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Resumo

A curcumina é um composto activo extraido do rizoma da Curcuma longa, conhecido
pela designagao comum de agafrao-da-india. O agafrao-da-india é amplamente utilizado no
continente asiatico como especiaria e também na medicina tradicional. Nos ultimos anos, a
curcumina tem suscitado grande interesse na comunidade cientifica pela sua acgao num variado
numero de doengas. A sua capacidade de inibir as vias de proliferagao e metastizagao das
células cancerigenas torna-a numa molécula com grande potencial na terapia do cancro.
Apesar da sua actividade anti-cancerigena, a curcumina revelou problemas de solubilidade e
biodisponibilidade. Uma das estratégias adoptadas para ultrapassar este obstaculo passa pelo
desenho de estruturas andlogas da curcumina, que melhorem a sua biodisponibilidade ao
mesmo tempo que mantém a sua actividade. O trabalho realizado na ultima década pela
comunidade cientifica ja produziu um numero bastante significativo de analogos promissores
da curcumina, estando ainda a sua grande maioria em fase de estudos pré-clinicos. A
identificagao de novos analogos activos permite o avango no desenvolvimento de novas

alternativas terapéuticas, e também o maior conhecimento sobre os mecanismos do cancro.
Abstract

Curcumin is the active compound extracted from rhizome of Curcuma longa, commonly
referred to as turmeric. Turmeric is widely utilized in Asia as a spice and also in traditional
medicine. In the last few years, curcumin has generated a lot of interest from the scientific
community thanks to its activity in a wide range of pathologies. Its ability to inhibit proliferation
and metastization of cancer cells has turned it into one of the most promising molecules in
cancer therapy. Despite its anti-cancer activity, curcumin showed poor solubility and
bioavailability. One strategy adopted to overcome this obstacle is the design of curcumin
analogues that improve its bioavailability while preserving its anti-cancer activity. The work
done in the last decade by the scientific community has produced a large number of promising
analogues. The large majority is still in the preclinical phase of development. Identifying new
active analogues allows the progress in developing new alternative therapies, and also a better

understanding of cancer biomechanisms.



Introducao

Os produtos naturais englobam um largo espectro de metabolitos secundarios
produzidos pelas plantas que tém actividade bioldgica. Essa actividade esta relacionada com
uma acgao antioxidante e hormona-like. Existe alguma evidéncia que uma dieta rica em frutas e
vegetais reduz o risco de ocorréncia de certos tipos de cancro e outras doengas. Os
investigadores tém procurado isolar os compostos especificos que possam promover essa

accao. [1]

Um desses compostos, que gera cada vez mais interesse na comunidade cientifica, é a
curcumina. A curcumina é um composto presente no rizoma do agafrao-da-india (Curcuma
longa), que é utilizado naquele pais como especiaria, para dar cor e aroma a comida. Para além
disso, o agafrao faz parte da medicina tradicional indiana ha mais de 6000 anos. O agafrao é
constituido por pigmentos polifendlicos conhecidos como curcuminoides, que lhe confere a
sua coloragao amarela. A curcumina € o principal curcuminoide do agafrao e é geralmente o

seu composto mais activo. [2]

A curcumina é uma molécula altamente pleiotropica, revelando actividade biologica
contra um grande numero de doengas. Desde que exibiu pela primeira vez actividade
antibacteriana em 1949, ja demonstrou actividade anti-inflamatoria, hipoglicémica,
antioxidante, e cicatrizante. Para este trabalho, as ac¢oes antioxidante e anti-inflamatoria sao
de maior interesse, pois sao elas que podem possibilitar o uso da curcumina no tratamento

do cancro, bem como noutras doengas cronicas. [3]

A curcumina tem a capacidade de regular a expressao de varias substincias pro-
inflamatorias, como o factor de necrose tumoral alfa (TNF-Q), interleucinas e citocinas. Esta
capacidade vem da inibicdo do factor nuclear kB (NF-kB), um factor de transcricio que
possibilita a transcricao de varias moléculas proé-inflamatorias. [4] A curcumina também inibe
a proliferacao celular, através da interrupgao do ciclo celular e indugao da apoptose, o que

pode explicar a sua actividade anticancerigena. [5]
Capitulo | - Propriedades Quimicas da Curcumina

A cor amarelada do agafrao-da-india deve-se a presenga dos curcumindides
polifendlicos, que constituem aproximadamente 3% a 5% da sua composicao. O extracto
alcodlico do acafrio-da-india contém 3 curcumindides maioritarios: a curcumina, a

desmetoxicurcumina e bidesmetoxicurcumina.



A curcumina é um po cristalino de cor amarelo-alaranjado, praticamente insoluvel em
agua e éter, mas soluvel em etanol e acetona. Foi isolada pela primeira vez em 1815 por Vogel
e Pelletier. A sua estrutura foi identificada em 1910 por Lampe. A curcumina é um

diferoilmetano com a formula C;/H,0O, € o peso molecular de 368.4 g/mol.
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Figura |: Equilibrio tautomérico da curcumina

Quimicamente, a curcumina é uma dicetona insaturada com dois anéis aromaticos e
existe em equilibbrio com o seu tautomero enol (Figura 1|). A forma de dicetona é
predominante em meios acidos e neutros. No intervalo de pH de 3 a 7, a curcumina funciona
como um potente dador de protoes, enquanto acima de pH 8, a forma de enolato predomina
e o composto comporta-se como dador de electroes, tal como se passa com outros

antioxidantes de estrutura fenolica.

