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Resumo

O cancro é uma doencga que afeta grande parte da populagao mundial. A investigagao
constante, numa area de intervengao tao importante como o cancro, € inquestionavelmente
necessaria. Cada vez se tem um maior conhecimento sobre as suas causas, a forma como se
desenvolve e cresce, ou seja, a sua progressao. Estao também a ser estudadas novas formas
de o prevenir, detetar e tratar, tendo sempre em atengao a melhoria da qualidade de vida
dos doentes oncologicos, durante e apos o tratamento.

Os citostaticos podem ser classificados de acordo com o seu mecanismo de agao, e
independentemente disso, todos apresentam toxicidade e podem ser alvos de resisténcia das
células neoplasicas. A investigacdo em terapia oncoldgica inclui passado, presente e futuro.
Esta ainda muito longe de ter resultados totalmente satisfatorios e conclusivos.

E essencial a aposta continua na investigagio em terapia oncoldgica direcionada, de
modo a diminuir a toxicidade dos farmacos citostaticos, um dos principais obstaculos a
quimioterapia. A ativagao de pro-fairmacos alquilantes, nomeadamente mostardas azotadas
por espécies reativas de oxigénio é o resultado de uma, de entre as muitas investigacoes e

estudos que se tém realizado.

Palavras-chave: cancro, investigagao, citostaticos, toxicidade, terapia oncoldgica

direcionada, pré-farmacos alquilantes, espécies reativas de oxigénio.



Abstract

Cancer is a disease that affects much of the world's population.The constant
research in a target area as important as cancer is unquestionably necessary. Each time we
have a better understanding of its causes, how it develops and grows and its progression. It
is also being studied new ways of preventing, detecting and treating, always paying attention
to improving the quality of life of cancer patients during and after treatment.

The chemotherapeutic agents can be classified according to their mechanism of
action, independently of that they all present toxicity and many neoplastic cells can exhibit
resistance to these drugs. Research in cancer therapy includes past, present and future. It is
still very far from having fully satisfactory and conclusive results.

It is essential to the continuous focus on research directed cancer therapy in order
to reduce the toxicity of cytostatic drugs, a major obstacle to chemotherapy. ROS-activated
alkylating agents, particularly nitrogen mustards are the result of, among many, investigations

and studies have been conducted.

Keywords: cancer, research, cytostatics, toxicity, targeted cancer therapy, alkylating

prodrugs, reactive oxygen species.



Introducao

Segundo a Diregcao Geral de Saude (DGS), de ano para ano tem havido um aumento
da incidéncia do cancro, principalmente nos paises em vias de desenvolvimento. Estima-se
que pelo menos cerca de 7 milhdes de pessoas morrem de cancro anualmente. Mais
especificamente, em Portugal estima-se a morte anual de 25 mil pessoas. As doencas
oncolégicas constituem a segunda principal causa de morte (apenas as doengas
cardiovasculares atingem valores superiores), incluindo Portugal, sendo uma das prioridades
do Plano Nacional de Saide (PNS). A promocao da salde e do diagnéstico precoce, dando
prioridade a prevencao primaria através da promogao de estilos de vida saudaveis, sao de
extrema importincia.['l™

Como consequéncia do aumento da incidéncia de cancro, também o nimero de

tratamentos utilizando citostaticos aumentou, como se pode verificar pela andlise da Figura
| [
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Figura | Dose Didria Definida (DDD) por 1000 habitantes associada a medicamentos citotéxicos, por més, em

Portugal Continental (2009 a 2012)["]

Estes farmacos tém uma margem terapéutica estreita caracteristica, uma vez que nao
sao especificos para as células neoplasicas e, sendo assim, frequentemente lesam as células
normais. Tentando encontrar alternativa a este problema, atualmente tém-se vindo a
desenvolver terapéuticas direcionadas com o objetivo de diminuir a toxicidade dos

citostaticos, como por exemplo pro-firmacos de mostardas azotadas.P'™ De modo a
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aumentar a eficacia, fazem-se também associagoes de citotdxicos em ciclos repetidos e de
frequéncia variavel.””

Outro grande problema é a falta de eficacia da quimioterapia, causada pelo
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia.! Estes, na grande parte dos casos,
envolvem alteragoes a nivel genético nas células neoplasicas, o que pode originar resisténcia
a um determinado ou a multiplos farmacos.!”

Nas ultimas décadas houve grandes desenvolvimentos na area da terapia oncologica e
tem-se apostado continuamente na investigacao de estratégias que ponham fim, ou pelo
menos atenuem, a toxicidade e resisténcias. No entanto, ha ainda um longo caminho a
percorrer.

Esta monografia dedica-se a classificagao dos citostaticos, ao seu mecanismo de agao
e sua toxicidade, dando especial atengao as mostardas azotadas (MA), ao seu mecanismo de
acao, toxicidade e a sua utilizagao como pro-farmacos. Proponho-me também, primando por
um tema atual, abordar uma estratégia particular de terapia direcionada, baseada na presenca

de espécies reativas de oxigénio (ROS) e sintese de pro-firmacos de MA.



