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Resumo

O cancro é das maiores causas de morte no mundo. As neoplasias estdo
associadas a um crescimento descontrolado das células, resultante de fatores de risco
designados por agentes cancerigenos. A elevada extensdo da doenca e a variedade de
tumores identificados requerem um investimento continuo em novas estratégias
terapéuticas, incluindo o desenvolvimento de novos agentes quimioterapéuticos. 2

As principais limitagbes da quimioterapéutica antineoplasica sdo a baixa
seletividade, resultando em toxicidade ndo especifica em relagdo a células normais, bem
como a selecdo de resisténcia a farmacos por células cancerigenas. Para reduzir a massa
tumoral, a modalidade comum no tratamento do cancro é a terapia multipla, que associa
varios farmacos com atividade comprovada. Contudo, devido a sua toxicidade intrinseca
e a possiveis interacGes entre eles, esta estratégia esta associada a efeitos colaterais
graves, dificultando a regressdo do tumor e comprometendo a resisténcia do paciente ao
tratamento. !

Tem-se observado um investimento na investigagdo conducente ao desenho
racional e desenvolvimento de moléculas hibridas. Preferencialmente, estas moléculas
deverdo ser pro-farmacos que, ap6s bio-ativados, libertam  entidades
farmacologicamente ativas dirigidas a alvos terapéuticos diferentes ou a pontos
diferentes do mesmo alvo, garantindo eficacia, seletividade e retardando a selecdo de
resisténcias. O objetivo é desenvolver moléculas multifuncionais que conduzam a
reducdo rapida da massa tumoral, em concentra¢fes nanomolares baixas, apresentem
baixa toxicidade para células ndo cancerigenas e possam ser administradas oralmente.
Esta abordagem de tratamento, baseada numa entidade quimica Unica, permite contornar
problemas associados a interagdes entre farmacos distintos, comuns em terapia multipla.
[l Neste contexto, foram j& propostas moléculas multifuncionais baseadas em diferentes
quimiotipos ativos em varias linhas de células cancerigenas. Nesta monografia
pretende-se realizar uma revisao bibliografica sobre os avancos no desenvolvimento de
farmacos hibridos ativos em quimioterapia do cancro, suas caracteristicas
farmacoldgicas e modo de agdo, perspetivando os desenvolvimentos nesta &rea.

Termos Chave: citotoxicidade, farmacos anticancerigenos, farmacos hibridos,

quimioterapia, resisténcia, terapia multipla.
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Abstract

Cancer is one of the leading causes of death in the world. Neoplasms are
associated with an uncontrolled growth of cells, which may derive from several causes,
called carcinogenic agents. The range of the disease and diversity of tumors identified
require a continuous investment in therapeutic strategies, focused mainly on new
chemotherapeutic agents. %

The main restrictions of antineoplasic chemotherapy are associated to low
selectivity, leading to non-specific toxicity towards normal cells and to selection of
resistance by cancer cells. Generally, reduction of tumor mass is achieved through a
combination chemotherapy strategy whereby several antineoplasic drugs are associated.
However, due to their intrinsic toxicity, and to possible interactions between them, this
strategy often leads to severe side effects, compromising tumor regression and patient’s
resistance to the treatment. &

Accordingly, research towards rational design and development of hybrid drugs
for antineoplasic therapy is increasing. The general aim is to provide pro-drugs which,
upon bio-activation, release several active pharmaceutical ingredients that address
several therapeutic targets or different sites in the same target. Such strategy will
improve effectiveness and selectivity, while slowing down selection of resistance.
Ideally, multifunctional molecules should ensure a fast regression of the tumor mass at
low nanomolar concentrations, exhibit low toxicity towards normal cells and allow for
oral administration. This approach, based on a single chemical identity, avoids problems
associated with drug interactions. !

So far, several multifunctional molecules, based on different chemotypes, have
been proposed, and proved to be active in several cancer cell lines.

The aim of this monograph is to provide a comprehensive review on the
advances towards the design of hybrid drugs for cancer chemotherapy, highlighting its
pharmacologic properties and mode of action, and foreseeing future developments on
this prominent subject.

Keywords: anti-cancer drugs, chemotherapy, cytotoxicity, combination therapy,

hybrid drugs, resistance.
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OMS - Organizacdo Mundial de Saude

OV2008 — linha celular humana do cancro do ovario

Xv
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PANC-1 — linha celular humana do cancro do pancreas

PC-3 — linha celular humana do cancro da prostata

PDGEF’s (platelet-derived growth factors) — fatores de crescimento derivados de

plaquetas

Pgp — glicoproteina P

PRB — proteina do retinoblastoma

RGD - péptido de arginina-glicina-acido aspartico

SHEP — linha celular humana do neuroblastoma

SH — SY5Y - linha celular humana do neuroblastoma
SMMC-7721 — linha celular humana do carcinoma hepatocelular
SNB19 — linha celular humana do glioblastoma multiforme
THP-1 — linha celular humana da leucemia monocitica aguda
tRNA; M — iniciador metionina tRNA

tRNA (transfer ribonucleic acid) —&cido ribonucleico de transferéncia
U-937 — linha celular humana do linfoma histiocitico

U87MG - linha celular humana do glioblastoma multiforme

VDA'’s (vascular disrupting agents) — agentes perturbadores vasculares

VEGF’s (vascular endotelial growth factors) — fatores de crescimento do endotélio

vascular

XVi
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1 Introducéao

1.1 Conceitos gerais

As neoplasias resultam de um crescimento celular desregulado devido a faléncia
de mecanismos de controlo do ciclo celular. Podem ser benignas ou malignas, sendo
que as neoplasias malignas possuem a capacidade de invadir outros tecidos e sdo
vulgarmente designadas por cancro.

O processo de carcinogénese pode ser iniciado por um agente carcinogénico
quimico, como, por exemplo, o fumo do tabaco. Os proto-oncogenes codificam
proteinas que estimulam o normal crescimento e divisdo celular. Se estes sofrerem
mutacdes tornam-se cancerigenos, sendo denominados de oncogenes. "' No processo
de carcinogénese, as alteracBes genéticas consideradas mais comuns sdo a ativacao de
proto-oncogenes e a inativacdo de genes supressores tumorais, sendo que estes
codificam protefinas, como a p53, envolvidas em processos de reparacdo e apoptose.

E importante referir que algumas pessoas tém predisposicdo genética para 0
desenvolvimento de neoplasias, ja que alguns genes mutados vdo passando de geracao
em geracéo. ¥

1.2 Ciclo Celular

E importante esclarecer alguns conceitos acerca do ciclo celular, ja que é o
regulador da divisdo das células. Este compreende a interfase G1 de preparacdo para a
duplicacdo do acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid — DNA), a interfase S
de sintese do DNA onde h& replicacdo do material genético, a interfase G2 de
preparacdo para a mitose onde ha a detecdo de erros e consequente correcdo apés a
replicacéo do DNA, e por fim a fase M onde ocorre a mitose propriamente dita. (58]

As cinases dependentes de ciclinas (cyclin-dependent kinase — CDK),
pertencentes a familia das serina-treonina cinases, bem como as ciclinas s&o
responsaveis pela regulacdo das transicdes entre as diferentes fases do ciclo celular,
sendo a transicdo G1-S a mais relevante. Este ponto de transi¢do é também regulado por
outra proteina, a proteina do retinoblastoma (pRB). 58

Além das proteinas referidas existem ainda as proteinas inibidoras do ciclo

celular, que séo ativadas no caso de lesdo do DNA. Entre estas destacam-se as proteinas
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pl5 e pl6 (blogueadoras da atividade das CDK), a proteina p21 e a sua reguladora, a
p53. Estas proteinas sdo extremamente importantes, especialmente a p53, e 0 seu
comprometimento, perante um cenério de lesdo do DNA ou ativagdo de oncogenes, leva

a inibicdo da apoptose. 58

1.3 Incidéncia do cancro

A taxa de incidéncia de uma dada doenca € definida pelo niUmero de novos casos
ocorridos num certo perfodo de tempo, numa populacdo exposta a um fator de risco. !

O cancro é a principal causa de mortalidade e morbilidade na Europa, tendo
surgido 3,4 milhdes de novos casos em 2012. Os tipos de cancro mais comuns incluem
0 cancro do pulméo, da mama, colo-retal, da préstata, do estdmago, da bexiga e do
corpo do Utero (corpus uteri) (figura 1.3.1), sendo seguidamente apresentadas algumas
consideracdes sobre a incidéncia dos mesmos. 1%

O cancro colo-retal € mais comum entre os homens, tendo a incidéncia
aumentado em camadas mais jovens. As maiores taxas de incidéncia para este tipo de
cancro encontram-se em paises da Europa Central. 2

O cancro da mama foi 0 mais comum entre as mulheres de toda a Europa, em
2012. As maiores taxas de incidéncia verificaram-se em paises da Europa do Norte e
Ocidental, estando estas associadas a um aumento dos rastreios do cancro da mama. A
incidéncia na Europa Oriental foi muito menor. 2

O cancro da prostata € o mais frequente entre 0os homens de toda a Europa,
estando a sua incidéncia a aumentar em homens de camadas mais jovens, entre 0s 35 e
0s 64 anos. As maiores taxas de incidéncia encontram-se na Europa do Norte e
Ocidental, estando estas mesmas taxas a aumentar na Europa do Sul e Oriental
equiparando-se cada vez mais as anteriores. 2

As taxas de incidéncia relativas ao cancro do pulméo variam consoante 0 género.
No caso dos homens, as maiores taxas de incidéncia podem ser observadas em paises da
Europa Central e Oriental e as taxas mais baixas observam-se em paises da Europa do
Norte. No caso das mulheres verifica-se o inverso. ™!

Sendo o cancro um problema com graves repercussdes, tanto ao nivel humano e
social como ao nivel econémico, é importante atuar, tanto ao nivel da prevengdo como
do desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, no sentido de conseguir um

maior controlo.
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INCIDENCIA MUNDIAL DO CANCRO

Meoplasias mais comuns Icidéncia por mEtio
Czsosano(mitharesd ﬁmm{mi@a&} m‘
1 WY ©.:: | uls
o Y o2 ek
= Europa ocidentsl
v. R e Europs do nore
L ] DProa:t Europa dosul
5 IE b E:.ra1:|=_-:_=_-|_~.r.=l.1a;ta
. . America dosul
' 0 Fimdo Lezi e Asiz
5 | Carvix  Caraites
s M st frica dosil
o M B R Ve
Melznesiz
Bl ML sucese =i
" r . Lazts de Africe
e | Cavidads omi -
. . America cenzl
&l 8 Mdancema Africa do nore
] smcomarspes  Africa cenwal
Asiz do sl =t

IR Camscmmmm Tigi cigond (O mme

Figura 1.3.1 — Representacdo dos tipos de cancro mais comuns bem como da incidéncia

do cancro consoante as regides (imagem adaptada de ™).

1.4  Cancro: mortalidade

Como ja referido, o cancro é a principal causa de mortalidade e morbilidade na
Europa. Contudo, a mortalidade tem vindo a diminuir progressivamente ao longo das
Ultimas décadas, devido essencialmente a um investimento no diagndstico e em
terapéuticas farmacoldgicas.

E importante fazer uma breve caracterizagdo da mortalidade associada ao
cancro, ja que este € um dos indicadores que nos permite avaliar o nivel geral de salude
numa dada regido bem como a sua evolugo temporal. !