Na forma de dicetona, a cadeia intermédia da curcumina contém um atomo de carbono
altamente reactivo e as suas ligagoes C-H sao muito fracas, devido a deslocagao do electrao
desemparelhado dos atomos de oxigénio adjacentes. A curcumina tem 3 protoes ionizaveis

em agua, o protao endlico a um pKa de 8.5 e dois protoes fendlicos a um pKa de 10.
Capitulo 2 - Metabolismo e Biodisponibilidade

Varios ensaios clinicos ja provaram que a curcumina é extremamente segura e bem
tolerada. A sua seguranga e eficacia farmacolégica fazem com que seja uma potencial candidata
a ser utilizada no tratamento e prevengao de uma grande variedade de doengas, incluindo o
cancro. No entanto, a curcumina ainda nao foi aprovada como agente terapéutico,

principalmente devido a sua fraca biodisponibilidade. [6]

Viarios estudos nos ultimos anos dedicaram-se a estudar a absorgao, distribuicao,
metabolismo e excrecao da curcumina, e chegaram a conclusio que ela sofre rapido

metabolismo e tem fraca absorgao. Esta realidade limita a actividade biologica da curcumina,



em funcao da baixa concentragao plasmatica, distribuicao limitada nos tecidos e curto tempo

de meia-vida. [7]

Depois da administragao oral, a curcumina sofre rapido metabolismo e ja sé os seus
metabolitos sao detectados na corrente sanguinea. [6] No intestino e figado, a curcumina é
rapidamente conjugada, formando O-conjugados glucuronidos e sulfatos. Alternativamente,
pode ser reduzida a tetra-hidrocurcumina, hexa-hidrocurcumina, octa-hidrocurcumina e hexa-
hidrocurcuminol. Os metabolitos da curcumina nao possuem a mesma actividade biologica do
composto que os origina. Varios estudos indicam que os metabolitos conjugados e reduzidos
da curcumina tém uma menor acgao anti-inflamatoria. [8] A curcumina acumula-se nos tecidos
gastrointestinais, sugerindo que a administragao oral nao seja indicada para tentar alcangar

tecidos para la do tubo digestivo.

Para resolver os problemas de biodisponibilidade da curcumina, a comunidade cientifica
tem algumas armas a sua disposi¢ao. Adjuvantes que bloqueiem as vias metabolicas da
curcumina sao uma das maneiras de melhorar a sua biodisponibilidade. Nanoparticulas,
lipossomas, micelas e complexos fosfolipidicos sao formulagoes promissoras, que permitem
um maior tempo de circulagio, maior penetracio nos tecidos e maior resisténcia aos

processos metabolicos. [9]

A estrutura molecular da curcumina é central para a sua actividade biolégica. Por isso,
outra das estratégias a que podemos recorrer para melhorar a sua biodisponibilidade é através
da identificagao e sintese de andlogos estruturais. Varios grupos de trabalho tém-se dedicado
a desenhar e a modificar a estrutura da curcumina, de maneira a reduzir o ritmo do seu

metabolismo e a aumentar a sua poténcia e eficacia como agente anti-tumoral.
Capitulo 3 - Analogos Mono-Carbonilo

Tém sido desenhados varios analogos da curcumina, com o objectivo de melhorar a
sua estabilidade e poténcia, entre os quais os andlogos mono-carbonilo. Zhiguo Liu et al. [10]
sintetizaram e avaliaram |13 andlogos da curcumina, todos possuindo apenas um grupo
carbonilo. Sem a presenca das duas cetonas, estes anidlogos mostraram melhor estabilidade in

vitro e melhor perfil farmacocinético in vivo. [ 1]

No decorrer do seu trabalho, Zhiguo Liu et al. utilizaram a linha celular MCF-7 para o
cancro da mama, a linha celular A549 para o carcinoma alveolar, a linha celular H460 para o
carcinoma do pulmao, a linha celular HepG2 para o carcinoma do figado, a linha celular BEAS-

2B para células normais do pulmao e a linha celular HL-7702 para células normais do figado.
8



Figura 2: Estrutura do B82

De todos os compostos sintetizados por este grupo de trabalho, o andlogo B82 (Figura
2) foi o que revelou maior actividade anti-tumoral contra as linhas celulares H460, A549 e
MCF-7. O analogo B82 exibe essa actividade gragas a capacidade que tem de induzir a apoptose
através do stress oxidativo do reticulo endoplasmatico. Este composto perturba o normal
funcionamento do reticulo endoplasmatico, activando assim os processos de apoptose nas
células danificadas. Os mesmos resultados foram observados in vivo em ratos de laboratério

BALB/c.

Este andlogo B82 mostrou nao s6 um aumento da actividade anti-tumoral, mas também
indicios de um novo mecanismo de acgao que pode ser explorado para desenhar novas

moléculas a base da curcumina.
Capitulo 4 - Analogo BDMC-A

Kumaravel et al. [12] estudaram a eficacia anti-tumoral de um analogo da curcumina, o
BDMC-A (Figura 3). Este analogo pode ser mais eficaz do que a curcumina uma vez que possui
um grupo hidroxilo na posi¢ao orto. A introdugao de grupos funcionais dadores de electroes
na posicao orto esta relacionada com um aumento da actividade antioxidante, uma vez que

aumenta a estabilidade do radical. [13]

8]
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Figura 3: Estrutura do BDMC-A



Neste estudo, o efeito anti-tumoral do BDMC-A foi avaliado para o cancro da mama,
através de células MCF-7. Todos os ensaios realizados nesta linha celular confirmaram a morte
de células cancerigenas tratadas com o BDMC-A. Houve uma acumulagao de células na fase
G2/M, o que indica que o BDMC-A interrompe o ciclo celular, tal como a curcumina. Este
fenomeno pode estar relacionado com a inibigao da ciclina DI. A ciclina DI é uma proteina
que regula o ciclo celular e é necessaria para a passagem da fase G, para a fase S. O gene que
codifica a ciclina DI tem sido relacionado com o aparecimento de cancro na mama e a sua
inibicao pode explicar o efeito do BDMC-A. Neste estudo, as células tratadas com BDMC-A

revelaram um decréscimo significativo da concentragao de ciclina D1.

