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RESUMO

Cancro é um termo genérico que se utiliza para designar doencas em que as células
se dividem sem controlo, podendo invadir outros tecidos do corpo através do sistema
sanguineo e linfatico.

Nas células cancerigenas, o0 acido desoxirribonucleico lesado nao é reparado e a
célula ndo morre, originando novas células de que o corpo ndo necessita e que possuem
0 Mesmo erro genético que a célula inicial.

O tratamento do cancro (neoplasia) requer cuidado na selecdo de uma ou mais
intervencdes, sendo a cirurgia, a radioterapia € a quimioterapia as estratégias mais
utilizadas.

Face as limitacBes associadas aos farmacos existentes e ao rapido
desenvolvimento de resisténcia, a procura de solugdes mais eficazes e seguras para o
tratamento de neoplasias representa um premente desafio.

A exploracdo de farmacos ja aprovados para o tratamentos de outras doencas €
atrativa, pois grande parte da informac&o relativa ao perfil farmacocinético e toxicoldgico
é conhecida. Exemplo disso sdo os perdxidos, derivados da Artemisinina, aplicados no
tratamento da Malaria. A sua atividade anticancerigena esta associada aos mecanismos
de inducdo de apoptose, sendo a ligacdo endoperoxido existente na estrutura destes
compostos, crucial para a atividade.

Com este trabalho pretende-se rever os estudos relativos a utilizacdo de peréxidos
como agentes antineoplasicos e as vantagens da sua aplicacdo em combinacdo com a
terapia convencional.

A preparacdo relativamente econdmica e a estabilidade da funcéo trioxolano
permitem a sintese de derivados com estruturas diversas, alargando a possibilidade de
desenvolvimento de novos farmacos. Durante o trabalho de investigagdo sintetizaram-se
diversos trioxolanos que demonstraram ter uma atividade antimalarica semelhante a dos
derivados da Artemisinina aplicados atualmente no tratamento da Malaria. Estes

compostos também se mostram promissores na area do tratamento do cancro.

Palavras-chave: Cancro, tratamento do cancro, peroxidos, Artemisinina, trioxolanos



ABSTRACT

Cancer is a generic term used to describe diseases in which the cells divide without
control and can invade other tissues in the body through the blood and lymphatic system.

In cancer cells, the damaged desoxyribonucleic acid isn’t repaired and the cell
doesn’t die, originating new cells that the body doesn’t need but retain the original genetic
error.

The cancer’s treatment requires a careful selection of one or more interventions.
Surgery, radiotherapy and chemotherapy are now the most applied strategies.

Because of the limitations linked to the existing drugs and the rapid development
of resistance by cancer cells, the search towards more effective and safe solutions for the
treatment of cancer represents an urgent challenge.

The exploitation of chemotypes already approved for the treatment of other
diseases is attractive, because much of the information regarding pharmacokinetic and
toxicological profile is available. Examples are peroxides derived from Artemisinin,
widely applied in the treatment of Malaria. Their proven anticancer activity is associated
to interference with mechanisms of apoptosis induction. The endoperoxide bond existing
in the structure of these compounds is crucial for their activity.

With this work we intend to review the existing knowledge concerning the use of
peroxides as antineoplastic agents and the advantages of their use in combination with
conventional therapy.

Relatively easy access to trioxolanes through synthesis and the stability of the
trioxolane function allows for the preparation of derivatives with chemical diversity,
extending the possibility of developing better and safer drugs. The synthesis of a small
library of trioxolanes is described. Compounds prepared demonstrated a similar
antimalarial activity to that exhibited by artemisinin derivatives currently used in the
treatment of malaria. These compounds have also shown potential for cancer

chemotherapy.

