que a morte celular ndo é decorrente de fenémenos
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Figura 96: Histogramas de fluorescéncia mostrando o contedo de DNA nas fases do ciclo celular (Sub-G1, G1,
S e G2) dos parasitos (formas epimastigotas de T. cruzi cepa Dm28c). A) Controle negativo (DMSO 0,02%). B)
Controle positivo (paclitaxel 20 uM). C) tratamento com 100 uM de BDMC (5). D) tratamento com 10 4M de
curcumina (3). E) tratamento com 50 «M de (3). F) tratamento com 100 M de (3). G) tratamento com 10 M de
DMC (4). H) tratamento com 50 uM de (4). 1) tratamento com 100 uM de (4).

94



B8 Sub-G,
B G;
8s

O G

o
e

—— ¥

Kk
hekk
ek ke
|
dedede

% of total cells
i
[ =]

N
hred

Figura 97: Porcentagem de epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) em diferentes fases do ciclo celular. Culturas
foram tratadas com CUR (3) e DMC (4) nas concentracdes de 10, 50 e 100 xM e BDMC (5) na concentragéo de
100 uM. Paclitaxel (89) foi utilizado como controle positivo (20 M) e DMSO como controle negativo (0,02%).
Resultados sdo representados com a média de triplicatas com desvio-padrao representado pelas barras de erro.
Significancia estatistica relativa ao controle * P <0.05, ** P <0.01 and *** P <0.001.

Construgdo do modelo de tubulina de T. cruzi e ancoramento dos diarileptanoides
naturais por Modelagem Molecular

Com base em dados da literatura que indicam a tubulina como possivel alvo na
guimioterapia antichagasica, foi realizada a construcdo de um modelo teérico da tubulina a
fim de verificar o modo de ligacdo dos curcuminoides no sitio ativo adequado e justificar as
diferencas observadas para as atividades da curcumina (3) e seus analogos naturais (4) e (5).
N&o existe estrutura cristalografica disponivel da tubulina de T. cruzi, por isso foi necessario a
construcdo de um modelo tridimensional para os estudos de ancoragem molecular. As
sequéncias de aminoacidos de « e £ tubulina de T. cruzi, entretanto, estdo disponiveis na base
de dados Swiss-Prot UniProtKB (Q27352 para a a-tubulina e P08562 para a S-tubulina), que
foram utilizados separadamente para a constru¢cdo de modelos de homologia. De modo a
abranger todos os possiveis sitios de interacdo da tubulina, tanto nas interfaces a/f quanto f/a,
foi construido um heterotrimero de tubulina. O f-a-f heterotrimero foi construido utilizando
como molde as cadeias B, C e D de uma estrutura depositada no PDB sob o cddigo 4150, que
contém um complexo de tubulina bovina com epotilona-A (PROTA, 2013). A Tabela 8
apresenta alguns detalhes acerca dos moldes de tubulina: cddigo no PDB, identidade na
sequéncia de aminoacidos, GMQE (Global Model Quality Estimation), que é um parametro
que oscila entre 0 e 1 e expressa a exatiddo do modelo construido entre a estrutura teorica e a
experimental (BIASIANI et al, 2014), QMEANA4, que é uma funcdo de pontuacdo para a
estimativa de qualidade do modelo global e local, que consiste em quatro descritores
estruturais (BENKERT et al, 2011) e possui informagfes de estrutura quaternaria entre 0s
modelos.
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Tabela 8: Modelos das subunidades de tubulina de T. cruzi.

Subunidade | Codigo no PDB do Identidade (%0) GMQE | QMEAN4
da tubulina molde (cadeia)

B-tubulina 4150 (B) 85.27 0.98 -1.61
a-tubulina 4150 (C) 84.04 0.94 -1.38
S-tubulina 4150 (D) 84.74 0.93 -1.47

O heterotrimero foi construido com o programa Swiss PDB-Viewer 4,01 por
sobreposicao de cada modelo monomérico das subunidades de T. cruzi com as cadeias B, C e
D da tubulina-molde 4150. O modelo de tubulina de T. cruzi, ap6s minimizacdo de energia
com o campo de forgas GROMOS96 (VAN GUNSTEREN et al, 1996), disponivel no Swiss
PDB-Viewer 4.01, apresentou um valor de RMSD (Root-mean-square deviation) bastante
baixo quando comparado com 4150 (0.36 A) e foi usado para subsequente estudos de
ancoragem molecular dos derivados naturais previamente testados no experimento de
citometria de fluxo.

Os experimentos de ancoramento molecular foram iniciados com o re-docking de
colchicina (84) e vimblastina (85) (conhecidos ligantes de tubulina) nos seus respectivos sitios
com as quarto funcBes de pontuacdo disponiveis no software GOLD 5.2. A funcdo de
pontuacdo padrdo, ChemPLP (KORB et al, 2009) foi escolhida para o experimento de
ancoramento dos curcuminoides (3-5) devido a sua maior eficiéncia tanto para predicdo dos
modos de ligacdo quanto para triagens virtuais de compostos. Com o ChemPLP, o valor de
RMSD entre as melhores formas de ligacdo e as respectivas estruturas cristalograficas da
vimblastina (85) e colchicina (84) foram de 0.98 e 0.21 A, respectivamente, indicando uma
boa qualidade da predicdo do modo de ligacdo do modelo escolhido.

Como esperado dos resultados obtidos de Chakraborti e colaboradores com a tubulina
de B. taurus, todos os trés curcuminoides puderam ser eficientemente ancorados na tubulina
de T. cruzi no “sitio de ligagdo da curcumina” (CHAKRABORTI et al, 2011) descrito por
este grupo, localizado na interface entre as subunidades f e a das subunidades de tubulina. As
pontuacdes observadas para os melhores modos de ligagdo possuem relevante correlacdo com
os valores de Clso observados experimentalmente, pois foi observada uma semelhanca nos
modos de interacdo de (3) e (4), e uma interacdo menos eficiente em (5), conforme mostra a
Tabela 9. A anélise destes resultados mostra que apesar dos modos de ligacdo serem bastante
similares, (3) e (4) realizam uma ligacdo de hidrogénio com a cadeia lateral do residuo de
lisina Lys163 com a segunda metoxila (Figura 98 A e B), que por estar ausente em (5),
impede que haja essa interacdo favoravel no sitio do receptor (Figura 98 C). A falta da
metoxila ndo diminui a atividade de (4) pois apenas uma das aril-metoxilas de (3) realiza
ligacdo de hidrogénio com a lisina Lys135 do biorreceptor (Figura 98, Tabela 9).
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Tabela 9: Pontuacdes no ChemPLP e distancia das ligacdes de hidrogénio entre os
curcuminoides (3-5) no ancoramento na tubulina de T. cruzi.

Ligante | Pontuacéo no Distancias das ligaces de hidrogénio (A)
ChemPLP i
Glul69 Lys163 Serl65 His396
CUR (3) 51.56 2.90 2.83 2.35 2.88
DMC (4) 50.06 2.99 2.63 2.43 2.92
BDMC (5) 46.49 2.96 - 2.57 3.05
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Figura 98: Sobreposi¢do dos melhores modos de ligacdo de curcumina (3, entrada A), DMC (4, entrada B) e
BDMC (5, entrada C) apds ancoramento no “sitio da curcumina” do modelo de tubulina de T. cruzi. Atomos de
hidrogénio foram omitidos para maior clareza. Atomos de carbono em verde: tubulina; amarelo: (3); ciano: (4);
magenta: (5). Imagem gerada com PyMOL, DeLano Scientific LLC.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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A analise da atividade tripanocida dos quatro curcuminoides naturais (3), (4), (5) e (8)
sugere que a subunidade 1,3-dicetdnica e o padrdo estrutural Cs-C;-Cg, caracteristico dos
diarileptandides, sdo fundamentais para a atividade tripanocida, haja visto que a
ciclocurcumina (8), uma diidropiranona, ndo apresentou atividade no modelo e nas
concentracdes testadas. Comparando os valores de Clsy dos outros trés derivados, também
percebe-se que uma das metoxilas é importante para a atividade, j& que a remog&o da primeira
metoxila (comparacdo entre (3) e (4)) ndo acarreta perda de atividade, mas a retirada das duas
leva a um decréscimo nas propriedades toxicas do composto sobre T. cruzi.

Ao sintetizar um conjunto de derivados da curcumina (3), inicialmente pode-se
perceber que a metilacdo da hidroxila fendlica leva a um incremento da atividade, bem como
a provavel relagdo isostérica entre a subunidade 1,3-dicetona de (3) e o anel isoxazol de (37).
A hidrogenacdo das ligacdes duplas, com consequente aumento da liberdade conformacional
da curcumina no sitio do receptor, leva a um decréscimo expressivo na atividade tripanocida.
Tendo a informacdo de que o aumento da liberdade conformacional diminui a atividade
bioldgica, foram sintetizados entdo quatro analogos conformacionalmente restritos, a fim de
aumentar a atividade tdxica destas substancias frente a T. cruzi. Curiosamente, apenas 0sS
derivados (45) e (47) (com anéis de seis membros) foram ativos, sendo (46) e (48), derivados
carbociclicos de cinco membros, bem menos ativos que o protétipo natural. Ao ser feita a
sobreposicgdo as estruturas tridimensionais minimizadas foi possivel observar que a presenga
dos metilenos proximos ao anel aromatico (onde estdo ligados substituintes potencialmente
farmacoféricos) faz com que este anel adquira uma conformacgdo espacial perpendicular a
orientacdo inicial; os anéis de 6 membros possivelmente permitiram uma orientacdo mais
adequada ao receptor hipotético, enquando os anéis de 5 geraram um conférmero de menor
energia desprovido de atividade.

As pirimidinas 2-aminossubstituidas, planejadas como inibidoras de tubulina, apesar
de terem apresentado atividade estabilizadora de microtubulos in vitro frente a tubulina
bovina (resultados ndo reportados), ndo tiveram atividade tripanocida nos modelos testados, a
excecdo do derivado (50), que originalmente foi concebido como intermediario-chave da rota
sintética para uma sintese mais convergente. Este conjunto de moléculas, estruturalmente
originais, pode ser utilizado em outros modelos biol6gicos, associados & dindmica dos
microtUbulos, como por exemplo em linhagens de células tumorais (trabalho em andamento).
Esta rota sintética apresentou rendimentos razoaveis, tendo como principal desvantagem o
baixo rendimento na ultima etapa, de desprotecdo das hidroxilas fendlicas, o que coloca como
perspectivas duas abordagens: realizar a SNAr sobre a cloropirimidina desprotegida (50) ou
ainda, utilizar um meio reacional mais seletivo para a remogao dos grupos protetores.

Os derivados (45), (47) e (50) apresentaram toxicidade para todas as formas evolutivas
de T. cruzi, sem comprometer a viabilidade dos macr6fagos murinos nos modelos testados,
além de serem mais potentes do que a curcumina. Todos os trés derivados foram capazes de
diminuir expressivamente tanto a quantidade de tripomastigotas liberados dos macréfagos
infectados, quando a quantidade de amastigotas intracelulares, bem como o numero de células
infectadas.

O préximo passo na utilizagdo destas substancias envolverd a realizacdo de ensaios in
vivo, onde espera-se que estes possuam maior biodisponibilidade, quando comparados a
curcumina, haja visto que o metileno reativo, responsavel por grande parte do metabolismo de
primeira passagem de (3) ndo esta presente nas estruturas de (45), (47) e (50).
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Os experimentos de microscopia eletrdnica mostram alteracdes ultraestruturais no
corpo celular do parasito tratado com curcumina apontaram para dois principais alvos: CYP
51 e tubulina. Apesar da curcumina nao ter inibido CYP51 no modelo utilizado, o histograma
da citometria de fluxo dos parasitos marcados com iodeto de propidio mostram uma
quantidade expressiva de celulas estacionadas em fase G2, onde o DNA ja esta duplicado mas
ndo h& possibilidade de duplicacdo celular, uma vez que a alteracdo da instabilidade dindmica
dos microtibulos impede que haja o aparecimento do fuso mitético para dar continuidade aos
processos de divisdo celular. Desta forma, acredita-se que a curcumina € capaz de atuar, tal
qual o paclitaxel, estabilizando microtubulos e impedindo seu correto funcionamento.

Os experimentos de modelagem molecular corroboraram essa hipotese, haja visto que
no modelo utilizado (tubulina de T. cruzi construida por homologia) o ancoramento dos
curcuminoides naturais gerou um perfil muito semelhante aquele que foi observado, in vitro,
com a (3) e (4) tendo propriedades semelhantes e (5) sendo bem menos ativo, possivelmente
pela falta da interacdo entre a metoxila ausente em (5) e um residuo de lisina do sitio presente
na tubulina.

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
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Generalidades:

O curso das reacdes foi monitorado por cromatografia em camada fina (CCF),
realizada em placas de aluminio revestidas com silica-gel (0,25 mm de espessura) em solvente
apropriado e os spots visualizados sob luz ultravioleta (254 e 356 nm). As fases orgéanicas
foram secas com sulfato de sdédio anidro e os solventes removidos sob pressdo reduzida e
aquecimento em evaporador rotativo. As purificacdes por cromatografia em coluna, salvo
excecOes descritas no procedimento experimental, foram realizadas em coluna aberta
utilizando silica gel Aldrich 230-440 mesh.

