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SIGLAS e ACRONIMOS

AIF — fator indutor de apoptose

Bcl-2 — B-cell lymphoma 2

BA - icido betulinico

BN - betulina

CD95/Fas receptor/ APO | — cluster of differentiation 95/apoptosis antigen |
CRLX-101 — camptotecina conjugada com co-polimero ciclodextrina-polietilenoglicol
DNA - idcido desoxirribonucleico

EMA — Agéncia Europeia do Medicamento

FDA — Food and Drug Administration

HIF- la — fator induzido por hipoxia tipo la

OMS - Organizagao Mundial de Saude

PARP - poli (ADP-ribose) polimerase

REA - relagao estrutura-atividade

ROS — espécies reativas de oxigénio

TGF-B — fator de crescimento transformador 3

TP-53 — proteina tumoral P53

VEGF — fator de crescimento do endotélio vascular
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RESUMO

O cancro constitui, na atualidade, uma patologia preocupante no que respeita a investigacao
de novas terapéuticas, quer pela crescente incidéncia que apresenta, quer pelas taxas de
mortalidade associadas. Os fenébmenos de resisténcia da doenga neoplasica associados a

muitos dos tratamentos instituidos constitui uma barreira importante nesta area.

Neste sentido, sao ja utilizados na pratica clinica oncolégica diversos compostos fitoterapicos
quer obtidos diretamente de plantas, quer como inspiragao na sintese de derivados dos
mesmos. Novos fitocompostos emergem, deste modo, destacando-se o acido betulinico pela
gama variada de a¢oes terapéuticas que apresenta além da potente atividade antitumoral, ou
ainda pelos derivados promissores ji conhecidos e em estudo. Este composto é também
promissor pela capacidade de contornar algumas resisténcias a firmacos, apresentando-se

ainda como vantajoso pela sua seletividade para as células cancerigenas.

PALAVRAS-CHAVE: cancro, fitocompostos, quimioterapia, acido betulinico.

ABSTRACT

Nowadays, cancer is an alarming disease in terms of new therapies investigation, not only
because of its increasing incidence, but also due to the associated mortality rates. The
development of tumor resistance is related to many of the stablished treatments witch

presents an important barrier in this area.

In this way, there are different phytochemical agents in clinical use that are either obtained
directly from plants or used as models for chemical synthesis of new compounds. New plant-
derived anticancer drugs are emerging, this work highlights betulinic acid as a molecule with
potent antitumor activity as well as other biological activities. This compound shows a great
promise in this field, due to its ability to bypass some forms of drug resistance as well as its

selective action on cancer cells.

KEYWORDS: cancer, phytochemicals, chemotherapy, betulinic acid.
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Introducao

A escrita desta monografia pretende uma abordagem acerca do interesse das plantas na
obtengao de compostos com atividade quimioterapica, bem como fonte de inspiragao dos
mesmos na sintese de derivados, igualmente ativos e passiveis de uso na quimioterapia. Numa
primeira parte, iremos abordar a realidade atual da prevaléncia mundial da patologia, bem
como as perspetivas de incidéncia no futuro. Posteriormente, e apos brevemente caraterizada
a doenca neoplasica, com enfoque nas especificidades da mesma, faremos um balango dos
fitocompostos mais em foco e em uso na pratica clinica e, por fim, centrar-nos-emos no acido
betulinico procurando realcar, de entre as suas diversas atividades terapéuticas, a de agente
antineoplasico bem como dos seus derivados cuja atividade promissora esta ainda em

investigacao.

I. O Cancro

I.1 A patologia, incidéncia atual e perspetivas futuras

O cancro ¢, a nivel mundial, a segunda principal causa de morte precedido apenas pela doenga
cardiaca. Todavia, é expectavel que nos préximos anos se torne na principal ameaga a vida
humana (GALI-MUHTASIB et al., 2015; SIEGEL et al,, 2015). A Organizagao Mundial de Saude
(OMS) prevé que, caso nao consigamos atuar rapidamente, em 2030, a mortalidade provocada
por esta doenga aumente em cerca de 80% (KHAZIR et al, 2014) Previstos estao,
aproximadamente, 26 milhoes de novos casos e |7 milhdes de mortes por cancro nesse ano
(THUN et al., 2009). Devido a esta enorme dimensao, a tematica do cancro, desde ha ja alguns
anos, constitui uma matéria de estudo desafiante para toda a comunidade cientifica, sendo
notavel o progresso no desenvolvimento de novas terapéuticas, porém ainda nao suficiente

(GALI-MUHTASIB et al., 2015).

