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Capitulo 10

A CONTRIBUICAO DA CURCUMINA PARA A BUSCA DE MOLECULAS
CONTRA O CANCER: DE UMA ESPECIARIA, A CURA DE MALIGNIDADES

Dinis Caina Kandjamba
Bianca Del Bianco Sahm
Leticia Veras Costa Lotufo

Luis Octavio Regasini

1 INTRODUCAO

Curcuma longa (Zingiberaceae) é uma planta de uso medicinal e
culindrio em boa parte do mundo. Seus rizomas sio empregados como
uma especiaria, popularmente conhecida como “acafrao-da-terra” (Brasil),
“acafrio-da-India” (Angola), “curmeric” (Inglaterra), “circuma’ (Portugal),
“circuma di levante” (Itdlia), “safran des indes” (Franca) e “kurkuma”
(Alemanha). Os rizomas pulverizados de C. longa forma um condimento
que confere sabor levemente apimentado e coloragao amarelada intensa
aos alimentos. Os rizomas de C. longa apresentam propriedades medicinais
com grande potencial para aplicacio de diversas especialidades médicas.
Na medicina tradicional indiana e chinesa, essa especiaria tem sido empre-
gada no tratamento e distirbios hepdticos, doengas reumaticas e infecgoes
cutaneas (Hewlings; Kalman 2017; Kunnumakkara ez a/., 2017). Os prin-
cipais constituintes quimicos dos rizomas de C. longa incluem sesquiter-
penos voldteis, tais como: turmerona (31%), curlona (10%) e curcufenol
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(11%), bem como curcuminoides, incluindo curcumina (77%), desmeto-
xicurcumina (17%) e bidesmetoxicurcumina (3%) (Li ez /., 2009).

A curcumina (1), como constituinte majoritdrio dos rizomas de
C. longa, foi isolada primeiramente em 1815 e sua estrutura molecular
completamente elucidada em 1910 (Figura 1). Quimicamente é caracte-
rizada por dois anéis guaiacélicos espagados por uma ponte (3 -dicetonica
bis- o - § -insaturada, com um sistema de elétrons 7 ressonantes, capazes
de absorver luz visivel, conferindo sua habilidade de pigmentar (Jackson;
Menke, 1881-1882; Milobedeska; Kosnatecki; Lampe, 1910). A principal
atengao farmacoldgica para a curcumina deve-se aos seus efeitos pleiotré-
picos, devido sua capacidade de regular diversas vias de sinalizacao celular,
resultando em um amplo espectro de atividades bioldgicas, principalmente
efeito contra tumores (Wang ez al., 2015; Luhtra; Lal, 2016).

Figura 1: Estrutura quimica da curcumina (1)

O O

MeO OMe
X 7

HO OH

Fonte: Elaboragio prépria (2022).

Apesar dos promissores efeitos terapéuticos, a curcumina apresenta
baixa solubilidade em 4gua, baixa absor¢ao intestinal e intenso metabolis-
mo de primeira passagem, dificultando seu emprego clinico como fitofér-
maco. Além dessas limitagoes farmacoldgicas, a curcumina exibe instabi-
lidade quimica e fotoquimica. Parte desses problemas estd relacionada a
reatividade quimica e metabdélica da subunidade @ -dicetonica (Anand ez
al., 2007; Nelson et al., 2017; Sharma; Gescher; Steward, 2005; Toden;
Goel, 2017).

Nesse contexto, o Laboratério de Antibiéticos e Quimioterdpicos
do IBILCE, Unesp - Campus Sao José do Rio Preto vem propondo novas
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moléculas, as quais sejam hdbeis para contornar as limitagoes da quimi-
co-biolégicas da curcumina, obtendo grande éxito na transposi¢ao dessas
barreiras (Anselmo ez al., 2021; Lima et al., 2018; Morio et al., 2019; Silva
et al., 2018; Polaquini ez al., 2021).

Dessa maneira, o presente estudo propds o desenho de moléculas
com estrutura inspirada na curcumina, contudo sem a presenga da subu-
nidade  -dicetonica, culminando em sete andlogos com o esqueleto do
tipo benzilidenoaceténico (monocetdnico), potencialmente mais estdveis
(Figura 2). Apé6s o desenho molecular, buscou-se a sintese dessas substan-
cias e avaliagao de sua atividade 7 vitro contra células tumorais.

Figura 2: Desenho dos andlogos benzilidenoacetdnicos (monocetdnicos)
com estruturas inspiradas na curcumina ( § -dicetdnica)

-dicetona monocetona

'0 0! Remocio d !