Keywords: Cancer, cancer therapy, peroxides, artemisinin, trioxolanes
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| — Introducao

1. Evoluc¢do do Cancro ao longo da historia

O desenvolvimento do cancro em Seres Humanos e animais tem sido descrito ao
longo da histéria. O fisico Grego Hipdcrates, considerado o pai da Medicina, foi o
responsavel pela origem da palavra cancro. As palavras carcinos e carcinoma eram usadas
para descrever tumores ndo ulcerosos e ulcerosos, uma vez que a forma como a doenca
se projeta faz lembrar a forma de um caranguejo. Algumas das evidéncias mais antigas
de cancro foram encontradas em tumores dsseos, da cabega e pescogo fossilizados em
muUmias humanas no Antigo Egito, e em manuscritos antigos. As descri¢es, mais antigas
da doenca e do seu tratamento datam de 1600 A.C, no Egito e estdo contidas no Papiro
cirtrgico de Edwin Smith. Este tratado referia o cancro como uma doenca sem tratamento.
(1.2)

1.1. Epidemiologia do Cancro

Hoje em dia, o Cancro é a principal causa de morte no Mundo e constitui um grave
problema de Sadde Publica, sendo responsavel por provocar um enorme sofrimento nos
doentes e nas pessoas que com eles convivem. Desta doenca também resultam custos
econdmicos substanciais para toda a sociedade. (2,3)

De acordo com a World Cancer Research Fund Internacional, em 2012 existiam
14,1 milhdes de casos de cancro em todo 0 Mundo. Em 2035 estima-se que este nimero
atinja os 24 milhdes e que 70% das mortes por cancro ocorram nos paises pouco
desenvolvidos. Esta projecdo esta baseada no crescimento da populagédo global e no seu
envelhecimento mas também com a melhoria dos meios de rastreio, diagnostico e
tratamento. Em 2012 o cancro do pulmé&o prevalecia, constituindo 13% dos novos casos
diagnosticados, sendo este cancro o mais comum no sexo masculino. A seguir
encontrava-se 0 cancro da mama, com prevaléncia no sexo feminino, e o cancro
colorretal. De acordo, com a mesma associacdo, a taxa de prevaléncia do cancro € mais
elevada nos paises desenvolvidos. O cancro dos rins, melanoma, linfoma de Hodgkin e
mieloma multiplo, surgiram como 0s cancros mais comuns nos paises desenvolvidos. Os
paises da Europa, Oceania, América do Norte e Asia foram 0s que apresentaram maior
incidéncia de cancro. Em 2012, Portugal, encontrava-se no 36.° lugar, com 246,2 casos
diagnosticados por 100000 habitantes.(4)
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Utilizacdo de Peroxidos com atividade antiparasitaria como agentes anticancerigenos| I- Introducéo

O cancro constitui, deste modo, um enorme desafio para a ciéncia.(5)

1.2.0 que é o cancro?

Cancro é um termo usado para designar um grupo de doencgas em que as células
se dividem sem controlo e podem invadir outros tecidos do corpo, através do sistema
linfatico e sanguineo. Uma das principais caracteristicas do cancro é a rapida criagéo de
células anormais que crescem para alem dos limites habituais e que podem invadir as
partes do corpo adjacentes, podendo difundir-se para os outros 6rgéos. Este processo é
designado por metéstase e é a maior causa de morte associada ao cancro. Existem mais
de cem tipos de cancro. (1,6) E uma doenca genética, que se desenvolve quando ocorre
lesdo da informacdo presente no acido desoxirribonucleico (DNA) celular, que esta
presente em todas as células e que controla todas as funcdes celulares. Em consequéncia
disto, os genes que controlam as fungdes celulares normais, como o crescimento,
sobrevivéncia e propagacao, séo intensificados, e 0s genes que suprimem estes efeitos séo
reprimidos. Apesar de haver uma contribuicdo de alteracdes ndo mutagénicas
(epigenéticas), a acumulacdo de mutacGes é o principal mecanismo responsavel pela
ocorréncia de danos no material genético.(7,8) Quando o material genético das células
normais é danificado, a célula repara o erro ou morre. Nas células cancerigenas, 0 DNA
lesado ndo é reparado e a célula ndo morre como deveria, originando novas células de
gue 0 corpo nao necessita e que possuem 0 mesmo erro genético que a célula inicial.(9)
Nestas células, a expressao de genes anormais gera alteracdes nos processos bioldgicos
fundamentais, que caracterizam o cancro. (7)