Enquanto patologia, podemos caraterizar uma neoplasia pela ocorréncia de um crescimento
celular anémalo, sobre o qual o organismo nao tem capacidade de autorregulagao. Posto isto,
sao o crescimento e a divisao celular descontrolados que podem estar na origem de um tumor
que, se composto por células de carater maligno, pode afetar outras partes do corpo humano,
isto &, pode ocorrer metastase (OCHWANG!’I et al.,, 2014). O desenvolvimento do cancro
ocorre, regra geral, em cinco fases tipicas podendo variar em algumas carateristicas, consoante
o tecido afetado. A displasia constitui o primeiro sinal ao surgirem células anomalas que, caso
nao sejam capazes de regressar a normalidade promovem o cancro in situ. Se, por sua vez, o
crescimento anormal se estender as areas envolventes do tecido, estamos perante a fase do

cancro localizado invasivo. As células neoplasicas tendem, posteriormente e muitas vezes, a
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difundir-se envolvendo os nodulos linfaticos da regiao e, por fim, via corrente sanguinea ou
linfatica sao ainda capazes de originar metastases em orgaos distantes. WHO, «National
Cancer Control Programmes: Policies and managerial guidelines.», Health (San Francisco), |

(2002), 1-180.
1.2 A origem

No que concerne a origem da doenc¢a neoplasica podemos relaciona-la, maioritariamente, com
a exposi¢ao a agentes carcinogénicos no nosso quotidiano. Assim sendo, os habitos de cada
um, como o regime alimentar ou o consumo de tabaco, assumem uma relevancia bastante
superior a dos fatores genéticos que sao raros. Alteragoes genéticas significativas e associadas
ao cancro ocorrem geralmente como consequéncia de fatores externos WHO.. Estes fatores
de risco modificaveis podem, assim, assumir um papel fulcral na prevengao do cancro, tanto
em paises desenvolvidos como em desenvolvimento (DANAEI et al., 2005). Os graficos A, B
e C, a seguir apresentados, ilustram a diferente contribuicio destes fatores no

desenvolvimento de cancro (Fig. 1).
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1.3 A resisténcia da patologia ao tratamento e as suas especificidades

A resisténcia a quimioterapia por parte das células cancerigenas constitui, em muitos casos,
uma barreira prejudicial ao tratamento do doente (REBUCCI et al, 2013). Os fenomenos de
resisténcia do cancro aos firmacos antineoplasicos podem ter lugar em varias fases do
tratamento, sendo essencial a compreensao destes mecanismos no desenvolvimento eficaz de
novos compostos (DUMONTET et al., 2010). A resisténcia intrinseca ou primaria diz respeito
as alteragoes genéticas pré-existentes ao tratamento e estabelece-se como principal causa de
falha da quimioterapia. Paralelamente, a resisténcia secundaria ou adquirida surge como
resultado do tratamento com o farmaco (REBUCCI et al, 2013). Importa salientar que, nao
somente a quimioterapia tradicional se associam os fenomenos de resisténcia, pois também
em terapias mais recentes direcionadas a um dado alvo estes tém ocorrido (RAGUZ, YAGU,

2008).

O esquema, a seguir apresentado, visa demonstrar “The hallmarks of cancer”, isto &, as
especificidades da patologia que permitem o crescimento tumoral e a sua disseminagao via
metastases. Apresentadas pela primeira vez em 2000, vieram os mesmos autores (HANAHAN
et al, 201 I) mais tarde acrescentar duas carateristicas, as seis iniciais, envolvidas na patogénese
de alguns ou talvez até todos os cancros. Por intermédio de uma tabela (Tabela |) descrevem-
se, na pagina seguinte e de forma sucinta, estes mecanismos de sobrevivéncia tumoral

ilustrados na figura 2 de forma esquematica.

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura2. Especificidadedo cancro(Adapatado de HANAHAN, WEINBERG, 2011)
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Estratégias de sobrevivéncia das células tumorais

SINAIS de
PROLIFERACAO
SUSTENTADOS

EVASAO aos
SUPRESSORES de
CRESCIMENTO

Apesar de nao ser claro o fenomeno de libertagao de sinais promotores
do crescimento e da divisao celular nos tecidos normais, por outro lado,
este € mais claro nas células cancerigenas. Estas, ao desregularem os
sinais mitogénicos, tornam-se capazes de decidir o seu proprio “destino”
adquirindo, de formas diversas, a capacidade de proliferacao, por

exemplo através da/o:

- proliferagao autdcrina: auto-produgao de fatores de crescimento aos

quais elas mesmo respondem;

- envio de sinais de estimulagdo as células nio tumorais do estroma
associado ao tumor que respondem sustentando as células cancerigenas

com fatores de crescimento;

- aumento dos recetores apresentados a superficie das células
cancerigenas tornando-as hiper-reativas ou alteragoes estruturais nas
moléculas do recetor que facilitam ligagdo resultando numa resposta

celular exacerbada;

- desenvolvimento de vias que nao necessitam da ligagao do fator de

crescimento — alteragoes downstream.

Nalgumas formas de cancro foram encontrados inativos dezenas de
supressores tumorais que deveriam atuar como limitadores do
crescimento e proliferagao celulares. Os supressores tumorais codificam

para duas proteinas prototipo:

- Proteinas associadas ao retinoblastoma — integrando sinais de fontes
principalmente extracelulares determinam se prossegue ou nao o ciclo
celular. As células tumorais, na auséncia deste regulador de feedback

negativo, proliferam de forma persistente.