Pontos de fusdo (PF) foram determinados em um aparelho Biichi B-510 e ndo foram
corrigidos. Os espectros de RMN *H (500 ou 400 MHz) e DEPTQ (125 ou 100 MHz) foram
adquiridos a partir de um Bruker Ultrashield Plus Spectrometer (BrukerBioSpin GmbH,
Rheinstetten, Alemanha), Deslocamentos quimicos () foram reportados em partes por milhdo
(ppm) com relagdo ao DMSO-ds (2,50 ppm para *H e 39,7 ppm para 3C) ou ao solvente
indicado. As constantes de acoplamento (J) foram expressas em Hertz (Hz). A multiplicidade
dos sinais foi assinalada como simpleto (s), dupleto (d), duplo-dupleto (dd), tripleto (t),
quarteto (q), multipleto (m) e sinal largo (sl). Todas as reacdes envolvendo aquecimento por
micro-ondas foram realizadas em um sistema Discover SP (CEM Inc., Matthews, NC, USA) e
foram realizadas a pressdo atmosférica. Os espectros de Infravermelho (1V) foram obtidos nos
espectrometros Pekin-Elmer 1600 FT (PPGQO — UFRRJ), utilizando-se pastilhas de KBr para
as amostras sélidas. As analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
realizadas em um cromatografo Shimadzu (LC-20AT), forno CTO 20A; detector PDA (SPD-
M20A), auto-injetor Sil-10AF e controlador CBM-20A e coluna C18 Betasil-THERMO, 25
cm X 4.6 mm x 5 um.
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- Separacgéo dos curcuminoides da matriz comercial (RASMUSSEN, 2000)
O O

R D = Re  Ry=Rp=0CH; (3)
R1= H, R2=OCH3 (&)
HO OH R1=R,=H (5)

2g de curcumina, adquiridas da Aldrich®, foram dissolvidos em 200 mL de metanol,
mediante aquecimento. Ap6s completa solubilizacdo, 50mL de &gua destilada foram
adicionados aos poucos. A solucdo foi filtrada a quente e ap6s resfriamento os cristais
formados foram coletados por filtracdo a vacuo. Apds sucessivas recristalizagdes, 1,29 de
curcumina pura foi coletada como um solido alaranjado (60% de rendimento) e P. F. 182-185
(Lit. 183° C, RASMUSSEN, 2000).

(1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)hepta-1,6-dieno-3,5-diona

RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 9,70 (s, 2H, -OH); 7,57 (d, 2H, J = 15 Hz): 7,35 (s,
2H): 7,18 (d, 2H, J = 10 Hz); 6,86-6,77 (m, 4H); 6,08 (s, 1H): 3,85 (s, 6H, -OCHs).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 183,72; 149,84: 148,46; 141,22; 126,82; 123,64;
121,57; 116,19; 111,80; 101,37; 56,16.

IV (cm™): 3502, 3400, 3014, 2970, 2848, 1627, 1602, 1510, 1429, 1282, 1205, 1153, 1114,
1028, 962, 856, 808, 466.

MS/MS: m/z 369,1337 [M+H]"; 285,1126; 245,0809; 219,0653; 177,0548; 151,0754.
HRMS calculado para [C21H2006+H]": 369,3878; encontrado: 369,1337.

A agua-mae das recristalizacdes foi reunida e o solvente evaporado sob pressdo
reduzida, gerando 0,72g de um so6lido alaranjado enriquecido com o0s curcuminoides
minoritarios (4) e (5). Este solido foi submetido a separacdo em coluna cromatogréafica aberta
recheada de silica-gel, contendo NaH,PO, adsorvido (a silica-gel utilizada foi previamente
adsorvida com diidrogenofosfato de sodio em acetona e apds remocao do solvente foi ativada
em estufa a 200° C por uma noite para minimizar a oxidagdo dos curcuminoides).
Diclorometano foi utilizado como fase mdvel e as fracGes recolhidas foram agrupadas de
acordo com seu perfil em cromatografia em camada fina. A partir desta separagdo foram
recolhidos os diarileptadides (3), (4) e (5), os quais foram apropriadamente caracterizados.

Desmetdxi-curcumina (DMC, 4) foi isolada como um solido amorfo alaranjado, em
rendimento de 14.25 %. PF 179-183°C (Lit.: 181-182 °C, RASMUSSEN, 2000).

(1E,6E)-1-(4-hidrdxi-3-metoxifenil)-7-(4-hidroxifenil)hepta-1,6-dieno-3,5-diona

RMN H (500 MHz, DMSO-dg)  (ppm): 10,08 (sl, 1H, -OH): 9,72 (sl, 1H, -OH); 7,61-7,56
(m, 4H); 7,36 (s, 1H); 7,17 (s, 1H); 6,86-6,71 (m, 5H); 6,07 (s, 1H); 3,87 (s, 3H, -OCHj).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 183,78; 183,65; 160,31; 149,85; 148,49; 141,22;
140,88; 130,86; 123,72; 121,52; 121,31; 116,41; 116,17; 111,70; 101,46; 56,16.

IV (cm™): 3390; 2922; 2848; 1625; 1571; 1510; 1431; 1280; 1261; 1136; 960, 827; 472.
MS/MS: m/z 339.1230 [M+H]"; 255,1018; 177,0547; 147,0441; 135,0028.
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Bisdesmetoxi-curcumina (BDMC, 5) foi isolada como um sélido avermelhado em 3,0 % de
rendimento.PF 230-233 °C. (Lit.: 232-234 , RASMUSSEN, 2000)

(1E,6E)-1,7-bis(4-idroxifenil)hepta-1,6-dieno-3,5-diona

RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,09 (s, 2H, -OH), 7,58-7,54 (m, 4H), 6,83 (d, 4H,
8Hz), 6,71 (d, 2H, J = 18 Hz), 6,05 (s, 1H).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 183,68, 160,28, 140,84, 130,82, 126,27, 121,23,
116,37, 101,45.

IV (cm™): 3411, 3240, 2958, 2932, 2852, 1622, 1600, 1564, 1512, 1440, 1271, 1168, 1139,
983, 975, 831, 524, 474.

MS/MS: m/z 309.1126 [M+H]"; 225,0913; 189,0548; 147,0441.
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Procedimento geral para a sintese dos curcuminoides naturais simétricos (3) e (4)
(WICHITNITHAD et al, 2011)

e} O O
1)a
R y U 2)b R x = R
2 a7 . O O
.
HO HsC CHs  80-87% HO OH
B R=H (BDMC, 5)
R=H (24) R= OCHj (CUR, 3)
R= OCHj (25)

Reagentes: a) B,03, B(BuO)3,CH3(CH,)3sNH,, Acetato de etila. b) HCI 1N

Acetilacetona (1,03 mL, 10 mmol) foi adicionada a uma solucéo de anidrido bérico
(0,35 g, 5,0 mmol) em acetato de etila (30 mL), seguido da adi¢do do aldeido (24) ou (25) (20
mmol) e tributilborato (10,8 mL, 40 mmol). A reacdo foi agitada a 50° C por 5min. Em
seguida, foi adicionada n-butilamina (0,4 mL, 5,0 mmol) em acetato de etila (5 mL) gota-a-
gota e o sistema foi aquecido a 80° C por 4 horas. 30 mL de &cido cloridrico 1N foi
adicionado e a mistura foi agitada vigorosamente por 30 minutos. As fases foram separadas
em funil de separacéo e a fase organica foi lavada 3x com solucdo de NaHCO3 5% e solucéo
saturada de NaCl. A fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente retirado
sob pressdo reduzida. Os produtos crus correspondentes a (3) e (5) foram recristalizados e
caracterizados, apresentando propriedades fisico-quimicas e espectros idénticos aos isolados
da matriz comercial.
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Procedimento para a sintese da ciclocurcumina (CC, 8) (KIUCHI et al, 1993)

0O O
H,CO AN = OCHg3;
DR
HO @ OH

Reagentes e condi¢des reacionais: a) Benzeno seco, &cido trifluoracético, t. a. 72h.

OH

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL de capacidade, 100 mg de curcumina (3) foi
solubilizada em 20 mL de benzeno seco em peneira molecular. 0,6 mL de &cido
trifluoracético foi adicionado e o sistema foi deixado em refluxo a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz por 72h. A mistura foi concentrada em pressao reduzida e submetida a coluna
cromatogréfica. 20mg (20% de rendimento) de ciclocurcumina (8) foi isolada como um 6leo
amarelo.

(E)-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-6-(4-hidroxi-3-metoxiestiril)-2H-piran-4(3H)-ona

RMN *H (500 MHz, CDCI3) 6 (ppm): 7,32 (d, 1H, J=10 Hz); 7,06 (d, 1H, J=5 Hz); 7,02 (m,
4H): 6,93 (d, 1H, J= 10 Hz); 6,47 (d, 1H, J=15 Hz); 5,86 (s, 1H); 5,78 (s, 1H); 5,62 (s, 1H);
5.41 (dd, 1H, ;=15 Hz, J,=5 Hz); 3,98 (s, 3H); 3,96 (s, 3H); 2,96 (dd, 1H, J;= 15 Hz, J,=10
Hz); 2,68 (dd, 1H, J;=15 Hz, J,=5 Hz).

DEPTQ (125 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 193,07; 168,90; 147,54; 146,61; 146,70; 146,23; 137,67;
130,38; 127,76; 122,52; 119,91; 118,93; 114,79; 114,55; 109,11; 109,00; 105,56; 80,88;
56,07; 56,00; 43,25.

IV (cm™): 3421; 2962; 2923; 2850; 1679; 1616; 1589; 1556; 1514; 1400; 1282; 1205; 1143;
1128; 1031, 846; 819; 723; 455.

MS/MS: m/z 369,1337 [M+H]"; 285,1126; 245,0809; 219,0653; 161,0958.
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Procedimento para a sintese de (30) (GOMES et al, 2002)

3COMOCH3 a H3CO:‘/\)WOCH3
64% (30)

Reagentes e condicdes reacionais: a) Hp, Pd/C 10%, EtOH, t.a. 4h

Em um bal&o de fundo redondo, 100 mg (0,27 mmol) de (3) foram solubilizados em
10 mL de etanol. A essa solucdo foram adicionados 50 mg de paladio sobre carbono 10%, e a
mistura foi agitada, a temperatura ambiente, sob atmosfera de hidrogénio por 4h. A mistura
foi filtrada sobre celite para remocdo do catalisador, e a solugéo filtrada teve seu solvente
removido sob pressdo reduzida, gerando um 6leo castanho. O produto bruto foi submetido a
purificacdo em coluna empacotada com silica-gel, utilizando CH,Cl,/MeOH 1% como
eluente. O produto purificado (65mg, 64%, PF= 97°C) foi obtido como um solido amorfo
branco.

1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)heptano-3,5-diona

RMN tH (500 MHz, CDCl3) ¢ (ppm): 15,51 (sl, 1H); 6,85 (d, 2H, J = 10 Hz); 6,70 (s, 2H);
6,68 (m, 2H); 5,53 (s, 2H); 5,45 (s, 1H); 3,88 (s, 6H); 2,87 (t, 4H, J = 10Hz); 2,57 (t, 4H, J =
10Hz);

DEPTQ (125 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 193,23; 146,39; 143,96; 120,80; 114,32; 110,90; 99,83;
55,86; 40,40; 31,31.

IV (cm™): 3409, 3015, 2930, 2846, 1707, 1607, 1030, 930, 861.
HRMS: m/z 372,1573 [M+H]"
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Procedimento para a sintese do derivado (33) (HAHM et al, 2002)

0 o O O

HsCO x = OCH, a HsCO ‘ X F ‘ OCHs
_—
HO O 3) O 97% H5CO (33) OCH;

OH

Reagentes e condicdes reacionais: CHsl, K,CO3, Acetona, refluxo, 6h.

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 50 mL foram adicionados
500mg de curcumina comercial, que foram dissolvidos em 20 mL de acetona, seca em peneira
molecular. Sobre esta solucdao foram adicionados 403 mg de K,COg3 e o conteldo reacional foi
agitado, vigorosamente, em banho de gelo. Gota a gota foram adicionados 6,1 mL de CHjl.
Em seguida, foi acoplado um condensador ao baldo e o sistema foi mantido sob refluxo por 6
horas. Apos arrefecimento, foram adicionados 20 mL de &gua gelada e foi realizada uma
extracdo com CH,Cl, em 3 porcBes de 20 mL. As fases organicas agrupadas foram lavadas
com NaHCO;3; (aq) 5%, solucdo de NaCl saturada e, em seguida, seca com Na,SO, anidro. A
fase organica foi evaporada sob pressdo reduzida, fornecendo um soélido que foi purificado
por cromatografia em coluna aberta, empacotada com silica-gel. Na purificacdo foi utilizado
um gradiente de AcOEt/hexano. Foram isolados 235mg de soélido de coloracgéo laranja (97%),
PF=123°C.

(1E,6E)-1,7-bis(3,4-dimetoxifenil)hepta-1,6-dieno-3,5-diona

RMN 1H (500 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 7,64 (d, 2H, J = 20 Hz); 7,44 (s, 2H); 7,38 (m); 7,34
(m); 7,03 (m, 2H); (7,03 (m, 2H); 6,80 (sl); 3,86 (s, 6H); 3,83 (s, 6H)

DEPTQ (125 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 182,89; 151,42; 149,50; 141,79; 128,41; 123,77,
119,29; 112,08; 111,19;

HRMS: m/z 396,1573 [M+H]"
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Procedimento para a sintese de (34) (PABON, 1964)

o O O
1) a X =
SNl I sanan s
MM 2 (34)

82%
Acetilacetona Benzaldeido

Reagentes e condigdes reacionais: a) B,O3, B(BuO)3,CH3(CH2)sNH,, Acetato de etila, 80° C,
4h. b) HCI 1N, 30 min

Acetilacetona (0,5 mL, 5 mmol) foi adicionada a uma solu¢éo de anidrido borico (0,17
g, 2,5 mmol) em acetato de etila (15 mL), seguido da adi¢do do aldeido benzaldeido (1,0 mL,
10 mmol) e tributilborato (5,4 mL, 20 mmol). A reacdo foi agitada a 50° C por 5 min. Em
seguida, foi adicionada uma solucdo de n-butilamina (0,2 mL, 2,5 mmol) em acetato de etila
(2 mL), gota-a-gota, e o sistema foi aquecido a 80° C por 4 horas. Passado esse tempo, 10 mL
de &cido cloridrico 1N foram adicionados e a mistura foi agitada vigorosamente por 30
minutos adicionais. As fases foram separadas em funil de separacdo e a fase organica foi
lavada 3x com solugcdo de NaHCO3 5% e solucdo saturada de NaCl. A fase orgénica foi seca
sob sulfato de sddio anidro, sendo entdo evaporada sob pressdo reduzida. O produto bruto foi
submetido a cromatografia em coluna aberta, empacotada com silica-gel, fornecendo 1,29 de
um so6lido amarelo-pélido de PF= 140° C.