Em 2012, o cancro do pulmao foi a causa de morte por cancro mais frequente na
Europa (figura 1.4.1), seguido do cancro colo-retal, do cancro da mama e do cancro do
estbmago. Fazendo uma distingdo por género, nos homens a causa de morte mais
frequente foi o cancro do pulméo, seguido do cancro colo-retal e do cancro da préstata.
Nas mulheres, a causa mais frequente foi o cancro da mama, seguido do cancro colo-

retal e do cancro do pulméao. ™
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Figura 1.4.1 — Representagdo das causas de morte por cancro mais comuns bem como

da mortalidade devida a cancro consoante as regides (imagem adaptada de ™).

1.5 Causas do cancro

Existem diversos fatores que potenciam o processo de carcinogénese. Entre eles
séo de enumerar o tabaco, a dieta desequilibrada, a obesidade, o sedentarismo, alguns
agentes infeciosos (virus do papiloma humano (human papiloma virus — HPV), virus da
hepatite B (hepatitis B virus — HBV), virus da hepatite C (hepatitis C virus — HCV),
entre outros), a radiacdo ionizante (raios-X, radiacdo gama), exposi¢des iatrogénicas tais
como a terapéutica hormonal de substituicdo ou a exposi¢édo a carcinogéneos ambientais
e ocupacionais (arsénico, ashestos, benzeno, entre outros). [**!

Assim, é importante evitar-se, tanto quanto possivel, os fatores desencadeantes e
potenciadores da carcinogenese, de modo a prevenir o aparecimento de neoplasias. Pode
recorrer-se a cirurgia como medida profilatica, no caso de lesdes com sinais de pré-
malignidade e em casos nos quais o risco de vir a desenvolver cancro esteja

substancialmente potenciado. !
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1.6  Estratégias de tratamento do cancro

As estratégias de tratamento do cancro dividem-se em quatro categorias,
podendo ser usadas em combinacdo: a cirurgia (indicada para tumores nao
disseminados), a radioterapia (onde se inclui a terapia fotodindmica, indicada para
tumores localizados), a quimioterapia (onde se inclui a hormonoterapia, bastante usada
em neoplasias metastizadas) e o tratamento bioldgico (onde se inclui a imunoterapia e a
terapia génica). >8¢!

E importante referir que, em associag¢do com a cirurgia, e para preservar a fungio
dos 6rgdos, pode-se optar pela terapia adjuvante ou neoadjuvante. A terapia adjuvante
faz uso da quimioterapia de altas doses, frequentemente combinada, ou da radioterapia,
de modo a prevenir o desenvolvimento de eventuais metastases ap0s cirurgia. Na terapia
neoadjuvante administram-se farmacos anticancerigenos, ou faz-se uso da radioterapia,
ou usam-se ambas as modalidades, antes de um procedimento cirlrgico, com o intuito
de diminuir o tamanho do tumor. 78]

A presente monografia incidira na quimioterapia.

1.7 Quimioterapia

A quimioterapia é uma arma de reconhecida eficacia contra o cancro. Para obter
a regressao da massa tumoral a estratégia mais usada envolve uma terapia maltipla ou
combinada, na qual se usam varios farmacos anticancerigenos com mecanismos de acgao
distintos. Contudo, a utilizacdo de farmacos anticancerigenos esta associada a diversos
efeitos colaterais, como mielossupressao, nauseas, vomitos, alopecia, esterilidade, entre
outros, tornando-se premente o desenvolvimento de anticancerigenos mais seletivos,
menos toxicos para células normais, com largo espetro de acdo e, de preferéncia, que
atuem em diversas fases do ciclo celular.

Os acidos nucleicos sdo alvos muito importantes no desenvolvimento de agentes
anticancerigenos. Muitos dos farmacos anticancerigenos disponiveis interferem direta
ou indiretamente com o DNA, tendo mecanismos de agdo distintos. %!

Na tabela 1.7.1 estdo representadas as principais classes de farmacos que atuam
no DNA.
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Tabela 1.7.1 — Exemplos de classes de farmacos anticancerigenos com atuacdo do
DNA (tabela adaptada de %)),

Agentes Agentes Cisores de Terapia
intercalantes | alquilantes cadeia antisense
Melfalan
Lomustina
Bussulfan
Cisplatina

Atuacao direta

Dactinomicina
Doxorrubicina

Caliqueamicina

Exemplos -~
Bleomicina

Oblimersen

Agentes

Atuacéo indireta Antimetabolitos Antimitoticos e

Tetrahidrofolato Vincristina

Exemplos Metotrexato Vimblastina Tamoxifeno
5-Fluorouracilo Paclitaxel Flutamida
6-Mercaptopurina Docetaxel

Falando um pouco de estratégias de combinacéo, e tendo como base os farmacos
supracitados, podemos referenciar alguns exemplos.

A cisplatina pode ser usada em monoterapia mas também em combina¢do com
outros farmacos como o etopdsido, para o cancro testicular e do pulmdo, ou o 5-
fluorouracilo, para o tratamento do cancro da cabeca, pescoco e esofago. 2% A
oxaliplatina, andlogo otimizado da cisplatina, também pode ser usada em combinacéo
com o 5-fluorouracilo e o 4cido folinico para o tratamento do cancro colo-retal. &

Além destes pode-se também referir 0 caso do metrotrexato, que se pode usar
em combinacdo com outros farmacos com vista ao tratamento da leucemia linfoblastica
aguda, do linfoma ndo Hodgkin, bem como de tumores sélidos. ©!

Estes sdo apenas alguns exemplos de entre muitos outros, porém todos tém em
comum os problemas decorrentes da combinagdo de diferentes farmacos com modos de
acdo e efeitos secundarios distintos. Esta estratégia, além de estar associada a um
aumento da toxicidade, associa-se também ao potencial aumentado de se vir a favorecer
fendmenos de resisténcia cruzada. ' Um outro aspeto a considerar ¢ a frequente
dificuldade no ajuste da combinacéo, ja que as diferentes solubilidades dos farmacos
podem comprometer os niveis plasmaticos, idealmente constantes. 2%

Assim, e perante a necessidade de novas estratégias terapéuticas, tem-se
assistido a um investimento crescente na investigacdo conducente ao desenho racional e
desenvolvimento de farmacos hibridos. Os farmacos hibridos sdo moléculas que

incluem dois ou mais farmacéforos, que atuam em alvos diferentes ou em pontos
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diferentes do mesmo alvo, desenvolvidas como alternativa a associagdes de farmacos.
[23]

Esta abordagem de tratamento permite contornar problemas associados a
interacdes entre farmacos distintos, comuns em terapia maltipla e aumentar o espetro de
acdo. 4

O desenvolvimento destas novas moléculas é fundamental, pois pode constituir
uma resposta a necessidade de farmacos anticancerigenos menos toxicos e com maior

seletividade, que retardem a selecao de resisténcias.
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2 Conceito de Farmaco Hibrido
Como ja foi referido, um farmaco hibrido € uma entidade quimica Unica que

inclui dois ou mais farmacéforos. Contudo, o0 acoplamento dos grupos
farmacologicamente ativos pode ser feito de vérias formas, como indicado na figura 2.1.

[2,23,24]
0

Farmacdforos de farmacos distintos (A e B)

SCOINC=20

Farmacoforo mascarado por Ambos os farmacéforos
conjugacao mascarados por conjugacao
ma e«-: C (/A/—B\C 4
Hibridos ativos multivalentes Hibridos ativos fundidos
(ligacdo por linker) (merged)

Figura 2.1 — ApresentacGes de farmacos na forma de hibridos (imagem adaptada de
[20]).

A apresentacdo como pré-farmaco consiste em mascarar um farmacéforo pela
conjugacdo com um outro, ou entdo em mascarar os dois farmacéforos através da sua
conjugacdo. Esta apresentacdo depende de enzimas e de processos quimicos que levem
a sua transformacéo de maneira a libertar as duas partes da molécula na sua forma ativa,
podendo levar a uma reducdo da toxicidade e a uma melhor distribuicdo pelos sitios
ativos. 2024

Os hibridos ativos multivalentes consistem na conjugacdo de farmacoforos
através de uma unidade ligante (linker), podendo esta ser clivada ou mantida. Se a
unidade ligante ndo for clivada as moléculas retém a sua atividade e seletividade para 0s
alvos terapéuticos. No entanto, se a unidade ligante for passivel de sofrer clivagem
podera ocorrer uma melhoria de propriedades farmacocinéticas deficitarias, bem como

da seletividade e especificidade.
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Os hibridos ativos fundidos (merged) consistem na fusdo de dois farmacoforos
numa estrutura comum, provenientes de farmacos distintos, com 0 mesmo mecanismo
de acdo ou com mecanismos de acdo diferentes. Esta apresentacdo pode ser vantajosa ja
que a molécula resultante tem menor peso molecular e, consequentemente, o
impedimento estéreo serd menor e a ligacdo ao sitio ativo podera ficar facilitada nalguns
casos. 2%

E de referir que existem alguns farmacos hibridos ou multifuncionais ja usados
para terapia antineoplasica, de que sdo exemplo as nitrosoureias lomustina (1 — figura
2.2) e carmustina (2) utilizadas no tratamento de tumores cerebrais. Estes compostos
sdo pro-farmacos que apos ativacdo originam um agente carbamoilante, que pode inibir
proteinas essenciais para a multiplicagdo de células cancerigenas, reagindo por exemplo
com residuos de lisina presentes em enzimas de reparacdo, € um agente alquilante, o
catido 2-cloroetilcarbénio, que pode alquilar proteinas ou cadeias de acidos nucleicos.

Este tipo de farmacos é mais potente devido ao efeito sinérgico das duas
entidades farmacologicamente ativas, e a associago retarda a selecdo de resisténcias.

Assim sendo, é de extrema importancia refletir acerca dos desenvolvimentos

nesta area de modo a prever atuacdes futuras numa area em constante mudanca.

L -
"_T/__J.-::;:_.o Y ,\/2Yn\/\ L
R E n

Figura 2.2 — Representacdo estrutural da lomustina, 1, e da carmustina, 2 (imagem
adaptada de #527),
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3 Evolugéo na investigacdo em farmacos hibridos

O conceito de farmaco hibrido ganhou especial impacto a partir de 2007. Este
impacto foi sinalizado pela publicagdo do artigo de revisdo de Viegas-Junior e
colaboradores, ao qual se seguiram os artigos de revisdo de Gediya e Njar e de Chow e
colaboradores, em 2009. 1!

O artigo de Viegas-Junior ® aborda a estratégia de construcdo de moléculas
hibridas para diferentes areas de atuagdo, incluindo os compostos com atividade
anticancerigena, anti-inflamatdria, analgésica, entre outros. Sdo citados ao longo do
texto varios autores que tém vindo a trabalhar com impacto no desenvolvimento destes
compostos, entre 0s quais se destacam os grupos de Kuduk ' Lazar B Kamal B4,
Baraldi 2, Zask 31, entre outros.

Em 2010, Tsogoeva publicou uma mini revisdo acerca dos desenvolvimentos
mais recentes nesta area, tendo como ponto de partida compostos naturais e sintéticos.
2] Mais recentemente, em 2013, surgiu uma revisdo de Fortin e Bérubé centrada nos
avancos no desenvolvimento de farmacos hibridos com atividade antineoplasica. *°!

Todos estes artigos de revisdo abordam os farmacos hibridos de uma forma
generalizada. Porém, existem outros respeitantes a classes farmacoldgicas especificas,
citados seguidamente.

