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RESUMO

TAVARES, M. G. C. Sintese, caracteriza¢cdo e avaliacdo das atividades antioxidante,
in vitro, e anti-inflamatoria, in vivo, de analogos de curcuminas - Programa de Pés-
graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém, 2023.

Introducdo: A inflamacdo é uma reacdo organica que pode ser causada por agentes
internos ou externos e o tratamento, geralmente, se da pelo uso de medicamentos
anti-inflamatoérios esteroidais e ndo esteroidais. O uso frequente dessa classe, no
entanto, tem levado a reacfes adversas, tolerancia e efeitos indesejaveis nos
pacientes. Diante desse cenario, o incentivo a producdo de compostos com
propriedades farmacoldgicas que representem novas alternativas no tratamento das
inflamacdes vem recebendo atencao de pesquisadores. A Carcuma longa, um arbusto
originario da india, tem sido alvo de estudiosos nas Ultimas décadas por apresentar,
comprovadamente, atividades biologicas, como anti-inflamatéria, antioxidante,
antifangica etc. Objetivos: E objetivo geral deste trabalho a sintese, caracterizacéo e
avaliacdo biolégica de anélogos de curcumina. Além disso, sdo objetivos secundarios
sintetizar analogos de curcuminas, contendo diferentes substituintes; caracterizar as
substancias via RMNH; e avaliar as atividades biolégicas antioxidante e inflamatéria
dos compostos sintetizados. Resultados: Foram sintetizadas quatro substancias:
(1E,4E)-1,5-Bis(fenil)-pent-1,4-dien-3-ona (DBA; C1), (1E,4E)-1,5-Bis-(2-metoxi-
fenil)-penta-1,4-dien-3-ona (C2), (1E,4E)-1,5-Bis-(4-metoxi-fenil)-penta-1,4-dien-3-
ona (C3) e (1E,4E)-1,5-Bis-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-penta-1,4-dien-3-ona (C4), as quais
foram submetidas a caracterizagdo por RMN 1H e determinados o ponto de fuséo e
rendimento, este, mostrou resultados que variam de 42,74% a 68,15% confirmando a
natureza das substancias como analogos curcumindides. Em seguida, observou se
gue as moléculas C2 e C3 apresentaram ac¢do antioxidante pelo método do DPPH e
acdo analgésica. Por fim, as substancias foram testadas em camundongos para
avaliacao do efeito anti-inflamatorio, que, através do método Lambedura induzida por
formalina, apontou a presenca da atividade biolégica nas moléculas testadas.

Palavras-chaves: Acafréo; Derivados; Radicais livres; Dor.



ABSTRACT

TAVARES, M. G. C. Synthesis, characterization and analysis of antioxidant, in vitro
and anti-inflammatory, in vivo activities of curcumins similar - Post graduation in
Pharmaceutical Sciences Program, Federal University of Paré, Belém, 2023.

Introduction: Inflammation is an organic reaction that can be caused by internal or
external agents and treatment generally involves the use of steroidal and non-steroidal
anti-inflammatory medications. The frequent use of this class, however, has led to
adverse reactions, tolerance, and undesirable effects in patients. Given this scenario,
encouraging the production of compounds with pharmacological properties that
represent new alternatives in the treatment of inflammation has been receiving
attention from researchers. Curcuma longa, a shrub originating from India, has been
the target of scholars in recent decades as it has proven biological activities, such as
anti-inflammatory, antioxidant, antifungal, etc. Objectives: The general objective of
this work is the synthesis, characterization, and biological evaluation of curcumin
analogs. Furthermore, the secondary objectives are to synthesize curcumin analogs,
containing different substituents. characterize substances via 1H NMR; and evaluate
the antioxidant and inflammatory biological activities of the synthesized compounds.
Results: In the end, four substances were synthesized: (1E, 4E)-1,5-Bis(
phenyl)-pent-1,4-dien-3-one (DBA; C1), (1E,4E)-1,5-Bis-(2-methoxy-phenyl)-penta-
1,4-dien-3-one (C2), (1E,4E)-1,5-Bis-(4-methoxy-phenyl)-penta-1,4-dien-3-one (C3) e
(1E,4E)-1,5-Bis-(3,4,5-tri methoxy-phenyl)-penta-1,4-dien-3-one (C4), which were
subjected to characterization by 1H NMR and determined the melting point and yield,
which showed results ranging from 42.74% to 68.15%, confirming the nature of the
substances as curcuminoid analogs. Next, the antioxidant action of the molecules was
evaluated using the DPPH method, the result of which was quantitatively satisfactory
for C2 and C3, respectively. Finally, the substances were tested on mice to evaluate
the anti-inflammatory effect, which, through the Formalin-induced Licking method,
indicated the presence of biological activity in the tested molecules.

Keywords: Saffron; Derivatives; Free Radicals; Pain.
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1 INTRODUCAO

Ainflamacgé&o ou processo inflamatoéria € uma reagéo do organismo frente a uma
lesé@o tecidual que pode ser causada por microrganismos, trauma, agente quimico,
calor ou qualquer outro fendmeno. Para combater esse processo fisioldgico, € comum
0 uso de substancias que reduzem os sinais presentes na inflamacéo, que séo o calor,
dor, perda da funcéo, rubor e tumor (Volp et al., 2008). As classes medicamentosas
gue atuam no processo inflamatorio sdo os anti-inflamatérios esteroidais e néo
esteroidais. O acido acetilsalicilico (AAS), muito consumido, esta entre os primeiros
anti-inflamatorios sintetizados no mundo (Néto, 2011).