Cancro

O cancro é uma desordem genética provocada por mutagoes na molécula de ADN,
sendo maioritariamente espontaneas ou induzidas por estimulos ambientais. Pode ocorrer
em qualquer tecido do corpo e das mais variadas formas. Estas alteragoes genéticas poderao
por sua vez afetar a expressio e fungao dos genes e consequentemente modificar os
processos celulares, dando origem a uma crescimento anormal de células que proliferam de
forma descontrolada. A divisao celular permite a transmissao e acumulagao destas mutagoes.
Todo este processo podera resultar em cancro, no caso de se formarem células neoplasicas
malignas. O cancro torna-se clinicamente detetdvel quando ha uma massa de 10° células
neoplésicas.’As células neoplasicas malignas sio caracterizadas por autossuficiéncia de
estimulos de crescimento, insensibilidade a sinais inibidores do crescimento, incapacidade de
apoptose (morte celular programada), defeitos na reparacao do ADN, potencial replicativo
ilimitado, angiogénese sustentada, capacidade de invadir e metastizar outros tecidos e

diminuicio da imunidade. 1'%

Ciclo Celular

O Ciclo celular é dividido em duas partes basicas: mitose e interfase. A mitose
(periodo em que ocorre a divisao do nucleo celular) corresponde a separagao dos
cromossomas e normalmente acaba com a divisao (citocinese). Aproximadamente cerca de
95% do ciclo corresponde a interfase (periodo compreendido entre mitoses). Durante a
interfase ha um crescimento celular constante e replicagio do ADN, preparando a célula
para a divisao. A sintese de ADN ocorre apenas num determinado periodo da interfase. Esta
encontra-se dividida em 4 fases, a fase M correspondente a mitose que normalmente é
seguida da citocinese; posteriormente vem a fase G, (gap) correspondente ao intervalo entre
a mitose e o inicio da replicagio do ADN. Durante esta fase, a célula estd ativa
metabolicamente e tem um crescimento continuo. A fase seguinte é a S (synthesis), durante
a qual ocorre replicagao de ADN. Posteriormente ocorre a fase G, (gap 2), durante a qual o
crescimento celular continua e as proteinas sao sintetizadas. Algumas células, apos a mitose,
permanecem indeterminadamente na fase G, onde, apesar de metabolicamente ativas, nao se
dividem.!'"

A cada transicao de fase, certas proteinas como a p53, monitorizam a integridade do
ADN, procedendo a sua reparagao ou a apoptose celular, regulando desta maneira o ciclo

celular.®



Citostaticos

“Farmacos citostaticos ou citotoxicos, também conhecidos como antineoplasicos, sao
utilizados no tratamento de cancro quando a cirurgia ou a radioterapia nao sao possiveis, se
mostraram ineficazes, ou ainda como adjuvantes da cirurgia ou da radioterapia como
tratamento inicial.” Estes podem ser utilizados com sucesso no tratamento de alguns tipos
de neoplasias, no entanto, noutros casos em que isso nao se verifica possivel, sao utilizados
como paliativo dos sintomas ou meio de prolongar a vida do doente."

Os citostaticos usados na quimioterapia sao bastante distintos, tanto a nivel de
estrutura, como mecanismo de agao. Estes atuam através de uma cinética de primeira
ordem, em que uma determinada dose danifica uma proporgao constante da populagao
celular e ndo um numero fixo de células. Em parte, isto explica a dificuldade de se obter a

remissao completa de um tumor através da quimioterapia. I/I['?

Mecanismo de Acao

Os mecanismos de acdo sao diferentes entre citostaticos. Podem atuar ao nivel da
sintese de purinas, ribonucledtidos, desoxirribonucleétidos e também na sintese de ADN. A
replicacao pode ser afetada através da inibicao das topoisomerases ou formagao de ligagoes
cruzadas com o ADN. Relativamente a tradugao, pode ser afetada através da inibicao da
sintese de proteinas. Por fim podem ainda interferir com as proteinas, induzindo a sua
diferenciagio, bloqueando a atividade de enzimas e inibindo a fungio dos microtubulos.

Ha citostaticos especificos de fase S, citostaticos especificos de fase M e citostaticos
sem qualquer tipo de especificidade. Os farmacos que atuam em fases especificas tém uma
maior eficacia nas células que estao a iniciar o seu processo mitético, uma vez que se trata
da fase mais vulneravel. Consequentemente os resultados sao também superiores nos casos
em que ha uma grande proliferagao de células neoplasicas. Logicamente a eficacia é tanto
maior, quanto maior o dano na molécula de ADN (ex.: alquilantes) e quanto maior o tempo
de permanéncia de elevadas concentragoes do citostatico dentro da célula (ex.:
fluoropirimidinas). Os farmacos que atuam em fases nao especificas (ou seja, que podem
atuar em todas as fases) tém uma maior toxicidade, uma vez que as células normais
encontram-se em divisao menos frequentemente que as neoplasicas. Sao, portanto, mais
utilizados em tumores de crescimento lento.™

De modo a aumentar a eficacia, fazem-se associacoes de citotoxicos em ciclos
repetidos e de frequéncia variavel, que sao designadas por siglas (primeira letra do seu nome
genérico ou nome comercial). A posologia calcula-se em fungcao da area de superficie
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corporal, através de tabelas e réguas de calculo para a sua obtencao, em fungao do peso e

altura do doente.”

