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RESUMO

A tuberculose (TB) ¢ a décima principal causa de morte no mundo. As caracteristicas
morfo-fisiolégicas peculiares de Mycobacterium tuberculosis, o principal agente
etiologico da TB, e o surgimento de cepas resistentes aos fAirmacos atuais representam
grandes desafios no desenvolvimento de farmacos contra a TB. Os produtos naturais
desempenham um importante papel na descoberta de novos farmacos. A curcumina esta
presente nos rizomas do acafrio e demonstra diversas bioatividades, incluindo
antibacteriana. Essa substancia apresenta limitacdes que impedem o seu uso como agente
terapeutico, relacionadas principalmente a subunidade B-dicétonica de sua estrutura. O
objetivo do presente trabalho foi sintetizar e avaliar a atividade anti-TB, a toxicidade e as
propriedades farmacocinéticas in silico de analogos monocetdnicos de curcumina. Duas
séries de analogos de curcumina com a subunidade B-dicétonica substituida por um grupo
monocarbonilico foram sintetizadas. A curcumina e seus analogos foram avaliados contra
M. tuberculosis H37Rv. A substituicdo da subunidade B-dic€tonica por um grupo
monocarbonilico e a presenca de heteroatomos e do grupo nitro potencializou o efeito
antimicobacteriano. As substancias que demonstraram concentracdo inibitéria minima
para 90% (CIMyo) < 85 uM foram submetidas a ensaios de toxicidade contra fibroblastos
de pulmdo humano MRC-5 e macréfagos murinos J774A.1 para determinacdo da
concentragdo inibitoria para 50% (Clso) e do indice de seletividade (IS). De modo geral,
os andlogos exibiram menor toxicidade e maior seletividade para macrofagos do que
fibroblastos de pulmao. As substincias que apresentaram IS > 10 foram analisadas contra
isolados clinicos de M. tuberculosis com resisténcia a diferentes fAirmacos anti-TB. A
atividade dos analogos 7, 8, 13, 15-17, 27 ¢ 28 contra trés isolados clinicos sugeriu que
essas substancias provavelmente apresentam mecanismo de ag¢do diferenciado. Além de
demonstrar maior atividade anti-TB contra M. tuberculosis H37Rv, o analogo 28 foi o
mais seletivo para fibroblastos de pulmao e macrofagos. Essa substancia ndo apresentou
antagonismo com a rifampicina e a moxifloxacina e ndo demonstrou toxicidade in vivo
significativa em Galleria mellonella, indicando seu potencial uso seguro no cenario
clinico. Estudos in silico indicaram que os analogos bioativos sdo potenciais candidatos
a farmacos por administragao oral. Portanto, nosso estudo estabeleceu dados preliminares
de relagdo estrutura-atividade, além de identificar andlogos monocetonicos de curcumina

como promissores candidatos a farmacos contra a TB.

Palavras-chave: tuberculose, curcumina, analogos, anti-TB, seletividade



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is the tenth leading cause of death in the world. The peculiar morpho-
physiological features of Mycobacterium tuberculosis, the main etiological agent of TB,
and the emergence of drug resistant strains represent major challenges in the development
of drugs against TB. Natural products play an important role in the discovery of new
drugs. Curcumin is present in the turmeric rhizomes and demonstrates several
bioactivities, including antibacterial. This compound has limitations that prevent its use
as therapeutical agent, mainly related to the B-diketone moiety of its structure. The aim
of present study was to synthesize and evaluate the anti-TB activity, the toxicity and the
in silico pharmacokinetic properties of monocarbonyl analogues of curcumin. Two series
of curcumin analogues with the B-diketone moiety replaced by a monocarbonyl group
were synthesized. The curcumin and its analogues were evaluated against M. tuberculosis
H37Rv. The replacement of B-diketone moiety by a monocarbonyl group and the
presence of heteroatoms and the nitro group improved the antimycobacterial effect. The
compounds which demonstrated minimum inhibitory concentration for 90% (MICog) <
85 uM were subjected to toxicity tests against human lung fibroblasts MRC-5 and murine
macrophages J774A.1 to determine the inhibitory concentration for 50% (ICso) and the
selectivity index (SI). In general, the analogues displayed lower toxicity and higher
selectivity for macrophages than lung fibroblasts. The compounds with SI > 10 were
analysed against clinical isolates of M. tuberculosis with resistance to different anti-TB
drugs. The activity of analogues 7, 8, 13, 15-17, 27 and 28 against three clinical isolates
suggested that these compounds probably have a differentiated action mechanism. In
addition to demonstrate highest anti-TB activity against M. tuberculosis H37Rv, the
analogue 28 was the most selective for lung fibroblasts and macrophages. This compound
did not present antagonism with rifampicin and moxifloxacin and did not demonstrate
significant in vivo toxicity in Galleria mellonella, indicating its potential safe use in the
clinical setting. /n silico studies indicated that bioactive analogues are potential drugs
candidates by oral administration. Therefore, our study established preliminary structure-
activity relationship data, besides to identify monocarbonyl analogues of curcumin as