: : emocdo da N

MeO : : OMe egtons (N N
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curcumina benzilidenoacetdnicos

(1) 2-8

R=Cl, Me ou Me
Fonte: Elaboracio prépria (2022).
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Quimica

Os reagentes, cromatoplacas e gel de silica foram adquiridos da
Merck®. Os solventes foram adquiridos da Synth®. As substancias 2-8 fo-
ram sintetizadas por meio da reagao de condensagao aldélica, sob catdlise
basica (Lima ez a/., 2018). Uma aliquota de 5 mmol dos respectivos ben-
zaldeidos foram solubilizados em 15 mL de acetona. A essa solucio, foi
adicionado hidréxido de sédio (3 mmol) dissolvidos em 15 mL de ace-

tona. O meio reacional foi mantido & temperatura ambiente sob agitacio
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magnética. A conversao dos reagentes foi monitorada por cromatografia
em camada delgada, sendo as cromatoplacas reveladas por inspegao fisica
(254 e 365 nm) e anisaldeido sulfiirico (Merck®). O meio reacional foi
vertido em gelo obtido de dgua deionizada apés 0,5-4 h, dependendo do
tempo de conversio aprecidvel. O produto bruto foi submetido a extra-
¢ao liquido-liquido com acetato de etila como contra fase. A fase orginica
foi evaporada em evaporador rotativo. O material seco foi submetido a
cromatografia em coluna de gel de silica eluida com misturas de hexano
e acetato de etila (fase mével), permitindo a purificagao das substincias
2-8. A estrutura quimica das substancias foi confirmada por Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H), por meio da solubiliza-
¢ao das amostras em cloroférmio deuterado (Merck®) (CDCla). As anilises
de RMN de 'H foram, gentilmente, realizadas no Centro Multiusudrio
de Inovacio Biomolecular (CMIB) do IBILCE, Unesp — Sao José do Rio
Preto, utilizando espectrometro Bruker Avance I1I (600 MHz).

2.2 BiorLogGia

A atividade antitumoral das substincias foi avaliada segundo o pro-
tocolo com o revelador colorimétrico MTT (Merck®) (Moura ez al., 2018).
As células de carcinoma de célon humano HCT 116 foram adquiridas
da American Type Culture Collection (ATCC, CCL-247). Foram pla-
queadas 6 x 10 células por pogo, em placas de 96 pocos (5 x 10 células/
mL em 200 pL de meio RPMI 1640. Apés 24 horas, as substincias foram
adicionadas em concentragoes 5 ptM e 50 pM, cada concentragio em du-
plicata, e incubadas por 72 h. Doxorrubicina (Merck”) e DMSO (Merck®)
foram utilizados como controle positivo e controle negativo, respectiva-
mente. Apds 72 h de incubagio, o sobrenadante foi substituido por meio
de cultura contendo MTT (0,5 mg/mL). Seguidas 3 h, o sobrenadante foi
removido, e apds secagem da placa, o precipitado contendo formazana foi
dissolvido em 150 pL. de DMSO e a absorbincia foi medida a 570 nm. O
percentual de inibigao do crescimento celular e respectivo desvio padrao
para cada substancia foi determinada por andlise no software GraphPad
Prim v5.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os procedimentos quimicos permitiram a obtengao de sete substan-
cias da classe das benzilidenoacetonas (2-8), as quais possuem substitui¢cao
por cloro (2 e 3), metila (4) e metoxila (5-8) (Quadro 1). Apesar do uso de
separacdo por cromatografia em coluna, os rendimentos de reagao foram
satisfatorios, variando de 68% a 89%, destacando-se a obtengio de 5 que
exibiu 89% de rendimento.

Quadro 1: Dados quimicos das benzilidenoacetonas 2-8

Cédigo d .. Rendiment
Stfbst%.‘:lciz Estrutura Nome trivial € (; /o)en °
0]
4 -
2 X Me 82
/O/\)J\ clorobenzilidenoacetona
Cl
0]
Cl
3,4 -
’ D/vj\ Me diclorobenzilidenoacetona 84
Cl
(0]
4 -
4 X Me 86
/O/\)‘\ metilbenzilidenoacetona
Me
0]
4 -
5 /©/vj\ Me metoxibenzilidenoacetona 89
MeO
OMe 0]
MeO 2,3-
6 \©/VA\MG dimetoxibenzilidenoacetona 68
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0]
MeO
M 3.4 -
7 N e dimetoxibenzilidenoacetona 72
MeO
OMe O
8 X" “Me|  240- 86
trimetoxibenzilidenoacetona
MeO OMe

Fonte: Elaboragao prépria (2022).

O céncer ¢ definido como uma proliferagao celular anormal, com
elevado desenvolvimento e que nio responde aos sinais de controle de
divisao e morte celular. Esta proliferagio descontrolada resulta de vérias
mutagoes no DNA das células, acarretando alteragoes de genes, que sio
responsdveis por codificarem mecanismos de bloqueio da divisio celular.
Desta forma, estas células mutadas podem invadir os tecidos préximos ou
distantes e até se dispersar para outros 6rgaos, desenvolvendo tumores se-

cunddrios (Alberts ez al., 2017; OPAS, 2019; Tewari; Rawat; Singh, 2019).