Os investigadores também realizaram um ensaio de proliferagao celular MTT que
demonstrou que o BDMC-A tem uma capacidade de inibir a proliferagao celular equivalente
a curcumina. A inibicao da proliferagao celular e a actividade citotdxica em células cancerigenas

da mama provam que o BDMC-A pode ter um papel no tratamento desta doenga.

O BDMC-A também demonstrou eficacia contra o cancro do célon induzido pela di-
metilhidrazina. [14] No estudo utilizaram-se ratos Wistar que receberam doses semanais de
di-metilhidrazina de maneira a induzir o tumor. O BDMC-A demonstrou uma accao
protectora e consegue controlar as alteragoes histologicas no o6rgao afectado. Tal como
acontecia para o cancro da mama, o BDMC-A revelou actividade anti-tumoral equivalente a

curcumina, mas com maior solubilidade aquosa.
Capitulo 5 - Analogo C086

Chun Che et al. [I15] incorporaram um grupo 4-hidroxi-3-metoxi-fenil-metilo no
carbono 4 da estrutura [B-dicetona, mantendo as restantes caracteristicas da estrutura da
curcumina, dano origem ao analogo C086 (Figura 3). O grupo de trabalho utilizou varias linhas

celulares para avaliar o efeito anti-tumoral do C086.

0O O
H,CO

HO OH

HsCO
OH

Figura 4: Estrutura do C086
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O grupo examinou a inibigao da proliferagao celular em seis linhas celulares do cancro
colorectal: SW480, HT-29, SWI 16, WiDr, KMI2 e colon26. Em todas as linhas celulares
utilizadas o C086 foi mais eficaz do que a curcumina, com valores de ICs, cinco a sete vezes

inferior. Apesar de mais potente, o C086 manteve a baixa toxicidade da curcumina.

.....

bloqueando a dissociagdio do complexo IkBa/NFkB, impedindo assim a activagao e
translocacao nuclear do factor nuclear kB (NFkB). Os genes regulados pelo NFkB estiao
envolvidos na proliferagao celular e na apoptose. A inibigao da actividade deste factor de
transcri¢ao pelo C086 pode explicar as suas caracteristicas anti-tumorais. O C086 também
demonstrou capacidade de inibir a angiogénese. Varias moléculas envolvidas no processo de

angiogénese sao produtos de genes regulados pelo NFkB.

A curcumina so6 por si pode ser considerada como um adjuvante a quimioterapia. Se
tivermos em conta que o C086 demonstra maior eficicia e baixa toxicidade, este pode ser um
upgrade substancial a curcumina em combinagao com a quimioterapia. Uma vez que o NFkB
parece estar relacionado com a resisténcia aos farmacos anti-tumorais, esta molécula também

pode ter interesse para o estudo dessas resisténcias. [16]
Capitulo 6 - Analogo ca27

O receptor andrégeno é um receptor que se liga as hormonas sexuais masculina e que
tem um papel importante no desenvolvimento do cancro da prostata. Algumas da actuais
terapias para o cancro da prostata tentam inibir a actividade do receptor androgeno através
da terapéutica hormonal. No entanto, em fases avangadas da doenga pode existir uma sobre-
expressao do receptor, que € activado mesmo com baixas concentragoes de androgénios. A
identificacao de moléculas capazes de diminuirem os niveis do receptor androgeno é uma nova

abordagem ao tratamento do cancro da prostata. [17]

OH 0O OH

Figura 5: Estrutura do ca27
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Alexandra Fajardo et al. [18] desenharam o ca27 (Figura 4), um analogo da curcumina
que mantém a estrutura di-fendlica simétrica mas que tem uma cadeia intermédia com apenas
5 carbonos e um Unico grupo carbonilo. Os dois anéis fendlicos possuem um grupo hidroxilo
na posi¢ao orto. A cadeia carbonatada intermédia continua a ser uma cetona Q,[3-insaturada,
mantendo as propriedades de aceitador de Michael em adi¢oes nucleofilicas. Varios estudos
de relagao estrutura-actividade indicam que esta propriedade é responsavel pelos efeitos anti-

proliferativos da curcumina. [19]

O ca27 inibiu o crescimento das linhas celulares LNCaP e C4-2 em concentragoes
inferiores a curcumina. Os resultados também indicam que essa inibicdo é em parte devida a
supressao da actividade do receptor andrégeno. Os investigadores ainda propoem que a
capacidade do ca27 para produzir espécies reactivas de oxigénio é a responsavel pela
diminuicao da expressao do receptor andrégeno. Por tudo isto, o ca27 pode ser uma molécula
importante no estudo da regulagao do receptor androgeno, e assim levar a novas alternativas

terapéuticas para o cancro da prostata.
Capitulo 7 - Analogo CDF

Existe alguma evidéncia que sugere que a resisténcia a quimioterapia é devida a um
grupo especifico de células tumorais. Estas células quimio-resistentes, que sao estrutural e
funcionalmente diferentes; sao normalmente denominadas de células estaminais cancerigenas
(CEC). De maneira a estudar a influéncia das células estaminais cancerigenas no cancro do
colon, Shailander Singh Kanwar et al. [20] desenvolveram células tumorais resistentes ao 5-

fluorouracilo e a oxaliplatina, a partir das linhas celulares HCT-116 e HT-29.