Classificacdo dos Citostaticos

Alquilantes

®Mostardas Azotadas
(Mecloretamina, Ciclofosfamida, Ifosfamida, Melfalano e
Clorambucil)
@ Alquil sulfonatos
(Bussulfano)
e Nitrosouréias
(Carmustina e Estreptozocina)
®Triazenos

(Dacarbazina e Temozolomida)

Citotoxicos relacionados com

alquilantes

®Complexos de Platina

(Cisplatina, Carboplatina, Oxaliplatina)

Antimetabolitos

®Andlogos de Acido Félico
(Metotrexato e Pemetrexed)

® Analogos de Pirimidina
(Fluorouracilo, Citarabina e Gencitabina)

®Anidlogos de Purina

(Mercaptopurina, Tioguanina, Pentostatina, Fludarabina e Cladribina)

Inibidores da Topoisomerase |

elrinotecano

e Topotecano

Inibidores da Topoisomerase

eEtoposido

eTeniposido

Citotoxicos que se intercalam

no ADN

® Antibidticos Antraciclicos

(aclarrubicina, daunorrubicina e doxorrubicina)

Inibidores das Tirosinacinases

® | apatinib

Citotoxicos que interferem

com a Tubulina

®Alcaldides da Vinca

(vinblastina, vincristina e vindesina)
®Terpendides

(Paclitaxel)

Outros citotoxicos

Tabela | Classificagdo de citostdticos baseada no mecanismo de agdo

® Amsacrina
e Asparaginase
eHidroxiureia

ePentostatina
[41(71
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Agentes Alquilantes — Mostardas Azotadas
Mecanismo de Agao e Toxicidade

“O conhecimento da cinética individual dos citostaticos € indispensavel, pois em
situagoes clinicas de insuficiéncia hepatica e renal é obrigatoéria a reducao da posologia. (...)
Na terapéutica citotoxica sao de esperar, de um modo geral, reagoes adversas, tais como:
nauseas e vomitos em grau variavel, hiperuricémia (por lise tumoral), alopécia, alteragao da
resposta imunolégica, depressio medular e efeitos teratogénicos.”®™ O aparecimento de
novos citostaticos e o aumento da sua utilizacao levam também ao aumento destas reagoes
adversas e toxicidade. Portanto, é essencial um conhecimento detalhado da sua farmacologia
(interagoes e farmacocinética) e também da pessoa (histéria clinica, idade e tolerancia a
reacoes adversas). (']

Com objetivo de diminuir os efeitos adversos realizam-se testes moleculares para
identificar os pacientes mais suscetiveis a um determinado tratamento ou, pelo contrario, a
toxicidade, permitindo assim melhorar os resultados. No entanto, ha ainda um longo
caminho a percorrer.“Il'?

Com a aprovacgao do citostatico mecloretamina em 1949 pela FDA, no tratamento de
doengas hematologicas, os agentes alquilantes s3o a classe mais antiga de antineoplasicos.
Apesar do seu uso clinico estar muito aquém das novas terapias direcionadas, estes
continuam a ser a terapéutica de eleicdo no tratamento de doencas refratarias (resistentes
ao tratamento).['¥

Tém em comum a propriedade de formar ides de carbono reativos, estes por sua
vez, ligam-se a locais de alta densidade eletrénica como grupos fosfato, aminas e hidroxilo. A
sua capacidade citotoxica esta assim relacionada com a alquilagao das bases azotadas de
ADN, oxigénios e fosfatos reativos do ADN, formando ligagoes covalentes com os acidos
nucleicos. A posicio N7 de guanina é particularmente suscetivel a ligagdo covalente.l'” A
alquilagao leva a uma quebra na molécula de ADN impedindo assim a sua replicagao e
transcricio.l

A toxicidade observada com o uso de agente alquilantes é atribuida a sua capacidade
de danificar o ADN, tanto de células normais como de neoplésicas.!""!

A maioria destes farmacos interfere com a medula 6ssea, originando mielossupressao
(condicao na qual a atividade da medula éssea diminui, resultante também numa diminuicao
dos glébulos vermelhos, leucécitos e plaquetas)!'’). Diminuem a imunidade adquirida!®,
celular (mediada por linfocitos T)'”? e humoral (responsivel pela defesa contra

microrganismos do espago extracelular, através de anticorpos produzidos por células B,
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prevenindo infe¢des intracelulares).”” As células da mucosa em divisio e foliculos capilares

(alopecia) sao também afetadas. A ocorréncia de neurotoxicidade, como nduseas e alteragao

do estado mental sao também frequente

Pertencente a estes, temos as MA que, tal como ja referido acima, estabelecem

ligagdes cruzadas com a molécula de ADN inibindo a sua replicagio e transcrigao.?"!