(1E,6E)-1,7-difenilepta-1,6-dieno-3,5-diona

RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 7,76 (dd, 4H, J = 10 Hz): 7,69 (d, 2H, J = 20 Hz);
7,48 (m, 2H): 7,46 (m, 4H); 6,99 (d, 2H, J = 20 Hz); 6,24 (s, 1H)

DEPTQ (125 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 183,72; 140,88; 135,13; 130,83; 129,49; 128,84;
124,80; 102,30.

HRMS: m/z 276,3291 [M+H]"
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Procedimento geral para a preparacéo dos derivados heterociclicos (35-37) (FLYNN et
al, 1991)

o o N—Y
H4CO § _ OCH;  , HsCO s A~ OCHj
HO O @ O OH  66:84% HO O O OH
o Y = NH (35)
Y = N-Ph (36)
Y =0 (37)

Reagentes e condigdes reacionais: a) NH,YH (1leq), CH3;COOH, refluxo, 8-12h.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 300 mg de curcumina comercial
Aldrich®, 5 mL de 4cido acético e 1 equivalente do nucledfilo nitrogenado (hidrazina, Y =
NH; fenil-hidrazina, Y = N-Ph; hidroxilamina, Y = Q). O sistema foi submetido a refluxo e
agitacdo por um periodo de 8 a 12h. Apos resfriamento, o produto foi filtrado a vacuo e os
cristais obtidos foram filtrados em coluna de silica, utilizando diclorometano como eluente.
As fracdes foram agrupadas em funcéo de sua cromatografia em camada fina e o solvente foi
retirado, com rendimentos de 66 a 84%.

(35): Y = N-H. Sélido bege, rendimento 75%, P.F.=195° C
4,4'-((1E,1'E)-(1H-pirazol-3,5-diil)bis(eteno-2,1-diil)) bis(2-metoxifenol)

RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 12,86 (s, 1H): 9,22 (sl, 2H); 7,17 (s, 2H); 7,06 (sl,
2H): 6,96 (d, 2H, J = 10 Hz); 6,80 (d, 2H, J = 10 Hz); 6,55 (s, 1H); 3,86 (s, 6H)

DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 183,71; 148,39; 147,28; 130,10; 128,84; 120,58;
116,12; 116,08; 109,99; 99,85; 56,07

HRMS: m/z 364,1423 [M+H]

(36): Y = N-Ph. Solido amarelo claro, rendimento 66%, P.F.=93°C
4,4'-((1E,1'E)-(1-fenil-1H-pirazol-3,5-diil)bis(eteno-2,1-diil)) bis(2-metoxifenol)

RMN H (500 MHz, DMSO-dg) d (ppm): 9,33 (s, 1H); 9,22 (s, 1H); 7,59 (m, 2H): 7,58 (m,
1H): 7,48 (t, 1H, J = 5 Hz); 7,25 (d, 1H, J = 1 Hz); 7,21 (d, 1H, J = 15 Hz); 7,18 (d, 1H, J =
15 Hz); 7,10 (d, 1H, J = 1 Hz); 7,05 (dd, 1H, J = 5 Hz); 6,97 (dd, 1H, J = 5 Hz); 6,81 (d, 1H,
J=5Hz); 6,80 (d, 1H, J = 15 Hz); 6,79 (d, 1H, J = 5 Hz): 3,86 (s, 3H); 3,80 (5, 3H)

DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 151,55; 148,38; 148,30; 147,87; 147,33; 142,82;
139,77; 133,34; 131,22; 129,87; 128,85; 128,27; 128,14; 125,23: 120,71; 120,76; 117,87;
116,22; 116,05; 112,70; 111,01; 110,05; 101,26; 56,12; 56,07.

HRMS: m/z 440,1736 [M+H]*
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(37): Y = 0. Solido amarelo, rendimento 84%, P.F.= 165° C(d)
4,4'-((1E,1'E)-isoxazol-3,5-diilbis(eteno-2,1-diil))bis(2-metoxifenol)

RMN H (500 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 9,42 (s, 1H); 9,34 (s, 1H); 7,31 (m, 4H): 7,09 (m,
4H); 6,86 (s, 1H): 6,82 (d, 1H, J =5 Hz); 6,81 (d, 1H, J = 5 Hz); 3,85 (s, 6H).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 168,31; 162,20; 148,12; 147,91; 147,79; 136,40;
134,75; 127,29; 126,95; 121,66; 121,28; 115,56; 115,50; 112,59; 110,30; 110,06; 97,82;
55,64.

HRMS: m/z 365,1263 [M+H]"
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Procedimento para a sintese de (38) (WEBER et al, 2005)

o 0
1a H,CO OCH
o HyCO 2)b 3 NN 3
+ 2 A
PN HO 24% HO 38) OH
(25)

Reagentes e condicdes reacionais: a) HCI 37%, 48h. b) H,O: CH3COOH (1:1)

Em um baldao de fundo redondo foram adicionados 367 pL (5 mmol) de acetona e
1,51g (10 mmol) de (23). Apo6s homogeneizacdo do sistema, foi adicionado 1 mL de &cido
cloridrico 37% e o sistema foi agitado a temperatura ambiente por 48h. A subsequente adi¢do
de 10 mL de solucdo gelada de acido acético em agua (1:1) gerou um precipitado negro, que
foi filtrado em silica usando como eluente uma mistura de CH,Cl,:MeOH 5%. As fracdes
foram agrupadas de acordo com seu perfil de cromatografia em camada fina e o solvente foi
evaporado, gerando 432 mg de um sdlido alaranjado de PF 87° C.

(1E,4E)-1,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona

RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 9,85 (s, 2H); 7,70 (d, 2H, J = 20 Hz); 7,21 (d, 2H, J
=10 Hz); 7,14 (s, 2H); 6,98 (d, 2H, J = 5 Hz); 6,96 (d, 2H, J = 20 Hz); 3,98 (s, 6H)

DEPTQ (125 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 188,82; 148,20; 146,83; 143,26; 127,47; 123,39;
123,34; 114,86; 109,76; 55,99.

HRMS: m/z 326,1154 [M+H]"
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Procedimento para a sintese de (39) (WEBER et al, 2005)

0 o) o
H3COI>)J\CH3 + HSCOD)LH a H3COWOCH3
—_—
HO HO 85% O O
HO OH
) (39)

(25

Reagentes e condicdes reacionais: a) HCI 37%, 48h. b) H,O: CH3;COOH (1:1)

Em um bal&o de fundo redondo foram adicionados 166 mg (1 mmol) de acetovalona e
152 mg (1 mmol) de (23). Ap6s homogeneizacdo do sistema, foi adicionado 1 mL de &cido
cloridrico 37% e o sistema foi agitado a temperatura ambiente por 48h. A subsequente adicao
de 10 mL de solucdo gelada de &cido acético em &gua (1:1) gerou um precipitado vermelho,
que foi filtrado em silica usando como eluente uma mistura de CH,Cl,:MeOH 5%. As fracdes
foram agrupadas de acordo com seu perfil de cromatografia em camada fina e o solvente foi
evaporado, gerando 250 mg de um sélido alaranjado de PF 114° C.

(E)-1,3-bis(4-hidroxi-3-metoxi)prop-2-en-1-ona

RMN H (500 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 10,00 (s, 1H); 9,64 (s, 1H): 7,79 (d, 1H, J = 10 Hz);
7,74 (d, 1H, J = 20 Hz); 7,53 (M, 2H); 7,48 (s, 1H); 7,27 (d, 1H, J = 10 Hz); 6,91 (d, 1H, J =
10 Hz); 6,81 (d, 1H, J = 10 Hz); 3,87 (s, 6H).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm):187,06; 151,67; 149,42; 147,98; 147,79; 143,61;
129,87; 126.53; 123,70; 123,56; 118,74; 115,63; 114,94; 111,82; 111,62; 55,87; 55,73.

HRMS: m/z 300,0998 [M+H]"
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Procedimento para a sintese dos derivados dicarbonilicos carbociclicos (45) e (46)
(NICHOLS et al, 2006)

0 0 (0] O
o Va  hco N > OCH
HCO CH 2)b 3 3
9 H + 3 .
o g 80-85% HO . OH
n=1(45)
@3) n= 0 (46)

Reagentes: a) B,O3, morfolina. B) MeOH, refluxo.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 152 mg de vanilina, 0,5eq de
dicetona, 35 mg de anidrido bérico e quantidade catalitica de morfolina. O sistema foi
submetido a radiacdo de micro-ondas 300 Watts, 100° C e pressdo atmosférica por 5 minutos.
Foi formado um o6leo vermelho que originou um precipitado alaranjado apds adicdo de
metanol com refluxo ou ultrassom, conforme o caso. O precipitado alaranjado foi submetido a
filtracdo em silica para obtencdo dos produtos em grau de pureza adequado.

(45) n =1, Rendimento 80% PF: 176° C

(E)-2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)-6-((E)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acriloil)cicloexanona

RMN H (500 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 9,70 (d, 1H); 9,51 (s, 1H); 7,63 (d, 1H, J = 20 Hz);
7,55 (s, 1H); 7,21 (m, 4H): 6,89 (m,3H,); 3,87 (s, 3H); 3,83 (s, 3H); 2,77 (t, 2H); 2,71 (m,
2H); 1,74 (sl, 2H).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 185,01; 179,05; 150,00; 148,47; 147,99; 147,88;
142,95; 133,75; 130,76; 127,63; 127,04, 124,39; 124,19; 123,57; 119,92; 117,76; 116,12;
115,98; 114,92; 112,08; 56,27, 56,10; 27,33; 23,95; 23,07.

HRMS: m/z 408,1573 [M+H]"

(46) n =0, Rendimento 85% PF: 224°C

(E)-2-(4-hidréxi-3-metoxibenzilideno)-6-((E)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acriloil)ciclopentanona

RMN H (500 MHz, DMSO-dg) ¢ (ppm): 9,66 (s, 1H); 9,63 (s, 1H); 7,50 (d, 1H, J = 20 Hz);
7,36 (sl, 1H); 7,22 (m, 3H); 7,14 (dd, 2H, J = 10 Hz); 6,89 (d, 1H, J = 10 Hz); 6,84 (d, 1H, J
=10 Hz); 6,76 (d, 1H, J = 20 Hz); 3,86 (s, 3H); 3,85 (s, 3H); 3,01 (sl, 2H); 2,90 (m, 2H).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 197,23; 170,22; 150,41; 149,77; 148,66; 148,04;
140,47; 136,47; 130,88; 127,73; 125,93; 124,70; 123,53; 118,42; 117,72; 116,36; 116,21;
114,75; 112,13; 56,30; 56,12; 26,42; 22,92.

HRMS: m/z 394,1416 [M+H]*
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Procedimento para a sintese dos derivados carbociclicos (47) e (48) (WEBER et al, 2005)

H3CO SCOmOCHS
2 O ‘ O
@ + 65-72%

n=1(41)
0 (48)

Reagentes e condicdes reacionais: a) HCI 37%, 48h. b) H,O: CH3COOH (1:1)

Em um baléo de fundo redondo foram adicionados 5 mmol da cetona e 1,51g (10
mmol) de (23). Apo6s homogeneizagdo do sistema, foi adicionado 1 mL de acido cloridrico
37% e o sistema foi agitado a temperatura ambiente por 48h. A subsequente adi¢do de 10 mL
de solucéo gelada de &cido acético em agua (1:1) gerou um precipitado escuro, que foi filtrado
em silica usando diclorometano como eluente. As fragdes foram agrupadas de acordo com seu
perfil de cromatografia em camada fina e o solvente foi evaporado, gerando os produtos
adequados.

(47) n =1, Rendimento 65% PF: 98° C
(2E,6E)-2,6-bis(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)cicloexanona

RMN H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 9,55 (s, 2H); 7,58 (s, 2H); 7,13 (s, 2H); 7,05 (d, 2H,
J =10 Hz); 6,87 (d, 2H J = 10 Hz); 3,83 (s, 6H); 2,91 (t, 4H): 1,74 (sl, 2H).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 188,95; 148,29; 147,90; 136,63; 127,39;
124,69;116,01; 115,27; 56,10; 28,43; 23,05.

HRMS: m/z 366,1467 [M+H]"

(48) n = 0, Rendimento 72% PF: 87° C
(2E,6E)-2,6-bis(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)ciclopentanona

RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 9,67 (s, 2H); 7,37 (s, 2H); 7,25 (s, 2H); 7,17 (d, 2H,
J=10Hz); 6,90 (d, 2H, J = 10 Hz); 3,85 (s, 6H); 3,07 (s, 4H).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 195,24; 148,98; 148,16; 135,19; 133,25; 127,61;
125,21; 116,36; 115,01; 56,04; 26,34.