- Proteinas P-53 — recebem informagao relativa ao nivel de stress
intracelular suspendendo o ciclo se, por exemplo, existir um dano

excessivo no genoma ou a oxigenagao for fraca, até que tudo normalize.



INVADINDO e
METASTIZANDO

PERMITINDO
“IMORTALIDADE
CELULAR”
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Por outro lado, se verificar danos irreparaveis, P-53 pode direcionar a

célula para apoptose.

- Um dos fenomenos que se encontra devidamente estudado diz respeito
a “downregulation” e ocasional inativagao da E-caderina, uma molécula
fulcral na adesao intercelular epitelial, nos carcinomas. Esta molécula,
quando vé aumentada a sua expressao, atua contrariando a invasao e a
metastase e, posto isto, quando sub-expressa suplementa a ocorréncia

destes fenémenos.

- Alteragoes nos genes que codificam para outras moléculas de adesao
célula-a-célula ou célula-matriz extracelular, estao também presentes em
carcinomas altamente invasivos, enquanto outras moléculas de adesao,
associadas a embriogénese e inflamagao, surgem muitas vezes

sobrereguladas nos mesmos.

A titulo de exemplo, merecem destaque de entre os ultimos avangos
para explicagao da capacidade de invasao e metastase do cancro, o que
refere o envolvimento das células do estroma na producao de sinais
estimuladores da invasao ou ainda dos macroéfagos, como fonte de

enzimas capazes de degradar a matriz celular.

A enzima responsavel pela adicao de sequéncias especificas de DNA nas
terminagoes do DNA telomérico — a telomerase — encontra-se expressa
em niveis significativos na maioria das células espontaneamente
imortalizada, como é o caso das cancerigenas. Tal atividade promove a
resisténcia celular tanto a senescéncia como a crise/apoptose. Assim, o
comprimento do DNA telomérico determinara a resisténcia a erosao e,
subsequentemente, o nimero de linhagens celulares bem sucedidas.
Comprimentos menores, devido a supressao da atividade da telomerase
relacionam-se, deste modo, com menor protegao direcionando a célula
para crise/apoptose (um dos entraves a proliferagao juntamente com a

senescéncia — estado nao proliferativo mas viavel para a célula).

A sobrerregulagio dos fatores de crescimento do endotélio vascular,
como o VEGF-A, quer via hipoxia quer via sinalizagao de oncogene, é

promotora da proliferagao e migragao celular endotelial. Além destes,



Fitocompostos com Atividade Antineopldsica — dcido betulinico e derivados

também os fatores de crescimento do fibroblasto surgem como sinal
proé-angiogénico tumoral.
INDUZINDO

: Estudos recentes reportaram como relevante o papel dos pericitos
ANGIOGENESE

como células de suporte mecanico e fisiologico presentes na superficie
endotelial, contrariando estudos anteriores e revelando assim a sua
importancia na funcionalidade da neovasculatura tumoral. Por sua vez,
também células como macroéfagos, neutrofilos e mastocitos, ao
infiltrarem tumores desenvolvidos ou lesdes pré-malignas mostraram

favorecer o processo angiogénico.

Os reguladores da apoptose podem dividir-se em duas grandes vias:
programa de apoptose extrinseco (que recebe e processa sinais
extracelulares onde estao envolvidos, por exemplo Fas ligando/ Fas
recetor); e a via intrinseca (que integra sinais intracelulares). Em ambas

R as vias, inicia-se a cascata de protedlise apos ativagdo de uma protease
RESISTINDO A

MORTE CELULAR latente culminando na destruigao progressiva da célula e sua ingestao por

células “vizinhas” ou células fagociticas especializadas.

As células tumorais possuem a capacidade, via diferentes estratégias, de
limitar a apoptose sendo a mais comum aquela que envolve a perda da

proteina P-53 (eliminando o sensor critico da via apoptética).

Tabela |. Descricdo das especificidades do cancro (HANAHAN et al,, 201 1)

Hanahan e Weinberg (201 ) referem ainda todas estas capacidades funcionais, adquiridas pelo
cancro em prol da sua sobrevivéncia, como obtidas por intermédio de dois grandes eventos:
as alteragoes gendmicas das células tumorais com as mutagoes subsequentes e a inflamagao
promovida pelo préprio tumor. Estudos emergentes vieram sugerir, apesar de nao estar ainda
totalmente explicito para a comunidade cientifica, como especificidades adicionais de algumas
formas de cancro as ilustradas na figura que se segue (Fig.3). Surge, deste modo, a capacidade
de reprogramagao do metabolismo celular no sentido de ancorar a continua proliferagao.
Outra estratégia corresponde a habilidade de destruicao da agao do sistema imune sobre as
células cancerigenas, por exemplo impedindo a infiltragao de linfocitos T citotoxicos e células
natural killer, via libertagao de fatores imunossupressores como o TGF- (fator de crescimento

transformador).
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Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figura3. Especificidades emergentes e carateristicagptnas da sobrevivénci@dapatado de HANAHAN, WEINBERG, 2011)

2. A quimioterapia no tratamento e controlo da doenca

No que respeita ao tratamento da patologia, surgem como opg¢oes a quimioterapia, a
radioterapia, a cirurgia, a imunoterapia, a terapia hormonal ou o transplante de células
estaminais (NCI, 2015). A eficacia destas intervengoes depende, essencialmente, da localizagao

e tipo de tumor e do estado da doencga no qual se atua (OCHWANG!| et al., 2014).