promising drugs candidates against TB.

Keywords: tuberculosis, curcumin, analogues, anti-TB, selectivity
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Epidemiologia da Tuberculose (TB)

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca que afeta os seres humanos hé milhares de
anos, sendo considerada um grave problema de satde publica. No ano de 1993, a
Organizagao Mundial de Saude (OMS) declarou que a TB deveria ser tratada como um
problema emergencial de satide global. Atualmente, a TB ¢ a décima principal causa de
morte no mundo e, desde 2011, a doenga causada por um unico agente infeccioso que
promove a mais alta mortalidade no mundo, ultrapassando a Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (WHO, 2018).

De acordo com a OMS, 10 milhdes de novos casos mundiais de TB foram
relatados no ano de 2017, sendo 90% adultos (idade igual ou superior a 15 anos), 64%
homens e 9% pessoas soropositivas ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV). No
mesmo ano, foram registrados 1,6 milhdes de 6bitos causados por TB, dos quais cerca de

300 mil foram de pacientes co-infectados pelo HIV (WHO, 2018).

As maiores taxas de incidéncia de TB, em 2017, foram relacionadas ao sudeste
asiatico (44%), ao continente africano (25%) e ao Pacifico Ocidental (18%). Trinta paises,
incluindo o Brasil, foram responsaveis por 87% dos casos incidentes de TB. Entre esses
paises, aproximadamente 2/3 dos novos casos de TB ocorreram na India (27%), China
(9%), Indonésia (8%), Filipinas (6%), Paquistio (5%), Nigéria (4%), Bangladesh (4%) e
Africa do Sul (3%) (Figura 1, p. 27). A maioria dos casos de TB com co-infecgdo por
HIV concentraram-se em paises do continente africano, ultrapassando 50% em regides

da Africa do Sul (WHO, 2018).
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Figura 1. Numero de casos mundiais incidentes de TB no ano de 2017. Fonte: WHO,

2018
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De acordo com a OMS, muitos casos incidentes de TB, no ano de 2017, foram
atribuidos a cinco principais fatores de risco: desnutri¢ao (1,9 milhdes), infec¢ao por HIV
(0,88 milhdes), tabagismo (0,83 milhdes), diabetes (0,79 milhdes) e abuso de alcool (0,49
milhdes). A pobreza também ¢ considerada uma condicdo favoravel para o
estabelecimento de epidemias de TB, sendo que a eliminacdo da pobreza extrema e o
fornecimento de protegdo social poderiam reduzir significativamente o nimero de novos

casos de TB (WHO, 2018).

Em 2014 e 2015, a OMS e a Organizacgao das Nacdes Unidas (ONU) propuseram
o “End TB Strategy” que tem como objetivo eliminar a epidemia global de TB. Esse
programa ¢ sustentado por trés pilares principais: (1) cuidados e prevengao integrados e
centrados no paciente; (2) politicas ousadas e sistemas de apoio as pessoas afetadas pela
TB; e (3) intensificacdo da inovagdo e da pesquisa. A principal meta da OMS e da ONU
¢ que ocorra, até 2030, uma reduc¢do de 80 e 90% nos casos incidentes e na mortalidade,

respectivamente, por TB comparado com as taxas registradas no ano de 2015 (WHO,

2018).
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1.2. Agente Etiologico da TB

Mycobacterium tuberculosis, pertencente a familia Mycobacteriaceae da ordem
Actinomycetales, ¢ o principal agente etioldogico da TB (KOCH; MIZRAHI, 2018). A
doencga também pode ser causada por M. africanum, M. microti, M. pinnipedii, M. orygis,
M. mungii, M. caprae e M. bovis (complexo M. tuberculosis). O principal patégeno da
TB foi descoberto por Robert Koch em 24 de marco de 1882, sendo essa data instituida
pela OMS e a Unido Internacional como o Dia Mundial da TB (GORDON; PARISH,
2018).