HRMS: m/z 352,1311 [M+H]"
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Procedimento para a sintese do cloreto de p-metoxibenzila (61)

(e}
H NaBH, OH SOCl, Cl
L CHCl, Cloreto de
H;CO HyCO (60) H3CO 61) p-metoxibenzila
(59) &2 61
Alcool
Anisaldeido p-metoxibenzilico

Reagentes e condicdes reacionais: a) NaBH4; THF seco; 12h. b) SOCI,, CH,Cl,, 6h.

A uma solugéo de 1,8 mL (15 mmol) de (59) em 50 mL de THF seco e banho de gelo
foram adicionados lentamente 0,5 eq de NaBH, (0,28 g, 7,5 mmol). A solucdo foi agitada a
temperatura ambiente por 12 horas e a reacdo foi interrompida com a adicdo de 50 mL de
agua destilada. O produto foi extraido com éter etilico (2x 50mL) e as fases organicas foram
combinadas, lavadas com solucdo saturada de NaCl (2x 50 mL), secas com sulfato de sddio
anidro e o solvente removido sob presséo reduzida sem aquecimento. Foi formado um sélido
branco (60) que foi dissolvido em 30 mL de CH,Cl, seco em peneira molecular e levado a
banho de gelo. Em seguida, foram adicionados gota a gota 1,5 mL de SOCI, (2,46 g, 20
mmol). A mistura formada foi mantida em atmosfera de nitrogénio com possibilidade de saida
do gas formado através de um fluximetro de vidro. Apos o término da reacdo, o solvente e 0
excesso de cloreto de tionila foram retirados em evaporador rotativo. O produto bruto foi
isolado como um oOleo incolor caracterizado por espectrometria de massas e prontamente
utilizado na etapa seguinte.

MS/MS: m/z 158 [M+2]"; 156 [M]"; 121; 77; 51.
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Procedimento para a sintese da vanilina protegida (62) (LEE, 2012)

O

o H,CO H
* 0]
H3CO HO 83%*
61 (62)
(61) (25) Vanilina
H5CO protegida

Reagentes e condicdes reacionais: DMF, K,CO3, 60° C, 18h

O oleo obtido na etapa anterior, derivado (61), foi solubilizado em 30 mL de DMF
seca em peneira molecular, a qual foi adicionado carbonato de potassio previamente seco em
estufa (2,4g, 18 mmol, 1,2 eq) e 15 mmols de vanilina (25) (2,29, 15 mmol) previamente
solubilizada em DMF. A suspensdo formada foi acoplada a um fluximetro de vidro para alivio
de pressdo e mantida a pressdo ambiente sob agitacdo por 18h. O meio reacional foi vertido
sobre gelo picado, gerando um sélido branco de aspecto cristalino que foi filtrado e
recristalizado em acetato de etila.

* O rendimento foi calculado em funcdo da quantidade inicial de anisaldeido utilizado na
etapa anterior.

MS/MS: m/z 272 [M]"; 121; 77.
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Procedimento para a sintese dos derivados pirimidinicos protegidos (64) e (65) (LEE,
2012)

A
O
H,CO N| SN
H )R\ HsCO N OCH,
SN C i e o C
o) R=H (64) o
62 = -

@2 W e Fon, @072 ci (65)

H;CO R=H (57)
Cl (63) OCHj H3CO

Reagentes e condigdes reacionais: a) NaOH 4N, [(Bu)sNH4]HSO, (0,15 eq), refluxo, 2-4h.

2 mmols da pirimidina correspondente e 4 mmols de (62) foram adicionados a 20mL
de uma solucdo aquosa de NaOH 4N contendo 0,29mmol de bissulfato de tetrabutilamonio. O
sistema foi levado a refluxo até aparecimento de uma goma amarela. Em seguida a goma foi
filtrada e recristalizada em acetato de etila, gerando solidos de coloracdo amarela intensa.

(64) R=H. Rendimento: 70%
4,6-bis((E)-3-metdxi-4-((4-metoxibenzil)oxi)estiril)pirimidina

RMN tH (500 MHz, CDCls) 6 (ppm): 9,08 (s, 1H); 7,84 (d, 2H, J = 16 Hz); 7,40 (d, 6H);
7,19-6,93 (m, 11H); 5,15 (s, 4H); 3,96 (s, 6H); 3,83 (s, 6H).

DEPTQ (125 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 163,06; 159,69; 158,86; 150,07; 149,87; 137,02; 129,24;
128,96; 124,14, 121,83; 115,83; 114,25; 113,98; 110,31, 70,96; 56,21; 55,51.

HRMS: 616,2573 [M+H]"

(65) R= CI. Rendimento: 72%
2-cloro-4,6-bis((E)-3-metoxi-4-((4-metoxibenzil)oxi)estiril)pirimidina

RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) ¢ (ppm): 7,87 (d, 2H, J = 16 Hz); 7,61 (s, 1H); 7,40 (m, 6H);
7,27 (d, 2H, J = 5 Hz); 7,20 (d, 2H, J = 16 Hz); 7,12 (d, 2H, J = 5 Hz): 6,96 (d, 4H, J = 7
Hz); 5,07 (s, 4H); 3,95 (s, 6H); 3,77 (s, 6H).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm):166,28; 160,82; 159,57; 150,11; 149,81, 138,72;
130,18; 129,12; 128,69; 123,13; 122,63; 114,94; 114,30, 113,78; 111,00; 70,11; 56,09; 55,58.

HRMS: 650,2184 [M+H]*
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Procedimento para a sintese dos derivados pirimidinicos (49) e (50) (LEE, 2012)

)R\
NN R
| )\
H3CO N NP OCHj, NT N
O O a H,CO P
o) o)

N OCH3
ne S Y §
K@\ (©2) /©) (59-65%) HO Cl (50) OH
OCHj HCO

Reagentes: a) HCI 1N/EtOH (1:3), refluxo 4h, agitagdo por uma noite.

400 mg das pirimidinas protegidas (64 ou 65) foram adicionadas a uma solucdo
hidroalcodlica acida composta por 15 mL de etanol e 5 mL de HCI 1N. O sistema foi mantido
sob refluxo por quatro horas, seguido de agitacdo a temperatura ambiente por uma noite. O
meio reacional tornou-se uma solucdo avermelhada, sendo entdo neutralizado com
NaHCO3(,q) 5%, até o aparecimento de um precipitado laranja, que foi extraido com CH,Cl,.
Apos secagem da fase organica e evaporacao do solvente, formou-se um éleo vermelho que
ao ser deixado no ultrassom, gerou um precipitado correspondente aos produtos finais, que
foram purificados por recristalizacdo em mistura de hexano e acetato de etila.

(49) R= H. Rendimento: 59%
4,4'-((1E,1'E)-pirimidina-4,6-diilbis(eteno-2,1-diil))bis(2-metoxifenol)

RMN 1H (500 MHz, CD3;0D) & (ppm): 7,32 (s, 1H); 6,28 (d, 2H, J = 20 Hz); 6,04 (s, 1H);
5,70 (s, 2H); 5,59 (d, 2H, J = 10 Hz): 5,46 (d, 2H, J = 20 Hz); 5,28 (d, 2H, J = 10 Hz); 2,37
(s, 6H).

DEPTQ (125 MHz, CD;OD) ¢ (ppm): 163,40; 159,06; 148,45; 148,02; 137,92; 127,79;
122,06; 122,01; 115,13; 114,99; 109,94; 55,03.

HRMS: 376,1463 [M+H]*

(50) R= CI. Rendimento: 65%
2-cloro-4,4'-((1E,1'E)-pirimidina-4,6-diilbis(eteno-2,1-diil))bis(2-metoxifenol)

RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 7,87 (d, 2H, J = 18 Hz); 7,60 (s, 1H); 7,39 (m, 2H);
7,26 (d, 2H, J = 5 Hz); 7,18 (d, 2H, J = 18 Hz); 7,09 (d, 2H, J = 5 Hz); 3,84 (s, 6H).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) ¢ (ppm): 165,81; 159,10; 149,64; 149,33; 138,25; 128,65;
122,65; 122,15; 114,47; 113,31; 110,53; 55,11.

HRMS: 410,1033 [M+H]*

119



Procedimento para a sintese dos derivados pirimidinicos 2-aminossubstituidos
protegidos (66-70) (ABDULLAH et al, 2004)

()
Cl N
N*\N Nl)%N
HyCO ‘ s A A OCH, a HyCO s A A OCH,
o} (63) O o  60-90% o O (66-70) O o
: ~OCH,4 H3CO/©) i “OCH,3 H3CO/©)
Reagentes e condigGes reacionais: Etanol, aminas ciclicas, refluxo, 2h. X= iHéH ((g—‘f,))
-CH, (67
N-Ph (68)
O (69)
S (20)

500mg do intermediario-chave (65) foram solubilizados em 5 mL de etanol e 5SmL da
amina ciclica correspondente. O sistema foi mantido sob refluxo por duas horas. O meio
reacional teve o solvente evaporado sob pressdo reduzida, até formagdo de um oOleo
avermelhado ou um soélido amarelo. Sobre o 6leo/solido foram adicionados 10 mL de éter
etilico gelado, gerando precipitados amarelos, que foram filtrados a vacuo e lavados com éter
gelado. Os produtos brutos obtidos foram prontamente utilizados nas etapas seguintes.

(66) X= CH,. Produto isolado como um sélido amarelo, com 90% de rendimento.
4,6-bis((E)-3-metoxi-4-((4-metoxibenzil)oxi)estiril)-2-(piperidin-1-il)pirimidina

RMN H (500 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 7,72 (d, 2H, J = 15 Hz); 7,39-7,33 (m); 7,19 (d, 2H,
J =10 Hz); 7,08 (d, 2H, J = 10 Hz); 7,2-6,83 (m); 5,04 (s, 4H): 3,84 (m, 10H); 3,76 (s, 6H);
1,57 (m, 6H).

DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) § (ppm):163,05; 159,07; 149,27; 148,86; 134,91; 129,72;
128,91; 128,77; 125,24: 121,19; 131,81; 113,28; 110,117; 105,28; 69,90; 55,56; 55,12; 44,14;
25,53; 24,53.

HRMS: 699,3308 [M+H]"
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(67) X= N-CHjs. Produto isolado como um sélido amarelo, com 72% de rendimento.
4,6-bis((E)-3-metdxi-4-((4-metoxibenzil)oxi)estiril)-2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidina

RMN H (400 MHz, CDCls) d (ppm): 7,70 (d, 2H, J = 20 Hz); 7,38 (d, 4H, J = 10 Hz); 7,14
(s, 2H); 7,08 (d, 2H, J = 10 Hz); 6,92-6,90 (m, 6H): 6,83 (d, 2H, J = 20 Hz): 6,61 (s, 1H);
5,12 (s, 4H); 4,03 (sl, 4H): 3,94 (s, 6H); 3,81 (s, 6H); 2,61 (t, 4H): 2,41 (s, 3H).

DEPTQ (100 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 163,35; 161,81; 159,43; 149,80; 149,22; 135,19; 129,65;
129,03; 128,87; 125,33; 121,17; 113,99; 113,81, 110,12; 106,28; 70,77; 56,00; 55,27; 54,83;
45,85; 43,43.

HRMS: 714,3417 [M+H]"
(68) X= N-Ph. Produto isolado como um solido amarelo, com 81% de rendimento
4,6-bis((E)-3-metoxi-4-((4-metoxibenzil)oxi)estiril)-2-(4-fenilpiperazin-1-il)pirimidina

RMN *H (400 MHz, CDCI3) 6 (ppm): 7,74 (d, 2H, J = 20 Hz); 7,39 (d, 4H, J = 10 Hz); 7,32
(t, 3H, J = 5 Hz); 7,16 (s, 2H); 7,10 (d, 2H, J = 10 Hz); 7,03 (d, 2H, J = 10 Hz); 6,93-6,91
(m, 9H); 6,82 (d, 2H, J = 20 Hz): 6,64 (s, 1H); 5,12 (s, 4H): 4,14 (t, 4H, J = 5 Hz); 3,95 (s,
6H); 3,82 (s, 6H); 3,33 (s, 4H).

DEPTQ (100 MHz, CDCls) 6 (ppm): 163,37; 161,87; 159,43; 151,55; 149,81; 149,23 135,23;
129,65; 129,35; 129,03; 128,66; 125,33; 121,20; 120,00; 116,85; 116,49; 113,98; 113,81;
110,12; 106,34; 70,76; 56,00; 55,26; 49,55; 43,89.

HRMS: 776,3574 [M+H]
(69) X= 0. Produto isolado como um s6lido amarelo, com 87% de rendimento
4-(4,6-bis((E)-3-metoxi-4-((4-metoxibenzil)oxi)estiril)pirimidin-2-il)morfolina

RMN H (400 MHz, CDCls) d (ppm): 7,71 (d, 2H, J = 20 Hz); 7,38 (d, 4H, J = 10 Hz); 7,14
(s, 2H); 7,09 (d, 2H, J = 10 Hz); 6,92-6,85 (m, 8H); 6,65 (s, 1H); 5,12 (s, 4H); 3,96-3,94 (m,
10H); 3,85-3,82 (m, 10H).

DEPTQ (100 MHz, CDCl3) & (ppm):163,31; 159,44; 148,81; 149,31; 137,47; 129,55; 129,02;
128,83; 125,04; 121,26; 113,99; 113,80; 110,14; 106,41; 70,76; 67,02; 55,00; 55,26; 44,48.