Solomon e Lee publicaram em 2009 um trabalho sobre terapéuticas combinadas
tendo por base a cloroquina, um farmaco de elevada eficacia usado como agente anti-
maldrico e anti-reumatoide. Em 2010, Breen e Walsh, publicaram um artigo referente a
farmacos hibridos com atuacdo ao nivel da polimerizacdo e despolimerizacdo da
tubulina. (2024
Mais recentemente, em 2013, surgiram dois artigos de revisdo. Um de
Prokopiou e colaboradores, referente a farmacos hibridos e conjugados, cujo alvo
principal inclui a vasculatura tumoral, outro de Su, Lee e Kakadiya, referente a agentes
bifuncionais com capacidade de estabelecer ligacdes intra e intercadeias com o DNA.
[24,34]

As moléculas propostas nos artigos acima referidos e noutros mais especificos
serdo alvo de andlise neste trabalho, do ponto de vista do seu potencial farmacoldgico,

modo de acao e alvos terapéuticos.

10
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4 Farmacos com atuacgdo em proteinas estruturais

Os microtubulos sdo proteinas compostas por duas subunidades, a a- e a B-
tubulina, formando-se apds polimerizacdo destas moléculas. Sdo importantes na
manutencdo da estrutura da célula, na exocitose e na libertacdo de neurotransmissores,
também envolvidos na mobilidade celular, e assumem um papel essencial na divisao
celular, ao nivel da formacdo do fuso mitdtico. Assim, como ponto de partida para o
desenho de inibidores, importa analisar a estrutura e fungéo da tubulina.

Cada subunidade de a- e B-tubulina tem um local de ligagcdo de guanosina
trifosfato (guanosine triphosphate — GTP). Na a-tubulina este mantém-se estavel, mas
na B-tubulina é hidrolisado a guanosina difosfato (guanosine diphosphate — GDP) ap06s
a polimerizacdo. Um microtabulo com GTP é estavel e continua a crescer, ja um com
GDP ¢ instavel, despolimerizando rapidamente. A inibicdo da polimerizacdo ou
despolimerizacéo da tubulina leva ao blogqueio do ciclo celular e a indugdo da apoptose.
[20,35]

A tubulina inclui o dominio vinca, dominio onde se liga a vincristina, um
alcal6ide da vinca, o dominio do taxano, onde se liga o paclitaxel e derivados, e ainda o
dominio onde se liga a colquicina, localizado entre a B-tubulina e a a-tubulina. 20!

O dominio vinca na B-tubulina estd proximo do sitio de ligacdo GTP. Os
derivados da vinca causam a despolimerizacdo dos microtdbulos levando a sua
instabilidade e inibem a progressdo da mitose, com consequente indugédo de apoptose.

O dominio do taxano localiza-se na superficie interior dos microtubulos. Os
taxanos induzem a sua estabilizacdo, conduzindo ao aumento da polimerizacdo e a
supressdo da dindmica bem como precipitando a paragem do ciclo celular na interfase
G2/M, com consequente apoptose. !

Relativamente a colquicina, a sua ligagdo a -tubulina resulta na formacao de um
dimero de tubulina com conformacéo curvada, impedindo-o de adotar uma conformacgéo
linear. Este acontecimento deve-se ao impedimento estéreo entre a colquicina e a o-

tubulina que inibe a montagem dos microttbulos. &7
4.1 Paclitaxel — Daunorrubicina
Considerando a relevancia da tubulina como alvo terapéutico e a existéncia de

farmacos direcionados aos dominios da vinca, do taxano e da colquicina, foram

11
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concebidas estruturas hibridas com o intuito de inibir a polimerizacdo ou
despolimerizagdo da tubulina e consequentemente bloguear o ciclo celular e induzir a
apoptose das células tumorais.

Estas estruturas incluem a conjugacdo do paclitaxel (5, figura 4.2.1) com a
daunorrubicina, tendo sido criada uma biblioteca de compostos deste tipo cujas

estruturas se encontram representadas na figura 4.1.1, 3a-f. [*

Figura 4.1.1 — Representacdo estrutural de hibridos compostos por paclitaxel e
[20,38])

daunorrubicina, 3a-f (imagem adaptada de

A classe de moléculas, representada na figura 4.1.1, tem a capacidade de
comportar modificacbes que possibilitem a otimizagdo de algumas propriedades
farmacoldgicas sem que haja perda de atividade antineoplasica. Contudo, a classe tem
uma baixa capacidade de ligacdo ao DNA, ja que as moléculas sdo de grandes
dimensdes o que dificulta o seu acesso ao interior dos microtdbulos. E por esta razdo
que os hibridos apresentam uma menor citotoxicidade que o paclitaxel e a
daunorrubicina, separadamente. 1!

Na imagem vemos, em destaque, o sistema de anéis planares, que funciona como
agente de intercalagdo. Este sistema interatua com a dupla hélice do DNA, distorcendo-a
e blogueando a replicacdo através do estabelecimento de interacGes de Van der Walls, e

i6nicas, com as bases e com os grupos fosfato carregados negativamente. ™
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4.2  Paclitaxel — Clorambucil
Tendo por base o acoplamento do paclitaxel com o clorambucil, e sendo este um
agente alquilante, foi criada uma biblioteca de compostos representados na figura 4.2.1.

[39]
{CH,CH,CI);
O
HO C

lorambucil (4)

Paclitaxel (5)

o N(CH,CH,CI),
6 = M
WNICHCH2C
MNICH(CH2CL 2
»

0 =- g T
~ N(CH,CH,CI)-
(8]

Figura 4.2.1 — Representacdo estrutural de hibridos compostos por paclitaxel (5) e

clorambucil (4), 6-8 (imagem adaptada de ).

Verificou-se que os hibridos ndo aumentam a polimerizagdo da tubulina na sua
forma conjugada, pois o clorambucil impede o farmacoforo do paclitaxel de interagir
com o seu sitio ativo.

O composto 7 mostrou atividade citotdxica significativa na linha celular humana
do cancro do colon HCT-116 com uma concentragdo minima para a obtencdo de 50%
do efeito inibitério (ICso) de 4,6 nM, um valor semelhante ao obtido para o paclitaxel
(entre 2 e 4 nM). O composto 6 é mais estavel relativamente a clivagem pelas esterases,
porém a sua atividade é menor (ICso de 161 nM). Esta observacdo pode significar que o
clorambucil e o paclitaxel ndo sdo significativamente ativos na forma conjugada, tendo

que ocorrer clivagem para haver atividade. O composto 8 € o mais ativo no modelo in
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vivo do carcinoma do pulméo do murino M109, devido provavelmente a unidade extra
de clorambucil.

Importa referir que os eletres do azoto (N) do clorambucil estdo menos
disponiveis para reagir, logo o ido aziridinio ndo se forma tdo facilmente e apenas
nucleofilos fortes irdo reagir, como o N-7 da guanina, o N-1 e N-3 da adenina e 0 N-3

da citosina. %

4.3  Paclitaxel — Camptotecina

A conjugacdo do paclitaxel com a camptotecina (CPT), um inibidor da
topoisomerase |, deu origem a uma biblioteca de compostos hibridos representados na
figura 4.3.1 (9-13). [*!

Camptotecina

CH,
9 R=(CH:): 12 R= ©/

10 E= LCH:};

11 E=(CH.); 13 r=  (CHy; @E-

Figura 4.3.1 — Representacdo estrutural de hibridos compostos por paclitaxel e

camptotecina, 9-13 (imagem adaptada de %),

Os conjugados 9-13 foram testados para avaliacdo da sua citotoxicidade em
linhas celulares tumorais humanas, entre as quais a MCF-7 (cancro da mama), a PC-3
(cancro da proéstata), a KB (epidermoide da nasofaringe), a KB-CPT (KB resistente a
camptotecina), a 1A9 (carcinoma do ovario), a 1A9-PTX10 (1A9 resistente ao
paclitaxel) e a HCT-8 (adenocarcinoma do célon). 1%

Todos os conjugados mostraram uma capacidade inibitéria elevada, exibindo
maior atividade que a camptotecina mas menor que o paclitaxel. Os conjugados 9-11,

em que o grupo de ligacdo é alifatico, exibiram maior atividade que os conjugados 12 e

14



Farmacos Hibridos com Atividade Antineoplasica
Dissertagdo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade do Algarve

13, em que o grupo de ligacdo é aromatico. Os conjugados 9-11 revelaram-se também
mais ativos que o paclitaxel ou a camptotecina na inibi¢éo da replicacdo celular da linha
HCT-8. Nenhum dos conjugados exibiu maior atividade que o paclitaxel na linha
celular resistente a este mesmo farmaco, e todos eles se mostraram significativamente

menos potentes que a camptotecina como inibidores da topoisomerase | in vitro. (¥

4.4  Paclitaxel — Epipodofilotoxina/ Acido glicirretinico/ Camptotecina
Tendo por base a inibicdo da topoisomerase | e 1l foi criada uma biblioteca de
moléculas hibridas compostas por paclitaxel e epipodofilotoxina (figura 4.4.1 — 14)

/&cido glicirretinico (figura 4.4.2 — 15) /camptotecina cuja estrutura base esta

o (o]
e OMe
]
MeO
0.__0

14

representada na figura 4.4.3.

Figura 4.4.1 — Representacdo estrutural da epipodofilotoxina, 14 (imagem adaptada de
[41]).

Figura 4.4.2 — Representacdo estrutural do acido glicirretinico, 15 (imagem adaptada de
[41])_
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Figura 4.4.3 — Representacdo da estrutura base do hibrido composto por paclitaxel,
epipodofilotoxina, acido glicirretinico e camptotecina, 16 (imagem adaptada de ).

Os hibridos com o grupo de ligagdo no C2’ ou C7 foram avaliados relativamente
a citotoxicidade nas linhas celulares humanas 1A9, A549 (cancro do pulmao), MCF-7,
KB, MRC-5 (fibroblastos pulmonares), LN-CAP (cancro da préstata), PC-3, DU-145
(cancro da prostata) e na linha celular multirresistente com expresséo de glicoproteina P
(Pgp) KB-VIN.

Constatou-se que a atividade citotdxica depende da posicao do grupo de ligacao
bem como da sua natureza quimica. Os hibridos ligados na posicdo C2’ mostraram
melhor atividade do que os ligados em C7, em todas as linhas celulares, provavelmente
porque a substituicdo na posi¢dao C2’ conduz a inibicdo da rotacdo da ligagdo C2’-C3’,

aumentando a forca de interagdo com a subunidade P da tubulina. [41]

4.5  Derivados da combretastatina A-4

A combretastatina A-4 é um inibidor da polimerizacdo de microtubulos que se
liga ao sitio de ligacdo da colquicina. Apresenta também forte atividade anticancerigena
em diversas linhas celulares humanas, incluindo algumas linhas celulares tumorais
resistentes a varios farmacos (multidrug-resistant — MDR). Surgiu assim a proposta de
conceber e preparar uma biblioteca de moléculas hibridas representadas na figura 4.5.1
pelas estruturas 19-21. 2
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MeO — X 17 X=0H Combretastatina A-4
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Figura 4.5.1 — Representacdo estrutural dos hibridos 19-21 com base em
combretastatina A-4, 17 e AC7739, 18 (imagem adaptada de %),

Os hibridos 19-21 resultam da conjugacdo da combretastatina A-4 com um
agente alquilante do DNA derivado da clormetina. Por exemplo, o hibrido 21 resulta da
conjugacdo da combretastatina A-4 com o clorambucil. O mecanismo de agdo desta
classe baseia-se na alquilacio do DNA. 242

Estes compostos foram testados em culturas da linha celular humana do
neuroblastoma SH — SY5Y, estando os valores de I1Csy representados na tabela 4.5.1.
Todos mostraram induzir um bloqueio seletivo na interfase G2/M, sendo a sua

citotoxicidade atribuida & ligacdo com a tubulina. [*?