Esta doenga ¢ a segunda principal causa de morte no mundo, sen-
do considerada como um grande problema de saide publica, gerando
um alto e significativo impacto econdmico (OPAS, 2019). De acordo
com as tltimas estimativas de incidéncia e mortalidade divulgadas pela
GLOBOCAN, o cincer aumentou para 18,1 milhoes de novos casos e
9,6 milhées de mortes em 2018, respectivamente. Os tipos mais comuns
sao o cancer de pulmio, mama, colorretal, préstata, cincer de pele nao-
-melanoma e estdmago. Os tipos que causam mais mortes si0 o cAncer
de pulmao, colorretal, estbmago, figado ¢ mama (GLOBOCAN-IARC,
2019; OPAS, 2019).

Todas as substincias foram testadas contra as células humanas de
carcinoma de c6lon nas concentragoes de 5 pM e 50 pM (Quadro 2). Na
menor concentragio, todas as substincias foram fracamente ativas, nao ha-
vendo substincia capaz de inibir o crescimento celular a0 menos em 50%.
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Na maior concentra¢do, a substancia 3 foi capaz de inibir o crescimento
celular em 100% (+ 0,7%), sendo considerada uma substincia promissora.
A comparagio entre os dados de inibicao do crescimento celular em 5 e
50 pM e as caracteristicas estruturais das benzilidenoacetonas permitiram
algumas inferéncias acerca da relagio entre estrutura quimica e ativida-
de anticAncer. A compara¢io da inibi¢do promovida por 2 e 3 indicou
que o aumento do nimero de dtomos de cloro promoveu um aumento
na bioatividade. As substincias 4 e 5 possuem um grupo metila (Me) e
metoxila (OMe) para-posicionados no anel aromitico, respectivamente.
A maior atividade antitumoral 7 vitro de 5 acompanha uma eletrodoagao
mais efetiva promovido pelo grupo metoxila, o qual doa elétrons por efei-
to mesoméric., enquanto a metila de 4 promove uma eletrodoagao mais
fraca ocasionada pelo efeito indutivo. Também, o nimero de metoxilas
foi importante para a acao bioldgica, sendo que a substincia trimetoxila-
da (8) foi menos ativa que as substincias dimetoxiladas (6 e 7), que por
sua vez menos ativas que a substincia monometoxilada (5). Desse modo,
sugere-se a seguinte ordem decrescente de poténcia antitumoral segundo
o nimero de metoxilas: mono-OMe > di-OMe > tri-OMe. Contudo, as
duas substancias dimetoxiladas nio apresentaram diferengas significativas
na bioatividade entre si, sugerindo que a posi¢io dos grupos metoxilas nio
¢ crucial para a inibi¢ao do crescimento das células HCT 116.

Quadro 2: Atividade antitumoral in vitro das substdncias 2—8

Porcentagem de | Porcentagem de
Cédigo da inibi¢do + erro | inibigdo * erro
Substancia Estrutura padrao padrao
(5 uM) (50 pM)
O
2 X~ “Me 12,6 + 3,4 43,757
Cl
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Cl
Me 36,4 + 4,6 100 £ 0,7

Cl

/
o o

Me 5,4 +3,6 19,2 + 3,0

Me

/
) g

5 WMe 12,2+ 3,7 45,3130
MeO
OMe (0]
MeO
6 \©/\)J\Me 15,7 + 4,6 33,3+3,1
(0]
MeO
7 X Me 7,01 +2,1 34,5+0,8
MeO

OMe (0]

Me 6,1+1,3 23,1+1,9

:

MeO OMe

Fonte: Elaboragio prépria (2022).

4 CONCLUSAO

O presente trabalho utilizou as propriedades quimico-biolégicas da
curcumina, principal pigmento do “agafrio-da-terra” (Brasil) ou “agafrao-
das-Indias” (Angola), para descobrir substancias com atividade antitumoral
in vitro, corroborando o desenho e sintese planejados. A sintese das
benzilidenoacetonas 2—8 foram satisfatérias com rendimentos 68-89%. A
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agao antitumoral promissora foi detectada para a substancia 3, que foi capaz
de inibir o crescimento das células HCT 116 em 100% quando avaliada
a 50 uM. Dessa forma, essa contribui¢ao cientifica reforca a relevincia
farmacoldgica de produtos naturais provenientes de fontes milenarmente
utilizadas, abrindo novas vias para estudos de grande aplicagao cientifica,
bem como de grande impacto na sociedade. Ainda, salienta-se que estudos
in vivo com 3 devem ser realizados na geracio de dados de sua eficdcia e
seguranca.
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