Assim, assegurar a correta realizacdo da replicacdo do DNA é fundamental para
preservar a integridade do genoma e a reparacdo de lesbes do DNA ¢é essencial para

manter a fidelidade da replicagéo. (9)

1.3.0 desenvolvimento do Cancro

A transformacéo de uma célula normal em cancerigena é um processo que envolve
varios passos, que vao desde uma lesdo pré-cancerosa a um tumor maligno. Estas
alteracdes resultam da interacdo entre fatores genéticos e os agentes externos, fisicos,
quimicos e biologicos. A idade é um outro fator fundamental para o desenvolvimento do
cancro.(6) Deste modo, acredita-se que o cancro tem que ter um periodo de laténcia longo

e devem existir estadios multiplos no processo de carcinogénese, sendo necessario muito
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tempo para o cancro se desenvolver e se detetar a neoplasia. Durante o processo de
desenvolvimento, 0 cancro passa por varios estadios, o que indica que durante a evolugéo
da doenca ocorrem mudangas sequenciais. A genética é a principal responsavel pelo
aparecimento da doenca, mas numa fase mais avangada séo os fatores ambientais que
completam o processo de carcinogénese. Estes Ultimos fatores podem ser controlaveis e,
por isso, tém sido de especial interesse na prevencédo do cancro. (10)

Uma vez que o cancro ainda ndo tem cura, varias hipoteses ou teorias relativas a
sua génese tém sido propostas desde o inicio do ultimo século. As teorias atuais
consideram que o cancro é consequéncia da proliferacdo descontrolada a partir de uma
célula somatica, que resulta da acumulacdo progressiva de mutaces que ocorrem ao
acaso em genes essenciais para o controlo do crescimento e diferenciacédo celular. A teoria
da vigilancia imunoldgica tem um papel adjuvante na teoria da mutacdo, uma vez que um
tumor podera formar-se quando uma mutacdo escapa a vigilancia imunoldgica. No

entanto, varias contradicdes relativas a teoria da mutacao tém sido reportadas.(10)

1.4.Causas do Cancro

O processo de transformacdo de uma célula normal numa célula cancerigena
compreende varias etapas e pode iniciar-se em qualquer tipo de tecido do corpo. Tal como
muitas outras doencas, o cancro tem uma origem multifatorial, o que sugere a
contribuicdo de vérios fatores para o seu desenvolvimento e a inexisténcia de uma causa
especifica para um determinado tipo de cancro. (8,11-13)

Muitas vezes o cancro pode ser hereditario (5-10%) e resulta de um gene anormal
que é transmitido a descendéncia, o que faz com que a incidéncia de cancro numa familia
seja elevada.(14,15) Muitos individuos também possuem genes que, ndo sendo muito
importantes para desenvolver cancro, aumentam um pouco o seu risco.(14) No entanto,
ao longo da vida, ha a possibilidade dos genes saudaveis sofrerem mutacdes e serem
alterados, tornando as células que os possuem cancerosas. Cancros diferentes possuem
diferente nimero de processos de mutagdo.(16) Estas mutacdes podem ser causadas pelo
fumo do cigarro, radiacdo, hormonas e dieta (10). A idade também parece ser um fator
crucial para o desenvolvimento do cancro, uma vez que, ao longo dos anos, ha uma
acumulacdo da exposicao a estes fatores de risco, e consequentemente um aumento da
ocorréncia de mutacOes, que € conjugado com uma diminuicdo da efetividade dos

mecanismos de reparacgéo celular. Estas alteracdes podem ocorrer por acidente, quando a
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célula se esta a dividir, ou porque a célula sofreu alguma lesdo que passou durante o
processo de divisao, para a célula da descendéncia.(14)