Tabela 4.5.1 — Valores de 1C5, da combretastatina A-4 e correspondentes compostos
hibridos (tabela adaptada de ).

ICso (NM) 1,5+0,28 860 + 220 230 £ 72 0,64 +0,11 |

Verificou-se que, para concentracbes mais elevadas dos hibridos 19 e 20, houve
mudanca de inibicdo da polimerizacdo da tubulina para inibicdo da despolimerizacao.
Estes hibridos mostraram ser mais eficazes que a combretastatina A-4 e que o hibrido

21, a concentracdes elevadas. [*2

4.6  Colquicina — Paclitaxel

A conjugacdo da colquicina, um agente com propriedades anti-inflamatérias e
anticancerigenas, com o paclitaxel, que combina a inibi¢do da polimerizacao da tubulina
com a estabilizacdo dos microtdbulos, surgiu como estratégia de impedir o
empacotamento de microtubulos caracteristico da terapia de combinacéo. Esta estratégia

de concecéo originou o hibrido 22, representado na figura 4.6.1. 1*!
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Figura 4.6.1 — Representacdo estrutural do hibrido 22 composto por colquicina e
paclitaxel (imagem adaptada de ).

Foram preparados outros hibridos, cuja estrutura se representa na figura 4.6.2
(23-27). Estes compostos foram testados nas linhas celulares humanas 1A9 (carcinoma
do ovério), A549 (cancro do pulm&o), MCF-7 (cancro da mama), LN-CAP (cancro da
préstata), PC-3 (cancro da prostata), DU-145 (cancro da prostata), KB (epidermoide da
nasofaringe), MRC-5 (fibroblastos pulmonares) e KB-VIN (multirresistente com

expressao de Pgp). (Y

26 B,=H R,=

OMa 27 By=H B =

OMe

Figura 4.6.2 — Representacdo estrutural dos hibridos 23-27 resultantes da conjugacédo

da colquicina e do paclitaxel (imagem adaptada de %).

De entre os compostos preparados, apenas os hibridos 26 e o 27 exibem

atividade comparavel ao paclitaxel nas linhas celulares usadas, sem que haja diferenca
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de atividade entre os que estabelecem ligacdo em C-2’ (hibrido 26) ou em C-7’ (hibrido
27). Contudo, estas entidades quimicas ndo exibem atividade superior ao paclitaxel na
linha celular com expressdo de Pgp, pois ndo ultrapassam este mecanismo de
resisténcia. Os valores de EDsp, ou seja, da concentracdo do composto que conduz a
uma reducdo de 50% em absorvancia a 562nm (dose eficaz em 50% da amostra),
encontram-se representados na tabela 4.6.1, apenas para as linhas celulares que

conduziram a uma inibicdo de pelo menos 50%. "

Tabela 4.6.1 — Valores de EDs, para os hibridos 26 e 27 resultantes da conjugacéo de

colquicina e paclitaxel, bem como do paclitaxel (taxol) (tabela adaptada de ).

LN- DU- KB- MRC-
Composto 1A9 A549 MCF-7 PC-3 KB
CAP 145 VIN 5
Taxol 1,0 2,3 11 2,6 55,5 1,3 1,8 311 NT
26 2,3 3,8 NT NT NT NT 5,4 308 NT
27 2,3 3,8 NT NT NT NT 2,3 308 NT

NT = ndo testado.

4.7  Combretastatina A-4 — Lamelarina T

Sendo a combretastatina A-4 um inibidor da polimerizacdo dos microtubulos e a
lamelarina T um alcal6ide com propriedades inibidoras da topoisomerase I, citotoxicas,
antibacterianas e anti-mitéticas, surgiu a proposta de os conjugar numa s6 molécula. 14!

Foi assim criada entdo uma biblioteca de compostos hibridos, representados na
figura 4.7.1, 29-34. Os hibridos 29 e 30 inibem a polimerizacdo da tubulina,
apresentando um ICsy semelhante ao da combretastatina A-4 (ICso = 1,1 £ 0,1 uM),
sendo o ICsq do hibrido 29 igual a 1,4 + 0,1 uM e o do 30 igual a 1,3 £ 0,2 uM. Os
hibridos 31-34 revelaram-se inativos, com um ICsy superior a 40 puM. Os autores
consideram que, neste caso, ndo € mantida a integridade conformacional da componente

bioativa, comprometendo a ligagdo da molécula ao sitio ativo. [44]
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Figura 4.7.1 — Representacdo estrutural dos hibridos 29-34, incluindo os sistemas
substituidos por N-p-metoxibenzil ou N-PMB, resultantes da conjugacdo da combretastatina, 17,

e da lamelarina T, 28 (imagem adaptada de ).

4.8  Combretastatina A-4 — Chalcona

As chalconas (figura 4.8.1, 35) pertencem a familia dos flavondides. Encontram-
se na literatura exemplos de chalconas com propriedades anti-inflamatorias,
antibacterianas, antioxidantes, anti-malaricas e anti-tumorais. Algumas chalconas
inibem a polimerizacdo da tubulina, através da ligacao ao sitio ativo da colquicina e da
alquilacdo de nucledfilos celulares. Assim, tendo em conta 0 mecanismo de acdo da
combretastatina A-4, foi criada uma biblioteca de compostos hibridos que foram
testados em varias linhas celulares tumorais, incluindo HCT-116, B16 (melanoma do
murino), A431 (carcinoma epidermdide humano) e em células humanas endoteliais da
veia umbilical (human umbilical vein endotelial cells — HUVECs). [2045-47]

O hibrido 35, representado na figura 4.8.1, foi o que exibiu, comparativamente,
maior atividade, embora menor que a exibida pela combretastatina A-4. Estudos de
relacdo estrutura-atividade realizados mostraram a importancia do grupo 2,4 —

dihidroxifenilo, em destaque na figura 4.8.2, para a atividade citotxica. *”
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Figura 4.8.1 — Representacgdo da estrutura geral das chalconas, 35 (imagem adaptada de
[45])_

Figura 4.8.2 — Representagdo estrutural do hibrido 36 resultante da conjugacdo da
combretastatina A-4, 17, e da chalcona, 35 (imagem adaptada de ).

4.9  Discodermolido — Dictiostatina

Tanto o discodermolido (figura 4.9.1, 37) como a dictiostatina (figura 4.9.1, 38)
sdo agentes estabilizadores de microtdbulos com atividade semelhante ao paclitaxel, que
provocam paragem da mitose através da acumulacdo de células na interfase G2/M, com
consequente inducdo de apoptose. A dictiostatina é ativa em linhas celulares resistentes
ao paclitaxel e tem uma forte afinidade para ligacdo com a tubulina. O discodermolido
retém a atividade em linhas celulares tumorais resistentes a maltiplos farmacos, MDR.
[48-50]

Perante estes resultados, foi concebida e preparada uma biblioteca de moléculas
hibridas compostas por discodermélido e dictiostatina, como representado na figura
4.9.1 (39-43).
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Dictiostatina (38)

40 41 42 R=H  RRE=C(CH): 43

Figura 4.9.1 — Representacdo estrutural de discodermolido, 37, dictiostatina, 38, bem

como dos hibridos 39-43 resultantes da sua conjugacéo (imagem adaptada de ).

O hibrido 39 foi testado em linhas celulares humanas do cancro da mama,
MDA-MB-231, e do ovéario, OV2008, tendo demonstrado fraca citotoxicidade, com
valores de concentracdo para a inibicdo do crescimento celular em 50% (Glsp) de 27 + 1
UM e de 16 £ 1 uM, respetivamente. Estes valores sdo considerados baixos quando
comparados com os exibidos pelo discodermdélido, com Glsg de 0,016 + 0,003 uM e de
0,072 + 0,005 pM, respetivamente. O hibrido 40 apresentou maior citotoxicidade,
embora menor que a do discodermolido, apresentando um Glso de 1,4 £ 0,1 uM para a
linha celular MDA-MB-231 e um Glso para a linha celular 2008 de 1,0 + 0,1 uM. ¥

O hibrido 41 foi testado nas linhas celulares A549, MDA-MB-231 e do
adenocarcinoma do c6lon HT-29, tendo apresentado valores de Glsq de 0,399 uM, 0,208
MM e 0,170 pM, respetivamente. Estes valores sdo proximos dos exibidos pelo
discodermélido. 18!

Os hibridos 42 e 43 foram testados nas linhas celulares humanas de cancro
pancreatico, PANC-1 e AsPC-1, bem como do cancro do colon DLD-1. O composto 42
manteve a sua atividade na linha celular humana do cancro do ovério resistente ao
paclitaxel (NCI/ADR-Res), com valores de 1Cso que se apresentam na tabela 4.9.1. Ja o
composto 43 mostrou possuir, comparativamente, menor citotoxicidade, como se

verifica na tabela 4.9.1, o que leva a crer que o hidroxilo em C7, ou em C9, ou ambos,
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sdo fundamentais para a interacdo com a tubulina ou para a manuten¢do da conformacéo

ativa. [

Tabela 4.9.1 — Valores de ICs dos hibridos 42 e 43, bem como do discodermdlido, 37 e
da dictiostatina, 38 (tabela adaptada de ©%).

PANC-1 AsPC-1 DLD-1  NCI/ADR-Res |
37 59 + 34 98 + 34 29+8 160 + 34
38 42+05 6,2+0,6 22+05 6,6 +0,4
42 12,9+20 33,9+ 6,4 59+11 66,4 + 15,2
43 4860 + 150 4850 + 450 2350 + 180 2930 + 300

4.10 Taltobulina — Dolastatina

As dolastinas, 10 (figura 4.10.1,44) e 15 (figura 4.10.2, 45) séo conhecidas como
inibidores da polimerizacdo da tubulina. A taltobulina (figura 4.10.3, 46) é um farmaco
anticancerigeno que se liga ao local da vinca mas é reconhecida como um substrato
pobre para a Pgp. Assim, surgiu a ideia de criar uma biblioteca de moléculas hibridas,
representadas na figura 4.10.4 (47-50), obtidas por conjugagdo da dolastina com a

taltobulina. B3

*HL\%M%I@ NP,

Figura 4.10.1 — Representaco estrutural da dolastina 10, 44 (imagem adaptada de %),

o]

(o] ]
|
)\HLE{\J:H’N\:)L” 45 x- ‘J{Dj;‘j,?om
A O A~ & .\:E o /
o - Ph
o X

Figura 4.10.2 — Representaco estrutural da dolastina 15, 45 (imagem adaptada de %),
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Figura 4.10.3 — Representacio estrutural da taltobulina, 46 (imagem adaptada de ?%).
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Figura 4.10.4 — Representacdo estrutural dos hibridos 47-50 resultantes da conjugacédo
da dolastina 10 (44) e 15 (45) com a taltobulina (46) (imagem adaptada de ).

Os hibridos 47-50 foram testados nas linhas celulares humanas cancerigenas do
epidermdide da nasofaringe KB-3-1 (sem expressdo de Pgp), KB-8-5 (com expressdo
moderada de Pgp) e KB-V1 (com expressao elevada de Pgp). As dolastinas 10 e 15 e a
taltobulina foram testadas como compostos de referéncia, sendo que a dolastina 10 foi o
composto que exibiu maior atividade contra células KB-3-1, com um ICsq de 0,073 nM.
[20,33]

Na linha celular KB-3-1 o hibrido com maior poténcia é o 50, com um ICs, de
0,25 nM. Relativamente a suscetibilidade da Pgp em linhas celulares resistentes,
verificou-se uma menor suscetibilidade em relacdo aos hibridos 47 e 48 que aos

hibridos 49 e 50, muito provavelmente devido ao dipéptido terminal. %!