Embora exista um elevado nimero de MA sintetizadas e testadas, atualmente apenas

5 sao comuns na terapia oncologica. A sua caracteristica quimica é o grupo bis (2-cloroetil),

no qual a sua atividade farmacologica se baseia.

As MA mais comuns sio a mecloretamina, ciclofosfamida, ifosfamida, melfalano e

clorambucil.*%

Mostardas Azotadas

Cl

Mecloretamina

Ciclofosfamida

O N
\\P/
0~ NH
Ifosfamida 0§ H
\Fl,/ \/\Cl
N
\/\Cl
Melfalano cl
NH, N
HO
0]
Clorambucil cl

Tabela 2 Principais Mostardas Azotadas e sua estrutura quimica.[4]
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A mecloretamina foi a primeira mostarda azotada a ser usada, sendo a mais reativa e
portanto, atualmente pouco usada. O seu uso terapéutico mais comum €é no tratamento do
linfoma de Hodgkin (cancro que se desenvolve no sistema linfatico)”. As maiores
manifestacoes adversas da mecloretamina sao: nauseas, vomitos, lacrimacio e
miolossupressao. A leucopenia (redugio anormal dos leucécitos na circulagio sanguinea) e
a trombocitopenia (nimero de plaquetas inferior a 150x10° por pL de sangue) limitam a
quantidade de farmaco em cada administragio.* %!

A ciclofosfamida encontra-se na sua forma inativa até ser metabolizada no figado.? E
normalmente usada em linfomas e Leucemia Linfocitica Croénica (LLC). A LLC é uma
neoplasia hematologica linfoproliferativa que se caracteriza por uma acumulagao progressiva
de linfécitos B monoclonais funcionalmente incompetentes.””7 O seu uso terapéutico é
também aplicado no cancro da mama e ovario. Este cistostatico pode causar principalmente
nausea, mielossupressao e casos de hiponatrémia (definida como o decréscimo da
concentragio de sédio para niveis inferiores a 136 mmol por litro).'"'I*% Pode ocorrer
também cistite hemorragica (definida como uma condicao inflamatéria difusa da bexiga, com
uma etiologia infeciosa ou nao infeciosa, resultando em sangramento a partir da mucosa da
bexiga. A causa mais comum é a infecao bacteriana que geralmente responde prontamente
ao tratamento. Mas uma hemorragia crénica muitas vezes surge a partir de quimioterapia).”'!
O uso de mesna é usado como agente profilaitico na reducao da incidéncia de cistites
hemorragicas.?!

Relativamente a ifosfamida esta é principalmente usada nos tumores germinativos do
testiculo (TGT) (tumor sélido mais comum no homem dos 15 aos 35 anos)®¥ e sarcomas
(cancro nas células derivadas da estrutura embrionaria mesoderme)™. A ifosfamida tem um
perfil de toxicidade relativamente idéntico ao da ciclofosfamida. No entanto os casos de
neurotoxicidade e nefrotoxicidade, muito provavelmente causadas pelo metabolito toxico
cloroacetaldeido sio mais graves.P*®”) Para atenuar estes efeitos é comum recorrer-se
também ao mesna.

O melfalano é usado frequentemente no mieloma mudltiplo (caracterizado pela
acumulagao de plasmocitos na medula 6ssea impedindo o desenvolvimento normal das
células sanguineas, havendo também produgao de proteinas monoclonais, sem capacidade de
anticorpo).’® No que se refere a toxicidade do melfalano, esta é maioritariamente
hematologica e similar aos outros farmacos alquilantes. O vomito, nausea, alopecia e

disfungao renal e hepatica sao menos frequentes.
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O clorambucil é praticamente exclusivo para o tratamento da LLC. Este farmaco
normalmente nao provoca mielossupressao. Podera ocorrer desconforto Gl, azoospermia,
amenorreia, convulsdes, e hepatotoxicidade. !

Os citostaticos sao frequentemente farmacos antiproliferativos nao-seletivos,
atuando a nivel celular, durante o processo de divisao. Esta auséncia de seletividade resulta
numa elevada toxicidade para as células saudaveis, principalmente quando se trata de
tumores solidos, em que a divisao das células neoplasicas € lenta. Tanto a toxicidade como a
resisténcia adquirida pelas células neoplasicas sao o maior limite a terapia oncologica. Sao
frequentes os casos de reaparecimento do tumor, sob forma resistente ao tratamento.’”

Com o intuito de melhorar a terapéutica oncologica e diminuir a toxicidade, tem-se

apostado na sintese de pré-farmacos, como terapéutica direcionada.”