O CDF ja tinha demonstrado maior capacidade de inibir o crescimento celular [21] e
maior eficacia contra células de cancro do pancreas resistentes a gencitabina [22]. O grupo de
trabalho pode agora demonstrar que o CDF é mais eficaz do que a curcumina a eliminar células
de cancro do colon resistentes a quimioterapia, juntamente com as CEC. Este facto foi
provado através da diminuicao da expressao de varios marcadores das CEC, como a
glicoproteina fagocitica | (CD44), a nectina-3 (CD133) e a cadeia alfa do factor estimulante

de colénias de granulocitos e macréfagos (CD166).
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Figura 6: Estrutura do CDF

O CDF também diminui a expressio do membro 2, da subfamilia G dos
transportadores ABC dependentes de ATP (ABCG2), uma proteina transportadora muito
comum nas membranas das células estaminais. Esta proteina é responsavel por proteger a
célula contra xenobiéticos que possam ser toxicos, funcionando como uma bomba de efluxo.
Assim, a inibicao da ABCG2 pode levar a uma maior concentragao do agente citotoxico no
interior da célula cancerigena, tornando o CDF um excelente candidato a quimioterapia

combinada.

O CDF também mostrou a capacidade de restaurar os niveis do homodlogo da fosfatase
e tensina (PTEN), uma proteina responsavel pela renovagao das células estaminais
29 e SW620 foi acompanhada pelo aumento da expressao do PTEN. Mais um argumento para

o potencial do CDF como agente terapéutico no cancro do coélon quimio-resistente. [23]

Apesar de ter demonstrado maior biodisponibilidade do que a curcumina, a sua
inclusao em complexos com ciclodextrinas mostra-se muito promissora. O complexo com a
ciclodextrina-f3 é muito mais eficaz do que o CDF isolado. Os valores de ICs, diminuiram para
quase metade em varias linhas celulares de cancro do pancreas, da mama e da prostata, para
além de uma melhor biodisponibilidade. Este complexo mostrou uma tendéncia particular para
se acumular nos tecidos do pancreas, onde a sua concentragao foi 10 vezes superior a sua

concentragao plasmatica. [24]
Capitulo 8 - Analogo Conjugado com o Paclitaxel

As actuais alternativas para o tratamento do cancro trazem consigo fortes efeitos

secundarios, devido a grande toxicidade dos farmacos anti-tumorais nas células normais do
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organismo. Assim, existe grande interesse em encontrar moléculas eficazes, mas que tenham

maior selectividade para as células cancerigenas.

Uma das estratégias para melhorar a selectividade de um farmaco passa pela conjugagao
de diferentes partes das moléculas com acgao anti-tumural. Kyoko Nakagawa-Goto et al [25]
sintetizaram um conjugado da curcumina com o paclitaxel e avaliaram a sua actividade

citotoxica em varias linhas celulares diferentes.

O conjugado mostrou uma poténcia equivalente ao paclitaxel isolado na linha celular
A549 do carcinoma do pulmao, 1A9 do carcinoma do ovario, A43| do carcinoma da pele e
KB do carcinoma da nasofaringe. Apesar de ter mostrado equivalente actividade anti-tumoral,
sdo precisos mais estudos para saber se estes conjugados diminuem a incidéncia e intensidade

dos efeitos secundarios.
Capitulo 9 - Analogo Conjugado com o Polietilenoglicol

Outra estratégia para melhorar a biodisponibilidade da curcumina passa pela
conjugagao com moléculas como o polietilenoglicol (PEG). O PEG é um polimero soluvel em
agua que tem excelente biocompatibilidade, eliminagao mais lenta, maior permeabilidade e
retengao nos tecidos. Varios agentes anti-tumorais ja foram conjugados com o PEG, como por
exemplo a camptotecina, a doxorubicina e o paclitaxel. Alguns desses conjugados estao ja em

fase de ensaios clinicos.

Jun Lin et al [26] observaram que a curcumina peguilada tem um maior efeito anti-
proliferativo sobre as células do cancro do pancreas, em comparagao com a curcumina normal.
Para isso, foram utilizadas as linhas celulares PANC-1, MiaPaCa-2, BxPC-3 e AsPC-I. Este
grupo de trabalho também conseguiu identificar um efeito sinérgico entre a curcumina

peguilada e a gencitabina.