As drogas nao esteroidais, comumente descritas como AINES, atuam inibindo
a ciclooxigenase (COX), enzima responsavel pela producdo de prostaglandina
proveniente do acido araquiddnico na inflamacao. O uso prolongado ou indiscriminado
dessas substancias pode levar a ocorréncia de numerosas reacdes adversas, que
podem gerar desde dor abdominal, Ulceras, hemorragias até perfuracfes gastricas,
entre outras. Assim, ha a necessidade de mais pesquisas em torno de alternativas
medicamentosas que aliviem os efeitos adversos provocados no processo inflamatorio
(MENEGATTI; FRAGA; BARRETO, 2001).

A dor presente na inflamacdo € devida a estimulacdo de nociceptores
presentes no local da leséo, o que leva a transmissdo de impulsos nervosos pelas
fibras C e A-delta até o corno dorsal da medula espinal (Castro et al., 2013). No Brasil,
muitos farmacos hoje utilizados para aliviar a dor derivam de plantas. Nesse contexto,
a curcumina, um composto de origem natural obtido da Curcuma longa, substancia
utiizada largamente na culindria e que possui propriedades farmacoldgicas
especificas, como antioxidante, anti-inflamatéria, analgésica, antimalarica, dentre
outras, tem servido de referéncia para a sintese de analogos curcumindides
(TAVARES et al., 2022). Segundo ARAUJO e LEON (2001), a ac&o anti-inflamatoria
da curcumina se deve a hidroxila fendlica, logo, caso se busque uma possivel
ampliacdo desse efeito, os hidrogénios do anel aroméatico poderiam ser substituidos
por outros grupos funcionais. (OGLAH e MUSTAFA, 2020).

Um exemplo de analogo da curcumina na literatura é a Dibenzalacetona, muito
usada na induastria farmacéutica na producdo de protetores solares e cosméticos.

Estruturalmente, € uma molécula cujo esqueleto carbbnico da origem a uma classe
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de compostos que possuem acdo antioxidante, bem como anti-inflamatoria
(ROSENDE; BORDIS; GARCIA, 2020). Assim, as curcuminas se apresentam como
uma importante fonte de obtencéo de novos compostos quimicos com propriedades
biologicas de interesse farmacoterapéutico, pois utilizam uma via de sintese viavel
que ja produziu iniameros benzaldeidos e acetofenonas comerciais, confirmando,
assim, a pluralidade estrutural e possibilidades de sintese organica dessa substancia
(BITENCOURT, 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar, caracterizar e avaliar atividades biologicas de analogos de curcumina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Sintetizar analogos de curcuminas, contendo diferentes substituintes;
e Caracterizar as substancias via RMN1H;
e Avaliar a atividade antioxidante, in vitro, dos analogos de curcumina,
sintetizados;
e Avaliar a atividade analgésica/anti-inflamatoria, in vivo, dos analogos de

curcumina, sintetizados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CURCUMINA

Curcuma longa, também conhecida no Brasil como acafrdo da india, acafréo-
da-terra, ou circuma, é um arbusto perene endémico encontrado na india e que
apresenta no seu rizoma a curcumina, um composto polifenélico multifuncional. Para
fins de uso, esse rizoma € descascado, desidratado e moido, dando origem a um po
de coloracdo amarela, muito utilizado na culinaria ou na medicina tradicional.
Quimicamente, o rizoma (Figura 1) é constituido por compostos volateis naturais
(terpenos), e curcumindides, representados pela curcumina, desmetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina, substancias estas responsaveis pela pigmentacao amarela e
fracdo ndo-volatil do rizoma. Destes, a curcumina é o principal componente e
responde por 90% dos curcumindides (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Figura 1: Acafrdo-da-terra (Curcuma longa). A esquerda rizomas frescos da planta e, a direita, o po
amarelo obtido apés o rizoma ser desidratado e moido.

Fonte: A autora, 2023.

Demonstrada por sua férmula estrutural (Figura 2), a curcumina tem servido de
modelo & obtencdo de analogos curcumindides através de modificagbes em parte da
sua molécula que, de acordo com ARAUJO e LEON (2001), apresentam
caracteristicas biolégicas, como acao anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana,

antifiingica etc.
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Figura 2: Formula estrutural da curcumina. IUPAC: (1E,6E)-1,7-bis (4-hydroxy- 3-methoxyphenyl) -
1,6- heptadiene-3,5-diona.

HO OH

H-C
™0 o S 0

0 0
Fonte: A autora, 2023.

O processo de obtencado de analogos sintéticos de curcumina pode ocorrer por
reacao de substituicdo de radicais ou pela modificacdo das hidroxilas ou de grupos
metoxilas, presentes na molécula, levando a uma possivel melhoria dos efeitos da
substancia. Por ser esta um composto polifendlico, possui baixa hidrossolubilidade,
se tornando assim, pouco biodisponivel. Além, ainda, de apresentar instabilidade
guimica, em virtude da molécula sofrer tautomerismo ceto-enol (figura 3), um equilibrio
guimico entre uma forma ceto (uma acetona ou um aldeido) e uma forma enol. As

formas ceto e enol sé&o tautdmeras uma da outra. (OGLAH E MUSTAFA, 2020).