M. tuberculosis apresenta a morfologia de bacilo com um tamanho aproximado
de 0,2 2 0,4 um por 1 a 10 um. Trata-se de uma bactéria quimiorganotrdfica e aerdbica
obrigatoria de crescimento lento. O tempo de geragdo varia de 15 a 20 horas sendo que o
surgimento de colonias ocorre apos 4 a 6 semanas. Além de ser imovel, essa bactéria ndo
apresenta capacidade de formar esporos (IQBAL et al., 2017, GORDON; PARISH,
2018).

Um dos grandes desafios no desenvolvimento de farmacos contra a TB refere-
se as caracteristicas morfo-fisiologicas peculiares de M. tuberculosis. A parede
micobacteriana ¢ estruturalmente e quimicamente diferente das demais bactérias
(QUIGLEY et al., 2017). Na superficie externa da célula, uma espessa camada de acidos
micolicos (4cidos graxos ramificados de cadeia longa) esta associada a uma camada de
arabinogalactano que, por sua vez, esta ligado covalentemente ao peptideoglicano (Figura

2) (BROWN et al., 2015; VASAVA et al., 2017, GORDON; PARISH, 2018).

Figura 2. Estrutura e composi¢do da parede micobacteriana. Fonte: BROWN et al., 2015
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A parede das micobactérias confere diversas caracteristicas importantes para
esse patdogeno, como a relativa impermeabilidade aos antibidticos e a presenga de diversas
moléculas imunomoduladoras. A biossintese da parede micobacteriana ¢ alvo de muitos
farmacos contra a TB por apresentar uma composi¢ao e estrutura especifica e diferencial,

conferindo seletividade aos farmacos (GORDON; PARISH, 2018).

A composi¢do quimica e estrutural da parede desse microrganismo impossibilita
sua classificacdo em bactéria Gram-positiva ou Gram-negativa (IQBAL et al., 2017;
KOCH & MIZRAHI, 2018). M. tuberculosis pode ser visualizado por microscopia dptica
por meio da coloragdo de Ziehl-Neelsen. Os acidos micolicos presentes na parede
micobacteriana formam um complexo com a carbolfucsina (corante vermelho). As
micobactérias sdo classificadas como microrganismos 4cido-alcool resistentes. Dessa
forma, a calbolfucsina ¢ retida pela parede da micobactéria frente a lavagens acido-alcool.
Em bactérias que ndo apresentam essa propriedade, solucdes diluidas de acido-alcool
extraem a carbolfucsina da célula, sendo esta contracorada com um segundo corante,

geralmente o azul de metileno (GORDON; PARISH, 2018).
1.3. Patogénese da TB

M. tuberculosis afeta principalmente os pulmodes, causando a forma mais
conhecida da doenca, a TB pulmonar. Porém, esse patdogeno também pode atingir outros
orgdos ao se espalhar através da extensdo linfatica, hematogénica ou direta de um foco
infeccioso, caracterizando a TB extrapulmonar. Nesse Gltimo caso, a micobactéria pode
infectar ganglios linfaticos, trato gastrointestinal, ossos, articulagdes, pele e até mesmo
meninges (LEE, 2015; ANKRAH et al., 2017). De acordo com a OMS, a TB pulmonar
representou 86% dos casos incidentes em 2017 (WHO, 2018).

A transmissdo de M. tuberculosis ocorre por meio da inalacdo de perdigotas com
bacilos expelidos pela tosse, fala ou espirro de um individuo infectado (CHIN et al.,
2017). A resposta frente a infec¢do ¢ variavel em cada individuo, dependendo do estado
imunoldégico do hospedeiro. O microrganismo pode ser eliminado pelo sistema
imunolégico, iniciar uma infec¢do ativa ou permanecer em um estado latente (ANKRAH

etal., 2017).