HRMS: 701,3101 [M+H]*
(70) X=S. Produto isolado como um s6lido amarelo, com 60% de rendimento.
4-(4,6-bis((E)-3-metdxi-4-((4-metoxibenzil)oxi)estiril)pirimidin-2-il)tiomorfolina

RMN H (400 MHz, CDCls) d (ppm): 7,69 (d, 2H, J = 20 Hz); 7,38 (d, 4H, J = 10 Hz); 7,16
(s, 2H); 7,09 (d, 2H, J = 10 Hz); 6,91 (m, 8H); 6,66 (s, 1H); 5,12 (s, 4); 4,33 (sl, 4H); 3,95 (s,
6H); 3,81 (s, 6H); 2,78 (s, 4H).

DEPTQ (100 MHz, CDCls) & (ppm): 169,55; 149,44; 149,84; 149,51; 135,12; 129,38; 129,03;
128,77; 125,00; 121,51. 113,99; 113,77; 110,18; 105,31; 70,76; 56,02; 55,27; 46,80; 27,20.

HRMS: 717,2873 [M+H]"
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Procedimento para a sintese dos derivados pirimidinicos 2-aminossubstituidos (52-56)

Ej [ﬁ

HsCO P OCH;
O O HsCO P OCH;
a
o (6&-70) o _ O ) O
L : : J 50-65% HO OH
OCHs HsCO

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL de capacidade, 500 mg dos derivados (66-
70) foram solubilizados em de 15 mL de etanol e 5 mL de HCI 1N. O sistema foi deixado sob
refluxo por quatro horas, seguido de agitacdo a temperatura ambiente por uma noite. O meio
reacional tornou-se uma solucéo vermelha, que foi neutralizado com NaHCOs(q), 5% até o
aparecimento de um precipitado laranja. O so6lido formado foi extraido com CH,ClI,, seco com
sulfato de sddio anidro e evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida. Houve entdo a
formacdo de um o6leo vermelho gerou os sélidos correspondentes aos produtos finais apos
banho de ultrassom. Os produtos foram purificados por cromatografia em coluna aberta,
empacotada com silica-gel.

Derivado (52): Produto isolado como um sélido amarelo, com 63% de rendimento
4,4'-((1E,1'E)-(2-(piperidin-1-il)pirimidina-4,6-diil)bis(eteno-2,1-diil))bis(2-metoxifenol)

RMN H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7,69 (d, 2H, J = 20 Hz); 7,30 (s, 2H); 7,11 (d, 2H, J
=5 Hz); 6,94 (d, 2H, J = 20 Hz); 6,90 (s, 1H); 6,81 (d, 2H, J = 5 Hz); 3,87 (sl, 8H); 1,59 (m,
6H).

DEPTQ (100 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 163,09; 161,25; 147,97; 147,90; 135,19; 127,41,
124,21; 121,49; 115,61; 110,70; 104,97; 55,62; 44,13; 25,48; 24,50.

HRMS: 459,2158 [M+H]"

Derivado (53): Produto isolado como um s6lido amarelo, com 51% de rendimento

4,4'-((1E,1'E)-(2-(4-metilpiperazin-1-il)pirimidina-4,6-diil)bis(eteno-2,1-diil))bis(2-
metoxifenol)

RMN 1H (400 MHz, DMSO-dg) ¢ (ppm): 7,74 (d, 2H, J = 20 Hz); 7,15 (s, 2H); 7,10 (d, 2H, J
=10 Hz); 6,94 (m, 2H); 6,84 (d, 2H, J = 20 Hz); 6,63 (s, 1H); 4,04 (sl, 4H); 3,96 (s, 6H); 2,62
(sl, 4H); 2,42 (s, 3H).

DEPTQ (100 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 163,86; 161,16; 149,10; 148,52; 138,40; 127,49;
123,98; 122,22; 116,18; 111,28; 108,79; 64,58; 50,09; 46,35; 43,80.

HRMS: 474,2267 [M+H]"
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Derivado (54): Produto isolado como um solido amarelo, com 50% de rendimento.

4,4'-((1E,1'E)-(2-(4-fenilpiperazin-1-il)pirimidina-4,6-diil)bis(eteno-2,1-diil))bis(2-
metoxifenol)

RMN H (400 MHz, DMSO-dg) J (ppm): 7,74 (d, 2H, J = 15 Hz): 7,30 (s, 2H): 7,25 (t, 3H);
7,12 (d, 2H, J = 10 Hz); 7,02 (d, 2H, J = 10 Hz); 6,97 (d, 2H, J = 15 Hz); 6,87 (s, 1H); 6,81
(d, 2H, J = 10 Hz).

DEPTQ (100 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 163,73; 161,79; 151,67; 148,56; 148,41; 136,05;
129,46; 127,87, 124,46; 122,09; 119,87; 116,38; 116,14. 111,25. 106,40; 56,14; 49,03; 43,86.

HRMS: 536,2424 [M+H]"

Derivado (55): Produto isolado como um sélido amarelo, com 65% de rendimento.
4,4'-((1E,1'E)-(2-morfolinopirimidina-4,6-diil)bis(eteno-2,1-diil))bis(2-metoxifenol)

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 7,71 (d, 2H, J = 18 Hz); 7,27 (s, 2H); 7,10 (d, 2H, J
= 10 Hz); 6,94 (d, 2H, J = 18 Hz): 6,82 (s, 1H); 6,81 (d, 2H, J = 10 Hz); 3,85 (s, 6H); 3,82
(s, 4H): 3,71 (s, 4).

DEPTQ (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm):163,15; 163,30; 148,27; 147,93; 135,58; 127,19;
12375; 121,58; 115,85; 110,77; 106,13; 66,17; 55,81; 43,99.

HRMS: 461,1951 [M+H]"

Derivado(56): Produto isolado como um so6lido amarelo, com 52% de rendimento.
4,4'-((1E,1'E)-(2-tiomorfolinopirimidina-4,6-diil)bis(eteno-2,1-diil))bis(2-metoxifenol)

RMN H (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 7,71 (d, 2H, J = 18 Hz); 7,29 (s, 2H); 7,11 (d, 2H, J
= 10 Hz); 6,94 (d, 2H, J = 18 Hz); 6,86 (s, 1H); 6,82 (d, 2H, J = 10 Hz); 4,20 (sl, 4H); 3,86
(s, 6H); 2,67 (sl, 4H).

DEPTQ (100 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 163,79; 161,32; 148,57; 148,41; 136,05; 127,86;
124,51, 122,09; 116,14, 111,26, 105,93; 56,16, 47,81; 27,70.

HRMS: 477,1722 [M+H]"
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Protocolos farmacoldgicos
Parasitos:

Formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) foram cultivadas a 27° C em meio de
cultura BHI (Brain Heart Infusion) Bacto™ (Becton Dickinson Company, EUA)
suplementado com 10pg/mL de hemina e 0,02g/L de acido folico (Sigma-Aldrich, EUA) e
10% de Soro Bovino Fetal (DBF, Gibco/Lifetechnologies).

Formas tripomastigotas metaciclicas foram preparadas de forma extemporanea por
adicdo de formas epimastigotas ao meio TAU-P (urina artificial de triatomineo suplementado
com L-prolina) acondicionadas a 27° C e utilizadas apds 4 dias caso houvesse numero
adequado de formas tripomastigotas, observadas em microscopio Optico e contadas em
camara de Neubauer.

Efeito anti-epimastigota (Experimentos realizados com auxilio da aluna Julliane Moraes, Dra.
sob orientacdo da Prof? Débora Decoté-Ricardo)

Formas epimastigotas de T. cruzi, cepa Dm28c (2x10° mL™) foram cultivadas por 7
dias em meio de cultura BHI suplementado com hemina, acido fdlico e 10% de soro bovino
fetal em estufa BOD a 27° C. As culturas foram tradatas com as substéancias e concentragoes
indicadas. As formas viaveis foram contadas em camara de Neubauer com auxilio de
microscopio Optico em objetiva de 40X. Os dados apresentados sdo representativos de no
minimo dois experimentos intependentes.

Efeito na viabilidade celular de macrofagos (Experimentos realizados com auxilio da aluna
Julliane Moraes, sob orientacdo da Prof? Dra. Débora Decoté-Ricardo)

Macroéfagos obtidos da cavidade peritonial de camundongos BALB/c foram cultivados
na concentracdo de 5x10°/mL, em triplicatas. As células foram tratadas por 48 horas com as
concentracdes indicadas das substancias utilizadas. A viabilidade celular foi avaliada pelo de
método de exclusdo, utilizando-se azul de Trypan e o resultado expresso € representativo de
dois experimentos independentes.

Efeito na viabilidade celular em populacdo enriquecida de linfocitos esplénicos
(Experimentos realizados com auxilio da aluna Julliane Moraes, sob orientacdo da Prof® Dra.
Débora Decoté-Ricardo)

Populacdo enriquecida de linfocitos esplénicos foram obtidos do baco de
camundongos BALB/c e cultivados na concentracdo de 5x10°/mL em triplicatas. As células
foram tratadas por 48h com as doses indicadas das substancias avaliadas. A viabilidade foi
avaliada pelo de método de exclusdo utilizando-se azul de Trypan e o resultado expresso €
representativo de dois experimentos independentes.

Efeito de inibicdo da liberacdo de formas tripomastigotas de T. cruzi in vitro.
(Experimentos realizados com auxilio da aluna de doutorado Isabel La Rocque, sob
orientacdo da Prof? Dra. Débora Decoté-Ricardo)

Macréfagos peritoniais murinos foram infectados com 10° formas tripomastigotas de
T. cruzi da cepa Dm28c induzidas quimicamente. Algumas culturas foram tratadas com as
substancias-teste. Apos 7 ou 9 dias foi avaliado o niumero de formas tripomastigotas liberadas
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no sobrenadante das culturas que foram feitas em triplicatas. Os dados sdo representativos de
dois experimentos independentes. As culturas foram comparadas através do teste T de Student
néo pareadas (Prism Graph Pad) p* > 0,05.

Efeito de inibicdo da liberacdo de formas amastigotas de T. cruzi in vitro.
(Experimentos realizados com auxilio da aluna de doutorado Isabel La Rocque, sob
orientacdo da Proft Dra. Débora Decoté-Ricardo)

Macréfagos peritoniais murinos foram infectados com 10° formas tripomastigotas de
T. cruzi da cepa Dm28c induzidas quimicamente. Todas as culturas foram realizadas em
placas de 24 pogos contendo laminulas de vidro estéril, e algumas culturas foram tratadas com
as substancias-teste nas concentracdes adequadas. Apds 7 dias a laminulas foram fixadas e
coradas para contagem. Foram avaliados em microscopio Optico com lente de imersdo, de
forma independente, o nimero de formas amastigotas por 100 células e a porcentagem de
células infectadas. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes. As
culturas foram comparadas através do teste T de Student ndo pareadas (Prism Graph Pad) p*
> 0,05.

Microscopia eletronica de transmissdo (Os resultados de Microscopia Eletronica de
Transmissdo foram obtidos pela Dra. Eliomara S. S. Alves, no Laboratério de Biologia
Parasitaria da FIOCRUZ-BA, sob superviséo do Prof. Dr. Marcos André Vannier-Santos)

Formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) foram cultivadas em meio BHI
suplementada com 10% de SBF a 25° C. Os protozoéarios foram lavados com PBS e fixados
em Karnovsky por 24h. Em seguida, as amostras foram pos-fiadas com tetroxido de 6smio
1X, ferricianeto de potassio 0,8% e 5 mM de CaCl,, mantidos ao abrigo da luz por 40 minutos
e entédo desidratados com concentragdes crescentes de acetona (15-100%). As amostras foram
incorporadas em resina de epdxi Polybed (Polysciences Inc) e ap6s 72h a 60° C as amostras
foram seccionadas com um ultramicrotomo (Reichert, Leica), contrastadas em solucdes
aquosas de 2% de acetato de uranila por 20 minutos e 1% de citrato de chumbo por 5 minutos,
e entdo observadas em um microscopio eletrdnico de transmissdo (Zeiss EM 109 a 80kV)
(VANNIER-SANTOS & De CASTRO, 2009).

Microscopia eletrénica de varredura (Os resultados de Microscopia Eletrénica de Varredura
foram obtidos pela Dra. Eliomara S. S. Alves, no Laboratério de Biologia Parasitaria da
FIOCRUZ-BA, sob supervisdo do Prof. Dr. Marcos André Vannier-Santos)

Os parasitos foram fixados como descrito anteriormente e aderidos a lamelas
previamente recobertas com uma solugdo de poli-L-lisina. Em seguida, desidratados com
solucdes de acetona em concentracao crescente (15-100%). As amostras foram submetidas a
secagem e metalizadas com uma camada de ouro metalico de aproximadamente 20nm de
espessura. Em seguida, foram observadas em um microscopio JEOL modelo JEOL
(VANNIER-SANTOS & DE CASTRO, 2009).

Extragéo dos lipidios de membrana

6 x 10° epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) foram cultivadas por 7 dias em 30 mL
de meio BHI a 26° C. Algumas culturas foram tratadas com (3) a 5 ¢ 10 uM e com
posaconazol a 0,05 e 0,1 uM. As culturas foram submetidas a centrifugacdo a 2100 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado e os pellets com T. cruzi foram submetidos a
extracdo de lipidios de membrana. 100 mg do conteudo dos pellets foram suspensos em uma
solucéo alcoolica de hidroxido de potassio (25% m/v) seguido de uma vigorosa agitagdo por 1
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minuto. Apds homogeneizacdo, as suspensdes foram mantidas a 80° C por 1h. Os sistemas
foram resfriados e a cada um foi adicionado 1 mL de &gua destilada gelada. A extracédo foi
realizada adicionando-se 3 mL de n-hexano, seguido de uma agitacdo vigorosa durante 3
minutos. Apds separacéo das fases, a fase orgénica foi transferida para um frasco previamente
tarado e o n-hexano removido por fluxo de nitrogénio ultrasseco. Os esterois foram entédo
redissolvidos em n-hexano de grau espectroscopico para analise por CLAE (PINTO et al,
2011).