Podemos classificar a terapéutica do cancro em quatro tipos, de acordo com a finalidade da
mesma. A quimioterapia curativa visa o controlo total do tumor podendo ser utilizada tanto
em tumores localizados como disseminados (WHO, 2002). Estamos perante uma terapia
neoadjuvante se esta for uma primeira intervengao perante o tumor, geralmente pré-
operatoria, em tumores de grandes dimensoes, visando a redugao do tamanho do mesmo para
que se consiga uma remogao cirurgica mais eficiente (WHO, 2002; NCI, s/d). Se, por outro
lado, o tratamento ocorrer apds uma intervengao primaria e pretender a redugao do risco de
recidiva e/ou a destruicao de metastases, estamos perante a terapéutica adjuvante (NCI, s/d).
Por fim, a abordagem paliativa permite o alivio dos sintomas reduzindo o sofrimento causado
pela doenga, devendo iniciar-se no diagnostico e ter lugar ao longo do decurso da doenga até

ao fim da vida do doente (NCI, s/d).

A quimioterapia € util nestas abordagens terapéuticas, pois consegue tirar partido da
capacidade de determinados farmacos para a destruigao das células cancerigenas (NATIONAL

CANCER INSTITUTE, 2008).
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3. Fitocompostos com Atividade Antioneoplasica

A prioridade, neste campo, tem sido a descoberta de novas terapéuticas, mais efetivas e a
minimizagdo ou eliminagdo da toxicidade dos efeitos secundarios tiao subjacentes a
quimioterapia. A titulo de exemplo, o 5-fluorouracilo, a doxorubicina e a ciclofosfamida,

conhecidos agentes quimioterapicos, sao causadores de cardiotoxicidade e mielotoxicidade

(FONSLOW et al., 2013).

Uma das principais causas para tal problematica é a falta de seletividade dos compostos para
as células cancerigenas (LIU et al, 2013). Posto isto, perspetiva-se o desenvolvimento de
farmacos capazes de matar as células tumorais ou torna-las benignas, sem que sejam afetadas
as células nao cancerigenas. Surgem, neste contexto, as plantas terrestres como uma fonte
valiosa no desenvolvimento de agentes capazes de travar ou reverter O processo

carcinogénico (SPORN et al, 2005).

Desde os primérdios da medicina, as plantas sao utilizadas no tratamento de doengas, pelo
facto de possuirem uma diversidade de compostos de elevado valor terapéutico (NOSTRO
et al, 2000). Denomina-se planta medicinal aquela que possui constituintes quimicamente
ativos capazes de induzir uma resposta fisiologica curativa no organismo humano ou animal na
presenca de dada patologia (HAMAYUN et al., 2006). Nos ultimos anos, tem vindo a aumentar
a atengao sobre preciosos compostos fitoterapicos capazes de inibir, nao sé a génese tumoral
em diferentes fases, mas também o processo inflamatério associado (SOLOWVEY et al., 2014).
Os produtos naturais, derivados de plantas medicinais, consideram-se quimicamente efetivos
e mais vantajosos, do ponto de vista da diminuigao ou total eliminagao dos efeitos secundarios,
frequentemente associados aos compostos quimicos de origem sintética (HAMAYUN et al.,
2006). Dos agentes neoplasicos em uso na pratica clinica, aproximadamente 60% teve origem
natural incluindo plantas, organismos marinhos ou micro-organismos (CRAGG et al., 2005).
Cerca de |14.000 extratos com atividade anticancerigena foram analisados, a partir de 35.000
mil amostras de plantas de 20 paises, pelo National Cancer Institute. No entanto, existe uma
diversidade de plantas promissoras, nesta area, que nao foram ainda totalmente estudadas

(SHOEB, 2006).
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3.1 Fitocompostos em Uso na Pratica Clinica

Existem quatro grandes grupos de compostos antineoplasicos derivados de plantas ja em uso
nos tratamentos quimioterapicos. Apresentam-se, de seguida, mais em detalhe sendo eles os
alcaldides da vinca (vimblastina, vincristina, vinorelbina); o taxol e os seus derivados
semissintéticos (paclitaxel, docetaxel); a podofilotoxina e analogos (etopésido, teniposido) e
ainda a camptotecina e os respetivos derivados (topotecano, irinotecano) (KHAZIR et al.,

2014; PAN et al, 2010).