Figura 3: Férmula estrutural ceto-endlica e o equilibrio quimico entre as formas tautdmeras.

H

0 o

.

————t—
el —

Fonte: A autora (2022).

Em recente revisao bibliogréafica sobre curcumindides (Quadro 1), TAVARES et
al., (2022) aponta as inumeras propriedades biolégicas observadas, nas ultimas
décadas, em analogos derivados das curcuminas, com destaque para as atividades

antioxidante e anti-inflamatoria, as mais pesquisadas pelos autores.

Quadro 1: Atividades biolégicas de analogos da curcumina.

Titulo Atividade biolégica Ano Autores
Synthg3|s of curcumin analogues as Antpmdanteg 2004 Youssef et al.
potential antioxidant, cancer guiomiopreventiva
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chemopreventive agents

Anti-oxidant activities of curcumin and

Antioxidante 2005 Weber et al.
related enones
Design, synthesis, biological evaluation
and molecular docking of curcumin | Antioxidante, inibidor
analogues as antioxidant, da ciclooxigenase e 2005 Selvam et al.
cyclooxygenase inhibitory and anti- anti-inflamatoria
inflammatory agents
Inibidor da
Synthe§|s and biological evaluat!on of angiogénese e,de 2005 Robinson et al.
aromatic enones related to curcumin crescimento de células
endoteliais
Synthesis and biological analysis of new
curcumin analo_gues bearing _an Anticancerigena 2006 Ohori et al.
enhanced potential for the medicinal
treatment of cancer
Metabo_llsm and antlcgncer activity of Fhe Anticancerigena 2007 | Tamvakopoulos et al.
curcumin analogue, dimethoxycurcumin
Synthesis and evaluation of curcumin - . .
. . . Inibidor da tiorredoxina .
analogues as potential thioredoxin 2008 Qiu et al.
e reductase
reductase inhibitors
Synthesis and exploration of novel
curcumin analogues as anti-malarial Antimalarica 2008 Mishra et al.
agents
Synthesis, crystal structure and anti-
inflammatory properties of curcumin Anti-inflamatéria 2009 Liang et al.
analogues
Curpumlr_1 analog.u'es as possible anti- Ant'|prollferat[v'a 2011 Katsori et al.
proliferative & anti-inflammatory agents Anti-inflamatéria
Synthes_|s and preliminary evqluatlon of Citotéxica 2011 Zhang et al,
curcumin analogues as cytotoxic agents
Biological activity, deS|gn, synthess and Antibacteriana:
structure activity relationship of some i o
o . L Antifangica, citotdéxica | 2013 Lal et al.
novel derivatives of curcumin containing het et
. e anti-inflamatoria
sulfonamide
Synthesis and characterization  of
ligational behavior of curcumin drug . .
" . ) Antibacteriana e
towards some transition metal ions: Antifanaica 2013 Refat
Chelation effect on their thermal stability 9
and biological activity
Sintese e avaliacdo da atividade
antimalarica de compostos derivados da Antimalarica 2014 Gomes et al.
curcumina
Anti-inflammatory  effects of novel
curcumin analogs in experimental acute Antioxidante 2015 Zhang et al.
lung injury
Evaluacion de la actividad antiartritica
sobre un modelo murido de una molécula Anti-inflamatéria 2017 Lépez et al.
andaloga a curcumina
Synthe5|s and anti-oxidant activity of Antioxidante 2017 Raju; Vmode
dibenzalketones Mulukuri
Synthesis and evaluation of anti-cancer
activities of mono-carbonyl curcumin Anticancerigena 2018 Zhang et al.
analogs
Microwave  assisted synthesis  of Budiati: Soewandi e
dibenzalacetone derivatives and study of Antioxidante 2019 T
) ; o o Soegianto
their potential antioxidant activities
Full spectroscopic characterization and Anticancerigena 2021 De Oliveira et al.

cytotoxicity activity of synthetic
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Dibenzalacetone derivatives.

A avaliagdo da curcumina e analogos
como potenciais inibidores da enzima Inibidor da uréase 2021 Araujo; Da Silva
uréase

Fonte M. G. C. Tavares et al., 2022.

3.2 DIBENZALACETONA (DBA)

Apos intensa pesquisa, observou-se que um dos mais conhecidos analogos ja
sintetizados da curcumina é a Dibenzalcetona, molécula cujo esqueleto carbdnico da
origem a uma classe de compostos que, estruturalmente, possuem uma dienona
aciclica ligada por grupos arilas em ambas as posi¢cdes beta. Estas estruturas se
assemelham aos curcumindides (1,7-diaril-heptanos) e as chalconas (1,3-diaril-
propanos), por possuirem uma estrutura do tipo 1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona
(Figura 4) e, também, por apresentarem acéo antioxidante e anti-inflamatéria e serem
usadas na industria farmacéutica na producéo de protetores solares e cosmeéticos
(NASCIMENTO, 2014).

Figura 4: Férmulas estruturais da dibenzalcetona (), chalcona (1) e curcumina (lll), indicando a
semelhanca entre os esqueletos carbdnicos entre si, que séo do tipo, 1,5-diaril, 1,3-diaril e 1,7-diaril,
respectivamente.

Fonte: A autora (2023).
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A DBA (Figura 5) € um derivado curcumindide obtido, em laboratorio, a partir
da condensacao de um equivalente de cetona com dois equivalentes de benzaldeido,
em meio alcalino. A sintese ocorre pela via sintética classica de condensacdo de
Claisen-Schmidt (COSTA, 2005).