24



Farmacos Hibridos com Atividade Antineoplasica
Dissertagdo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade do Algarve

5 Compostos baseados em ureia

Alguns compostos com fungdes ureia exibem atividade contra diversos tipos de
neoplasias.

De modo a utilizar esta funcionalidade na concecdo de moléculas hibridas, Duan
e colaboradores (2013) combinaram derivados da ureia com ditiocarbamatos e 1,2,3-
triazole.

A razdo desta combinacdo prende-se com o facto de o heterociclo 1,2,3-triazole
ser muito versatil. Estd presente em agentes antifingicos, antialérgicos,
antituberculostaticos, anti-inflamatorios e, em associacdo, apresenta atividade
antineoplasica. !

Alguns ditiocarbamatos apresentam atividade antibacteriana e antifingica,
estando a ser também estudados para aplicagdo em tratamentos anticancerigenos. P2
Desta combinagdo resultou uma biblioteca de compostos cuja estrutura base, 51, se
encontra representada na figura 5.1.

ol R;

Figura 5.1 — Representacdo estrutural de hibridos compostos por 1,2,3-triazole,

ditiocarbamato e ureia, 51 (imagem adaptada de %)

Os compostos foram testados nas linhas celulares cancerigenas humanas, MGC-
803 (linha celular humana do cancro gastrico), MCF-7, SMMC-7721 (linha celular
humana do carcinoma hepatocelular) e EC-9706 (linha celular humana do cancro
esofagico).

ApoOs andlise da atividade antiproliferativa, e tendo como referéncia o
fluorouracilo, verificou-se que a atividade era mais pronunciada nas linhas celulares
MGC-803 e MCF-7. De entre todos 0os compostos testados salientam-se os resultados

exibidos pelos conjugados 52 e 53, representados na tabela 5.1.

25



Farmacos Hibridos com Atividade Antineoplasica
Dissertagdo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade do Algarve

Tabela 5.1 — Atividades dos hibridos mais promissores, 0s compostos 52 e 53, obtidos
por conjugacdo de 1,2,3-triazole, ditiocarbamato e ureia. A atividade do 5-fluorouracilo é
incluida para referéncia (tabela adaptada de ).

1Cso (LM)
Compostos R; R4;RsNH MCG-803 MCF-7 SI\7/I7I\2/Il ) EC-9706
5-Fluorouracilo  --- 7,14+1,26  7,33+0,54 26,71+2,66 0,32+0,25
52 0-F (CH3),CHNH 1,62+0,12 1,86+0,41 7,13+0,36 20,84%2,19
53 p-F  (CH3),CHNH 0,76+0,03 1,66+£0,53 5,97+£1,02 12,19+1,34

Os dois compostos referidos ndo evidenciaram citotoxicidade significativa
relativamente a células HEK293 (células humanas normais renais embrionarias). Porém,
mostraram induzir apoptose em células cancerigenas, aumentando o nimero de células
na interfase G2/M e levando, consequentemente, a um decréscimo de células nas fases
GlesS. P

Os compostos baseados em ureia sao também relevantes ao nivel da inibicdo da
traducdo. Comecando por falar do complexo ternario, importa referir que este resulta da
associacao do fator eucariético de iniciacdo da traducdo 2 (elF2) com GTP e com o
iniciador metionina tRNA (tRNA; ). A formacéo deste complexo é considerada um
passo critico na traducdo, ja que o papel primordial do fator elF2 na traducdo é a

Met

transferéncia do tRNA; ™ para a subunidade 40S do ribossoma. [53,54]

Um modo de inibir a traducdo é através da fosforilacdo da subunidade alfa do
fator elF2 (elF2a), impedindo a formacdo do complexo ternério elF2-GTP- tRNA; V' o
que, consequentemente, compromete a sintese proteica. Esta reacdo de fosforilacédo
ocorre sob certas condi¢des, como sejam infegOes virais, apoptose e transformagoes
celulares. 1%

A reducdo da quantidade de complexo ternario inibe a tradugédo, o que por sua
vez leva a uma diminuicdo na proliferacdo de células cancerigenas. Se a expressdo do

fator mutado elF20 — S51A aumentar, bem como a expressdo de tRNA; M

, aumenta
também a quantidade de complexo ternario, havendo um descontrolo na traducéo e
consequentemente na proliferacdo de células tumorais.

Desta forma, a inibicdo da formacdo do complexo ternario pode ser uma
abordagem a considerar no tratamento do cancro. Com base no que foi dito,

identificaram-se N,N’ — diarilureias com capacidade de induzir a fosforilagdo de elF2a,
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reduzir o complexo ternario elF2-GTP- tRNA; M

e inibir os processos iniciadores da
traducdo. Deste modo, as N,N’ — diarilureias passaram a ser consideradas no

desenvolvimento de farmacos hibridos. >
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6 Farmacos hibridos baseados em hormonoterapia

A hormonoterapia é usada para o tratamento de tumores hormonodependentes,
de que sdo exemplo os tumores da mama, endomeétrio, tirdide, prostata, rim, ovério,
linfomas, leucemia e melanomas. !*®!

Com o objetivo do tratamento destes tumores, foram desenvolvidas moléculas
hibridas que combinam duas ou mais entidades quimicas ligadas entre si por unidades
ligantes, em que uma delas é um esteroide. O intuito desta estratégia é incorporar na
molécula um componente com elevada atividade antineoplasica, mas com reduzida
capacidade de atingir um tecido especifico sozinho, necessitando de outro componente
molecular que direcione o conjunto para um tecido especifico, de modo a reduzir a
toxicidade. O exemplo descrito em seguida resulta da combinacéo de um esteréide com
um farmaco da familia das clormetina, com elevado potencial alquilante. 2>

O recetor de estrogénios alfa (estrogen receptor alpha — ERa) esta expresso na
mama, ovario e Utero, sendo responsavel pelos niveis de estradiol. Os tumores
hormonodependentes sdo estimulados pelo ERa, pelo que este € um alvo a ter em conta
no desenvolvimento de farmacos anticancerigenos. !

Recentemente foi criada uma biblioteca de compostos derivados da tirosina e
clorambucil, 54 e 55, representados na figura 6.1. A tirosina tem como intuito mimetizar
o0 anel fendlico do nucleo de estradiol. Por seu lado, o clorambucil € uma molécula com

atividade anticancerigena que atua por alquilagio do DNA. [192%]
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Figura 6.1 — Representacdo estrutural de hibridos, 54 e 55, obtidos por conjugacao de

tirosina e clorambucil (imagem adaptada de ).

ApoOs anélise estrutural e de atividade verificou-se que a citotoxicidade dos

conjugados € superior a do clorambucil mas que a tirosina ndo se encaixa perfeitamente
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no ERa. Assim, efetuou-se uma otimizacgéo estrutural que conduziu aos compostos 56 e
57, representados na figura 6.2. Nestes compostos, que combinam o clorambucil com a

tirosinamida, a estrutura mais alongada permite um melhor encaixe no sitio ativo. *
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NS 57: orto, meta e para-hidroxianilina, m=5
56: orto, meta e para-hidroxianilina ou 10

Figura 6.2 — Representacdo estrutural de hibridos compostos por tirosinamida e

clorambucil, 56 e 57 (imagem adaptada de ©*)).

Como mostra a figura 6.2, as estruturas otimizadas contém mais um anel
aromatico de modo a aumentar a lipofilicidade.

A atividade biologica dos hibridos 56 e 57 foi avaliada nas linhas celulares
MCF-7 (ER") e MDA-MB-231 (ER"), do cancro da mama, tendo-se verificado que 0s
derivados orto-, meta- e para- 56 e 57 (m=>5) apresentam uma maior citotoxicidade que
o clorambucil (controlo) com valores de ICsy menores que 130,36 + 2,92 uM, para
MCF-7, e que 136,85 + 6,79 uM, para MDA-MB-231, correspondentes ao controlo.
Importa ainda referir que o derivado meta- 56 mostrou ser 0 mais citotoxico de todos os
regioisomeros com valores de ICs de 31,25 + 2,29 uM, para MCF-7, e de 48,61 + 6,28
UM, para MDA-MB-231. [

Os hibridos 57 (m=5) foram também avaliados em varias células cancerigenas
da mama, do ovério e do utero, tendo-se verificado uma vez mais uma maior atividade
antineoplasica comparativamente ao clorambucil, tendo sido o regioisémero meta- 57
(m=5) o mais citotoxico. A entidade tirosinica & responsavel pelo aumento da
citotoxicidade, j& que concentra maior quantidade de farmaco no recetor de estrogénio.
[25,55]

E de salientar que todas as moléculas exibiram atividade, tanto em células

hormonodependentes como hormonoindependentes. !
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7 Farmacos antimalaricos com atividade antineoplasica

A classe das artemisininas (figura 7.1) € muito importante no tratamento da
malaria. Contudo, a utilizacdo destes farmacos em regime de monoterapia comporta
alguns problemas, como os curtos tempos de semivida, a absorgéo irregular, o aumento

da frequéncia das tomas, entre outros. %7
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Figura 7.1 — Representacdo estrutural da artemisinina (58) e seus derivados

dihidroartemisinina (59), artemeter (60), artesunato (61) (imagem adaptada de ).

As terapias combinadas & base de artemisininas foram consideradas como
estratégia para ultrapassar as desvantagens referidas e sdo, por isso, efetivamente
recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para tratamento de malaria
em zonas endémicas. Contudo, o aparecimento de casos de resisténcias por parte do
parasita a estes farmacos, na fronteira entre a Tailandia e o Cambodja, reforcou a
necessidade de outras estratégias para combate a doenga, entre as quais as que envolvem
farmacos hibridos.

Para além da sua importancia no tratamento da malaria, as artemisininas foram
também testadas relativamente ao seu potencial antineoplasico. Alguns dos compostos
desta classe atingiram a fase de ensaios clinicos, para tratamento do cancro da mama, do
cancro do pulmao e do cancro colo-retal. As artemisininas demonstraram seletividade
contra células de divisdo rapida em que a concentracdo intracelular de Fe(ll) € mais
elevada. Estudos sobre a bioativacdo desta classe de farmacos demonstraram que o
Fe(Il), livre ou hémico, é essencial para a bioativacdo, sendo esta dependente da
clivagem da ligacdo peroxido, o farmacdforo nas artemisininas, com formacdo de
espécies radicalares. 7]

As células cancerigenas tambeém exibem elevada capacidade de selecdo de

resisténcia, tornando relevante o desenvolvimento de compostos hibridos a base de
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artemisinina para o tratamento de carcinomas. Porém, dado o conhecimento acumulado
relativamente as carateristicas farmacoldgicas das artemisininas, a conce¢do de um
hibrido que contenha um peroxido como um dos componentes ativos deve contemplar
outras unidades que confiram a molécula maior resisténcia metabolica e maior tempo de
semivida.