Individuos que foram sujeitos a transplante de érgdos e que tomam farmacos que
suprimem o seu sistema imunitario, individuos com o virus da Imunodeficiéncia Humana
ou pessoas possuidoras de sindromes que afetam o sistema imunitario, apresentam
problemas no seu mecanismo de defesa e estdo mais predispostos a ocorréncia de certos
tipos de cancro, como os linfomas e aqueles que sdo causados por virus como o caso do
cancro cervical, cancro do figado e cancro do estdbmago. As infe¢bes cronicas ou 0s
orgdos transplantados induzem continuamente a divisdo celular, o que leva a ocorréncia
de mutacBes nas células imunitarias e ao seu desenvolvimento em linfoma. (14)

Na tltima década, as mudancas rapidas e significativas, observadas na incidéncia
do cancro, tém sido atribuidas a alteracdes bruscas na exposi¢do da populagédo aos fatores
ambientais, sendo estes referidos como os principais responsaveis pelo aparecimento do
cancro em varios estudos epidemiolégicos. Os fatores ambientais incluem todos os fatores
ndo geneéticos, que ndo sdo controlados pelos individuos e que ndo dependem das suas
escolhas. Deste modo, estdo neles incluidos o estilo de vida, fumo do tabaco, agentes
biolégicos como o virus do Papiloma Humano (VPH), medicamentos, alimentac&o,
fatores geofisicos e exposicao aos fatores de risco resultante da atividade laboral. (17)

Os virus e as bactérias sdo agentes que podem ajudar a originar alguns cancros,
uma vez que vao causar alteracdes genéticas nas células, fazendo com que estas se tornem
cancerigenas. Os virus estdo associados & ocorréncia de certos cancros, Como 0 cancro
cervical (Virus do Papiloma Humano), o cancro do figado (virus da hepatite Be C) e 0
linfoma (virus Epstein-Barr). No entanto o virus sé causa o cancro em certas situacoes,
existindo muitas pessoas infetadas por virus capazes de originar cancro, mas que nunca o
desenvolvem. Algumas bactérias também estdo correlacionadas com o surgimento do
cancro, como é o caso de Helicobacter pylori. (8,18,19) Existem mais de 200 tipos de
cancro em humanos, que parecem ser causados, de forma aleatoria, por acidentes
inevitaveis da Natureza, e que ocorrem com frequéncias comparaveis em varias
populagcbes. Contudo, este padrdo constante de alguns cancros tem vindo a ser
influenciado por outros fatores que, em certas populagdes, aumenta de forma abrupta a
ocorréncia de novos casos. Os fatores contribuintes com mais peso sdo 0s genéticos e 0s

ambientais, que conduzem a uma variabilidade na incidéncia do cancro de pais para pais.
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Diferentes populacdes apresentam diferentes frequéncias de alelos suscetiveis para o
desenvolvimento da doenca, ndo sendo este facto explicativo das diferencas observadas,
0 que leva a deduzir que os fatores ambientais ttm um enorme peso no risco de
aparecimento da doenca.(5) Nos paises pouco desenvolvidos e em vias de
desenvolvimento o alcool, o fumo do tabaco e o baixo consumo de vegetais e fruta séo os
principais fatores de risco responsaveis pela morte causada pelo cancro, enquanto que,
nos paises desenvolvidos, o alcool, o fumo do tabaco, 0 excesso de peso e a obesidade
lideram.(19) Assim, torna-se fundamental a adog&o de estilos de vida saudaveis, uma vez
que esta medida pode eliminar 2,8 milhGes de casos de cancro em todo o Mundo.(20)
No quadro I-1 encontram-se listados alguns fatores de risco ambientais e outros
relacionados com o estilo de vida, bem como os diferentes tipos de cancro a eles
associados, num projeto elaborado pela Organizacdo Mundial de Saude com o objetivo

de avaliar o impacto dos fatores de risco, que podem ser evitados, na mortalidade. (19)

Quadro 1-1: Fatores de risco que contribuem para o aparecimento do cancro, tipos de cancro associados e idade dos grupos afetados
adaptado de Danaei et al., 2005 (19).