Pro-farmacos

Pro-farmacos sao derivados biorreversiveis de farmacos que, depois de submetidos
a um processo de transformagao quimica ou enzimatica “in vivo”, libertam o farmaco na sua
forma ativa, podendo por fim realizar a sua agio farmacoldgica.”'! O uso de proé-farmacos
envolve assim a sintese de derivados inativos do farmaco original, que irao posteriormente,
ja depois de administrados, sofrer ativacao preferencialmente no local de agao, alcangando
assim uma atividade terapéutica e seletiva. As estratégias de terapia direcionada beneficiam
do baixo pH extracelular, nimero elevado de enzimas nos tecidos tumorais, ambiente
hipoxico no interior do tumor e antigénios especificos expressos na superficie das células
neoplasicas. O objetivo principal de um pro-farmaco é alterar temporariamente as
propriedades fisico-quimicas do citostatico, modificando consequentemente a sua
farmacocinética (absorgao, distribuicao, metabolismo e excregao), prolongar a sua agao
farmacolodgica, reduzir a toxicidade e efeitos adversos, aumentar a seletividade e superar os
problemas de formulagio.””

Ha duas classes principais de pro-farmacos: pro-farmacos ligados covalentemente a
transportadores e pro-farmacos biopercursores (modificados a nivel molecular, tornando-se

inativos).*2

Especies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sao moléculas reativas e radicais livres

derivadas do oxigénio molecular. Sao originados no decorrer da cadeia respiratoria que

14



ocorre a nivel mitocondrial, durante a atividade de enzimas oxirredutoras e durante a
oxidagao catalitica de compostos metalicos. As ROS tém um papel preponderante na defesa
do organismo, sinalizagao celular, incluindo apoptose celular, expressao génica e cascatas de
sinalizacdo celular.®!

As ROS podem ser categorizadas em dois grupos: radicais livres de oxigénio e
ROS nao radicalares. Os radicais livres de oxigénio incluem: superoxido (O,*—), radical
hidroxilo (HO¢), 6xido nitrico (NO), radicais organicos (R¢), radicais peroxilo (ROO?),
radicais alcoxilo (RO¢), radicais tiol (RS¢), radicais sulfonilo (RSO,¢), radical tiol peroxilo
(RSOOQOr¢), e dissulfuretos (RSSR). As ROS nao radicalares incluem perédxido de hidrogénio
(H,0,), dioxigénio singleto ('O,), ozono (O;), hidroperédxidos orginicos (ROOH), 4cido
hipocloroso (HOCI), peroxinitrito (ONQO"), aniao nitrosoperoxicarbonato (O=NOOCO,
7), anido nitrocarboneto (O,NOCO,"), hiponitrito ([ON=NO]J*) e ido nitrénio (NO,").
Entre eles, o superoxido, o peroxido de hidrogénio e os radicais hidroxilo sao os mais
estudados no que se refere ao cancro. *I*

Um elevado numero de células neoplasicas apresenta um alto stresse oxidativo,
principalmente devido ao facto de nao existir um equilibrio no seu estado redox
intracelular.®! O facto de as ROS estarem presentes num numero tio elevado permitem
uma superior transformagao oncogénica, uma vez que ha um maior dano na molécula de
ADN e consequentemente um maior numero de mutagoes. Tirar vantagens destas
caracteristicas Unicas das células neoplasicas € um dos principais desafios na terapia
oncologica direcionada. Tém-se realizado diversos estudos, relativamente a inibicao da
proliferagio das células neoplésicas, através de antioxidantes quimicos e enzimaticos.™ !

Por outro lado, o nivel elevado de ROS caracteristico de células neoplasicas pode
ser utilizado como ativador de pro-farmacos em terapia direcionada. Como ja foi referido

reduzir a toxicidade da terapia oncolégica € um dos maiores desafios hoje em dia.

Inducao de alquilagao do ADN por ROS

Nas ultimas décadas, varios investigadores desenvolveram novos farmacos

alquilantes que por reagoes de oxidagao, redugao e fotdlise, induzem a formagao de ligagoes
cruzadas com o ADN.H1 Recentemente, varios pré-farmacos, cujo mecanismo de ativagio é
influenciado por ROS, tém sido desenvolvidos para atingir seletivamente as células
neoplasicas. Certos pro-farmacos de MA podem ser ativados pelas ROS, libertando entao o
farmaco na sua forma ativa e consequentemente atuando seletivamente nas células

neoplasicas da CLL, exercendo assim uma menor toxicidade nos linfocitos normais. Estes
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farmacos, na presenca de H,0O,, adquirem uma maior afinidade para efetuarem ligagoes
cruzadas com a molécula de ADN, impedindo a sua replicagao e transcricao, o que leva a
morte celular; enquanto na sua auséncia essa afinidade é mais restrita. As ligagoes cruzadas
com a molécula de ADN definem o modo de atuagao das ja referidas MA (clorambucil,
ciclofosfamida, ifosfamida, melfalano e mecloretamina).*"!

O H,0O,, uma ROS bastante comum, é produzido em larga escala em varios tipos
de células neoplasicas apresentando niveis dez vezes superiores as células normais. As
propriedades do H,O,, designadamente: niveis elevados, concentragoes estaveis “in vivo”,
auséncia de carga e o facto de praticamente todas as fontes de radicais de oxigénio lhe
poderem dar origem, permitem que se difunda livremente através das membranas
citoplasmaticas e entre nas células.”*®

De referir portanto que, desenvolver pro-firmacos dependentes de H,O, para a
sua ativagao, com o objetivo de atingir seletivamente células neoplasicas ricas em ROS, é
uma estratégia extremamente eficaz na terapia oncoldgica.