3.1.1 ALCALOIDES DA VINCA

Originarios da vinca de Madagascar, Catharantus roseus L., os alcaldides vimblastina e vincristina
foram os primeiros compostos com atividade anticancerigena a ser isolados. O seu mecanismo
de agao no cancro envolve a inibicao da polimerizagao das moléculas de tubulina, bloqueando
assim a formacao do fuso mitotico, o que mantém a célula em metafase, resultando em
apoptose, apesar de nao estar ainda devidamente esclarecido de que forma (KHAZIR et al.,
2014) (DARWICHE et al., 2007). Recentemente, novas evidéncias mostraram que os alcaldides
da vinca inibem a acumulagao e a atividade do fator induzido por hipoxia (HIF-1a), um fator
de transcrigao proé-angiogénico envolvido no crescimento e sobrevivéncia das células tumorais
(POWIS et al, 2004). Em condi¢oes normais de oxigenacao, HIF-1a é rapidamente degradado
pela via proteolitica ubiquitina-proteossoma. Contudo, em ambiente de hipoxia é evitada a
degradacao deste fator, o que conduzird a ativacao de genes com fungdes essenciais na
adaptagao e ativagao de vias de sobrevivéncia para a célula, sob estas condi¢coes (ESCUIN et
al,, 2005). Do ponto de vista clinico, tal facto permite-nos constatar a relagao entre a hipoxia
do tumor e a ativagao do HIF, as metastases e a capacidade de resisténcia do mesmo tanto a
quimioterapia como a radioterapia, emergindo, deste modo, o interesse do HIF-1 a como alvo

terapéutico do cancro (POWIS et al., 2004).

A vinorelbina, andlogo semissintético da vimblastina, revelou em 1989 atividade antitumoral
em cancro da mama avangado, do pulmao e gastrointestinal tendo sido, cinco anos depois,
aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) (DARWICHE et al., 2007; KHAZIR et al.,
2014). A Ageéncia Europeia do Medicamento (EMA) aprovou em 2009, como terapéutica de
segunda linha no cancro de bexiga avangado, um derivado da vinorelbina — a vinflunina; no
entanto, nos EUA a FDA nao aprovou ainda este composto (MAMTANI et al,, 201 1). Novos

ensaios clinicos de fase | e Il estao a decorrer no sentido de avaliar a eficacia da vinflunina



Fitocompostos com Atividade Antineopldsica — dcido betulinico e derivados

noutros tumores solidos avangados. Uma nova estratégia de administragao, via injecao
lipossomal de sulfato de vincristina, foi aprovada em 2012 pela FDA no tratamento da leucemia
linfoblastica aguda, em doentes com segunda ou maior recidiva ou cuja terapéutica

convencional falhou anteriormente (KHAZIR et al., 2014).

3.1.2 TAXOL E DERIVADOS

Mais recentes aos alcaldides da vinca surgem, como fitocompostos antineoplasicos, os taxanos.
A descoberta do paclitaxel (taxol®), obtido inicialmente a partir da casca do Teixo do Pacifico
(Taxus brevifolia Nutt.), revelou-se um sucesso nesta area tendo sido o primeiro composto
encontrado com capacidade de promover a formagao dos microtubulos. O paclitaxel, bem
como outros analogos, encontram-se acessiveis, sendo rentavel a sua obtengao, em varias
espécies de Taxus via semi-sintese dos seus percursores, como as bacatinas. No que concerne
ao uso do paclitaxel na pratica clinica, este tem lugar em varios cancros merecendo destaque
o da mama, do ovario, sarcoma de Kaposi e cancro do pulmao de células nao-pequenas,
enquanto o docetaxel demonstra a sua atividade numa ampla gama de tumores. Porém,
algumas limitagoes destes farmacos, tal como a incapacidade do paclitaxel penetrar no cérebro,
que se julga dever-se a bomba de efluxo associada a glicoproteina P altamente expressa na
barreira hemato-encefalica, obrigam ainda a comunidade cientifica a desenvolver esforgos na
sintese de analogos melhorados. Questoes relacionadas com a citotoxicidade direcionada ao
tumor, solubilidade e diminuicao da toxicidade em células saudaveis sao alguns dos focos
principais. Ja em fase de estudo pré-clinica com capacidade antineoplasica estao cerca de 23
taxanos (CRAGG et al, 2005; KHAZIR et al., 2014).

Uma nova formulagao clinicamente mais vantajosa, em que o paclitaxel é administrado numa
suspensao de albumina, Abraxane®, demonstrou, quando associado a radioterapia, potente

atividade antitumoral (MIELE et al., 2009).