Figura 5: Equac¢éo quimica de obtencao da Dibenzalacetona em meio alcalino e pela via classica de
condensacéo de Claisen-Schmidt.

0 AN A N
A+ 2 NaOH k %
H3C CH3 / (H . / \/ Y
0

0
Fonte: Adaptagéo de Costa, 2005).

Estudos reportam o potencial biolégico da DBA nos casos de infecgdo como a
leishmaniose visceral (CHAUHAN et al., 2018), que atualmente é difundida em paises
em desenvolvimento, e na atividade contra Tripanossoma cruzi (AGUILERA, 2013).
Essa substancia apresenta aplicacdes observadas na producao de protetores solares
e cosméticos por apresentar agdo antioxidante, bem como, anti-inflamatoria
(ROSENDE; BORDIS; GARCIA, 2020).

Tal caracteristica biolégica € importante, visto que, o impacto da radiacao solar
na superficie terrestre tem gerado sérios problemas para a populacdo, devido a
exposicao excessiva ao calor, o que reflete, cada vez mais, casos de cancer de pele,
dai a importancia de mais estudos acerca da sintese e a avaliacdo da eficacia de
novos fotoprotetores organicos para evitar novos casos de neoplasia maligna ou
outras patologias.

NASCIMENTO et al. (2014), por exemplo, conseguiu sintetizar alguns analogos
da DBA (Figura 6) com um rendimento de 46,61%, todos os compostos isolados in
vitro apresentaram boa atividade de inibicdo de parasitas, sendo bons candidatos a
farmacos futuramente e contribuindo com novos compostos quimicos com efeito
bioldgico de interesse para a sociedade. A seguir, exemplos de analogos sintetizados

a partir da DBA e suas denominacgdes de acordo com a IUPAC.



22
Figura 6: Analogos derivados da dibenzalacetona, encontrados na literatura.
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Fonte: Adaptacdo de Maguerroski (2009).

3.3 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacdo é uma resposta tecidual de protecdo causada pelo trauma de
agentes fisico, quimico ou biologico. No processo inflamatério, ha liberacéo, ativacao
ou sintese de substancias conhecidas como mediadores quimicos ou farmacoldgicos
da inflamacédo, (PINTO, 2015). Essa resposta bioldgica determina uma seérie de
alteracOes locais, as quais se manifestam por vasodilatacdo, aumento do fluxo
sanguineo local e permeabilidade vascular, com extravasamento de liquido
plasmatico, formacdo de edema, diapedese de células para o meio extravascular,
fagocitose e aumento da viscosidade sanguinea (SOARES, 2009).

Em evento onde ocorra trauma em uma determinada area do organismo, a
membrana celular libera fosfolipidios que, sob a acdo da enzima fosfolipase A2,
origina o acido araquidbnico. Este, pode ativar a sintese de mediadores quimicos,
presentes no processo inflamatério, através da vias lipoxigenase (LOX) ou
cicloxigenase (COX). A partir dessas vias, uma série de eventos desencadeia o que
chamamos de inflamacéo.

Todo esse processo culmina com uma série de eventos denominados como

cascata da coagulagéo (Figura 7), que significa um conjunto de acontecimentos que
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explica, resumidamente, o processo inflamatorio, qualquer que seja a natureza do

estimulo lesivo.

Figura 7: Cascata da inflamacao e os eventos que ocorrem quando ha um trauma tecidual.
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(vasodiatagdo e nibigao da (agregagdo plaquetana
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PROSTAGLANDINA
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de ac. Gastrico, aumento da secre¢do gastrica de muco)

Fonte: A autora 20223.

3.3.1 Algesia

Segundo a IASP (Associacéo Internacional para o Estudo da dor, em inglés), a
dor é definida como uma “experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada
ou relacionada a leséo real ou potencial dos tecidos (FERNANDES; 2011). Nesse
sentido, nociceptores sdo neurdnios que respondem quando hd um dano tecidual
causado por estimulos quimico, mecanico ou térmico, através de sinais aferentes
levados ao sistema nervoso central (SNC) por dois tipos de fibras sensoriais primarias:
fibras AB (A beta) e Ad (A delta), finas e mielinizadas, e fibras C, finas ndo mielinizadas
(SILVERTHORN; 2017).

De acordo com FARIA (2014), os receptores do tipo A geram dor aguda, rapida,
primaria ou neurogénica e pode ser sentida 0,1 segundo apds o estimulo, que cessa
apenas com a sua interrupcao. Ja a dor lenta, cronica ou inflamatoéria ocorre quando
h& estimulacdo de fibras do tipo C e se apresenta pulsante (ou latejante), em

gueimacéo ou nauseante.
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A dor é decorrente da acao de elementos quimicos liberados pelo tecido lesado

ou por agentes, conforme Figura 8.

Figura 8: Conduc&o do estimulo ao SNC, pelas fibras sensoriais primarias A3 e Ad (mielinizadas) e
C (ndo mielinizada).
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Fonte: Adaptado de Faria, 2014.