Parte da actividade anti-proliferativa da curcumina peguilada deve-se a inactivagao da
proteina que se liga ao dominio de activagao das proteinas Jun-1 (Jabl). O Jabl é uma proteina
que degrada outras proteinas, como por exemplo o supressor tumoral p53 e os reguladores
do ciclo celular p27?' e p21°*'. Assim a inibicio desta proteina leva a estabilizagio dos
supressores tumorais e dos reguladores do ciclo celular, o que por sua vez inibe o crescimento
do tumor. O facto de o efeito da curcumina peguilada nao se ter verificado em células onde o
Jabl tinha sido previamente inactivado, prova a importancia deste para o seu mecanismo de

acgao.
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O PEG é utilizado em varias formulagoes para aumentar o tempo de retengao no
organismo, exactamente aquilo que a curcumina precisa para se tornar num agente tumoral
ainda mais promissor. O proximo passo do desenvolvimento deste anilogo passa pela

realizagao de ensaios pré-clinicos em animais.
Capitulo 10 - Di-metoxicurcumina

A di-metoxicurcumina (DMC) é um andlogo da curcumina onde os grupos hidroxilo
dos anéis fendlicos foram substituidos por grupo metoxi (Figura 5). O DMC é mais estavel e
tem maior biodisponibilidade quando comparada com a curcumina. O DMC demonstrou

maior eficacia em células HCT I 16 do cancro do colon e células Caki do cancro dos rins. [27]

0O O
CH,0 OCH,

CH,0 OCH,

Figura 7: Estrutura da di-metoxicurcumina

O DMC demonstra também efeito anti-tumoral no cancro da mama. O DMC registou
valores inferiores de 1Csgaos da curcumina nas linhas celulares T-47D, MCF-7, MDA-MB 435S
e MDA-MB 231. Demonstrou semelhante eficicia em tumores xenografados em ratos. Assim
pudemos dizer que o DMC tem uma maior actividade anticancerigena que a curcumina, in vitro

e in vivo. [28]

Segundo o estudo realizado por MJ Yoon et al. [28], o DMC deve a sua actividade a
indugao da paraptose, um processo de morte celular programado tal como a apoptose. Este
processo utiliza vias alternativas a apoptose e nao responde aos seus inibidores, por isso € um
processo completamente diferente. Ao contrario da apoptose, que se caracteriza pela
destruigao das estruturas celulares, a paraptose da-se através da criagao de pequenos vacuolos

que se vao fundindo.

O DMC mostrou a capacidade de provocar a criagao de vacuolos na mitocéndria e no
reticulo endoplasmatico. Um dos dados que suportam este mecanismo de ac¢ao é a diminuigao
da concentragao da proteina x que interage com o gene ALG-2 (Alix) nas células tratadas com

DMC. A Alix é uma proteina inibidora da paraptose. Por tudo isto, o DMC é uma molécula
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promissora, quer como arma no tratamento do cancro da mama, quer como ferramenta para

melhor compreender os mecanismos da paraptose.
Capitulo Il - Analogo GO-Y030

Em mais um dos muitos grupos de trabalho que se dedicam a sintese de novos analogos
da curcumina, Hisatsugu Ohori et al. desenharam o GO-Y030. Este analogo revelou uma
eficacia anti-tumoral superior a curcumina in vitro. Esta molécula, tal como outros analogos
que revelaram actividade, difere da curcumina por ter uma cadeia intermédia com apenas 5
atomos de carbono, enquanto a curcumina tem 7 (Figura 6). Esta estrutura de di-arilpentano
parece ter uma influéncia positiva na eficacia dos analogos. A molécula ainda apresenta um par

de grupos alcoxi simétricos na posi¢ao 3 e 5 dos anéis aromaticos. [29]

O
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Figura 8: Estrutura GO-Y030

O GO-Y030 é um inibidor do NF-kB, um factor de transcricio ja referido
e revelou eficacia em células SW620 de cancro do célon, SH-10-TC de cancro do estomago,
MCF-7 de cancro da mama, PC3 e PK-| de cancro do pancreas, 8505¢ de cancro da tirdide e

HuCCT do cancro do figado. [30]

A eficacia do GO-Y030 como agente quimiopreventivo foi avaliada com recurso a ratos
que expressam a proteina de activagao dos fibroblastos (FAP), cujos adenomas possuem um
mecanismo molecular semelhante ao mecanismo do cancro colorectal humano. A
administracao oral de GO-Y030 diminui em 39% a taxa de incidéncia de tumores, sem
quaisquer efeitos secundarios. O desempenho do GO-Y030 in vivo foi também superior ao da
curcumina, mas nao o suficiente para ter significancia estatistica. Apesar do composto nao ter

mostrado efeitos secundarios, ainda esta por estudar a sua toxicidade a longo prazo. [31]
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Capitulo 12 - Analogo EF24

O EF24 é um andlogo fluoretado da curcumina que tem uma maior actividade
bioldgicas in vitro e in vivo [32]. Comparando com a curcumina, o EF24 tem dois grupos fluor
em posi¢ao orto nos anéis aromaticos, possui apenas um grupo cetona e tem ainda um anel
priridimico na cadeia intermédia (Figura 7). A actividade do EF24 esta relacionada com a

indugao da apoptose através de mecanismos de oxidagao.

N

Figura 9: Estrutura do EF24

A estrutura do EF24 torna-o num excelente aceitador de Michael, o que lhe permite
conjugar-se com a glutationa, permitindo assim o aumento da concentragao de espécies
reactivas de oxigénio. A glutationa é uma das moléculas chave na manutencao do equilibrio

oxidativo do meio celular. [33]

O EF24 mostrou uma poténcia muito superior a da curcumina, com um ICs, 10 a 20
vezes inferior, contra células do cancro do pulmao, cancro dos ovarios, cervical, da mama e
da prostata. A actividade do EF24 pode ser explicada através da inibicao do NF-KB. A inibigao
que desempenham um papel vital na resposta celular aos estimulos ambientais, influenciando
os processos de proliferagao celular e inflamagao. A maior eficacia do EF24 com o inibidor do
IKK em relagao a curcumina pode ser explicada pela sua estrutura. O EF24, ao contrario da
curcumina, € uma molécula nao planar, com um arranjo dos anéis aromaticos que lhe da uma
maior flexibilidade. Esta caracteristica pode permitir ao EF24 uma maior adaptagao ao

receptor. [34]

Uma das respostas dos tumores a quimioterapia é o aumento da actividade do NF-KB.