Ao alcancar os alvéolos pulmonares, M. tuberculosis ¢ fagocitado por
macrofagos, produzindo uma resposta inflamatoria local com liberagdo de citocinas e

quimiocinas, que iniciam o processo de recrutamento de leucocitos dos vasos sanguineos
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vizinhos (NUNES-ALVES et al., 2014; EVANGELOPOULOS; MCHUGH, 2015;
NILLER et al., 2017, PEDDIREDDY; DODDAM; AHMED, 2017; TURNER et al.,
2017; YUAN; SAMPSON, 2018). Alguns bacilos podem bloquear o processo de
maturacdo fagossdmica que consiste na fusdo do fagossomo com o lisossomo,
acidificacdo do fagolisossomo e ativagao de hidrolases lisossdomicas. Dessa forma, esses
microrganismos conseguem escapar da imunidade inata do hospedeiro e sobreviver
dentro do ambiente hostil do macréfago (WELIN et al., 2011; YUAN; SAMPSON,
2018).

A resposta imune adaptativa do hospedeiro ocorre por meio da apresentacao de
antigenos micobacterianos por células dendriticas a células T nos linfonodos. Esse
processo desencadeia a migracdo dessas células para o local da infecgdo no qual,
juntamente com outros leucdcitos, estimulam a formagdo de um granuloma (NUNES-
ALVES et al., 2014). As células T ativam os macrofagos por meio da secrecao de
interferon- y (IFN- v) e do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) que restringem a dispersao
e a replicacdo de M. tuberculosis (NUNES-ALVES et al., 2014; YUAN; SAMPSON,
2018).

Os granulomas sao constituidos por macréfagos infectados com M. tuberculosis
no centro, rodeados por diferentes células imunes, principalmente macrofagos e células
T (Figura 3, p. 31) (PIETERS, 2008). As micobactérias podem permanecer dentro dos
macrofagos ou em um nucleo de caseum rico em lipideos presente nos granulomas.
Ambos os nichos apresentam hipdxia, pH acido, privagao de nutrientes, nitrogénio reativo
e espécies de oxigénio, impedindo a replicacdo desse microrganismo (WELLINGTON;

HUNG, 2018).
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Figura 3. Estrutura de um granuloma. Fonte: PIETERS, 2008

Granuloma

M. tuberculosis pode persistir por décadas no granuloma em um estado latente,
nao sendo infeccioso nessa fase (NUNES-ALVES et al., 2014; EVANGELOPOULOS;
MCHUGH, 2015; PEDDIREDDY; DODDAM; AHMED, 2017; TANG; JOHNSTON,
2017; YUAN; SAMPSON, 2018). Estima-se que 23% da populacdo mundial,
aproximadamente 1,7 bilhdes de pessoas, esteja infectada com a forma latente desse

patégeno (WHO, 2018).

Em aproximadamente 10% dos casos de TB latente, a micobactéria pode sofrer
reativagdo, apos anos de laténcia, em situacdes em que ha comprometimento do sistema
imunoldgico, como durante um tratamento com imunossupressores, em doen¢as como o
diabetes associado a deficiéncia 1mune e na co-infecgdo com HIV
(EVANGELOPOULOS; MCHUGH, 2015; TOUSIF et al., 2017). A quebra de laténcia
ocorre por meio da ruptura do granuloma e escape de bacilos infecciosos, resultando na
TB ativa (EVANGELOPOULOS & MCHUGH, 2015; YUAN & SAMPSON, 2018).
Esse processo pode resultar na dispersao de micobactérias viaveis para a circulagdo
sanguinea, gerando focos de infec¢do a distdncia em diversos 6rgaos ou os bacilos podem
ser liberados para as vias aéreas onde podem ser expelidos dos pulmdes e infectar outros

individuos (KIM; KIM, 2018).