Analise dos lipidios de membrana por CLAE. (Experimento realizado pela Prof® Dra. Rosane
Nora Castro, do Departamento de Quimica da UFRRJ)

A analise da fracdo lipidica isolada de epimastigotas de T. cruzi foi realizada em um
aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia da marca Shimadzu, modelo LC-20AT,
forno CTO 20A, detector PDA (SPD-M20A), autoinjetor Sil-10AF e controlador CBM 20A.
A separacdo ocorreu em uma coluna de fase reversa (C18 Betasil-THERMO, 25cm x 4,6 mm
x 5 um) em modo isocrético utilizando metanol (98%) e acetonitrila (2%) como eluentes, em
uma vazao de 1,1 mL/min. A deteccdo ocorreu a 280 nm (ergosterol) e 243 nm (lanosterol). O
volume de injecdo foi de 20 uL e a temperatura do forno, 27° C. A identificagdo dos
esteroides ocorreu por comparacdo com 0s tempos de retencdo e curvas de ultravioleta dos
padrdes comercialmente disponiveis (Sigma-Aldrich).

Analise do ciclo celular por citometria de fluxo (Resultados obtidos pela Dra. Luma Godoy
Magalhdes no Laboratorio de Quimica Medicinal e Computacional, sob supervisdo do Prof.
Dr. Adriano Ancricopulo)

Formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) foram cultivadas em meio BHI a 28°
C na concentracdo de 2 x 10° /mL em placas de cultura de 12 pocos (TPP™, Suica). As
substancias-teste (3), (4) e (5) foram adicionadas em triplicadas nas concentrac6es de 10, 50 e
100 uM. Os controles utilizados foram o veiculo (DMSO 0,02%) e paclitaxel (20 uM). Apo6s
48h de incubacdo, os parasitos foram ficados em etanol 70% por 30 min a -20° C. Em
seguida, as células foram centrifugadas a 200 rcf por 8 minutos e lavadas com PBS. Entdo as
amostras foram incubadas por 10 minutos com um tampdo de permeabilizacdo (0,2M de
Na,HPO, e 0,005% de Triton-X, pH 7,8). As células novamente foram centrifugadas a 200 rcf
por 8 minutos e ressuspensas em uma solucdo de iodeto de propidio (PI, 50 ug/mL) e 0,2
ug/mL de RNAse por 30 minutos a temperatura ambiente. O contetdo genético foi analisado
medindo a fluorescéncia do Pl em um citémetro BD Accuri C5 (Becton Dickinson Company,
EUA) a 488 nm de comprimento de onda excitatdrio e filtro de emissao de 585/40nm.

Andlise estatistica

Anélises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 4, utilizando o
teste T de Student ou o teste ANOVA. Resultados sdo expressos como a média = desvio-
padrdo. Diferencas entre o controle e as situagbes tratadas foram consideradas
estatisticamente relevantes quando P < 0,05.
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Modelagem Molecular

(Os resultados de Modelagem Molecular relacionados ao ancoramento da tubulina foram
obtidos pela Dra. Catarina Nigris del Cistia e pelo aluno Gustavo Peron Mendes-Silva, sob
supervisao e orientagdo do Prof. Dr. Carlos Mauricio R. Sant’anna no Laboratorio de
Modelagem Molecular da UFRRJ)

Os experimentos de sobreposicdo dos conformeros de menor energia foram realizados
no programa Spartan’/4 (Wavefunction Inc) pelo método de célculo semi-empirico PM6. As
estruturas dos derivados foram representadas na forma endlica a fim de manter a ligacdo de
hidrogénio intramolecular caracteristica destes sistemas 1,3-dicarbonilicos.

As sequéncias dos aminoacidos da tubulina de T. cruzi foram obtidas através da base
de dados UniProtKB/Swiss-Prot (Q27352 para a a-tubulina e P08562 para a fS-tubulina), as
quais foram usadas separadamente para a construgdo do modelo por homologia. A fim de
abranger os quatro sitios possiveis (sitios da colchicine, taxol, alcaloides da vinca e
curcumina), foi planejado um heterotrimero de tubulinas, S-a-f, de modo a abranger tanto a
interface f-a quanto a-f. Os sitios ativos de tubulina bovina (utilizada como molde para a
modelagem por homologia), & exce¢do do sitio da curcumina, possuem estruturas co-
cristalizadas disponiveis. Dessa forma, para checar a confiabilidade do modelo criado, foi
realizado o re-ancoramento de estruturas previamente conhecidas nos seus sitios ativos. Como
um ensaio preliminary para a habilidade de ancoramento do programa GOLD 5.2 (CCDC
Software Ltd. Cambrige, Reino Unido), foi realizado o reancoramento de ligantes conhecidos
tanto no sitio da colchicine quanto no sitio dos alcaloides da vinca. Todas as funcdes de
pontuacdo disponiveis no programa foram testadas através do reancoramento dos ligantes nas
estruturas depositadas no PDB (4EBS6, tubulina de Ovis aries co-cristalizada com vimblastina
e 402B, tubulina de Bos Taurus co-cristalizada com colchicina). Foram adicionados o0s
atomos de hidrogénio a estrutura da proteina baseados em estados de ionizagéo e equilibrio
tautomérico definidos pelo programa. Devido as ligacdes de hidrogénio, os atomos de
hidrogénio ligados a N ou O de serina, treonina, tirosina e lisina foram configurados para girar
livremente. Cem mil opera¢fes genéticas (cruzamento, migracdo e mutacdo) foram usados em
cada ancoramento. O raio do sitio de ligacio foi definido em 10 A de distancia a partir de um
determinado atomo de um aminoacido do sitio predefinido baseado nas informacGes da
literature.

Spartan 14 [Wavefuncion Inc] foi utilizado para construer e otimizar as estruturas
através do método PM3 ou PM6. Diversas posicdes foram obtidas pelos compostos em todas
a proteinas e aquelas com melhor pontuacdo foram escolhidas para analise de intera¢cbes com
os residuos de aminoacidos. No programa GOLD, o ancoramento gera valores adimensionais
de pontuacdo, onde os valores mais altos indicam interacGes favoraveis com o receptor.
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E1: Espectro de infravermelho em pastilha de KBr da curcumina (3).
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Tabela E2: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN *H da curcumina (3)

i

OH

1

0

2

3

4

"'\-\..\_\_':.-'-:::-H"‘-\..;_E'.-"H-':_:-: | - I:I C’ H a

A

-
0

u

e -,
== o'OH
0 -

Hidrogénio | ¢ (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 6,08 S 1 -
3 6,78 d 15
4 7,57 d 2 15
6 7,35 S 2 -
9 6,85 d 2 10
10 7,18 d 2 10
Ar-OH 9,70 S 2 -
Ar-OCHs; 3,86 S 6 -

148



. ©w
C.014.001.1r.esp VerticalScaleFactor = 1 =
o
|
1.0
] o o
. & 36 5 =
- M- - =
i = o T v
= T oy
£057 5
i) -
c 7 (=]
- 7 -
s
H —
s ]
£ ]
E 4
0 __ n " | e | .j .. g " _
; T " - -
; 2
1 LY 13 .
] 8 & 3
0.5 2 ® R

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
Chemical Shift (ppm)
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Tabela E3: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ da curcumina (3)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 101,37 CH 7 148,48
2 183,71 C 8 149,84 C
3 123,64 CH 9 116,19 CH
4 141,22 CH 10 121,57 CH
5 126,82 C Ar-OCHjs 56,16 CHs
6 111,79 CH
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Tabela E7: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN *H de DMC (4)

Hidrogénio | o (ppm) Integracdo | J (Hz)
1 6,07 1 -
3 6,78 1 15
3 6,74 1 15
4 7,56 - -
4’ 7,61 - -
6 7,36 2 -
6’ 7,59 - -

Hidrogénio | ¢ (ppm) m Integracdo | J (Hz)
T 7,59 m - -
9 6,85 d 2 10
10 7,18 d 2 10
Ar-OH 9,74 sl 1 -
Ar-OH’ 10,07 sl 1 -
Ar-OCHjs 3,86 s 6 -
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E8: Espectro de DEPTQ de DMC (4) em DMSO-dg a 125 MHz.
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10 8

Tabela E8: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de DMC (4)

Carbono o (ppm) m 4 140,88 CH 8 149,85 C
1 101,46 CH 5 126,31 C 8’ 160,31 C
2 183,78 C 5 126,82 C 9 116,17 CH
2’ 183,78 C 6 111,70 CH 10 123, 27 CH
3 121,31 CH 6’ 130,86 CH Ar-OCHjs 56,16 CH;
3 121,52 CH 7 148,48 C
4 141,22 CH 7 116,41 CH
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Tabela E11: Atribuicéo dos sinais do espectro de RMN *H de BDMC (5)
Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)

1 6,05 S 1 -
6,71 d 2 20

4 7,54 m - -

6 7,57 m - -

7 6,83 d 4 10
Ar-OH 10,10 sl 2 -
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E12: Espectro de DEPTQ de BDMC (5) em DMSO-ds a 125 MHz.
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Tabela E12: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de BDMC (5)

Carbono o (ppm) m
1 101,00 CH
2 183,23 C
3 120,78 CH
4 140,39 CH
5 126,82 C
6 115,91 CH
7 130,37 CH
8 159,83 C
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Tabela E15: Atribuigéo dos sinais do espectro de RMN *H de CC (8)

Hidrogénio | & (ppm) m Integracdo | J (Hz) Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo J(H2)
3’ 5,41 dd 1 J; = 15Hz
2 5,62 S 1 - J, = 5Hz
4 6,47 d 1 20 5 7,02 m - -
5 7,34 d 1 20 8 7,02 m - -
! 7,02 m - - 9 7,02 m ; ;
10 7,07 d 1 10 Ar-OCHg 3,98 S 3 -
11 6,93 d 1 10
27 2,95 dd 1 ‘]1 = 15Hz Ar'OCﬂ?, 3,96 S 3 -
J, = 10Hz
2” 2,68 dd 1 Ji = 15Hz
Jz =5Hz
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E16: Espectro de DEPTQ de CC (8) em CDCl3 a 125 MHz.
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Tabela E16: Atribuigéo dos sinais do espectro de DEPTQ de CC (8)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 193,07 C 5 137,67 CH 8’ 114,55 CH
2 105,56 CH 5 109,00 CH 9 146,81 C
2’ 43,25 CH; 6 130,38 C 10 114,79 CH
3 168,90 C 6’ 146,23 C 11 122,52 CH
3 80,88 C 7 109,11 CH Ar-OCHs 56,07 CH;
4 119,91 CH 7 147,54 C Ar-OCH; | 56,00 CHs3
4 127,76 C 8 146,70 C
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E17: Espectro de massas em alta resolugéo (tipo quadrupolo tempo de véo) de CC (8)
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E19: Espectro de RMN *H de (30) em CDCl3 a 500 MHz.
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H,CO

HO

Tabela E19: Atribuigéo dos sinais do espectro de RMN *H de (30)

4 6
5 7
\2
1 3
OH

OH O

OCH,

10 8

9

Hidrogénio | ¢ (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 5,45 S 1 -
3 2,57 t 4 10
4 2,87 t 4 10
6 6,70 S 2 -
9 6,68 m 2 -
10 6,85 2 10
Ar-OH 5,63* S 2 -
Ar-OCHs; 3,88 S 6 -
OHenol) 15,51 s 1 -
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E20: Espectro de DEPTQ de (30) em CDCl3z a 125 MHz.
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Tabela E20: Atribuigéo dos sinais do espectro de DEPTQ de (30)

H,CO

HO

Carbono o (ppm) m
1 99,83 CH
2 193,23 C
3 40,40 CH,
4 31,31 CH;
5 132,56 C
6 110,90 CH

OH O

4 6
5 7
\ 2
1 3

1098

OCH;

OH

Carbono o (ppm) m
7 146,39
8 143,96 C
9 114,32 CH
10 120,80 CH
Ar-OCHs 55,86 CH;
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E22: Espectro de RMN *H de (33) em DMSO-dgs a 500 MHz.
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Tabela E22: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN tH de (33)

e
e

o

H

0

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 6,80 sl - -
3 7,34 m - -
4 7,64 d 2 20
6 7,44 S 2 -
9 7,03 m 2 -
10 7,38 m - -
Cs-OCH3 3,83 S 6 -
C7-OCHs 3,86 S 6 -
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E23: Espectro de DEPTQ de (33) em DMSO-ds a 125 MHz.
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OH O 4 6
H,CO N 5 7_OCH;
(7 U
HO 10 o g OCH3

Tabela E23: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (33)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 105,00 CH 7 149,50
2 182,89 C 8 151,42 C
3 123,77 CH 9 112,08 CH
4 141,79 CH 10 119,29 CH
5 128,41 C C7,-OCHg 56,22 CH,
6 111,19 CH Cs-OCH3s 56,07 CH;
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E24: Espectro de RMN *H de (34) em DMSO-dg a 500 MHz.
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Tabela E24: Atribuigéo dos sinais do espectro de RMN *H de (34)

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 6,24 S 1 -
3 6,99 d 2 20
4 7,69 d 2 20
6 7,76 dd 4 10
7 7,46 m 4 -
8 7,48 m 2 -
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E25: Espectro de DEPTQ de (34) em DMSO-dg a 125 MHz.
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Tabela E25: Atribuigédo dos sinais do espectro de DEPTQ de (34)