Este mecanismo pode estar na origem da resisténcia de alguns tumores a agentes anti-

.....
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mecanismos de sobrevivéncia celular, possibilitando maior eficacia que os agentes tumorais

classicos. [35]

A proteina p38 esta envolvida em varios mecanismos de sobrevivéncia, em parte devido
a sua ligagao com o NF-KB. Algumas moléculas inibidoras do p38 estao em fase de ensaios
clinicos contra um conjunto de doengas inflamatoérias. Shala L. Thomas et al. [35] descobriram
que existe um efeito sinérgico entre o EF24 e os inibidores do p38 em células A549 no cancro
do pulmao. Os inibidores do p38 tém mostrado eficacia contra varios tumores, mas tém
elevada toxicidade. O desenvolvimento de uma terapia combinada com o EF24 pode permitir

a diminuicao da dose destes inibidores e assim diminuir o risco de efeitos secundarios.

O EF24 mostrou ainda grande potencial contra o carcinoma hepatocelular. Ele foi capaz
de bloquear o ciclo celular em células Hepalé e H22. Para além de promover a apoptose e
induzir o bloqueio do ciclo celular, o EF24 mostrou efeitos anti-angiogénicos, através da
inibicao da expressao do factor de crescimento tumoral VEGF. O EF24 também se mostrou

superior a curcumina in vivo, provocando um redugao significativa do tumor em ratos C57BL/6.

[36]
Capitulo 13 - Analogo EF31

O EF3I é um andlogo do EF24, onde os dois anéis aromaticos foram substituidos por
dois anéis piridinicos (Figura 8). Tal como o EF24, o EF3| exibiu uma actividade citotoxica
superior a curcumina. O mecanismo de acgao também ¢é similar, demonstrando também

capacidade e inibir o NF-KB. [33]

O EF31 mostrou maior poténcia contra células A2780 do carcinoma dos ovarios,
MDA-MB-231 do cancro da mama, MIA PaCa-2 do cancro do pancreas e EMT6 do cancro da
mama. Todas estas linhas celulares dependem fortemente da via do NF-KB para a sua

proliferagao. [37]

Figura 10: Estrutura EF3|1
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O EF31 também mostrou capacidade de reduzir o crescimento de tumores da cabega
e pescogo xenografados. O EF3| foi ligeiramente mais potente que o EF24 a inibir o
crescimento tumoral em células TU212 xenografadas, em ratos que foram tratados com doses
diarias durante mais de um més. Isso permitiu verificar que a sua actividade anti-tumoral é

dependente da dose. [38]

Apesar de estudos preliminares sugerirem que o EF3| atinge maiores concentragoes
plasmaticas do que a curcumina, administrados por via oral, s3o necessarios mais estudos de
biodisponibilidade e toxicidade. Outro problema que pode prejudicar a utilizagao do EF3I
como agente terapéutico é a reversibilidade da sua inibicao do NF-KB. Como aceitador de
Michael, o EF3| tem a capacidade de formar uma ligagao irreversivel com a cinase do 1kB
(IKKB) e assim bloquear irreversivelmente a actividade do NF-KB. No entanto isso nao
acontece e a ligagao é reversivel, o que permite que o NF-KB recupera a sua actividade quando

as concentragoes de EF31 diminuem. [37]
Capitulo 14 - Analogo FLLL32

O transductor de sinal e activador de transcricao 3 (STAT3) é um membro de uma
familia de factores de transcricao que dependem da fosforilagdio de cinases, como a Janus
cinase 2 (JAK2). Esta fosforilagao leva a uma alteracao da conformagao do STAT3, que fica
assim activo. O STAT3 estd relacionado com varios processos cancerigenos desde a
proliferacao celular, metastizagao, angiogénese e resisténcia a apoptose. Por isso, o STAT3 é

um alvo interessante para novas moléculas anti-tumorais. [39]

Foi com o objectivo de inibir o STAT3 que Li Li et al. [40] criaram o FLLL32. Para isso,
os dois hidrogénios ligados ao atomo de carbono central da curcumina foram substituidos por
uma estrutura ciclica de 6 carbonos. Este andlogo foi especialmente desenhado para se ligar
ao dominio SH2 do STAT3, ao mesmo tempo que inibe a actividade do JAK2. Para além da
sua grande afinidade com o dominio SH2, o FLLL32 mostrou selectividade na ligagao, nao
influenciando a actividade de outros factores de transcrigao, nem de outras cinases. O FLLL32
demonstrou actividade anti-proliferativa em células MDA-MB-23| do cancro da mama e
PANC-I do cancro do pancreas. Os mesmos resultados foram obtidos em ensaios in vivo em

ratos xenografados.
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Figura | 1: Estrutura do FLLL32

O FLLL32 também inibiu a proliferagao celular nas linhas celulares SJSA e U20S do
osteossarcoma. O FLLL32 promove a apoptose pela via da caspase 3/7, inibe a ligacao do
STAT3 ao DNA e induz a sua degradagao. A inactivagao do STAT3 resulta na diminuigao da
expressao de varias moléculas relacionadas com a sobrevivéncia celular. [41] O FLLL32

também mostrou eficacia contra o melanoma, em células A375, HT 144 e Hs294T. [42]