3.1.3 PODOFILOTOXINA E ANALOGOS SEMI-SINTETICOS

Podophyllum peltatum L. constitui uma fonte de um lignano bioativo bastante interessante na
area da quimioterapia — a podofilotoxina. Todavia, devido aos seus efeitos secundarios como
nauseas, vomitos, danos em tecidos saudaveis e outros, nao ¢ utilizada na pratica clinica. Os
andlogos mais emblematicos da podofilotoxina sao o etopdsido e o tenipdsido, muito
utilizados em tratamentos quimioterapicos de linfomas, cancro do testiculo, do ovario, cancros

cerebrais, leucemias agudas, entre outros. Estes derivados, contrariamente ao mecanismo de
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inibicao microtubular da podofilotoxina, atuam via inibicao da atividade catalitica da
topoisomerase Il. Apesar dos andlogos semi-sintéticos terem contornado a problematica da
toxicidade, o etoposido apresenta ainda entraves como a fraca biodisponibilidade ou a

resisténcia do tumor ao farmaco,
R”“O 0
emergindo a necessidade de busca de

novos analogos deste (KHAZIR et al, { ]©\A/|’\ { :@j’\
2014; SRIVASTAVA et al,, 2005).
HaCO ; 'OCH, HaCO ; 'OCH;

OCH, OH
37, Podophyllotoxin 38, R=CHj, Etoposide;
Figurad. Estruturaquimica da podofilotoxina e dos - /)
39,R= /O Teniposide

derivados etoposido e tenipésidc

3.1.4 CAMPTOTECINA E DERIVADOS SEMI-SINTETICOS

Isolada pela primeira vez da “arvore da alegria” chinesa Camptotheca acuminata Decne., a
camptotecina surge como um alcaldide com capacidade de inibir a topoisomerase | danificando
o DNA e, assim, provocar a morte celular. No sentido de ultrapassar aspetos limitantes como
a fraca solubilidade aquosa e a toxicidade severa, novos analogos foram sintetizados e
aprovados na pratica clinica sendo os mais conhecidos o topotecano e o irinotecano, cujas

estruturas se apresentam de seguida (Fig. 5) (KHAZIR et al., 2014; SRIVASTAVA et al., 2005).

o}

{( nH{ pteo

O topotecano é utilizado
na terapéutica do cancro

do ovario e no cancro do

pulmao de  células
1, CPT 2, Topotecan 3, Irinotecan

, o o . pequenas, enquanto o
Figura 5Estrutura quimica da camptotecinaaaalogos topotecano e irinotecano
irinotecano (CPT-11) vé
a sua agao recair sobre os cancros colon-retais (SHAH et al., 2013). Importa ainda assim referir
que, pelo fato de em alguns tipos de cancro os niveis da enzima topoisomerase | surgirem
aumentados, tornou-se pertinente o estudo destes compostos capazes de conseguir a sua
inibicao (BURKE, 1997).
Sob investigagao encontram-se as camptotecinas sollUveis em agua, cuja administragio é

realizada via intravenosa e as insoluveis, administradas oralmente no Homem (GIOVANELLA

et al, 2002). A titulo de exemplo, um derivado da camptotecina insolivel em 3agua - o
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rubitecano, desenvolvido pela companhia SuperGen, encontra-se em estudos de fase Ill com
promissora atividade no combate ao cancro de pancreas (KHAZIR et al.,, 2014).

Mais recentemente, emergiram interessantes pro-fairmacos fundamentados na nanotecnologia
farmacéutica, como o composto CRLX-101 (Fig.6), resultado da conjugacao da camptotecina
com o co-polimero ciclodextrina-polietilenoglicol (CD-PEG). Esta nova formulagao revelou
melhorias importantes nao somente na solubilidade, toxicidade e farmacocinética como
também beneficios bastante significativos do ponto de vista da eficacia do tratamento. Capaz
de facilitar a localizagdo do tecido-alvo, aumentar a deposigao intracelular do composto,
manter as concentragoes do mesmo acima do limiar terapéutico e ainda prolongar a atividade
do farmaco, CRLX-10| apresenta-se como promissor agente na area da oncologia com

estudos de fase Il a ser planeados (YOUNG et al,, 201 1).

Camptothecin (CPT)

° g@% Polyethylene glycol (PEG)
;’%m u —-
1 . '
o DJN/
p-Cyclodextrin (CD)

Repeat Unit CPT-Polymer Conjugate Nanoparticles

Figura 6 Diagrama esquematico do composE®RLX01(YOUNGt al., 2011).

4. Acido Betulinico e Derivados

4.1 Origem e isolamento do composto

O acido betulinico é um triterpeno pentaciclico (cuja estrutura quimica esta representada na
Figura 7), amplamente distribuido e conhecido do reino vegetal, que pode ser encontrado em
muitas plantas, frutos e vegetais, embora em pequenas 29CH,

quantidades. Contudo, em maiores quantidades podemos 30 2,
HaC y

extrai-lo da camada mais externa da casca de Betula alba
L. ou da casca de eucalipto, por exemplo. Betula spp sao
ricas, além de acido betulinico, em betulina, um percursor
interessante da sintese do acido betulinico, via oxidagio Ho

quimica ou enzimatica (CICHEWICZ et al, 2004; CSUK
et al. 2006). Figura 7 Estrutura quimica do acido betulini

",
“CH,

H
o 2
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Na Figura 8, a seguir apresentada, descrevem-se cinco métodos de obter o acido tendo a

betulina como ponto de partida das reagoes quimicas.