Carbono o (ppm) m
1 102,30 CH
2 183,72 C
3 124,80 CH
4 140,88 CH
5 135,13 C
6 111,79 CH
7 148,48 CH
8 149,84 CH
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E26: Espectro de RMN *H de (35) em DMSO-dg a 500 MHz.
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HO

Tabela E26: Atribuigéo dos sinais do espectro de RMN *H de (35)

St

HN—N

1

2

4
=

3

'IO9

6
5 l 7_OCHj,
g OH

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)

1 6,55 S 1 -

3 6,80 d 2 10

4 6,96 d 2 10
6 7,17 S 2 -
9 7,06 sl 2 -
10 7,06 sl 2 -
Ar-OH 9,22 sl 2 -
Ar-OCHj; 3,86 S 6 -
N-H 12,86 S 1 -
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E27: Espectro de DEPTQ de (35) em DMSO-dg a 125 MHz.
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HN—N 4 5
H3;CO X | s 7_OCH3
e
HO 10 g OH

Tabela E26: Atribuigdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (35)

Carbono o (ppm) m
1 99,85 CH
2 170,88 C
3 120,58 CH
4 130,10 CH
5 128,85 C
6 109,99 CH
7 147,28 C
8 148,39 C
9 116,08 CH
10 116,12 CH

Ar-OCHs 56,07 CH3
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E28: Espectro de RMN *H de (36) em DMSO-ds a 500 MHz.
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Tabela E28: Atribuigéo dos sinais do espectro de RMN *H de (36)

Hidrogénio | o m | J | Hidrogénio | o m | J
1 7,05 S 1 - 4> 7,48 t 1 5

2 7,59 m 2 - 6 7,25 d 1 1

3 6,80 d 1 15 6’ 7,10 d 1 1

3’ 7,21 d 1 15 9 6,97 | dd 1 5

3 7,59 m 2 - 9 705 | dd 1 5

4 7,58 m 1 - 10 6,79 d 1 5

4 7,18 d 1 15 10° 6,81 d 1 5
C;,-OCH; | 3,86 S 3 - Cg-OH 9,33 S 1 -
C,’-OCH; | 3,80 S 3 - Cg’-OH 9,22 S 1 -
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E29: Espectro de DEPTQ de (36) em DMSO-dg a 125 MHz.
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Tabela E29: Atribuigédo dos sinais do espectro de DEPTQ de (36)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm)
1 101,26 CH 6 111,01 CH
1” 139,77 C 6’ 110,05 CH
2 142,82 C 7 147,33 C
2’ 151,55 C 7 147,87 C
27 128,14 CH 8 148,30 C
3 125,23 CH 8’ 148,38 C
3’ 129.87 CH 9 116,05 CH
3 112,70 CH 9 116,22 CH
4 131,22 CH 10 120,71 CH
4 133,34 CH 10° 120,76 CH
4 117,87 CH C;-OCHj3 56,12 CH;
5 128,27 C C»-OCH;3 56,07 CH;
5’ 128,85 C
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E30: Espectro de RMN *H de (37) em DMSO-dgs a 500 MHz.
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Tabela E30: Atribuigéo dos sinais do espectro de RMN *H de (37)

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 6,86 S 1 -
3 7,09 m - -
3’ 7,09 m - -
4 7,31 m - -
4 7,31 m - -
6 7,31 m - -
6’ 7,31 m - -
9 6,81 d 1 5
9 6,82 d 1 5
10 7,09 m - -
10° 7,09 m - -
Ar-OCHs 3,85 S 6 -
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E31: Espectro de DEPTQ de (37) em DMSO-ds a 125 MHz.
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Tabela E31: Atribuigéo dos sinais do espectro de DEPTQ de (37)

Carbono o0 (ppm) m Carbono o (ppm)
1 97,82 CH 8 147,91 C
2 168,31 C 8’ 147,79 C
2’ 162,20 C 9 115,56 CH
3 112,59 CH 9 115,50 CH
3’ 110,06 CH 10 121,66 CH
4 134,75 CH 10° 121,28 CH
4 136,40 CH C;-OCH3 55,64 CH3
5 127,29 C C7-OCH3 55,64 CH3
5’ 126,95 C
6 110,30 CH
6’ 110,30 CH
7 148,12 C
7 147,94 C
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E32: Espectro de RMN *H de (38) em DMSO-dg a 500 MHz.
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Tabela E32: Atribuigéo dos sinais do espectro de RMN *H de (38)

o

)

3
=

1o

5
4 l 6_OCH,4
9 OH

g 7

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
2 6,96 d 2 20
3 7,70 d 2 20
5 7,14 S 2 -
8 6,98 d 2 5
9 7,21 d 2 10
Ar-OH 9,85 S 2 -
Ar-OCHjs 3,98 S 6 -
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E33: Espectro de DEPTQ de (38) em DMSO-dg a 125 MHz.
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Tabela E33: Atribuigéo dos sinais do espectro de DEPTQ de (38)

Q3
/
1o

5
4 l 6_OCH,4
9 OH

g 7

Carbono o (ppm) m
1 188,82 C
2 123,39 CH
3 143,26 CH
4 127,47 C
5 109,76 CH
6 146,83 C
7 148,20 C
8 114,86 CH
9 123,34 CH

AF-OCﬂg 55,99 CHs;

198



bl
-
= w
vitor [ E : ]
-~ o~ - L]
85 2g
oo ©F
3 - 4oL
020 3 S 5
= o =
7| ek b
3 T Tl
] N
] -
0.25 3
- ]
= 1
2 020
i) ]
] o
b= =
@
H
E 0.88 1.00 2.00 1.03 0.98
5 ] ] L L
= fia T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
] 73 77 76 7.5 T4 7.3 72 7.1 7.0
E Chemical Shift (ppm)
0.10 3 o
] 2
A o™
] |
0.05 3 g =
0 ] JJ lL_ J\_._,._)\___—j
E s AL
084 084 0.98 1.00 2.00 1.030.98 0.98 1.00 5.24
= = H B H HH H H 5]
T T T T T A I T
125 12.0 1.5 11.0 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 5 5

Chemical Shift (ppm)

E34: Espectro de RMN *H de (39) em DMSO-dg a 500 MHz.
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300:4‘)\/\( l/ l6 OCHs

Tabela E34: Atribuigéo dos sinais do espectro de RMN *H de (39)

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
2 7,63 m - -
3 1,74 d 1 20
3’ 7,61 m - -
5 7,48 S 1 -
6’ 7,27 d 1 10
7 7,79 dd 1 10
8 6,82 d 1 10
9 6,92 d 1 10
C,-OH 9,64 S 1 -
Cs-OH 10,00 S 1
Ar-OCHjs 3,87 S 6 -
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E35: Espectro de DEPTQ de (39) em DMSO-dg a 125 MHz.
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Tabela E35: Atribuigdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (39)

Carbono o (ppm) m
1 187,06 C
2 118,74 CH
3 143,61 CH
4 129,87 C
5 111,62 CH
6 147,98 C
7 147,79 C
8 114,94 CH
9 123,56 CH

300:4‘)\/\( l/ l6 OCHs

Carbono o (ppm) m
2’ 126,53 CH
3’ 111,82 CH
4 149,43 C
5’ 151,67 C
6’ 115,53 CH
7 123,70 CH

C4-OCH3 55,87 CHjs

Cs-OCH3 55,73 CH3
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E36: Espectro de RMN tH de (45) em DMSO-dgs a 500 MHz.
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Tabela E36: Atribuigédo dos sinais do espectro de RMN *H de (45)

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)

2’ 2,69 m 2 -
3” 2,77 m 2 -
4” 1,74 m 2 -

3 7,20 m 4 -

4 7,63 d 1 15
4 7,55 S 1 -

6 7,20 m 4 -
6’ 6,99 m 3 -

9 7,20 m 4 -
Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)

9’ 6,99 m 3 -

10 7,20 m 4 -

10° 6,99 m 3 -

C;-OCHj5 3,87 S 3 -

C7-OCH3 3,83 S 3 -

C;-OH 9,70 S 3 -

C,-OH 9,51 S 3 -
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E37: Espectro de DEPTQ de (45) em DMSO-dg a 125 MHz.
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Tabela E37: Atribuigédo dos sinais do espectro de DEPTQ de (45)

Carbono o (ppm) m
1 112,08 C
2 179,05 C
3 119,92 CH
4 142,95 CH
5 127,04 C
6 114,92 CH
7 150,00 C
8 147,99 C
9 116,12 CH

10 123,57 CH
2’ 185,01 C
2” 27,33 CH;

Carbono o (ppm) m
3”7 23,07 CH;
4 23,95 CH;
3’ 130,76 C
4 124,39 CH
5’ 127,63 C
6’ 124,19 CH
7 148,47 C
8 147,88 C
9 115,96 CH
10° 117,76 CH

C;-OCHjs 56,27 CHjs

C7-OCH3 56,10 CH3
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Tabela E38: Atribuigéo dos sinais do espectro de RMN *H de (46)

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)

9 6,89 d 1 10

10 7,14 d 2 10

10° 7,14 d 2 10
C;-OCHjs 3,86 S 3 -
C;-OCH3 3,85 S 3 -
Cgs-OH 9,66 S 1 -
Cg-OH 9,63 S 1 -

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)

2” 3,01 sl 2 -
37 2,90 sl 2 -

3 7,22 m 3 -

4 7,50 d 1 20
4 7,36 S 1 -

6 7,22 m 3 -

6’ 7,22 m 3 -

9 6,84 d 1 10
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E39: Espectro de DEPTQ de (46) em DMSO-ds a 125 MHz.
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Tabela E39: Atribuigédo dos sinais do espectro de DEPTQ de (46)

Carbono o (ppm) m
1 112,13 C
2 170,22 C
3 123,53 CH
4 140,47 CH
5 136,47 C
6 117,72 CH
7 147,77 C
8 150,41 C
9 116,36 CH

10 124,70 CH
2 197,23 C
2” 26,42 CH;

Carbono o (ppm) m
3”7 22,92 CH;

3’ 130,88 C
4 130,88 CH

5’ 127,73 C
6’ 118,42 CH

7 148,04 C

8 148,66 C

9 114,75 CH

10° 125,93 CH
C;-OCHjs 56,30 CH3
C7-OCH3 56,12 CHjs
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E40: Espectro de RMN *H de (47) em DMSO-dg a 500 MHz.
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Tabela E40: Atribuigéo dos sinais do espectro de RMN *H de (47)

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
2’ 2,91 t 4 -
3 7,58 S 2 -
3’ 1,74 m 2 -
5 7,14 sl 2 -
8 6,87 d 2 10
9 7,05 S 2 10
Ar-OH 9,55 S 2 -
Ar-OCHjs 3,83 S 6 -
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Tabela E41: Atribuigéo dos sinais do espectro de DEPTQ de (47)

Carbono o (ppm) m
1 188,95 C
2 133,96 C
2’ 28,43 CH;
3 136,63 CH
3’ 23,05 CH;
4 127,30 C
5 124,69 CH
6 147,90 C
7 148,29 C
8 116,01 CH
9 115,27 CH

Ar-OCHjs 56,10 CH3
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Tabela E41: Atribuigéo dos sinais do espectro de RMN *H de (48)

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
2’ 3,07 S 4 -
3 7,37 S 2 -
5 7,25 S 2 -
8 6,90 d 2 10
9 7,17 d 2 10
Ar-OH 9,67 S 2 -
Ar-OCHjs 3,83 S 6 -
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E42: Espectro de DEPTQ de (48) em DMSO-dg a 125 MHz.
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Tabela E42: Atribuigédo dos sinais do espectro de DEPTQ de (48)

Carbono o (ppm) m
1 195,24 C
2 133,96 C
2’ 26,34 CH;
3 133,25 CH
4 127,30 C
5 125,21 CH
6 148,98 C
7 148,16 C
8 116,36 CH
9 115,01 CH

Ar-OCHj 56,04 CH3
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E43: Espectro de RMN *H de (64) em CDCl3 a 500 MHz.
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Tabela E43: Atribuigédo dos sinais do espectro de RMN *H de (64)

Hidrogénio | J (ppm) m Integracao J (H2)
1 7,13 m - -
1’ 5,15 S 4 -
17 9,08 S 1 -
3 6,93 m - -
3’ 6,93 m - -
4 7,84 d 20
4’ 7,40 m -
6 6,93 m - -
9 6,93 m - -
10 7,40 m - -
C;-OCH3 3,83 S - -
Cs-OCH3 3,96 S - -
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Tabela E44: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (64)

(T
o) 10 o)

8

9
1|
OCH, H,CO !