Apesar de ser estruturalmente diferente, o FLLL32 retém algumas caracteristicas da
curcumina, como a sua fraca solubilidade e biodisponibilidade. Uma vez que demonstrou maior
eficacia do que outros inibidores do STAT3, o FLLL32 pode servir de modelo para o desenho
de novas estruturas que possam melhorar a sua biodisponibilidade. Apesar das desvantagens,
o facto de o FLLL32 conseguir inibir o STAT3 sem alterar outras vias do metabolismo celular

€ uma vantagem sobre outros inibidores do STATS3.
Capitulo 15 - Analogo HO3867

O HO3867 pertence a um grupo de analogos da curcumina denominados diaril
piperidonas (DAPs), que foram obtidos através da ligagao de uma piperidona a estrutura di-
cetona e substituigcoes de atomos de fluor nos anéis aromaticos. Os compostos deste grupo
sao geralmente mais eficazes do que a curcumina como agentes anti-proliferativos, como é o

caso do analogo EF24, ja mencionado anteriormente. [43]

O HO3867, apesar de ser igualmente nocivo para as células cancerigenas, é
significativamente menos toxico para as células saudaveis, em relagao aos outros DAPs. A
estrutura do HO3867 permite libertar facilmente nitréxidos, um grupo de pequenas moléculas
heterociclicas que tém a capacidade de captar os radicais de oxigénio. O HO3867 revelou
eficacia nas linhas celulares A2780 do cancro do ovario, MCF7 do cancro da mama, HCTI 16
do cancro do colon, HEPG2 do cancro do figado e A549 do cancro do pulmao. Existem
resultados que indicam que o HO3867 é melhor absorvido do que a curcumina e tem uma

boa distribuicao. [44]
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Figura 12: Estrutura HO3867

O HO3867 funciona como um potente inibidor do STATS3, alterando assim a expressao
de proteinas anti-apoptose, como a ciclina D1, a oncoproteina BCL2 ou a survivina. Assim, o
HO3867 consegue inibir a proliferagao de células cancerigenas, ao mesmo tempo que protege
as células normais. Este diferencial de toxicidade torna o HO3867 um agente anti-tumoral

eficaz e seguro, que podera ser utilizado na terapéutica. [45]
Capitulo 16 - Succinatos de Curcumina

Uma das estratégias utilizadas para melhorar a biodisponibilidade da curcumina tem
passado pela proteccdo da ionizagao dos grupos fendlicos. A conjugacao de pequenas
moléculas aos grupos fenodlicos tem resultado no aumento da estabilidade e biodisponibilidade
da curcumina. Wisut Wichitnithad et al. [46] sintetizaram uma série de andlogos da curcumina

através da conjugagao de um acido succinico.

A conjugagao ¢ feita através de uma ligagao éster entre um hidroxilo do anel fendlico
e um dos grupos carboxilo do acido succinico. Como os acidos succinicos tém dois grupos
carboxilo, o grupo livre aumenta a instabilidade da molécula. Assim, este grupo € normalmente

protegido por uma esterificagao com um alcool.

Estes andlogos succinicos funcionam como pro-fairmacos. A molécula vai sofrer
degradacao pelas enzimas do organismo e liberta a curcumina no local desejado. O acido

succinico resultante € uma substancia endogena, e por isso indcuo e rapidamente absorvido.

A actividade anticancerigena dos analogos obtidos foi avaliada em células Caco-2 do
adenocarcinoma colorectal. O dietil-disuccinato de curcumina revelou-se o mais potente e foi

o escolhido para estudos de estabilidade. O analogo revelou maior resisténcia a hidrolise do
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que a curcumina. Foram também realizados estudos de libertagao da curcumina no plasma,
para validar a utilizagao destes compostos como proé-farmacos. Toda a curcumina foi libertada

nas primeiras 2 horas, gragas a actividade das esterases do plasma.
Capitulo 17 - A Curcumina na Quimioprevencao

A quimioprevengao € a utilizagao de agentes naturais ou sintéticos para atrasar, parar
ou reverter o processo de desenvolvimento do cancro. A busca de agentes quimiopreventivos
tem varios anos, mas todas as tentativas tém sido frustradas por problemas de toxicidade. Na
quimioprevengao o mais importante € a seguranga, uma vez que estes agentes serao

administrados em individuos saudaveis.

Existem varios estudos que comprovam as propriedades quimiopreventivas da
curcumina. Por exemplo, a curcumina mostrou capacidade de prevenir o desenvolvimento de

adenomas em ratos FAP mutados para desenvolver adenomas as |5 semanas de vida. [47]

De acordo com o seu mecanismo de acgao, os agentes quimiopreventivos podem ser
classificados em 3 subgrupos: agentes anti-proliferativos, anti-oxidantes ou bloqueadores da
carcinogénese. A curcumina pode ser incluida em todos os grupos, uma vez que actua por
varios mecanismos de acgao diferentes. A curcumina actua sobre factores de transcrigao,
factores de crescimento celular, citocinas, enzimas e varias outras proteinas envolvidas nos

processos programados de morte celular. [48]

No entanto, tal como acontece na terapéutica convencional, o uso da curcumina na
quimioprevencao esta limitada pelos seus problemas de estabilidade e biodisponibilidade. Os
seus analogos poderao ser a solugao para estes problemas. Todas as moléculas apresentadas
neste trabalho mostram potencial anti-cancerigeno e algumas poderao ser utilizadas como
agentes quimiopreventivos, principalmente as que demonstraram melhor biodisponibilidade,
tal como o HO3867 [44], o GO-Y030 [30], a di-metoxicurcumina [27] e os succinatos de

curcumina [46].