Embora a TB latente seja caracterizada pela auséncia de sintomas, os individuos

infectados pela forma latente de M. tuberculosis representam um reservatorio global para
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o patogeno (TOUSIF et al., 2017; GORDON; PARISH, 2018). As principais intervencoes
no ramo da satide para prevenir novos casos de TB ativa sdo o tratamento da TB latente
e a vacinagdo de criangas com a vacina Bacilo de Calmette-Guerin (BCG). A OMS
recomenda o tratamento de TB latente em dois grupos prioritarios: pessoas soropositivas
ao HIV e criancas com idade inferior a 5 anos que tiveram contato com individuos que
apresentem TB pulmonar (WHO, 2018). Portanto, o tratamento de individuos com TB
latente reduz o risco de desenvolvimento de TB ativa bem como o tempo de duragdo do

tratamento e selecdo de bacilos resistentes aos farmacos (HALEY, 2017).
1.4. Tratamento da TB e Resisténcia Micobacteriana

O tratamento da TB preconizado pela OMS inclui a associacdo de quatro
farmacos, denominados agentes de primeira linha. A fase inicial do tratamento ¢
representada pela associacdo entre isoniazida, pirazinamida, etambutol e rifampicina
(Figura 4) com duracdo de dois meses. Com quatro meses de duracdo, a fase de

manuten¢do € constituida pela associagdo entre isoniazida e rifampicina (WHO, 2018).

Figura 4. Farmacos de primeira linha utilizados no tratamento da TB
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Apesar do estabelecimento precoce de combinagdo de farmacos no tratamento
da TB, as cepas de M. tuberculosis resistentes a firmacos continuaram a evoluir (GYGLI
et al., 2017). Em casos de TB causada por cepas resistentes, o tratamento recomendado
pela OMS, com duragdo que varia entre 18 a 24 meses, inclui os agentes de segunda linha:
aminoglicosideos (estreptomicina, canamicina ou amicacina), capreomicina, cicloserina,
acido para-aminosalicilico, tioamidas (etionamida ou protionamida), e fluoroquinolonas

(moxifloxacina, gatifloxacina ou levofloxacina) (WHO, 2018).

Apesar de apresentar alta eficécia, o tratamento com os agentes de primeira linha

demonstra diversas limitagdes, como o longo tempo de duragdo, totalizando, no minimo,
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6 meses. A terapia prolongada reduz a adesdo do paciente ao tratamento devido
principalmente a toxicidade dos farmacos utilizados. Entre os efeitos adversos, destacam-
se erupgoes cutaneas, intolerancia gastrointestinal, insuficiéncia renal e hepatotoxicidade
(PAI et al., 2016). Os farmacos de segunda linha, por sua vez, sdo menos efetivos e
acessiveis e mais onerosos € toxicos que os agentes de primeira linha (ZIGNOL et al.,

2016).

Segundo a OMS, a TB ¢ a principal causa de morte por resisténcia
antimicrobiana (WHO, 2018). A forma multi-farmaco resistente (MDR) ¢ resistente a
pelo menos rifampicina e isoniazida. A forma extensivamente resistente a farmacos
(XDR) possui resisténcia adicional a fluoroquinolonas e, pelo menos, a um dos
antimicobacterianos injetaveis, tais como: amicacina, canamicina € capreomicina
(PRASAD; SRIVASTAVA, 2013; CHAUDHARI et al., 2016). A forma totalmente
resistente (TDR) ¢ caracterizada por demonstrar uma resisténcia além da cepa XDR,
sendo resistente a todos os farmacos de primeira e segunda linha (MATTEELLI; ROGGI;
CARVALHO, 2014). A recrudescéncia de cepas resistentes aos fairmacos representa um

desafio na erradicagao da TB (ABDELRAHMAN et al., 2017).

Em 2017, dentre os casos incidentes de TB no mundo, aproximadamente 19%
demonstraram resisténcia a todos os farmacos de primeira linha. A OMS também estimou
que 8,5% das pessoas infectadas por cepas MDR demonstraram resisténcia aos fairmacos
de segunda linha, apresentando infeccdo por cepas XDR. Dentre os individuos que
tiveram acesso ao tratamento da TB, apenas 55% dos pacientes infectados por formas

MDR e 34% infectados por cepas XDR obtiveram sucesso no tratamento (WHO, 2018).

As pessoas contraem bacilos resistentes aos farmacos por meio da resisténcia
primaria ou secundaria. A resisténcia primaria ocorre quando cepas resistentes sao
transmitidas a um novo hospedeiro enquanto a resisténcia secundaria ou adquirida ocorre
quando os bacilos adquirem mutagdes de resisténcia aos farmacos, ou seja, uma
resisténcia que se desenvolve durante o tratamento. M. tuberculosis pode adquirir
resisténcia principalmente pela inducdo de bombas de efluxo que expulsam os farmacos
da célula micobacteriana ou por mutagdes em genes que codificam os alvos dos farmacos

ou as enzimas ativadoras de pro-farmacos (DHEDA et al., 2017; DOOKIE et al., 2018).