54,3

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 110,31 CH 10 115,83 CH
1” 158,86 CH 1’ 70,96 CH;
2 163,06 C 2’ 128,96 C
3 124,14 CH 3 129,24 CH
4 137,02 CH 4 114,25 CH
5 128,96 C 5’ 150,07 C
6 121,83 CH C;-OCHjs 56,21 CH3
7 150,07 C Cs-OCH3 55,51 CH3
8 149,97 C
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Tabela E45: Atribuigédo dos sinais do espectro de RMN *H de (65)

Hidrogénio | ¢ (ppm) m Integracao J (H2)
1 7,61 S 1 -
1’ 5,07 S 4 -
3 7,19 d 2 16
3’ 7,4 m 6 -
4 7,87 S 2 16
4 6,96 S 4 7
6 7,4 m 6 -
9 7,12 d 2 5
10 7,27 d 2 5
C;-OCH3 3,85 S 6H -
Cs-OCH3 3,77 S 6H -
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Tabela E46: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (65)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 111,00 CH 9 113,78 CH
17 166,28 CH 10 122,63 CH
2 160,82 C 1’ 70,11 CH,
3 123,13 CH 2’ 128,69 C
4 138,72 CH 3’ 130,18 CH
5 129,12 C 4 114,30 CH
6 114,94 CH 5’ 159,57 C
7 149,81 C C;-OCHjs 56,09 CH3
8 150,11 C Cs-OCH3 55,58 CH3
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Tabela E47: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN tH de (49)

Hidrogénio | J (ppm) m Integracao J (H2)

1 6,04 S 1 -
1 7,32 S 1 -
3 5,46 d 2 20
4 6,28 d 2 20
6 5,70 S 2 -
9 5,59 d 2 10
10 5,28 d 2 10

C;-OCH3 2,37 S 6 -
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Tabela E48: Atribuigdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (49)

Carbono o (ppm) m
1 109,94 CH
1’ 159,05 CH
2 163,40 C
3 122,01 CH
4 137,92 CH
5 127,79 C

Carbono o (ppm) m
6 114,99 CH
7 148,45 C
8 148,02 C
9 115,13 CH
10 122,06 CH

C;-OCHgs 55,03 CH3
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E49: Espectro de RMN *H de (50) em DMSO-dg a 500 MHz.
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Tabela E49: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN tH de (50)

Hidrogénio | ¢ (ppm) m Integracéo J (Hz)

1 7,60 S 1 -
3 7,18 d 2 18
4 7,87 d 2 18
6 7,39 m 2 -
9 7,09 d 2 5
10 7,26 d 2 5

C;-OCH3 3,84 S 6 -
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Tabela E50: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (50)

H,CO

HO

Carbono o (ppm) m
1 110,53 CH
1’ 165,81 CH
2 159,10 C
3 122,65 CH
4 138,25 CH
5 128,65 C

o

0

AN
)
A~
2
T 3

567

10

9 8

OCH;

OH

Carbono o (ppm) m
6 114,47 CH
7 149,54 C
8 149,33 C
9 113,32 CH
10 122,15 CH

C;-OCHgs 55,11 CHjs
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E51: Espectro de RMN *H de (66) em DMSO-dg a 500 MHz.
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Tabela E51: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN H de (66)
Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz) Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 7,33 m 6 - 4’ 7,39 m - -
1’ 5,04 S 4 - 4” 1,57 sl 6 -
2” 3,84 m - - 6 7,39 m - -
3 7,02 m - - 9 7,08 d 2 10
3’ 6,96 m - - 10 7,19 d 2 10
37 1,57 sl 6 - C;-OCHjs 3,84 m - -
4 7,70 d 2 15 Cs-OCH3 3,76 S 6 -
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E52: Espectro de DEPTQ de (66) em DMSO-ds a 125 MHz.
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Tabela E52: Atribuigdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (66)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 105,26 CH 7 149,27 C 4 113,81 CH
17 163,05 CH 8 148,86 C 5’ 159,07 C
2 159,07 C 9 113,28 CH 2 44,14 CH,
3 125,24 CH 10 121,19 CH 3 25,53 CH;
4 134,91 CH 1’ 69,60 CH; 4 24,53 CH;
5 128,91 C 2’ 128,77 C C;-OCH3 55,56 CH3
6 121,19 CH 3’ 129,72 CH Cs-OCHj3 55,12 CH3
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E53: Espectro de RMN *H de (67) em CDCl3 a 400 MHz.
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Tabela E53: Atribuigédo dos sinais do espectro de RMN *H de (67)

/\: “OCH, H5CO

8

9

' 3
54,

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz) Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)

1 6,66 S 1 - 4 6,92 m - -

I’ 5,12 S 4 - 6 7,14 S 2 -
2” 4,03 sl 4 - 9 6,92 m - -

3 6,83 d 2 20 10 7,08 d 2 10
3’ 7,38 d 4 10 N-CH3 2,41 S 3 -
3” 2,61 sl 4 - C;-OCHjs 3,94 S 6 -

4 7,70 d 2 20 Cs-OCH3 3,81 S 6 -
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Tabela E54: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (67)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 106,28 CH 7 149,80 C
17 163,35 CH 8 149,22 C
2 161,81 C 9 110,12 CH
3 125,33 CH 10 113,81 CH
4 135,19 CH I’ 70,77 CH;
5 129,95 C 2’ 128,87 C
6 121,17 CH 3’ 129,03 CH

Carbono o (ppm) m
4 113,99 CH

5’ 159,43 C
2 54,83 CH;
3 43,43 CH;
N-CH3 45,85 CH;
C;-OCH3 55,27 CHjs
Cs-OCH3 56,00 CH3
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E55: Espectro de RMN *H de (68) em CDCl3 a 400 MHz.
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Tabela E53: Atribuicéo dos sinais do espectro de RMN H de (68)

H,CO

o8
@)

PN 7_OCHj
L
105F 0

9
OCH3 H3CO !

Hidrogénio o (ppm) m Integracdo | J(Hz)
1 6,64 S 1 -
3 6,85 d 2 20
4 7,74 d 2 20
6 7,16 S 2 -
9 6,93 m - -
10 7,10 dd 2 10
1’ 5,12 S 4 -
3’ 7,42 d 4 10

54,3

Hidrogénio o (ppm) m Integracdo | J(Hz)
4 6,93 m - -
27 4,14 sl 4 -
3 3,33 sl 4 -
5 6,93 m - -
6’ 7,32 dt 3 -
7 7,32 dt 3 -
C;-OCHs 3,82 S 6 -
Cs5-OCHjs 3,95 s 6 -
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E56: Espectro de DEPTQ de (68) em CDCl3 a 100 MHz.
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Tabela E54: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (68)

Carbono | o (ppm) m Carbono | 0 (ppm) m Carbono | o (ppm) m Carbono | o (ppm) m
1 106,34 C 7 149,81 C 3’ 129,03 CH 4> 149,23 C
2 161,87 C 8 151,55 C 4 113,98 CH 5 120,00 CH
3 125,33 CH 9 121,20 CH 5’ 159,43 C 6’ 129,35 CH
4 135,23 CH 10 116,49 CH 17 163,37 C 7 116,85 CH
5 129,65 C I 70,76 CH, 2 49,55 CH; C;,-OCH; | 56,00 CH3
6 113,81 CH 2’ 128,86 C 37 43,89 CH; Cs-OCH3 | 55,28 CH3
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E55: Espectro de RMN *H de (69) em CDCl3 a 400 MHz.
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Tabela E55: Atribuicéo dos sinais do espectro de RMN H de (69)

H,CO

oh
O

NG 7_OCH,
RS
1050

9
OCH3 H3CO !

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 6,65 S 1 -
I’ 5,12 S 4 -
2” 3,96 m 4 -
3 6,85 m 2 -
3’ 7,38 d 4 10
3” 3,85 m 4 -
4 7,71 d 2 20

57, 3
Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
4 6,92 m 4 -
6 7,14 S 2 -
9 6,92 m 2 -
10 7,09 d 2 10
C;-OCHjs 3,94 S 6 -
Cs-OCH3 3,82 S 6 -
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E56: Espectro de DEPTQ de (69) em CDCl3 a 100 MHz.
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54,3

Tabela E56: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (69)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 106,41 CH 7 149,81 C
17 163,31 C 8 149,31 C
2 159,44 C 9 113,90 CH
3 125,04 CH 10 121,26 CH
4 135,47 CH 1’ 70,76 CH,
5 129,55 C 2’ 128,83 C
6 110,14 CH 3’ 129,02 CH

Carbono o (ppm) m
4 113,99 CH
5’ 159,44 C
27 44,48 CH,
3 67,02 CH;

C;-OCH3 56,00 CH3

Cs-OCHj3 55,26 CH3
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E57: Espectro de RMN *H de (70) em CDCl3 a 400 MHz.
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Tabela E57: Atribuicéo dos sinais do espectro de RMN H de (70)

H5CO

ok
0]

NG 7_OCH,
e
105F 0

9
OCH3 H3CO !

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)

1 6,66 S 1 -

I’ 5,12 S 4 -
2” 2,76 sl 4 -

3 6,91 m 2 -

3’ 7,37 d 4 10
37 4,37 sl 4 -

4 7,69 d 2 20

57, 3
Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
4 6,91 m 2 -
6 7,16 S 2 -
9 6,91 m 4 -
10 7,09 dd 2 10
C;-OCHjs 3,81 S 6 -
Cs-OCH3 3,95 S 6 -
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Tabela E58: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (70)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 106,31 CH 7 149,84 C
1” 169,55 C 8 149,51 C
2 159,44 C 9 113,77 CH
3 125,00 CH 10 121,51 CH
4 135,12 CH 1’ 70,76 CH,
5 129,38 C 2’ 128,77 C
6 110,18 CH 3’ 129,03 CH

Carbono o (ppm) m
4 113,99 CH
5’ 159,44 C
27 44,40 CH;
3 27,20 CH,

C;-OCH3 56,02 CH3

Cs-OCHj3 55,27 CHjs
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E59: Espectro de RMN *H de (52) em DMSO-dg a 400 MHz.
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Tabela E59: Atribuicéo dos sinais do espectro de RMN H de (52)
Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz) Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 6,90 S 1 - 4” 1,59 m 2 -
2” 3,87 sl 4 - 6 7,30 S 2 -
3 6,93 d 2 18 9 6,81 d 2 10
37 1,59 m 4 - 10 7,11 d 2 10
4 7,68 d 2 18 C;-OCHj5 3,87 sl 6 -
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Tabela E58: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (52)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 104,97 CH 5 127,41 C 10 124,21 CH
17 163,09 C 6 110,70 CH 27 44,13 CH;
2 161,25 C 7 147,97 C 3”7 25,48 CH;
3 121,49 CH 8 147,90 C 4 24,50 CH;
4 135,19 CH 9 115,61 CH C;-OCH3 55,62 CH3
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E61: Espectro de RMN *H de (53) em DMSO-dg a 400 MHz.
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Tabela E61: Atribuicéo dos sinais do espectro de RMN H de (53)
Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz) Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 6,83 S 1 - 6 7,15 S 2 -
27 4,04 sl 4 - 9 6,84 m 2 -
3 6,84 d 2 20 10 7,10 d 2 10
3” 2,62 sl 4 - N-CHs 2,42 S 3 -
4 7,42 d 2 20 C;-OCHj5 3,96 S 6 -
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Tabela E62: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (53)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 106,79 CH 5 127,49 C 10 123,98 CH
17 163,86 C 6 111,28 CH 27 64,58 CH;
2 161,16 C 7 149,10 C 3 43,80 CH;
3 122,22 CH 8 148,52 C N-CH; 46,35 CH3
4 136,40 CH 9 116,18 CH C;-OCH3 56,09 CH3
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E63: Espectro de RMN *H de (54) em DMSO-dg a 400 MHz.
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Tabela E63: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN H de (54)
Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz) Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 6,87 S 1 - 2” 3,25 sl 4 -
3 6,96 d 2 15 37 4,01 sl 4 -
4 7,76 d 2 15 5 7,11 dd 2 8
6 7,30 S 2 - 6 7,25 t 3 8
9 6,82 d 2 10 7 7,25 t 3 8
10 7,02 d 2 10 Ar-OCHjs 3,86 S 6 -
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E64: Espectro de DEPTQ de (54) em DMSO-dg a 100 MHz.
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Tabela E64: Atribuigdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (54)

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 106,40 CH 7 148,56 C
2 161,79 C 8 148,41 C
3 124,46 CH 9 116,14 CH
4 136,05 CH 10 122,09 CH
5 127,87 C 1” 163,72 C
6 111,27 CH 2” 43,86 CH,

Carbono o (ppm) m
3 49,03 CH;
4> 151,67 C
5 129,46 CH
6 116,38 CH
7 119,67 CH

Ar-OCHs 56,14 CH3
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E65: Espectro de RMN *H de (55) em DMSO-dg a 400 MHz.
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Tabela E65: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN H de (55)

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 6,85 S 1 -
3 6,94 d 2 18
4 7,71 d 2 18
6 7,27 S 2 -
9 6,81 d 2 10

N
"
N)*N
OCH,
N g OH
Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
10 7,10 d 2 10
27 3,82 m 4 -
3 3,71 m 4 -
Ar-OCHjs 3,85 S 6 -
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E66: Espectro de DEPTQ de (55) em DMSO-ds a 100 MHz
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Tabela E66: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (55)

9

OCH,

OH

Carbono o (ppm) m Carbono o (ppm) m
1 106,13 CH 6 110,77 CH
2 161,30 C 7 148,27 C
3 123,75 CH 8 147,93 C
4 145,58 CH 9 115,65 CH
5 127,19 C 10 121,58 CH

Carbono o (ppm) m
17 163,15 C
2 66,17 CH;
3 43,99 CH;

Ar-OCHjs 55,61 CH3
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E67: Espectro de RMN *H de (56) em DMSO-dg a 400 MHz.
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Tabela E67: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN H de (56)

Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
1 6,86 S 1 -
3 6,94 d 2 18
4 7,71 d 2 18
6 7,29 S 2 -
9 6,86 d 2 10

N
1"
N)*N
OCHj
S g OH
Hidrogénio | o (ppm) m Integracdo | J (Hz)
10 7,11 d 2 10
27 4,20 m 4 -
37 2,67 m 4 -
Ar-OCHjs 3,86 S 6 -
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Tabela E68: Atribuicdo dos sinais do espectro de DEPTQ de (56)

Carbono o (ppm) m
1 105,93 CH
2 161,32 C
3 125,51 CH
4 136,58 CH
5 127,86 C
6 111,26 CH
7 148,57 C
8 148,41 C
9 116,14 CH
10 122,09 CH
1” 163,79 C
27 47,81 CH,
3 27,70 CH,

Ar-OCH, 56,16 CH;
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