Outra classe de moléculas relevante no tratamento de neoplasias é a dos
compostos baseados em acridina. O mecanismo de acdo desta classe esta associado a
intercalacdo entre as bases do DNA. Os aneis planares intercalam na dupla hélice,
distorcendo-a, através de interacdes com as bases e, consequentemente, bloqueando a
replicacéo, a inibig&o das topoisomerases | e 11, envolvidas nos processos de transcrigéo
e replicacéo, e a inibicdo da acetilcolinesterase. ¢

Tendo em conta estes factos, criou-se uma biblioteca de compostos hibridos
compostos por artemisinina e acridina, cuja estrutura base, 62, se encontra representada

na figura 7.2.

62 Cl

Figura 7.2 — Representacdo estrutural dos hibridos compostos por artemisinina e

acridina, 62 (imagem adaptada de ®®).

Ap0s analise estrutural e de atividade verificou-se que o hibrido 63 (figura 7.3),
contendo o grupo de ligacdo alquilico etilenodiamina, apresenta uma elevada atividade
antimalarica exibindo também uma citotoxicidade favordvel contra a linha celular
HeLa, obtida a partir de células cancerigenas cervicais (ICso de 5,2 £ 1,4 uM). Ja o
hibrido com o grupo de ligacdo 2 — metilpiperazina, representado na figura 7.3 (64),
apresenta somente uma citotoxicidade favoravel, sendo mais potente que a cloroguina
(ICso de 17,7 + 1,3 uM) e 0 melfalan (ICs de 40 + 2,3 pM), com um ICso de 3,3 pM. P!
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Figura 7.3 — Representacao estrutural dos grupos de ligacdo etilenodiamina (63) e 2-

metilpiperazina (64) (imagem adaptada de ).

Importa referir que a existéncia de um grupo de ligagdo alquilico entre as duas
unidades farmacologicamente ativas € importante pois confere uma maior flexibilidade
a molécula e consequentemente aumenta a sua liberdade conformacional.

A inclusdo de grupos de ligacdo alquilicos foi também considerada na conce¢édo
de uma biblioteca de compostos hibridos incluindo unidades de artemisinina e de
polipirrole, com afinidade para a fenda menor do DNA (65-71 figura 7.4).

De entre os compostos sintetizados, a molécula 66 mostrou ser a mais ativa
contra as linhas celulares HT-29 e HL-60 (linha celular humana da leucemia), com
valores de ICsop de 6,26 £ 0,45 pM e de 0,11 £+ 0,03 pM, respetivamente,
comparativamente aos valores de ICsy da dihidroartemisinina de 12,92 + 2,31 uM e de
0,50 + 0,10 pM, respetivamente. 7

Devido a existéncia de um grupo de ligacdo longo e flexivel, o farmacoforo e o
grupo de ligacdo tém maior liberdade conformacional, o que favorece uma ligacdo mais
adequada a fenda menor do DNA. 7]
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Figura 7.4 — Representacdo estrutural dos hibridos compostos por artemisinina e

polipirrole, 65-71 (imagem adaptada de 7).

Anteriormente falou-se nas limitagdes da artemisinina em situacdo de
monoterapia. Além das opcBes ja discutidas, pode-se referenciar uma outra que permite
ultrapassar as limitagfes supracitadas e que consiste na conjugacéo de duas unidades de
artemisinina (58 — figura 7.1) através de um agente de ligacdo derivado da guanidina
numa molécula hibrida (72 — figura 7.4).

Foram desenvolvidas varias moléculas desta classe que foram testadas nas linhas
celulares A549, HT-29 e MDA-MB-231, contudo os dimeros 72b (Ar = 2/4-
diclorofenil), 72d (Ar = 4-trifluorometilfenil) e 72f (Ar = 2-cloro-5-trifluorometilfenil)
mostraram ser 0s mais ativos contra a linha celular HT-29, com valores de ICsq de 0,05
MM, 0,06 uM e 0,02 uM, respetivamente, comparativamente ao valor de ICsy do
controlo dihidroartemisinina, para esta linha celular, de 12,0 uM. &8
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Figura 7.5 — Representacdo da estrutura base dos hibridos compostos por artemisinina e

guanidina, 72a-h (imagem adaptada de ©°*).

Outra classe que importa referenciar é a das 4-aminoquinolinas, a qual inclui a
cloroquina (73 — figura 7.6), um farmaco bastante usado h& vérias décadas para o
tratamento da maléaria, mas que se tornou inativo devido a selecdo de resisténcia. A

cloroguina tem vindo a ser estudada como potenciador da radioterapia e quimioterapia,

bem como em terapia de combinagdo com outros farmacos. 2+
M
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Figura 7.6 — Representacéo estrutural da cloroquina, 73 (imagem adaptada de ).

A cadeia lateral da cloroquina forma ligagdes por pontes de hidrogénio com as
bases do DNA, e por interacdo ionica com o fosfato, pois a amina terciaria protona
facilmente. Estas interacfes contribuem para a intercalacdo do nucleo de quinolina entre
as bases do DNA.

A cloroquina pode ser usada em combinacdo com o etoposido (74 — figura 7.7),
para o tratamento do cancro de pequenas células do pulmao, ja que a quinolina diminui
a toxicidade em células normais devida ao etopdsido sem comprometer a atividade
anticancerigena, aumentando assim a eficacia e especificidade. Estes farmacos
acumulam-se preferencialmente em ambientes acidicos, comuns nos tumores solidos,
enquanto que as células em ambiente normal ficam protegidas. ) Assim sendo, torna-
se pertinente o desenho de uma molécula hibrida, incluindo os quimiotipos referidos

anteriormente, num futuro proximo.
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Figura 7.7 — Representacéo estrutural do etopésido, 74 (imagem adaptada de ).

A cloroquina por si s6 mostrou capacidade de inibi¢do do crescimento celular e
de inducdo de apoptose na linha celular A549. % Além disto, também diminui a
viabilidade da linha celular humana do cancro da mama Bcap-37, de forma dependente
da concentracdo, o que levou a considerar a sua eficacia como agente terapéutico contra
o cancro da mama. [*!

Tendo em conta estes factos, afigura-se pertinente a utilizacdo de cloroquina em
farmacos hibridos, em conjugacdo com outras entidades farmacoldgicas de reconhecida
atividade antitumoral, de modo a explorar a sua acéo e propriedades. A avaliagdo deve
basear-se na comparacdo da atividade do conjugado com as atividades, de per si, da
cloroquina e do (s) outro (s) constituinte (s) da combinacé&o.

Atualmente existem ensaios clinicos a decorrer com a cloroquina, sendo um
deles de fase | e outro de fase Il. O ensaio de fase | tem como objetivo perceber como a
cloroquina faz com que as células tumorais sejam menos resistentes a quimio e
radioterapia, sendo o objeto de estudo o cancro do pulméo de pequenas células. Ja o
ensaio de fase Il tem como objetivo estudar a associac¢do da cloroquina com taxanos ou
agentes semelhantes, como sejam o paclitaxel e docetaxel, no cancro da mama avancado

ou metastatico. 4
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8 Inibidores da angiogénese

A angiogénese € um processo complexo de formacdo de vasos sanguineos a
partir de outros pré-existentes que envolve a producdo e libertagdo de fatores
angiogenicos, bem como a ligacdo destes fatores com os recetores celulares do
endotélio vascular. 624

Para que este processo ocorra, as metaloproteinases extracelulares degradam a
matriz das células endoteliais, que consequentemente migram para o tecido tumoral,
onde se organizam de modo a formar novos vasos sanguineos. ¥

E importante referir que as células tumorais, devido ao maior fornecimento
sanguineo e a libertacdo de estimuladores da metastizacdo, como por exemplo a
interleucina 6, tém uma capacidade aumentada de metastizar. &

Existem vérias moléculas enddgenas envolvidas no controlo da angiogénese,
como os fatores de crescimento do endotélio vascular (vascular endotelial growth
factors — VEGF'’s), os fatores de crescimento de fibroblastos (fibroblast growth factors
— FGF'’s), os fatores de crescimento derivados de plaquetas (platelet-derived growth
factors — PDGF’s), os fatores de crescimento epidérmicos (epidermal growth factors —
EGF’s), 0s seus correspondentes recetores de tirosina cinase e as metaloproteinases da
matriz (matrix metalloproteinases — MMP's).

Em células ndo tumorais, a angiogénese € controlada por inibidores como a
trombospondina-1, a angiostatina, a endostatina, a tumstatina e a constatina. Porém, este
controlo ndo existe em células tumorais. 4

A vasculatura tumoral é suscetivel aos agentes perturbadores vasculares
(vascular disrupting agents — VDA ’s), sendo a classe mais conhecida a dos agentes que
atuam ao nivel da tubulina, que combinam efeitos anti-vasculares e anti-mitéticos. 24

A inibigdo da angiogénese é uma estratégia a ter em conta no combate ao cancro.
A monoterapia ndo tem os beneficios pretendidos mas a combinacdo de tratamentos
anti-angiogénicos com a quimioterapia convencional potencia os efeitos dos farmacos.
Assim, a estratégia de conce¢do de farmacos hibridos deve ter em conta um potencial
aumento da seletividade, retardar a selecdo de resisténcia e melhorar as propriedades
farmacocinéticas. 24
Como exemplos de abordagem baseada em inibidores de angiogénese, podemos

referir varios compostos, descritos em seguida.
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O conjugado de paclitaxel e RGD encontra-se representado na figura 8.1 (75). O
RGD e um péptido de arginina-glicina-4cido aspartico antagonista da o-integrina,
presente nas células endoteliais durante a angiogénese que inibe a proliferacdo celular
de forma especifica 0 que por consequéncia reduz a sua toxicidade. Tal acontece, por
exemplo, nas células tumorais da mama com expressdo de ayfBs-integrina.
Aprofundando um pouco mais, a a,f3-integrina € uma molécula com uma sequéncia do
péptido RGD exposta, presente em células endoteliais durante a angiogénese em
tumores, com o intuito de promover a adeséo celular a matriz extracelular. 45

O conjugado de paclitaxel-RGD 75 foi testado na linha celular humana do
cancro da mama MDA-MB-435 e apresentou um valor de 1Csg de 134 £ 28 nM, sendo

portanto menos potente que o paclitaxel (ICso de 34 + 5 nM). %4

Figura 8.1 — Representacdo da estrutura do conjugado paclitaxel-RGD, 75 (imagem
adaptada de ).

Outro exemplo é o hibrido MMAE-HSA-RGD, resultante da conjugacéo de
monometil auristatina E (monomethyl auristatin E — MMAE), um agente com atuacao ao
nivel da tubulina representado na figura 8.2 (76), com albumina do soro humana
(human serum albumin — HSA) e com o péptido RGD. Este hibrido inibe a proliferacao
de células humanas endoteliais da veia umbilical, HUVEC's, e induz a apoptose da linha

celular MDA-MB-435 com expressio positiva para oyBs-integrina. [
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Figura 8.2 — Representacao estrutural de monometil auristatina E, MMAE, 76 (imagem

adaptada de ).

Foram também concebidos hibridos com agdo ao nivel da tubulina que exibem

propriedades anti — angiogénicas, destacando-se os hibridos de paclitaxel (taxol) e

camptotecina (figura 8.3, 77-79), bem como de um mimético do taxol a base de

adamantano e colquicina (figura 8.4, 80).

Figura 8.3 — Representagdo estrutural dos hibridos 77-79, conjugados de camptotecina

e paclitaxel (imagem adaptada de *Y).