Apesar da existéncia da vacina BCG para prevenir o desenvolvimento da TB em

criancas e jovens, sua eficacia de imunizacao contra a TB pulmonar em adultos vem sendo
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questionada, sendo a quimioterapia com farmacos a estratégia principal para o controle
da disseminagdo da TB. Contudo, apds 40 anos do surgimento da rifampicina, somente
dois novos farmacos foram aprovados para o tratamento especifico de casos da forma
MDR: a bedaquilina, aprovada em 2012 pela Food and Drug Administration (FDA), e a
delamanida, aprovada em 2014 pela European Medicines Agency (EMA) (Figura 5)
(WHO, 2018).

Figura 5. Farmacos modernos para tratamento de cepas MDR
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A bedaquilina desempenha sua atividade antimicobacteriana ao se ligar a
subunidade C da enzima ATP sintase micobacteriana. Essa ligacdo promove inibi¢ao da
bomba de prétons e consequente inibi¢do da biossintese de ATP. Portanto, a bedaquilina

atua na inibicao da produ¢@o de ATP micobacteriano (MAHAJAN, 2013).

A delamanida é um pro-farmaco que sofre agdo da enzima deazaflavina
nitroredutase dependente (Rv3547). O metabolito ativo promove a inibi¢ao da biossintese
de 4cido micdlico, mais especificamente adcido metoximicdlico e acido cetomicolico.
Dessa forma, a delamanida atua na inibi¢do da biossintese da parede micobacteriana

(XAVIER; LAKSHMANAN, 2014).

Atualmente, héd cinco candidatos a farmacos contra a TB que estdo em fases
clinicas I ou II: pretomanida (nitroimidazol), delpazolida e sutezolida (oxazolidinonas),
SQI109 (etilenodiamina) ¢ PBTZ169 (benzotiazolinona) (Figura 6, p. 35). O alvo
terapéutico da pretomanida, delpazolida e sutezolida ¢ a biossintese proteica, enquanto o
SQ-109 e o PBTZ169 atuam na biossintese da parede micobacteriana (VIECHA;
TIBERI; ZUMLA, 2018).
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Figura 6. Candidatos a farmacos contra a TB
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O surgimento de cepas de M. tuberculosis resistentes aos fArmacos atuais e a co-
infec¢do por HIV conduzem a busca por farmacos inovadores mais eficientes e seguros,
0s quais permitam maior adesdo dos pacientes ao tratamento (PAI et al. 2016). Espera-se
que um farmaco contra a TB possa reduzir a duragdo do tratamento, demonstrar menor
toxicidade, ser ativo contra cepas resistentes, bem como nao interferir com os principais
farmacos anti-HIV (EVANGELOPOULOS; MCHUGH, 2015; VJECHA; TIBERI;
ZUMLA, 2018).

1.5. Produtos Naturais

Os produtos naturais desempenham um importante papel na descoberta de novos
farmacos, particularmente antimicrobianos e antineoplasicos (HARVEY; EDRADA-
EBEL; QUINN, 2015; NEWMAN; CRAGG, 2016). Dentre os novos farmacos aprovados
pela FDA entre 1981 e 2010, 34% eram produtos naturais ou baseados na estrutura de
produtos naturais. As principais classes de antibidticos tiveram produtos naturais como
ponto de partida, tais como: B-lactdmicos, aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas e

rifamicinas (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

Ha milhares de anos, as plantas ja eram utilizadas por populagdes para fins
medicinais. Atualmente, varias plantas utilizadas na alimentagdo ou como especiarias tem
sido amplamente estudadas devido suas propriedades terapéuticas (HAMPANNAVAR et
al., 2016; 1IZAH; ASEIBAI, 2018; NETO et al., 2018). O acafrao (Curcuma longa),
pertencente a familia Zingiberaceae da ordem Zingiberales, ¢ uma planta perene herbacea

nativa do Sudeste Asiatico. Os rizomas de C. longa sdo frequentemente utilizados para o
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tratamento de ulceras gastricas, infecgdes parasitarias, doengas de pele, inflamagdes
articulares, gripes e resfriados (HEWLINGS; KALMAN, 2017). O extrato dos rizomas
dessa planta contém trés componentes majoritarios: curcumina (60-70%),
dimetoxicurcumina (20-27%) e bisdimetoxicurcumina (10-15%), sendo a curcumina a
principal responsavel pelas propriedades terapéuticas do acafrdo (KOCAADAM;
SAMLIER, 2015; XU et al., 2018).