3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Antioxidante pode ser definido como: “qualquer substancia que, quando
presente em baixas concentracdes em comparacdo com um substrato oxidavel,
retarda ou inibe significativamente a oxidacdo desse substrato” (SIES, 1993;
HALLIWEL e GUTTRIDGE, 1995; HANDELMAN, 2001). Os antioxidantes reagem
com os radicais livres por diferentes mecanismos - transferéncia de atomo de
hidrogénio (HAT) ou mecanismo de transferéncia de elétron Unico (SET); ou a

combinacao dos dois mecanismos HAT e SET, conforme mostrado na Figura 9.
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Figura 9: Mecanismos de reacéo antioxidante com radicais livres: transferéncia de elétron Gnico
(SET) e abstracédo de &tomo de hidrogénio (HAT)
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Fonte: Adaptado de LIANG e KITTS, 2014.

No mecanismo SET, o potencial de ionizacdo (Pl) do antioxidante € o fator
energético mais importante na avaliacdo da acdo antioxidante. Nos mecanismos HAT,
o radical livre remove um atomo de hidrogénio do antioxidante, e o préprio antioxidante
se torna um radical. Nesse mecanismo, a entalpia de dissociacéo de ligacdo (BDE) é
um parametro importante na avaliacdo da acédo antioxidante (MADER et al., 2007).
Quanto menor o BDE do grupo doador de hidrogénio no potencial antioxidante, mais
facil sera a reacao de inativacdo dos radicais livres. A reacdo HAT é um movimento
coordenado de um préton e um elétron em uma Unica etapa cinética.

A reacdo SET é imitada pela transferéncia de um unico elétron do nucledfilo
para o substrato, produzindo um radical, intermediario cujo destino pode entdo estar
envolvido em qualquer niumero de eventos. Nos mecanismos SET, o antioxidante
fornece um elétron para o radical livre e ele proprio se torna um cétion radical. Nesse
mecanismo, o0 potencial de ionizacdo do antioxidante é o fator energético mais
importante na avaliacdo da acao antioxidante. Quanto menor o potencial de ionizacao,
mais facil € a abstracdo de elétrons. E muito dificil distinguir entre as reacées HAT e
SET. Na maioria das situacdes, essas duas reacdes ocorrem simultaneamente, e 0
mecanismo da reacdo é determinado pela estrutura e solubilidade do antioxidante, o
coeficiente de particdo e a polaridade do solvente (SHALABY & SHANAB, 2013).
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3.4.1 Método do DPPH

O método foi desenvolvido por Blois (1958) com o objetivo de determinar a
atividade antioxidante usando a cisteina como modelo. O método consiste em avaliar
a atividade sequestradora do radical livre DPPH (Figura 10), de coloracao violeta que
absorve a um comprimento de onda de 515 nm, por acdo de um antioxidante (AH) ou
uma espécie radicalar (R¢), o DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

Figura 10: Mecanismo de reac&do do DPPH (R:H = captador de radicais antioxidantes; R = radical
antioxidante).

0N O.N
N—N NO, + R:H —w N—rr NO, + H
R
O,N O,N

Violeta Amarela

Fonte: Adaptado de LIANG e KITTS, 2014.

Uma das criticas em relagao a estrutura do DPPHe- ¢é a possibilidade de ocorrer
impedimento estérico para a acdo de certos antioxidantes. O impedimento estérico se
refere a dificuldade de acesso de uma molécula a um determinado sitio de reacdo
devido a presenca de grupos volumosos em sua estrutura. Alguns antioxidantes
possuem grupos funcionais volumosos ou estdo estericamente impedidos devido a
sua estrutura tridimensional complexa. Essa caracteristica pode dificultar a interacao
desses antioxidantes com o radical DPPH- e, consequentemente, reduzir sua eficacia
na neutralizacéo do radical (HUANG et al., 2005).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS
4.1.1 Equipamentos utilizados

Espectrémetro de ressonéancia magnética nuclear Bruker DX-400 (Programa de
Po6s-Graduacao em Quimica/ UFPA); Medidor de Ponto de Fusdo (GEHAKA, Modelo:
PF-1000); Chapa Agitadora com aquecimento (Marca: QUIMIS); Espectrofotémetro;
Vértex; Balanca analitica; Estufa.

4.1.2 Reagentes e solucdes
Hidréxido de sodio (NaOH) 10%; etanol (EtOH); metanol (MeOH); acetato de
etila (AcOEt); acetonas, Benzaldeidos e, H20 destilada estéril;

Os reagentes utilizados foram das marcas Aldrich, Vetec ou Nuclear, todos PA.

4.1.3 Procedimentos de obtencdo das substancias
4.1.3.1 Substancia 01: (1E,4E) -1,5-Bis(fenil)-penta-1,4-dien-3-ona

Em frasco Erlenmeyer de 250 mL, mantido em banho de gelo, foram
adicionados 1,5 mL de acetona, 4,3 mL de benzaldeido, 20 mL de metanol e 10 mL
de NaOH 10%. A mostra reacional foi colocada em agitacdo magnética por 4h, a t.a.
Apoés esse periodo, foi deixada a geladeira até a producdo de material solido, o qual

foi filtrado e recristalizado em metanol (WEBER e cols., 2005).

4.1.3.2 Substancia 02: (1E,4E) -1,5-Bis-(2-metoxi-fenil) -penta-1,4-dien-3-ona

Em frasco Erlenmeyer de 250 mL, mantido em banho de gelo, foram
adicionados 1,5 mL de acetona, 5 mL de orto-metoxi-benzaldeido, 20 mL de metanol
e 10 mL de NaOH 10%. A mostra reacional foi colocada em agitacdo magnética por
4h, a t.a. Apos esse periodo, foi deixada a geladeira até a producao de material sélido
amarelo (ADAMS et al., 2004; WEBER et al., 2005; BITENCOURT et al., 2020).