Figura 8.4 — Representacéo estrutural do hibrido 80, que conjuga um mimético do taxol

a base de adamantano e colquicina (imagem adaptada de °%).
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Os hibridos 77-79, além das propriedades anti — angiogénicas exibem atividade
inibitoria reduzida contra fibroblastos humanos normais do pulmao e apresentam
atividade aumentada contra as linhas celulares PC-3 e LN-CAP. Y O composto 80
apresenta citotoxicidade aumentada na linha celular humana A549 com um valor de
ICso de 0,0006 pM. [

Foram recentemente publicados alguns trabalhos sobre hibridos baseados em
isoflaveno. Importa referir que o isoflaveno (81 — figura 8.5) apresenta atividade anti-
proliferativa e como tal tem vindo a ser considerado para o tratamento do cancro do
ovario resistente e do cancro da prostata. Um dos conjugados desta classe associa
isoflaveno e propanolol (85 — figura 8.6), um B-bloqueador que demonstrou capacidade
para potenciar propriedades anti-angiogénicas e anti-proliferativas de farmacos

anticancerigenos como o 5-fluorouracilo e o paclitaxel. [*°!
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Figura 8.5 — Representacdo estrutural do isoflaveno, 81 (imagem adaptada de ™).
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Figura 8.6 — Representacéo estrutural do propanolol, 82 (imagem adaptada de ).

Foi concebida e preparada uma biblioteca de compostos hibridos, incorporando

o propanolol e o isoflaveno, cujas estruturas estdo representadas na figura 8.7, 83a-j.
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Figura 8.7 — Representacdo estrutural dos hibridos compostos por isoflaveno e
propanolol, 83a-j (imagem adaptada de ).

A atividade anti-proliferativa destes compostos foi estudada usando a linha
celular MDA-MB-231, a linha celular humana do neuroblastoma SHEP, a linha celular
humana do endotélio microvascular HMEC-1 e a linha celular MRC-5. A atividade anti-
angiogénica foi estudada usando a linha celular HMEC-1.

Todas as moléculas apresentaram atividade anti-proliferativa e potencial anti-
angiogénico elevados, comparativamente aos compostos de referéncia isoflaveno e
propanolol. Porém os compostos 83d e 83e foram considerados os mais promissores,
sendo os valores de Glsp correspondentes apresentados na tabela 8.1. O aumento de

atividade observado foi acompanhado por uma maior toxicidade na linha celular MRC-
5 [16]

Tabela 8.1 — Representacdo dos hibridos mais promissores, 83d e 83e, bem como dos

compostos de referéncia isoflaveno e propanolol (tabela adaptada de ™).

.~ HMEC-1 MDA-MB-231  SHEP MRC-5
Isoflaveno 4,1 62,9 8,0 109
Propanolol 149 205 109 150
83d 0,7 2,9 3,0 28,3
83e 2,7 2,0 2,8 22,3
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9 Farmacos com atuacéo direta no DNA

O benzotiazol (figura 9.1, 84) é um composto heterociclico cuja aromaticidade
contribui para a sua estabilidade, contendo na sua estrutura locais reativos que permitem
a sua funcionalizacdo. Este liga-se ao recetor de hidrocarboneto arilico (aryl
hydrocarbon receptor — AhR) em células tumorais sensiveis, levando a destruicdo do
DNA, em consequéncia da formacdo de intermediarios reativos. Encontram-se na
literatura derivados de benzotiazol com propriedades anticancerigenas, antimicrobianas,
anti-inflamatdrias, antivirais e antidiabéticas. °]

O composto pirrolobenzodiazepina (figura 9.2, 85) € um antibiotico natural com
efeitos citotoxicos e antitumorais, atuando por alquilacio do DNA e também por
inibicdo da sintese de acidos nucleicos. Este composto tem potencial de ligacdo a fenda
menor (minor groove) do DNA, 12>

84
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Figura 9.1 — Representac&o estrutural do benzotiazol, 84 (imagem adaptada de *®).
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Figura 9.2 — Representacdo estrutural dos compostos derivados da

pirrolobenzodiazepina, 85 (imagem adaptada de ).

Tendo em conta a relevancia das propriedades destes compostos foi criada uma
biblioteca de compostos hibridos, associando benzotiazol e pirrolobenzodiazepina e de
derivados benzotiazol, cujas estruturas estdo representadas na figura 9.3 (86a-c).

Contudo, nesta monografia o foco sdo 0os compostos hibridos.
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Figura 9.3 — Representagdo estrutural de hibridos de benzotiazol e

pirrolobenzodiazepina, 86a-c (imagem adaptada de ).

Estes compostos foram testados na linha celular humana da leucemia monocitica
aguda THP-1, na linha celular humana do linfoma histiocitico U-937, na linha celular
HL-60, na linha celular A549 e na linha celular humana da leucemia de células T
Jurkat. Estas linhas celulares foram expostas a diferentes concentra¢fes dos compostos,
sendo as suas citotoxicidades comparadas com a atividade da camptotecina e do
etoposido, consideradas como referéncia.

De entre os hibridos testados o 86b, com o fluor como substituinte, exibiu maior
atividade, como se pode constatar na tabela 9.1, sendo mais potente na linha celular
THP-1. Tal deve-se possivelmente ao facto de a permeabilidade celular ser maior
relativamente a compostos com fluor. Além disso, o fldor estad geralmente associado a
um aumento da estabilidade metabdlica, pois mimica o hidrogénio mas impede a

hidroxilac&o na mesma posicéo. [*8]

Tabela 9.1 — Valores de ICs obtidos para os hibridos 86a-c nas linhas celulares THP-1,
A-549, HL-60, Jurkat e U-937 (tabela adaptada de ©*2).

Composto THP-1 A-549 HL-60 Jurkat U-937
862 2,14 +0,18 NT 6,39 +2,12 11,27+ 1,40 6,03 £ 0,51
86b 0,49+0,11 NT 413+1,57 6,58 £ 1,05 3,44 £0,29
86¢ 3,09 £ 0,26 NT 7,27 £ 3,15 9,43+ 1,56 541+0,44

Etoposido 2,16 £0,15 951+133 183%0,20 5,35+0,63 17,94 +1,19

Camptotecina 0,071+0,0053 0,008+0,006 0,60+0,03 0,026 +0,002 1,98 +0,11

NT = ndo testado.
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10  Hibridos que incluem farmacos inorganicos

Os complexos de platina, de que sdo exemplos a cisplatina (87), a carboplatina
(88) e a oxaliplatina (89), representados na figura 10.1, sdo usados na terapia de varios
tipos de cancro como o carcinoma do ovario, o cancro do pulmao e o cancro da cabeca e

pescocgo. Estes complexos geram espécies reativas de platina que formam reticulacfes

(crosslinks) com o DNA e inibem mecanismos de reparacéo celular. 25

(8 H-
HaN cl HaN N o
A CANy /D “ /D
Pt Pt Pt
AN AN g N

2

87 88 © 89

Figura 10.1 — Representacdo estrutural da cisplatina, 87, da carboplatina, 88, e da
oxaliplatina, 89 (imagem adaptada de %),

Falando mais em detalhe da cisplatina, esta molécula tem uma acumulagédo
celular lenta e forma reticulacGes intracadeia no DNA. A cisplatina tem de sofrer
bioativacdo por rea¢do com agua, de modo a reagir com centros nucleofilicos ricos em
guanina. Apo6s ligacdo ao DNA abranda a replicacdo deste, induzindo uma paragem do
ciclo celular na interfase G2/M. Importa referir que ha um rapido desenvolvimento de
resisténcias a este farmaco, que possui um perfil de toxicidade algo desfavoravel.

No desenvolvimento de novos antineoplasicos baseados em complexos de
platina importa ter em consideragdo o caracter policationico das moléculas, pois este
induz uma forte associacdo eletrostatica com o DNA e favorece a entrada da molécula
em células cancerigenas. [

A acridina (90), representada na figura 10.2, é um farmaco cujo mecanismo de
acao principal se baseia na intercalacdo no DNA, j& que 0 seu sistema aromatico,
extenso e planar, permite estabelecer interacbes pi (m) com as bases do DNA. Este

composto tem ainda a capacidade de inibir a topoisomerase. 2>
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Figura 10.2 — Representacéo estrutural da acridina, 90 (imagem adaptada de ).

Tendo em conta as propriedades farmacoldgicas dos dois quimiotipos, foi criada
uma molécula hibrida contendo platina e acridina, o PT-ACRAMTU (91), cuja estrutura

esta representada na figura 10.3.

L NHE 91

Figura 10.3 — Representagdo estrutural do hibrido PT-ACRAMTU, 91 (imagem
adaptada de ).

Estruturalmente, o composto tem apenas um cloro ligado a platina, que origina o
grupo abandonante cloreto, e apresenta um grupo de ligagdo semi-rigido, com alguma
liberdade conformacional, de modo a favorecer a ligagio com o DNA. O PT-
ACRAMTU acumula-se rapidamente na célula, intercala-se de forma monofuncional no
DNA, estabilizando-o, e induz a paragem do ciclo celular na fase S. (2>

Este hibrido tem atividade em vérios tipos de tumores sélidos, como o do ovaério,
incluindo linhas celulares sensiveis e resistentes a cisplatina, em células ndo pequenas
do pulméo (non-small-cell lung carcinoma — NSCLC), do célon, da mama, do pancreas
e do cérebro. (97

O PT-ACRAMTU ¢ aproximadamente 100 vezes mais citotoxico que a
cisplatina no NSCLC quimio-resistente, mais especificamente nas linhas celulares NCI-
H460 e NCI-H522. Contudo, exibe uma grande toxicidade sistémica ja que ndo é
seletivo. (56

Tendo em consideracdo que o glioblastoma multiforme é a forma mais agressiva
de cancro ao nivel cerebral, foram levados a cabo estudos de modo a verificar o possivel
efeito do hibrido PT-ACRAMTU neste tipo de cancro. Assim, o0 PT-ACRAMTU foi
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testado nas linhas celulares humanas do glioblastoma multiforme SNB19 e U87MG,
tendo mostrado citotoxicidade em ambas as linhas celulares, com um 1Cso de 0,37 %
0,06 uM e 0,75 = 0,04 pM, respetivamente. Estes valores foram comparados com 0s
valores de ICsy da cisplatina para as mesmas linhas celulares, tendo-se obtido 0,81 +
0,03 uM e 0,49 £ 0,09 uM, respetivamente.

Pode-se também afirmar que a ligacdo de platina monofuncional a ACRAMTU
(figura 10.4, 92) aumenta significativamente a citotoxicidade, ja que o valor de ICs do
ACRAMTU para a linha celular SNB19 é de 2,46 + 0,01 uM e para a linha celular
U8B7MG é de 1,83 + 0,04 pM. ['¥

S H -ff’“‘|
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H | _NH
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Figura 10.4 — Representacio estrutural do ACRAMTU, 92 (imagem adaptada de %),

O PT-ACRAMTU tem a capacidade de ativar a caspase-3 em ambas as linhas
celulares, induzindo a apoptose. Importa explicitar que as caspases catalisam a hidrélise
de proteinas celulares envolvidas em processos inflamatorios, reparacdo do DNA,
regulacdo do ciclo celular e apoptose.
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11  Inibidores de Vias de Sinalizacdo

11.1 Isatina— Chalcona

As chalconas (figura 4.8.1, 35) tém aplicacdo no tratamento da maléria, do
cancro, de infecGes e de inflamacg6es, sendo de salientar que também exibem atividade
ao nivel do cancro da mama.

A isatina (figura 11.1.1, 93) tem potencial como agente farmacoldgico,
evidenciando atividade anticancerigena, antiangiogénica, antiviral, antibacteriana,

antituberculostatica, antif(ingica, anticonvulsivante e antimalérica. ['"

93
N
=N O
H

Figura 11.1.1 — Representaco estrutural da isatina, 93 (imagem adaptada de [").