Estes pro-farmacos consistem em dois dominios funcionais: um “trigger”,
responsavel por reagir na presenca de H,0O, e um “effector”, grupo funcional que provoca o

dano celular. A reagao do “trigger” com o H,O, deve aumentar o poder citotoxico do

9 [45]

Prodrug @

No ROS

b &«_,.. — e
Effector Trigger

Alkylating agent DNA Cross-links

“effector”.

No DNA Cross-links

Figura 2 Alquilagdo seletiva do  ADN por um pré-férmaco, induzida por RrosH*!

A reagao seletiva de um derivado aromatico (arilo) do acido borico ou dos seus
derivados de ésteres com H,O, tem sido aplicada na detegao por fluorescéncia de H,O,
intracelular, expressao génica e desenvolvimento de pré-farmacos. Estes compostos nao
provocam normalmente qualquer tipo de toxicidade humana intrinseca, assim como o
composto final resultante (acido bédrico). Estas caracteristicas permitem a sua utilizagao
como “trigger”, no desenvolvimento de pro-firmacos ativados por ROS. As MA sao usadas

como “effector”.B”

Ha ainda um outro tipo de pro-farmacos ativados por ROS, os quais
depois de ativados originam metileno-quinonas (um dos grupos carbonilo das quinonas é
substituido por um grupo metileno) alquilantes. No entanto, ambos iriam originar moléculas

com carga, dificultando a sua entrada na célula e colocando todo o processo de terapia
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oncolégica em causa. A solucao ¢€ sintetizar pro-firmacos que apods a ativagao nao adquiram
carga, podendo assim entrar no meio intracelular, e sejam igualmente citotoxicos e
seletivos.™

A ligacao direta do elemento quimico Boro a um anel aromatico ¢ suficiente para
tornar as MA inertes. O seu potencial terapéutico foi demonstrado através da comparagao
da toxicidade e seletividade em linfécitos neoplasicos de doentes com LLC e linfocitos de
dadores saudaveis.

Os compostos sintetizados apresentam dois sistemas de ligacao e varios “leaving

groups”. ™!

TN ! Electron Withdrawing Group ! Elt Dl G 77777 i

' L i Electron Donating Group |
Ié RO..OR ! RO._.OR AT g roue OH
% In normal or, B ! B |

B other celjs b CARRRREE U e (S SO )
O ‘5 under OSE"l DNA
“‘% 1 - N B —— JE——
N

N
~~_-Cl N N Hz0, N @A‘/\/CI /r 1
® A o o
Jay /r \L /r 1 ,r \]\ DNA DNA
Cl cl Cl Cl cl Cl
E D 1or2 B [
Weak alkylating agents Powerful alkylating agent DNA alkylation

Figura 3 (A) Estruturas de pré-farmacos (B) Mecanismo de acdo de pré-farmacos seletivos para células com RroSH]

Os compostos la-f e 2 apresentam o grupo de MA diretamente ligado ao anel
aromatico (Figura 3 A). Uma vez que o grupo boronato apresenta uma elevada
eletronegatividade, provoca diminuigio da densidade eletrénica no anel.! Por outro lado, o
Azoto é um forte ativador, doador de eletrdes,™ originando um efeito de ressonincia e,
consequentemente, a formagao de uma nuvem eletronica uniformemente distribuida pela
molécula (D). Sendo portanto estaveis, impedem a formagao da aziridina (E) nos pro-
farmacos na auséncia de ROS, que tornaria o composto toxico (Figura 3 B), uma vez que é
esta que estabelece ligagoes cruzadas com o ADN. Sao assim considerados fracos agentes
alquilantes. No entanto, na presenca de ROS, ocorre a oxidagao da ligagao Boro-Carbono
pelo H,O,, ocorrendo a formagao de um grupo hidroxilo (doador de eletroes).

Consequentemente a molécula deixa de ser estavel e ha um movimento de eletroes do
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atomo de azoto para o de cloro (B), permitindo a formagao da aziridina (C), altamente
eletrofilica, potente alquilante da molécula de ADN.

A sintese dos pro-farmacos la-f e 2 (Figura 4) iniciou-se a partir da p-bromoanilina
(4). Seguidamente promove-se a reagao do composto (4) com o 2-cloroetanol, usando
carbonato de cdlcio (6). Por uma reagao catalizada por paladio obteve-se o intermediario de
boro (8). Este por sua vez reage com o MsCl (cloreto de mesilo) originando a MA (If) com
um rendimento de 80%. Uma reagao de substituicao nucleofilica de If com cloreto de litio
ou brometo de litio resultara respetivamente em la, Id ou Ib e le. O composto |Id sera
convertido no |c por adigao de brometo de litio.