4.1.3.3 Substéancia 03: (1E,4E) -1,5-Bis-(4-metoéxi-fenil) -penta-1,4-dien-3-ona
Em frasco Erlenmeyer de 250 mL, mantido em banho de gelo, foram
adicionados 1,5 mL de acetona, 5 mL de para-metoxi-benzaldeido, 20 mL de metanol

e 10 mL de NaOH 10%. A mostra reacional foi colocada em agitacdo magnética por
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4h, a t.a. ApoOs esse periodo, foi deixada a geladeira por 24h, até a producdo de um
material solido (WEBER et al., 2005).

4.1.3.4 Substancia 04: (1E,4E) -1,5-Bis-(3,4,5-trimetoxi-fenil) -penta-1,4-dien-3-ona

Em frasco Erlenmeyer de 250 mL, mantido em banho de gelo, foram
adicionados 1,5 mL de acetona, 7,839 de 3,4,5-trimetoxi-fenil-benzaldeido, 20 mL de
metanol e 10 mL de NaOH 10%. A mostra reacional foi colocada em agitacéao
magnética por 4h, a t.a. Apos esse periodo, foi deixada a geladeira por 24h, até a
producdo de um material solido (FRANCO et al., 2012).

4.2 TESTES IN VIVO
4.2.1 Teste Nociceptivo
4.2.1.1 Lambida de pata induzida por Formalina.

O método, descrito por NEWBOULD (1963), utilizou 48 camundongos
heterogénicos suicos, machos, com 2 a 3 meses de idade, pesando em média 35
gramas e cedidos pelo Biotério da SACPA - Instituto Evandro Chagas, Belém/PA.
Desses, foram criados 4 grupos com 6 animais, cada. Inicialmente, o procedimento foi
feito utilizando 20pl de solugéo de formalina a 2,5% (formaldeido a 95%) que foram
injetados na regido intraplantar (i.pl.) da pata traseira do camundongo.

ApoGs a administracdo de formalina, cada animal foi imediatamente colocado
individualmente em gaiola de plexiglass (33 cm x 23 cm x 21,5 cm) e observados a
partir de 0 a 30 minutos. A quantidade de tempo gasto do animal lambendo ou
mordendo a pata traseira foi cronometrada e considerada como indicativo de
nocicepgado. A resposta nociceptiva da fase inicial atingiu o pico em até 5 min apos a
injecdo de formalina, e apos 15 a 30 min da administragdo atingiu a fase tardia,
representando as respostas de dor tonica e inflamatéria, respectivamente. No
experimento, os animais foram pré-tratados com preparacdes de curcumindides (50
mg / kg) ou 6leo de oliva (10 mg / kg), que foi usado como controle, ambos 1 hora
antes. Os animais de controle receberam o mesmo volume de veiculo (6leo de oliva,
10 mL / kg, i.p.) usado para diluir o farmaco (Figura 11). O projeto foi aprovado pelo
comité de ética de animais da UFPA (CEUA/UFPA), nimero 6045280422.
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Figura 11: Teste nociceptivo pela lambida da pata induzida por formalina (NEWBOULD; 1963).
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Fonte: A autora, 2023.

4.2.2 Determinacao da Capacidade Antioxidante (DPPH)

A determinacédo da capacidade antioxidante foi realizada pelo método DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). A solucdo estoque de
DPPH (60 uM) foi preparada a partir da dissolugédo de 1,2 mg de DPPH (Sigma-
Aldrich) em 50 mL de metanol (grau HPLC). A solucéo foi preparada no dia da anélise
e armazenada em frasco de vidro ambar. As solugcbes das substancias 1, 2, 3 e 4
foram preparadas em metanol na de 100 mg.L .

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada, mediante a construcao
da curva padrao de DPPH nas concentracdes de 10 a 60 uM. A leitura das diluicoes
foi realizada em um espectrofotometro digital (THERMO SCIENTIFIC, Modelo
Genesys 10S UV-Vis) a 515 nm. A prova em branco foi feita com 2,0 mL de metanol

e 0,5 mL de DPPH. Todas as analises foram realizadas em triplicatas (Figura 12).
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Figura 12: Fluxograma simplificado das etapas experimentais desenvolvidas neste estudo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESES DOS CURCUMINOIDES
Sintetizou-se quatro substancias (C1, C2, C3 e C4), conforme citado
anteriormente nos procedimentos experimentais e suas estruturas quimicas basicas

citadas na Tabela 1. Para todas as substancias foram realizadas analises de RMNH
e obtencao do Ponto de Fuséo.

Tabela 1 - Estrutura quimica das substéancias.

Ry By
R3 | \\- R3
1:5] W i P .5
By o By
R1 R2 R3 R4
C1 H H H H
C2 OCH3 H H H
C3 H H OCH3 H
C4 H OCH3 OCH3 OCH3

Fonte. A autora, 2023.
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As substancias apresentaram rendimentos variando entre 36,11 e 68,15%. Os

pontos de fusdo obtidos experimentalmente apresentaram-se menores em algumas

unidades em °C quando comparados aos dados da literatura, talvez essa divergéncia

seja devido ao uso do solvente ser diferente do citado pela literatura (Tabela 2).

Tabela 2 - Rendimentos e pontos de fusdo das substancias sintetizadas.