Method A .__JL -
AT - ﬁﬂff
Method B ’JL‘ J JL

[

-BuOH

@ﬁ o ,i,

Method C

OH  TEMPO, NaCIO,,
LAY L cHO NagHPO;, [ CODH
AI,\J Ny J’ J

TMSCI, \ﬁ oxalyl chloride, NaMnOy,,
\L __VHmidecle L j’ oTMS __Oweo ’\i CHO __NewPO, i COOH
-~ e / \/
73“(:
/‘\.
TMSO HO' 7
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OH Cas: 1343-93-7 -5 COOH _ NaBH, COOH
/\l/\ /\I/\l/\\/ = S N~
(J\ ultrasound ‘ i
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Figura8. Vias de Sintese do Acido BetutinA) a partir da Betulina (BMdaptado de ZHANG et al, 2015)

Método A — Iniciado por Pichette et al. em 2004, com um rendimento de 54%. A etapa principal
do processo ¢ a oxidagao altamente seletiva do H do C-28, com recurso ao acido cromico

(CrO;) adsorvido num suporte solido de didxido de silica (SiO,).

Método B — Estabelecida em 2006, consiste numa reacao eletroquimica de dois passos mediada
por TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidini-|-oxido). Mais tarde, Csuk et al. melhoraram este
método transformando-o numa reagao de uma so etapa e que se considera o método mais

simples de sintese quimica do acido betulinico.
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Método C — Desenvolvido por Barthel et al em 2003, com um rendimento de cerca de 64%,
recorre ao composto TMSCI (cloreto de trimetilsilano) na protegao dos H de C-3 e de C-28

antes da oxidacao do H em C-28.

Método D — Tira partido do uso de ultrassons (20Hz) quando a betulina é dispersa em acetona
antes da mistura com uma solugao de |2- heteropoliacido estrutura de Keggin. Esta via

sintética melhorada apresenta um rendimento de 92%.

Método E — Reagdo de 3 passos desenvolvida em 2013 que evita o uso de reagentes
carcinogénicos com o CrO; usando o oxigénio atmosférico na oxidagao catalitica da betulina
em dacido betulinico. Apresenta-se assim um método vantajoso também por ser eficaz e

economicamente viavel.

4.2 Interesse terapéutico do acido betulinico

O valor do acido betulinico reside na multiplicidade de interessantes agbes terapéuticas ja
demonstradas, nomeadamente a anti-inflamatoria, antivirica, antibacteriana, antimalarica,
imunomoduladora, antiangiogénica, hepatoprotetora e antidepressiva (CSUK et al., 2006;
MACHADO et dl, 2013). Recentemente, foi demonstrada a capacidade do mesmo inibir a
neoglucogénese hepatica e, assim sendo, a sua utilidade na prevencao e tratamento da

hiperglicémia (KIM et al., 2014).

Desde 1995 que PISHA et al. reportaram o acido betulinico como altamente promissor
enquanto agente antineoplasico, apos a indugao da apoptose em linhas celulares de melanoma
quer in vitro quer in vivo. Mais tarde, esta atividade do composto e derivados foi confirmada
como efetiva em outras linhas celulares com diferentes origens tais como mama, colon,
pulmao, pancreas, ovario, neuroblastoma ou osteossarcoma (LASZCZYK, 2009; ZHANG et
al, 2015). O mecanismo de agao antitumoral deste fitocomposto prende-se com a capacidade
do mesmo induzir a morte celular apoptotica pela via mitocondrial, o que abordarei adiante

mais em pormenor.

Adquire, contudo, ainda mais relevancia o interesse terapéutico deste composto quando se
percebe que existe uma dada resisténcia das células nao cancerigenas a sua agao (FULDA,
2008). Conseguiu-se induzir a morte de células primarias de neuroblastomas e
meduloblastomas, nao se observando citotoxicidade nas restantes células neuronais dos
murinos, o que permite também inferir acerca da seletividade do composto para o alvo

tumoral (GHEORGHEOSU et al., 2014).
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Todavia, este composto apresenta algumas limitagoes, nomeadamente no que diz respeito a
fraca solubilidade do mesmo e dos seus derivados, o que restringe a sua aplicagao permitindo
apenas o seu uso topico. Como forma de contornar esta problematica, novas formas de
administragao, como lipossomas ou nano-emulsdes tém sido apresentadas, bem como

modificagoes em C-3, C-20 e C-28 (CSUK, 2014).