Fatores de risco Tipos de cancro (idade grupos afetados)
Dieta e inatividade fisica

Excesso de peso e obesidade Cancro do colo do ttero; cancro colorretal (> 30 anos);
Cancro da mama p6s-menopausa (> 45 anos)

Baixa ingestdo de vegetais e fruta Cancro colorretal, cancro do estdmago, cancro do
pulméo, cancro do esofago (> 15 anos)

Inatividade fisica Cancro mama; Cancro colorretal (> 15 anos)

Vicios
Tabaco Cancro do pulmdo, boca e orofaringe; cancro do

esdfago; cancro do estdbmago; cancro do figado;
cancro do pancreas; cancro do cervix do Utero; cancro
da bexiga, leucemia

Alcool Cancro do figado, boca e orofaringe, cancro mama,
cancro do esofago, outros cancros (> 15 anos)

Saude sexual e reprodutiva

Sexo ndo seguro Cancro do colo do Gtero
Riscos ambientais
Poluigdo do ar ambiental Cancro do pulmao (> 30 anos)

Inalacdo de vapores de combustiveis devido a nivel | Cancro do pulmao (> 30 anos)
laboral

Outros riscos
Inje¢des contaminadas nos cuidados de satde com | Cancro do figado
hepatite B e hepatite C
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As alteracbes observadas na mortalidade causada pelo cancro, tém sido
conduzidas por modificacdes na exposicao aos fatores de risco e pela realizagdo de um

rastreio e tratamento adequados. (18)

1.5.Caracteristicas das células cancerigenas

Existem seis alteracdes chave, que ocorrem nas células cancerigenas e que sao
responsaveis pelo comportamento maligno: as células tumorais tornam-se independentes
face ao fator de crescimento (crescimento automatico), mostram-se resistentes aos sinais
supressores de crescimento, deixam de sofrer apoptose e mantém o seu potencial de
replicacdo, angiogenese e invasdo/metastase, ao escaparem ao sistema imunitario. A
incapacidade das células em adquirir estas alteracdes limita o seu desenvolvimento
maligno, tendo a reprogramacdo do metabolismo energético e a destruigdo do sistema
imunitario, bem como a inflamacéo e a instabilidade gendmica, influéncia nessa conduta.
(7,21)

O desenvolvimento de terapéuticas farmacoldgicas que tenham como alvo de
atuacdo pelo menos um destes mecanismos-chave, contribui para o tratamento efetivo do

cancro e evita a disseminacdo das neoplasias malignas.(21)

1.5.1. Independéncia do fator de crescimento

Fatores de crescimento sdo proteinas presentes em baixa concentracdo nos tecidos
mas que tém um papel importante no controlo do crescimento celular. S&o responsaveis
por controlar o crescimento, a diferenciacao e a sobrevivéncia, funcdes essenciais para a
célula.(21)

Em tecidos normais, a ativacdo dos recetores dos fatores de crescimento é
rigorosamente controlada, assim como a sintese e libertacdo dos ligandos que os
estimulam. As células cancerigenas modificam o funcionamento das vias de sinalizacdo
dos fatores de crescimento, através da producado e libertacdo de fatores de crescimento
que estimulam os seus proprios recetores ou os das células vizinhas, alterando o nimero,
estrutura e funcdo destes recetores presentes na sua superficie, o que faz com que a
frequéncia com que um sinal de crescimento chega ao nucleo aumente, mesmo na
auséncia do ligando, e desregulam a jusante a via do recetor de fator de crescimento, o