Individuos em alto risco e sobreviventes podem beneficiar com a quimioprevengao.
Assim que os problemas de biodisponibilidade forem resolvidos ou contornados, poderao ser
realizados ensaios clinicos que comprovem o potencial dos analogos da curcumina na
quimioprevencao. No entanto, esses estudos serao dificultados pela falta de conhecimento
sobre as vias de sinalizagao celular. Um maior conhecimento destas vias permitira definir
marcadores bioldgicos que ajudem a definir as regras para estabelecer um plano de

quimioprevencao personalizado as necessidades de cada doente.
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Capitulo 18 - Quimio e Radiosensibilizagao

As maiores lacunas da quimioterapia convencional sao os efeitos secundarios e o
desenvolvimento de resisténcias aos agentes anti-tumorais. Esta resisténcia é adquirida pela
regulacao de vias de sinalizagdo que aumentam a sobrevivéncia celular e pela activagao de
varios genes. Qualquer molécula capaz de regular estas vias de sinalizagao pode ser utilizada
como quimiosensibilizador e aumentar a eficacia da quimioterapia. O mesmo se passa com a

radioterapia.

A curcumina revela ser um potente agente quimiosensibilizador em combinagao com
agentes anti-tumorais convencionais. A curcumina inibe a via do NF-kB induzida pelo
tratamento com o paclitaxel, em ratos xenografados com células MDA-MB-435. [50] A
indugao da via do NF-kB é um dos principais mecanismos de sobrevivéncia das células
cancerigenas. Ao contrabalangar este efeito, a curcumina aumenta a eficacia do tratamento
com o paclitaxel. A curcumina também demonstrou uma combinagao positiva com o 5-

fluorouracilo em células MCF7, MDA-MB-435, SK-BR-3 e T47D de cancro da mama. [51]

Tal como a quimioterapia, a radioterapia depende da sensibilidade do tumor a radiagao
e tem também efeitos adversos em células normais. A capacidade sensibilizadora da curcumina,
pode ser uma maneira de superar estes problemas, quando usado em combinagao com a
radioterapia. A combinagao da radioterapia com agentes anti-tumorais, ja € uma realidade, mas
todas essas moléculas trazem problemas de toxicidade que fazem com que a sua utilizagao

seja limitada. A curcumina pode permitir a sensibilizagado com o minimo de toxicidade.

A curcumina é um potente radiosensibilizador do cancro do colo do utero. Este efeito
foi comprovado por Prashanthi Javvadi et al. nas linhas celulares Hela e SiHa. [52] O mesmo
efeito foi verificado em ratos xenografados com células HCT |16 do cancro colorectal. O
cancro colo rectal tem uma forte capacidade de desenvolver resisténcia a radiagao. A
administragao de curcumina pode melhorar a resposta do tumor a radiagao e assim diminuir

a probabilidade de recidivas. [53]

Tal como a curcumina alguns dos seus andlogos demonstram capacidade
sensibilizadora. O analogo FLL32 sensibilizou células UMSCC29, UMSCC74, UMSCCI 0B,
UMSCCI7B, UMSCC33 e MEI80R a cisplatina. Estas linhas celulares sao representativas de
varios tipos de tumores da cabega e do pescogo. [54] Varios andlogos da curcumina
demonstraram um efeito aditivo com o bortezomib nas linhas celulares Arp do mieloma

multiplo. (55) O anidlogo HO3867 mostrou um efeito sinérgico com a cisplatina em células
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A2780R do carcinoma do ovario. Este analogo mostrou eficacia, induzindo a paragem do ciclo

celular, apoptose e inibicao do crescimento tumoral em células resistentes a cisplatina. [56]
Conclusao

A curcumina ja provou ser um dos produtos naturais mais potentes e com a capacidade
de actuar através de varios mecanismos de acgao. O interesse da comunidade cientifica tem-
se intensificado, procurando esclarecer o papel da curcumina nos processos cancerigenos. No
entanto, o desenvolvimento da curcumina como agente terapéutico tem sido travado pela sua
fraca biodisponibilidade e rapido metabolismo. O desenho de andlogos da curcumina é uma
das estratégias para ultrapassar este obstaculo. Esta monografia tentou sintetizar alguns dos
analogos que revelaram maior promessa, melhor biodisponibilidade e, em alguns casos, maior
poténcia do que a curcumina. A maior parte destas moléculas ainda estd em fase de
desenvolvimento e a sua utilizagdo na terapéutica requer ainda extensos ensaios clinicos. A
procura de novos analogos aumenta o conhecimento que temos da estrutura da curcumina,
ajudando a elucidar os seus varios mecanismos de acgao. Isso contribui nao sé para o avango
de novas alternativas terapéuticas, mas também para o conhecimento da propria doenga. Um
dos conhecimentos ja adquiridos gragas a este trabalho de pesquisa é o valor epigenético da
curcumina, que abre um novo mundo de potencialidades. A modulacao epigenética feita pela
curcumina pode desempenhar um papel importante na sua acgao sobre o cancro. A elucidagao
destes mecanismos pode abrir novas perspectivas quanto ao uso da curcumina como agente
preventivo e em combinagao com outros agentes anti-tumorais. Alguns dos analogos descritos
nesta monografia mostraram muito potencial e serao mais um passo dado na criagao de novas
alternativas de tratamento e preven¢ao do cancro. Todos os avangos sao importantes na luta

contra uma doenga que mata milhoes e afecta a todos.
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