. Rendimento P.F. (°C) P.F. (°C) Massa molar
Substancias _ _
(%) Experimental Literatura g/mol
C1 42,74 115 112 234
Cc2 36,11 131 123 294
C3 61,34 134 130 294
C4 68,15 119 130 414

Fonte. Autoria propria, 2023.

A numeracdo adotada para as atribui¢cdes dos sinais relativos dos hidrogénios

nos espectros de RMN'H das substancias, encontra-se proposta na figura 13, uma

vez que possui 0S mesmos substituintes, ocorre a superposi¢cdo dos sinais, sendo

desnecessario numerar toda a molécula.

Figura 13 - Numeracéo adotada para as atribuices relativas aos hidrogénios no espectro de RMNH
das substancias sintetizadas.
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Fonte: A autora, 2023.

Para essas substancias nos espectros de RMNH (400MHz; CDCl3) (Fig. 14 a

Fig. 19) foram identificados os sinais relativos aos hidrogénios H-8 e H-7 como um

dubleto do tipo AB, com constante de acoplamento de J~16Hz caracterizando a

conformacdo trans das estruturas. Também, os sinais relativos aos hidrogénios

aromaticos e aqueles relativos aos hidrogénios das metoxilas.
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Para a substancia 01 (Figura 14), observam-se 0s sinais relativos aos
hidrogénios H-2 e 6 como um multipleto centrado em & 7,64 (area de 2H), H-3,5 e 4
um multipleto centrado em & 7,44 (area 3H), H-7 em & 7,77 e H-8 em & 7,11 com
J=16,4Hz (area de 1H cada).

Figura 14: Espectro de RMN!H (400MHz, CDClz) da DBA (C1).
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Fonte: A autora, 2023.

Para a substancia 02 (Figura 15 e 16), observam-se os sinais relativos aos
hidrogénios da metoxila na posicdo meta, como um singleto em & 3,93 (area de 3H),
H-3em & 6,95 (d, 1H, J=8,4H); H-4 em 6 7,38 (m, 1H); H-5em & 7,01 (t, 1H) e H-6 em
07,64 (m, 1H), H-7 em & 8,09 e H-8 em & 7,20 com J=16,4Hz (area de 1H cada).

Figura 15: Espectro de RMN*H (400MHz, CDCIs) da substancia C2.
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Fonte: A autora, 2023.
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Figura 16: Expansao do espectro de RMN*H (400MHz, CDCls) da substancia C2.
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Fonte: A autora, 2023.

Para a substancia 03 (Figura 17 e 18), observam-se os sinais relativos aos

hidrogénios da metoxila na posicao para, como um singleto em & 3,86 (area de 3H),
H-3 e 5 centrado em & 6,94 (sistema AA'BB’; 2H); H-2 e 6 centrado em & 7,58 (sistema
AA’BB’; 2H); H-7 em 6 6,977 (d, 1H, J=16Hz) e H-8 em & 7,71 (d, 1H, J=16Hz).

Figura 17: Espectro de RMN!H (400MHz, CDCIs) da substancia C3.
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Figura 18: Expansao do espectro de RMN*H (400MHz, CDCls) da substancia C3.
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Para a substancia 04 (Figura 19), observam-se 0s sinais relativos aos
hidrogénios das trés metoxilas centrado em & 3,90 (area de 9H), H-2 e 6 como um
singleto em &6 6,85 (2H); H-7 em & 6,98 (d, 1H, J=16Hz) e H-8 em & 7,66 (d, 1H,
J=16Hz).

Figura 19: Espectro de RMN*H (400MHz, CDCl3) da substancia C4.
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA EM CAMUNDONGOS PELO
METODO LAMBIDA INDUZIDA POR FORMALINA.

O teste utilizou 4 grupos com 6 animais, cada. Em virtude da lipossolubilidade
das curcuminas e analogos (SUETH-SANTIAGO et al., 2015), os animais do grupo
controle receberam 0,2ml de 6leo de oliva para cada 40g do animal, os demais grupos,
receberam as substancias sintetizadas C1, C2 e C3, as quais foram dissolvidas em
Oleo de oliva (PARRILLA et al., 2015). Passado o tempo de 1h, os animais receberam
50mg/Kg de formalina 2,5%, em seguida, foram transportados para gaiola e,

imediatamente, iniciou-se os testes com formalina 2,5% (Figura 20).

Figura 20: Teste antinociceptivo em camundongos: Efeito causado pela administracdo de preparacao
oleosa com curcuminas, na dose i. p. de 50 mg/kg. Cada grupo contém 6 animais, sendo o grupo
VHC (controle), C2 (Orto-DBA), C3 (Para-DBA) e C4 (3,4,5-Trimetoxi- DBA). Na linha vertical, o
tempo de lambedura da pata, em segundos.
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Fonte: A autora, 2023.