As isatinas atuam através de varios mecanismos moleculares que incluem a
inibicdo das CDK através da ligacdo a bolsa de trifosfato de adenosina (adenosine
triphosphate — ATP) e a inibicdo da caspase, pois fazem parte da estrutura quimica dos
inibidores da tirosina cinase. ">

Assim, considerou-se o acoplamento de isatina e chalcona na concecdo de
hibridos, para possivel aplicagdo no tratamento do cancro da mama. As estruturas dos
hibridos considerados estdo representadas na figura 11.1.2 (94a-j, 95a-c, 96) e o0s

respetivos substituintes encontram-se indicados na tabela 11.1.1.

_ R2 __R2 ._\Fél2
N/ & 7 S
D-{ 0 ©
Cl R }
L\:‘-‘-’-‘xN‘t' O \\ ‘-H,N) () -’"“N =0
H H H
94 a- ] 95 a- c

Figura 11.1.2 — Representacdo estrutural dos hibridos resultantes da conjugacdo da

isatina e chalcona, 94a-j, 95a-c, 96 (com bromo como substituinte R1) (imagem adaptada de
[71])_
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Tabela 11.1.1 — Substituintes R2 nos hibridos resultantes da conjugacdo da isatina e
chalcona 94a-j, 95a-c, 96 (tabela adaptada de ™).

Composto R2 Composto R2
942 H 94h 2-OCH3;
94b 4-F 94i 3,4-OCHjs
9%4c 4-Cl 94 4-CHj
94d 4-Br 95a H
94e 4-NO, 95b 4-F
94f 3-NO; 95¢ 3,4-OCHjs
94g 4-OCHjs 96 H

Os compostos 94-96 foram testados nas linhas celulares MDA-MB-468, MDA-
MB-231 e MCF-7.

O composto 95c, com substituintes 3,4-dimetoxi no anel fenilico, exibiu a
atividade mais elevada nas linhas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-468 (cancro da
mama) e MCF-7, com valores de Glso de 8,54 UM, 4,76 uM e 3,59 uM, respetivamente,
em comparacdo com o controlo cisplatina que exibiu valores de Glsg de 23,65 uM,
31,02 uM e 25,77 pM, respetivamente, naquelas linhas celulares. E de salientar que néo

se observou efeito inibitorio destes compostos em proteinas cinase. [

11.2  Pirazol — Quinolina — Piridina

O recetor do fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor receptor
— EGFR) encontra-se nas membranas celulares do epitélio dos mamiferos, estando
relacionado com a proliferacdo e diferenciagdo celular bem como com a apoptose. Tem
um papel relevante no desenvolvimento de tumores sélidos como o cancro do pulmao
de ndo pequenas células, o cancro da cabeca e pescogo bem como os glioblastomas.
[73,74]

Foram identificados derivados de pirazol com atividade antimicrobiana, anti-
inflamatdria, antituberculostatica e anticancerigena. Por sua vez, os farmaco6foros
quinolina e piridina tém atividade inibitéria do EGFR.

Tendo por base as propriedades elencadas, foram concebidos e desenvolvidos
compostos hibridos contendo os quimiotipos referidos, cujas estruturas estdo

representadas na figura 11.2.1, 97a-1. ["*
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Todos os compostos foram testados na cinase EGFR, na linha celular A549 e na
linha celular humana do cancro do figado HepG2, e os resultados foram comparados
com os exibidos pelo controlo positivo erlotinib (inibidor do EGFR). *"!

Na linha celular A549 os compostos que revelaram maior eficacia foram o 97h
(ICso = 0,25 + 0,13 uM), 0 97k (ICso = 0,18 £ 0,09 uM) e o0 97I (IC5 = 0,21 + 0,16
KUM), comparativamente ao controlo, cujo valor de I1Cs é de 0,13 £ 0,01 uM. Na linha
celular HepG2 o composto que demonstrou maior eficdcia foi 0 97h com um ICsy de
1,30 £ 0,05 uM (ICsp de 0,12 uM para o controlo).

Relativamente a inibicdo do EGFR, os compostos que exibiram maior poténcia
580 0 97h (IC50 = 0,91 £ 0,02 uM), 0 97k (ICs0 = 0,51 £ 0,05 uM) e 0 971 (IC50 = 1,03
0,02 uM) (ICso de 0,032 + 0,002 pM para o controlo). [
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Figura 11.2.1 — Representacdo estrutural dos compostos hibridos resultantes da

conjugacao do pirazol, quinolina e piridina, 97a-1 (imagem adaptada de ™).

Os resultados dos estudos de relagdo estrutura-atividade permitiram inferir que
0s compostos com um grupo metilo como substituinte R1 tém energias de ligagdo mais
baixas e uma atividade anticancerigena mais potente, relativamente aos restantes

compostos. 3!
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12  Conclusao

Os farmacos hibridos permitem contornar problemas associados as interacfes
entre farmacos distintos, inerentes a terapias de combinacdo. Espera-se que o0
desenvolvimento de moléculas hibridas para tratamento de neoplasias conduza a
solugdes quimioterapéuticas com menor toxicidade e efeitos adversos, mais amplo
espetro de acdo, maior seletividade para os tecidos alvo e, um ponto muito importante,
retardem a selecdo de resisténcias. Tendo em conta as caracteristicas elencadas, 0s
farmacos hibridos tém particular importancia em doencas com um grande impacto
social e econémico, como é o caso do cancro.

Além das razdes enumeradas, o desenho racional de um farmaco para aplicacéo
no tratamento do cancro que ndo se baseie num quimiotipo ja conhecido implica gastos
mais avultados, associando-se também a maior demora na resposta a um problema que
afeta um nimero crescente de pessoas.

Assim, é muito pertinente o uso de moléculas ja conhecidas, e com atividade
anticancerigena comprovada, na conce¢do dos hibridos, de modo a propiciar o controlo
dos gastos implicados e do tempo de resposta, no desenvolvimento, licenciamento e
comercializacdo das moléculas selecionadas.

Com base na pesquisa bibliografica que suporta a presente dissertacdo, e tendo
em atencdo a sumarizacdo na tabela 12.1, podem-se referir como quimiotipos
promissores as moléculas 52 e 53, resultantes da conjugacdo de 1,2,3-triazole,
ditiocarbamato e ureia, para as linhas celulares MCG-803 e MCF-7, relativas ao cancro
gastrico e ao cancro da mama, respetivamente. Estes cancros apresentam um elevado
grau de incidéncia e mortalidade a nivel europeu. As moléculas referidas exibiram uma
maior atividade antineoplasica que a exibida pelo fluorouracilo, um farmaco bastante
usado em varios tipos de neoplasias.

As moléculas 72b, 72d e 72f, resultantes da conjugacdo de artemisinina e
guanidina, sdo também alvo de atencdo, ja que se revelam promissoras para a linha
celular HT-29 relativa ao cancro colo-retal, a segunda causa de morte ao nivel da

Europa.
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Tabela 12.1 — Sumarizagdo dos compostos hibridos retratados na dissertagdo bem como

das linhas celulares/modelos e neoplasias alvos de estudo.

Paclitaxel — Daunorrubicina

Paclitaxel — Clorambucil Cancro do colon HCT-116
Carcinoma do pulméo Murino M109
Cancro da mama MCF-7
Cancro da prostata PC-3
. . . KB
Paclitaxel — Camptotecina Epidermoide da nasofaringe KB-CPT
Carcinoma do ovério 1A9
1A9-PTX10
Adenocarcinoma do c6lon HCT-8
Carcinoma do ovério 1A9
Cancro do pulméo A549
Cancro da mama MCF-7
Paclitaxel — Epipodofilotoxina/ . . . KB
Acido glicirretinico/ Camptotecina Epidermoide da nasofaringe KB-VIN
LN-CAP
Cancro da préstata PC-3
DU-145
Derivados da combretastatina A-4 Neuroblastoma SH-SY5Y
Carcinoma do ovario 1A9
Cancro do pulméo A549
Cancro da mama MCF-7
Colquicina — Paclitaxel LN-CAP
Cancro da prostata PC-3
DU-145
Epidermoide da nasofaringe KB
KB-VIN
Combretastatina A-4 - Lamelarina
T
Cancro do c6lon HCT-116
Combretastatina A-4 — Chalcona Melanoma Murino B16
Carcinoma epidermoide A431
Cancro da mama MDA-MB-231
Cancro do ovério OV2008
NCI/ADR-Res
Discodermolido — Dictiostatina Cancro do pulmao A549
Adenocarcinoma do c6lon HT-29
DLD-1
Cancro do pancreas PANC-1
AsPC-1
KB-3-1
Taltobulina — Dolastina Epidermoide da nasofaringe KB-8-5
KB-V1
. o Cancro gastrico MGC-803
1.2,3-triazole l—JZlitallocarbamato B Carcinoma hepatocelular SMMC-7721
Cancro esofagico EC-9706
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Cancro da mama MCF-7
Tirosinamida — Clorambucil Cancro da mama MCF-7
MDA-MB-231
Artemisinina — Acridina Cancro cervical Hela
Artemisinina — Polipirrole Leycem|a HL-60
Adenocarcinoma do célon HT-29
Cancro do pulméo Ab49
Artemisinina — Guanidina Adenocarcinoma do célon HT-29
Cancro da mama MDA-MB-231
Paclitaxel - RGD Cancro da mama MDA-MB-435
MMAE-HSA-RGD Cancro da mama MDA-MB-435
Mimético do taxol a ba}sg de Cancro do pulmio AB49
Adamantano — Colquicina
Isofl P lol Cancro da mama MDA-MB-231
sotlaveno —Fropanolo Neuroblastoma SHEP
Leucemia monocitica aguda THP-1
Benzotiazol Linfoma histiocitico U-937
Pirrolobenzodiazepina Leucemia p HL-60
Cancro do pulméo Ab49
Leucemia de células T Jurkat
Cancro do pulmao de células ndo NCI-H460
Platina — Acridina (PT- peguenas NCI-H522
ACRAMTU) . . SNB19
Glioblastoma multiforme US7MG
MDA-MB-231
Isatina — Chalcona Cancro da mama MDA-MB-468
MCF-7
. L - Cancro do pulméo Ab49
Pirazol — Quinolina — Piridina Cancro do figado HepG2

As entidades quimicas hibridas referidas neste manuscrito e outras que se
encontram em desenvolvimento sdo uma mais-valia, pois podem servir de base ao
desenvolvimento de formulagGes que constituam uma resposta relativamente rapida
para neoplasias especificas.

Porém, a investigacdo de base ja realizada requer um investimento continuo,
incluindo ensaios clinicos, para comprovar a eficacia das moléculas selecionadas e
avaliar a viabilidade do desenvolvimento de formulacGes, sendo necessaria também
uma uniformizagdo ao nivel dos ensaios in vitro em termos das concentragbes de
farmaco a que as linhas celulares sdo expostas, bem como ao nivel dos tempos de
exposicao.

Como ¢ sabido, o desenvolvimento de farmacos requer parcerias ou protocolos
entre universidades ou centros de investigacdo, que seguem o processo desde a vertente
de desenvolvimento inicial, vulgarmente designada por early development, hospitais e

parceiros da industria farmacéutica, que proporcionam valéncias e meios para
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desenvolvimento avancado, late development. Sdo envolvidos no processo cientistas
com valéncias multidisciplinares, que abrangem, essencialmente mas néo

exclusivamente, as ciéncias fisicas e as ciéncias da saude.
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