1.6. Curcumina e seus Analogos

A curcumina (diferuloilmetano) (Figura 7) estd presente nos rizomas do acafrao.
Essa substancia demonstra diversas bioatividades, tais como: antibacteriana, antifungica,
antiviral, antitumoral, antioxidante, anti-inflamatéria, antidiabetes, neuroprotetora,
cardioprotetora ¢ hepatoprotetora (MOGHADAMTOUSI et al., 2014; STANIC, 2017;
KOCAADAM; SANLIER, 2017; XU et al., 2018).

Figura 7. Curcumina (diferuloilmetano)

curcumina

Apesar do efeito antitumoral ser a atividade da curcumina mais estudada nos
ultimos 10 anos, o primeiro trabalho que relatou a agdo bioldgica dessa substancia
abordou sua atividade antibacteriana (TEOW et al., 2016). Mourdo e colaboradores
(2018) avaliaram a porcentagem de inibi¢do de crescimento bacteriano da curcumina na
concentracdo de 100 pg/mL contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis, Xanthomonas citri, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium
e Escherichia coli. A curcumina foi ativa contra seis das sete bactérias testadas,
demonstrando uma porcentagem de inibi¢do de crescimento que variou de 52 a 98%. A

substancia nao demonstrou agao somente contra X. citri.

A atividade antibacteriana da curcumina também foi investigada contra outras
espécies e cepas resistentes a farmacos. No trabalho de De e colaboradores (2009), a
curcumina apresentou atividade antibacteriana significativa contra 65 isolados clinicos de
Helicobacter pylori, demonstrando valores de concentragao inibitéria minima (CIM) que
variaram de 5 a 50 pg/mL. A curcumina apresentou atividade bactericida contra S. aureus,

matando 50 e 100% das bactérias na concentracdo de 25 e 50 uM, respectivamente
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(TYAGI et al.,, 2015). Outros trabalhos também relataram o efeito antibacteriano
sinérgico da curcumina contra cepas de S. aureus sensiveis (MSSA) e resistentes (MRSA)
a meticilina quando utilizada em combinagdo com antibidticos relevantes, como
penicilina, eritromicina, amicacina, gentamicina, vancomicina, tetracicilina, ampicilina e

ciprofloxacina (MOGHADDAM et al., 2009; MUN et al., 2013; TEOW et al., 2016).

Apesar de demonstrar diversas bioatividades, a curcumina apresenta diversas
limitagdes que impedem o seu uso como agente terapeutico. Essa substancia demonstra
baixa solubilidade em d4gua, baixa biodisponibilidade e instabilidade elevada em
condicdes fisiologicas, sofrendo degradacdo prematura por administracdo oral
(MOGHADAMTOUSI et al., 2014; HAMPANNAVAR et al., 2016; TEOW et al., 2016;
HEWLINGS; KALMAN, 2017; XU et al., 2018). As instabilidades farmacocinéticas da
curcumina estao relacionadas principalmente a subunidade -dicétonica de sua estrutura

(HEGER et al., 2014; HAMPANNAVAR et al., 2016).

Uma das estratégias utilizadas para superar as limitagdes da curcumina ¢ o
desenvolvimento de andlogos estruturais que apresentem a substituicdo da subunidade -
dicétonica por um grupo monocarbonilico. Estudos farmacocinéticos indicam que esses
analogos sdo mais ativos e demonstram maior estabilidade in vivo do que a curcumina

(SUBHEDAR et al., 2017).