Foi verificado que a curcumina exerce agao anti-inflamatéria e efeitos inibidores
do crescimento em células HaCaT tratadas com TNF-qa, pela inibicao das vias das
citocinas proinflamatérias NF-kB e MAPK (CHO; LEE; KIM, 2007), entretanto, possui
limitacGes devido a suas desvantagens, como instabilidade, baixa biodisponibilidade
e baixo metabolismo. Resultados de LIANG et al (2009) indicaram que a metoxila na
posicdo 3 desempenha um papel importante na bioatividade, e que o anel de seis
membros contendo ligante de analogos monocarbonilado melhora a inibicdo

inflamatoria.
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KATSORI et al. (2011) relatou a existéncia de estreita relagdo entre céancer e
inflamacédo crénica. Seguindo essa tematica, investigou a acdo anti-inflamatoéria de
andlogos de curcumina, comparando com a indometacina (controle), em
camundongos e, assim, concluiu haver a inibicdo do processo inflamatorio, sendo que,
em alguns compostos, o efeito foi bem mais observado sobre a via da lipooxigenase
(LOX). Em investigacdo sobre inflamacdo na artrite reumatoide e utilizando a
fenilbutazona como controle, LOPES et al. (2017) registrou o efeito significativo anti-
inflamatorio de molécula analoga a curcumina (Diacetilcurcumina), em ratos machos.
Em vista do que foi apresentado, as substéancias sintetizadas mostraram ter atividade
analgésica. O experimento realizado neste trabalho demonstra que, embora ndo tenha
ocorrido resposta analgésica na dor neurolégica, verificou-se uma agao sobre a dor
inflamatoria, principalmente com as substancias C2 e C4. Sendo que a metoxila na

posicdo 4 desempenha um papel importante na bioatividade.

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO SEQUESTRO
DO RADICAL DPPH.

WEBER et al (2005), analisando uma série de derivados de curcuminas
fendlicas, verificaram que o orto-substituido, tem atividade antioxidante menor do que
0 para-substituido e que nos derivados ndo substituidos essa atividade diminui. O
resultado do ensaio pelo método do DPPH para a avaliacdo da atividade antioxidante
(Figura 21), mostrou que as substancias 02 e 03 apresentaram uma maior atividade
antioxidante (89,50 e 69,80% de inibicdo), que a partir desses resultados, pode-se
inferir que a metoxila na posicdo orto (substancia 02) favorece mais a atividade
antioxidante do que em posi¢do para (substancia 03), enquanto a auséncia de
substituinte na molécula (substancia 01) diminui bastante a atividade antioxidante
(10,40% de inibicdo), bem como o aumento da quantidade de metoxilas, quando

aumenta de uma metoxila para trés metoxilas (substancia 04) em cada anel aromatico.



AA (%)

Figura 21: Capacidade antioxidante em analogos de curcumina.

Fonte: A autora, 2023.
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6 CONCLUSAO

As pesquisas em torno dos curcumingides e seus analogos tém sido muito
discutidas pela comunidade académica, especialmente, acerca dos seus beneficios
bioldgicos como tratamento alternativo frente a diversas patologias. A via classica da
reacao de condensacao de Claisen-Schmidt € viavel para a sintese dos compostos o
gue faz com que a obtencao laboratorial dos produtos ocorra de forma satisfatoria. O
teste antioxidativo avaliado, in vitro, mostrou a importancia desse efeito das
curcuminas frente a quantidade de publicacées em torno dessa variavel. Por fim, a
constatacdo da atividade anti-inflamatoria € um parametro que mostra a necessidade
de continuar com os estudos e que novas e mais pesquisas sejam estimuladas sobre
as curcuminas e seus analogos que contribuem, comprovadamente, com muitas

atividades biologicas de interesse clinico para a sociedade.
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ANEXOS

Espectro de RMN!H (400MHz, CDCIs) da DBA (C1).
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Espectro de RMNH (400MHz, CDClIz) da substancia C2.
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Expanséo do espectro de RMN*H (400MHz, CDCIz) da substancia C2.
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Espectro de RMNH (400MHz, CDCls) da substancia C3.
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Expanséao do espectro de RMN!H (400MHz, CDCIs) da substancia C3.
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Espectro de RMNH (400MHz, CDCls) da substancia C4.

G0 05 Heriberte 1 1 MIclpre:emnutJhnuEDNurlerrtfﬁdsl-leﬂhertuediun _E‘
50 (5 Henbarko E
NmgCOC
Aoy
iH -
IC
friaag?

kb 0 i %

g4 g g

g ¢ 8 1

8 N g

~H

ﬂ'“-rJ—ﬁ | vl

7 § 5 d [z
Fonte: A autora, 2023.



Comissao de Etica no
e Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *Investigagdo da atividade analgésica de Chalconas", protocolada sob o CEUA n®
6045280422 o oo1989), sob a responsabilidade de Gilmara de Nazareth Tavares Bastos e equipe; Rayan Fidel Martins Monteiro;
Maria das Gragas Cardoso Tavares - que envolve a produgdo, manutencao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA) na reunido de 04/08/2022.

We certify that the proposal "Investigation of analsesic activity of Chalconas ", utilizing 48 Heterogenics mice (48 males), protocol
number CEUA 6045280422 (o oo1989), under the responsibility of Gilmara de Nazareth Tavares Bastos and team; Rayan Fidel
Martins Monteiro; Maria das Gragas Cardoso Tavares - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Para (CEUA/UFPA) in the meeting of 08/04/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 07/2022 3 07/2023 Area: Instituto de Ciéncias Biol6gicas

Origem:  Biotério da SACPA - Instituto Evandro Chagas

Espécie:  Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 2a 3 meses N: 48
Linhagem: Suigo Peso: 20a50¢g

Local do experimento: Laboratério de Neuroinflamagao

Belém, 05 de agosto de 2022

Vol

Profa. Dra. Barbarella de Matos Macchi Profa. Dra. Maria Vivina Barros Monteiro
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Para Universidade Federal do Para