Para a sintese do derivado aromatico do acido boérico (2) (Figura 4 B), o composto 6
foi inicialmente convertido numa mostarda com dois substituintes cloro (9), na presenga de
MsCl. O tratamento desta com n-butil-litio (n-Bu-Li) e borato de triisopropilo e posterior

hidrélise originou o composto 2.1*!
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Figu ra 4 (A) Sintese dos pro-farmacos | a-f (B) Sintese do pré-farmaco 2 [43]

A alquilagao da molécula de ADN por MA envolve preferencialmente os nucleétidos

de guanina de cadeias antiparalelas de sequéncias 5’-GNC (em que N é um qualquer

nucleétido).P% BY
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A seletividade e capacidade destes compostos, la-f e 2, para exercerem reagoes de
alquilagao na molécula de ADN foi demonstrada utilizando uma sequéncia 5’-GNC terminal
I2a e 12b (Fig. 5). No entanto, posteriormente sintetizou-se outra sequéncia com GNC no
meio e comparou-se o rendimento das ligacoes cruzadas em ambas as moléculas. A
sequéncia terminal de GNC obteve um maior rendimento, contudo estes registos mostram
que a atividade e seletividade dos agentes alquilantes pode ser alcangada com uma variedade
de sequéncias de ADN.

Na auséncia de H,O, nao ocorreram ligagoes cruzadas de la-e e 2, com a molécula
de ADN. If induziu 22% de LC ao ADN. O composto |f contém dois grupos mesilato,
enquanto os outros tém um ou nenhum. O facto de o mesilato ser um melhor “leaving
group” podera explicar a elevada reatividade de If na auséncia de H,O, quando comparado
com os restantes. Tais registos confirmam que o grupo borato é suficiente, para inativar as
mostardas com dois substituintes halogéneos ou um substituinte mesilato e outro halogénio.
No entanto, nao inativam por completo as mostardas dimesilato.

A adicao de H,0O, ativa os compostos la-e e 2, permitindo que estes estabelecam
ligacoes cruzadas eficientes com a molécula de ADN (37%-49%). Similarmente, a ocorréncia
das ligagoes cruzadas pelo composto |f aumentou para o triplo. De referir também que as
reagoes de alquilagao nao ocorreram na auséncia dos pré-farmacos, independentemente da
presenca ou nao de H,0,.

Estes resultados siao explicados, como ja referido anteriormente, pela elevada
eletronegatividade do grupo borato, que na presenga de ROS, origina um grupo hidroxilo
doador de eletroes. Consequentemente aumenta a densidade eletrénica da MA, facilitando a
alquilagao do ADN (Figura 3 B).

Mais especificamente, entre todos os pré-farmacos com diferentes “leaving groups”,
aqueles que apresentavam mesilato na sua constituicao sofriam de uma maior indugao na
reagao de alquilagao da molécula de ADN na presenga de H,O, relativamente aos que
apresentavam grupos de halogénios. A capacidade de indugao foi a seguinte: If > Id ~ le >
la ~Ib ~lc. If com dois grupos mesilato apresentou uma ocorréncia de 66% de ligagoes
cruzadas com o DNA, Id e le com um grupo halogénio e um grupo mesilato apresentaram
uma incidéncia de 47% e 48% de ligagoes cruzadas, respetivamente, por ultimo apenas 35%-
37% de incidéncia foi observado com la, |b e Ic, com dois grupos halogénios cada. Nao foi

observada nenhuma diferenca significativa, entre substituintes bromo ou cloro (Figura 5).
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Foi ainda investigada a atividade dos pré-farmacos la, Id e 2, na presenga de outras
ROS como Hidroperoéxido de terc-butilo (TBHP), iao hipoclorito (OCI), radical hidroxilo
(OH"), radical t-butoxi (‘BuQ®), ido éxido (O*) e éxido nitrico (NO). Entre todas estas ROS,
o H,0O, é o mais eficaz na ativagao dos pro-farmacos, com rendimento de 30-47%. As ROS
TBHO, OCI e O, ativam levemente os pro-farmacos la, 1d e 2, com rendimentos de |.0-
3.6%, 0.9-6.6% e 5-15%, respetivamente. O BuO*, 0 NO e o HO® nao tém qualquer efeito
sobre os pro-farmacos (Figura 6). Estes dados sao consistentes com os registos prévios de

ativagio seletiva dos pré-farmacos com H,0,. ™!
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Figura 6 LC estabelecidas por Ia, Id e 2 na presenca de diferentes ROSI*)

Para comprovar a sintese no analogo alquilante hidroxilo (13) (Figura 7) por ativagao
dos pro-farmacos la e 2 na presenga de H,O,, fez-se reagir o composto la (20 pmol) ou 2
(20 pymol), com H,O, (30 pmol), numa mistura de fosfato de potassio deuterado (pH 8) (50
pL) e sulfoxido de dimetilo-d, (DMSO-d,) (450 pL).
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Figura 7 Ativagéo de 1a e 2 por H202[45]
rapida, sendo de 80% em apenas