4.3 Mecanismos de atuacao na neoplasia

O 4cido betulinico demonstrou modular a expressao de proteinas da familia Bcl-2, que inclui
proteinas quer anti-apoptoticas quer pro-apoptoticas, bem como exibiu a capacidade de iniciar
a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estes dois acontecimentos, apesar de ser
complexo e dependente do tipo de célula nas proteinas Bcl-2, conduzem a alteragoes na
permeabilidade da membrana mitocondrial. A permeabilizagao das membranas interna e
externa da mitocondria, induzida desta forma, permite a saida de fatores soluveis
potencialmente tdxicos como o citocromo C, a proteina Smac ou o fator indutor da apoptose
(AIF). Estes fatores atuam na ativagao das caspases responsaveis pela morte celular. Por outro
lado, o composto demonstrou nao necessitar da presenga de P-53 (proteina envolvida na
apoptose de células anormais ou danificadas e, portanto, das mais estudadas envolvidas na
supressao tumoral) e cuja inativagao, estratégia comum em muitos tumores, permite a sua
continua proliferagao. Uma outra vantagem revelou-se em células resistentes a apoptose via
recetor CD95 (Faz recetor) que, apesar de indutor de apoptose, uma vez adquirida resisténcia
da célula tumoral a esta via apoptotica, a sua estimulagao adquire a fungao oposta estimulando
a invasao e crescimento tumorais. O acido betulinico veio solucionar algumas formas de
resisténcia do cancro a alguns firmacos aumentando a sua atratividade para a pratica clinica
(FRIDMAN et al,, 2003; FULDA, 2009; PETER et al, 2015). Além desta via apoptotica capaz
de perturbar o tumor, o acido betulinico demonstrou inibir a aminopeptidase N, uma enzima
envolvida na regulagao da angiogénese e que se encontra sobreexpressa em muitas formas de
cancro. Revelou ainda a capacidade de bloqueio da atividade catalitica da topoisomerase |,

impedindo a sua interagao com o DNA (FULDA, 2009).

Dado o potencial do acido betulinico como agente quimioterapico acima descrito, muitas
alteragoes estruturais foram realizadas no sentido de otimizar a terapéutica e avaliar a
citotoxicidade dos diferentes derivados, mediante realizagao de estudos da relagao estrutura-
atividade (REA). As principais conclusdes revelaram como indispensaveis na agao citotoxica:

o grupo carboxilo em C-28 e o esqueleto formado pelos trés anéis A, B e C podendo, este
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ultimo, direcionar o design de novos agentes antineoplasicos. Por sua vez, a citotoxicidade foi
melhorada na presenca de um substituinte halogéneo em C-2, bem como a aparente

substituicao por um grupo éster em C-3 (MUKHERJEE et al., 2006).

4.4 Estratégias promissoras

Um novo derivado bem tolerado, o NV X-207, apresentou atividade apoptotica e solubilidade
bastante melhoradas face ao acido betulinico em estudos in vivo em caninos que apresentavam
tumores resistentes aos farmacos convencionais. Por intermédio da clivagem das caspases 9,
3 e 7 e da poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), este derivado ativa a via intrinseca da
apoptose e, de forma muito mais rapida que o
composto inicial, pois em apenas 7-10h foram
visiveis os efeitos do NVX-207. A Figura 9 ilustra
as respostas clinicas bastante favoraveis e
facilmente visiveis apos inje¢ao intratumoral
deste  derivado  promissor com alta
citotoxicidade, seletividade e com a solubilidade
adequada para administragao clinica (CSUK,

2014; WILLMANN et al., 2009).

Figura9. Resposta do tumor em pacientes caninos ap6s injeco intratumoral d80WWX esquerda as lesbes tumorais

antes e a direitapos o trabmento.(Adaptado de WILLMANNet al., 2009)

No sentido de solucionar ainda o problema da fraca biodisponibilidade e solubilidade do 4cido
betulinico, utilizou-se uma y - ciclodextrina (Octakis- [ 6 - desoxi - 6- ( 2 - sulfanil acido
etanossulfénico ) ] - y —ciclodextrina) altamente solivel em agua para complexar com o
fitocomposto. Apos testada a capacidade anti-proliferativa deste complexo in vitro, estudos em
modelo animal mostraram ag¢ao na redugao no peso e volume do melanoma induzido no
murino em teste. Tal facto pode ser indicador da capacidade do complexo melhorar a agao
antitumoral do acido betulinico aumentando o tempo de sobrevivéncia. Além disso, o acido
betulinico tem capacidades protetoras da pele podendo ser um candidato ao tratamento de

melanomas in vivo (SOICA et al., 2014).
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CONCLUSAO

Considerando as estatisticas relativas aos novos casos de cancro, revela-se essencial dar
continuidade aos esforgos desenvolvidos pela comunidade cientifica na investigagao desta

patologia e de todos os mecanismos subjacentes.

Desde sempre, e de modo especial no tratamento de varias doengas, as plantas assumem um
papel importante devido a diversidade de compostos que contém, com potencial terapéutico

comprovado.

O acido betulinico constitui-se um desses fitocompostos uma vez que revela uma série de
acoes farmacoldgicas promissoras do ponto de vista clinico, tendo ja permitido obter
derivados Uteis na quimioterapia, com estudos de citotoxicidade e seletividade tumorais
bastante favoraveis. Caracteristicas diferenciadoras, como a capacidade deste fitocomposto
contornar alguns mecanismos de resisténcia do cancro, vém reforgar o seu interesse nesta

area.

A realizagao de novos estudos cientificos, capazes de tornar percetiveis os mecanismos de
resisténcia das células cancerigenas aos agentes antineoplasicos, permitira a definicao de novos
alvos terapéuticos passiveis de uso numa quimioterapia mais seletiva e eficaz. A utilizagao
melhorada de fitocompostos surge, neste sentido, como aliada no combate a doenga

neoplasica.
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