Mourdo e colaboradores (2018) analisaram a atividade antibacteriana de um
analogo simplificado da curcumina (1) (Figura 8) no qual um grupo monocarbonilico
substituiu a subunidade [B-dicétonica, preservando as duplas ligagdes bem como as
subunidades guaiacol. Essa substancia foi ativa contra X. citri, S. typhimurium, E. faecalis
e B. subtilis com valores de porcentagem de inibi¢ao de crescimento que variaram de 59
a 93% na concentragdo de 100 pg/mL. Os resultados demonstraram que o analogo 1
exerce sua atividade antibacteriana por meio da permeabilizagdo da membrana bacteriana

e disrupg¢ao do septo divisional bacteriano.

Figura 8. Estrutura do analogo monocetonico de curcumina 1
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Além da subunidade B-dic€tonica, outra subunidade estrutural da curcumina que
pode ser alvo de modificagdo para o planejamento de andlogos sdo os anéis aromaticos
(BALDWIN et al., 2015). No presente trabalho, planejou-se duas séries de analogos de
curcumina com a subunidade B-dicétonica substituida por um grupo monocarbonilico. A
série 1 constituiu-se de andlogos com o anel B substituido por grupos
eletroatratores/eletrodoadores e lipofilicos/hidrofilicos e a série II foi composta por
analogos com bioisésteros do grupo fenila (anel B) (Figura 9).

Figura 9. Planejamento dos analogos monocetonicos de curcumina
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1. CONCLUSOES

A) Duas séries de andlogos de curcumina com a subunidade B-dicétonica
substituida por um grupo monocarbonilico foram sintetizadas e comprovadas
estruturalmente. Enquanto a série I constituiu-se de andlogos com o anel B substituido
por grupos eletroatratores/eletrodoadores e lipofilicos/hidrofilicos, a série I foi composta
por analogos com bioisosteros do grupo fenila (anel B). Os analogos foram obtidos com
rendimentos variando de 8 a 90%. As substancias 3, 4, 7, 12, 15-18, 21-23, 25, 27 ¢ 28

sdo inéditas na literatura.

B) A substituicdo da subunidade B-dicétonica por um grupo monocarbonilico
potencializou o efeito contra M. tuberculosis H37Rv. Em relagdo a série I, os dados
ressaltaram a relevancia de substituicdes no anel aromatico B por grupos eletroatratores
e lipofilicos (log Poa > 3,0) bem como da posi¢do dos substituintes para a atividade
antimicobacteriana. A comparagdo dos valores de CIMoo das substancias das séries I e 11

demonstrou que a presenca de heterodtomos e do grupo nitro aumentou a atividade anti-

TB contra M. tuberculosis H37Rv.

C) De modo geral, os andlogos monocetdnicos de curcumina demonstraram
menor toxicidade e maior seletividade para macrofagos do que fibroblastos de pulmao.
Além de apresentar maior atividade antimicobacteriana contra M. tuberculosis H37Rv
que os demais analogos, a substancia 28 foi a mais seletiva para fibroblastos de pulmao e

macrofagos.

D) A presenga de heterodtomos reduziu a atividade antimicobacteriana contra
isolados clinicos de M. tuberculosis com resisténcia a diferentes farmacos anti-TB. A
atividade dos anélogos 7, 8, 13, 15-17, 27 e 28 contra trés isolados clinicos, inclusive
uma cepa XDR, sugeriu que o mecanismo de acdo dessas substancias provavelmente

difere dos farmacos utilizados clinicamente no tratamento da TB.

E) O analogo monocetonico de curcumina 28 ndo apresentou antagonismo com
a rifampicina e a moxifloxacina, farmacos de primeira e segunda linha, respectivamente,
utilizados na terapia da TB. Além disso, essa substancia ndo demonstrou toxicidade in
vivo significativa em G. mellonella, indicando seu potencial uso seguro em estudos

clinicos.
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F) Os anédlogos monocetonicos de curcumina nao violaram as regras de Lipinski
e Veber e apresentaram alta absorcao intestinal in silico, sendo potenciais candidatos a
farmacos por administracdo oral. Estudos in silico também evidenciaram que essas
substancias penetram com facilidade a barreira hematoencefalica, podendo ser utilizadas

no tratamento da meningite tuberculosa.

G) Nosso estudo estabeleceu dados preliminares de relagdo estrutura-atividade,
além de identificar analogos monocetonicos de curcumina como promissores candidatos

a farmacos contra a TB.
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