30 minutos, e superior a 95% em

duas horas. Todos estes dados revelam que os pro-fairmacos utilizados neste estudo sao de
fato eficazes. Foi realizado ainda um controlo, na auséncia de H,O,, permitindo assegurar a
sua importancia na ativagao de pro-farmacos. Como esperado, nao ocorreu formagao do
composto |3, resultando somente em |ID e 2 (referido anteriormente), compostos que nao
tém qualquer efeito sobre a molécula de ADN. No que se refere ao composto 2, este pode
ser convertido também no |3, na presenca de H,O,, em cerca de 93% em duas horas.™

A seletividade e a citotoxicidade foram posteriormente avaliadas em sistemas
biologicos. Todos mostraram uma inibicao do crescimento das linhas celulares testadas. A
percentagem de crescimento da maioria das linhas celulares foi inferior a 50, com uma dose
unica de 10 pM. Comparando a inibigao de crescimento celular das MA aromaticas, com a
mecloretamina, conclui-se que o poder de inibigao das primeiras é bastante superior. Apesar
das razoes nao serem ainda bem claras, isto podera ser explicado pelo facto da
mecloretamina ser carregada positivamente e, portanto, difundir-se com mais dificuldade
para o interior da célula.

Uma vez que nao houve uma diferenga significativa, entre os compostos que diferiam
apenas no tipo de halogénios, usou-se como representativos os compostos la, Ic, Id e 2
para avaliar a inibigdo do crescimento celular.”! Os resultados foram expressos em valores
de Gl;,, que correspondem a concentragao de amostra correspondente a 50% de inibicao
méxima de proliferacio celular.®?” Todos os 4 pré-farmacos, depois de ativados, exibiam um
elevado nivel de toxicidade nas linhas celulares testadas. Recorreram-se a células de varios

doentes com varios tipos de cancro, entre eles leucemia, cancro do célon, melanoma,
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cancro do ovario e cancro da mama. O Gly, variou entre 0.23 e 31.4uM, nao tendo no
entanto na maior parte dos casos atingido os 5uM.

No que se refere especificamente a células neoplasicas em doentes com LLC, os proé-
farmacos la, lc e 2 induziram apoptose num elevado niumero de amostras celulares, sendo o
composto 2, o que obteve o menor IC,, (concentracao do farmaco que provoca 50% de
citotoxicidade na cultura celular), entre 5 e 6 yM.P? Foi também avaliada a toxicidade dos
pro-farmacos em linfécitos saudaveis. O resultado foi um decréscimo da apoptose celular
relativamente as células neoplasicas. Isto, porque como ja referido anteriormente, estas
ltimas apresentam elevado stresse oxidativo e, consequentemente, elevada quantidade de

ROS, que sao as responsaveis pela ativagio dos pro-farmacos.*!
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Outro estudo realizado para comprovar a ativagao dos pro-farmacos por
ROS, foi a inibigao da formagao de ROS pelas células neoplasicas, através do uso de N-
acetilcisteina (NAC). Esta inibicao ira impedir a ativagdio dos pro-farmacos e
consequentemente a sua toxicidade. Os resultados mostraram que na presenga de NAC
(100 mM) a apoptose induzida pelo composto Ic (10 uM) foi nula.™]
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Conclusao

O uso de citostaticos em terapia oncoldgica é bastante elevado e, com o aumento do
numero de casos de cancro, ird ser ainda superior. Ndo s6 por este motivo, mas também em
consequéncia da sua elevada toxicidade e resisténcia por parte das células neopldsicas, é
fundamental que se encontrem alternativas com resultados mais favoraveis e satisfatorios
para as células neopldsicas, e menos agressivos para as células saudaveis.

Os alquilantes sao dos citostaticos a que mais se recorre, apresentando no entanto
graves efeitos adversos e elevada toxicidade. O uso de pro-farmacos nao se restringe apenas
a otimizar a formulacdo de um farmaco para que este tenha uma absorcdo, distribuicdo,
metabolismo e excrecdo melhoradas. Sdo também indispensaveis na terapia oncoldgica
direcionada e na reduc¢do da toxicidade das células saudaveis.

Na presente monografia relataram-se estudos realizados com pro-farmacos de
mostardas azotadas, sendo estas responsdveis pela alquilagdo da molécula de ADN e
consequentemente impedir a sua replicagdo. Estes sdo apenas ativados na presenca de H,0,
presente nas células neopldsicas. Os resultados obtidos revelam que é possivel encontrar
estratégias de melhoramento da terapia oncoldgica.

No estudo relatado, o uso do Boro na formacdo de pré-farmacos com mostardas
azotadas revelou-se eficaz. Estes compostos, apresentam uma grande seletividade para as
células neoplasicas, uma vez que se encontram em stresse oxidativo e contém espécies
reativas de oxigénio, nomeadamente H,0,.

Recorrendo a propriedades caracteristicas de células neoplasicas é possivel encontrar
estratégias terapéuticas, utilizando citostaticos que permitam ao doente ter uma melhor
qualidade de vida e uma maior esperanca de vida, sendo este um dos principais objetivos
das investigacOes efetuadas nesta area.

Nas ultimas décadas observou-se um grande avancgo na terapia oncoldgica, atingindo-

se novas descobertas e novas estratégias, ja postas em pratica hoje em dia.
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