que faz com que esta esteja permanentemente ativada.(7)
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O fator de crescimento de transformagdo B (TGF-f) é um agente anticancerigeno
potente, uma vez que controla e previne a proliferacdo autonoma das células epiteliais,
endoteliais e hematopoiéticas, induzindo a paragem do ciclo celular, e/ou estimulando a
diferenciacdo ou apoptose, dependendo do contexto celular.(21) Também apresenta um
papel importante na ativacdo e resolucao das fases da angiogéenese e afeta a producédo de
matriz extracelular e a remodelacdo dos microambientes das células endoteliais, o que
contribui para que tenha impacto nas interacdes e comunicacdo entre as células

endoteliais e as células do mesénquima que as suportam.(21)

1.5.2. Insensibilidade aos sinais supressores de crescimento

Alguns sinais normais, supressores de crescimento, neutralizam os sinais de
inducdo de crescimento. Estes atuam mantendo as células no estado de repouso, fase GO
do ciclo celular, ou induzindo a sua diferenciacéo final, fazendo com que estas percam a
capacidade de entrar novamente no ciclo celular. (21)

A capacidade das células pré-neoplasicas adquirirem resisténcia a paragem do
ciclo celular € a principal causa de desenvolvimento de muitos dos cancros humanos.
Como consequéncia, ocorre um descontrolo das vias que coordenam as funcoes
bioldgicas essenciais, como o crescimento, a apoptose, a invasao e a reparacdo do DNA
lesado, o que contribui para o aparecimento de tumores malignos. Esta resisténcia pode
estar associada a anomalias genéticas e epigenéticas nos fatores de crescimento, que sdo
muitas vezes hereditarias, estando os individuos que as possuem mais predispostos ao
desenvolvimento de cancro. (7,21)

As células cancerigenas apresentam, com frequéncia, anormalidades nas vias de

inibicdo de crescimento, o que contribui para que estas progridam no ciclo celular.(7)

1.5.3. Imortalidade celular: Resisténcia ao estimulo apoptético
Os telomeros sdo nucleoproteinas complexas, encontradas nas extremidades dos
cromossomas eucariotas, formadas por DNA de cadeia dupla associado a proteinas que
mantém a integridade e estabilidade dos cromossomas. (21)
A medida que a célula se replica os telémeros tornam-se cada vez mais curtos, 0
que faz com que estes funcionem como um relégio molecular que faz a contagem

decrescente do tempo de vida restante da célula. Como consequéncia, as células somaticas
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normais apenas sdo capazes de sofrer um numero finito de divisdes celulares antes de
entrarem em senescéncia celular, fase G1 do ciclo celular. (7)

As células malignas tém a capacidade de se tornar imortais, através de um
processo que envolve a reativacdo da atividade de transcriptase reversa do enzima
telomerase humana (hTERT) e, em consequéncia da sua atividade, o alongamento dos
telomeros dos cromossomas.(21) A integridade celular é prolongada e 0s cromossomas
protegidos da degradacdo.(22) Nas celulas somaticas normais, a expressao do
componente hTERT da telomerase € silenciada e ndo ¢é detetada. Deste modo, em cada
ciclo celular ocorre degradagdo dos teldémeros, o que conduz a senescéncia celular e
apoptose. Estes acontecimentos, atuam de modo organizado no sentido de regular o
crescimento e sobrevivéncia celular e, assim, impedir a formacdo de tumores.(21) Nas
células cancerigenas ocorre reiniciacdo e ativacao da atividade da telomerase e aquisicdo
de imortalidade celular. Esta alteracdo é a deficiéncia mais comum apresentada pelas

células tumorais e € usada como marcador para diagnostico de cancro.(22)

1.5.4. Invasdo e Metastase

Na grande maioria dos casos de cancro, a principal causa de morbilidade e
mortalidade é a formacdo de metastases por células cancerigenas. A capacidade de
metastase de alguns tumores malignos é responsavel por cerca de 90% das mortes.(7)
Este tipo de tumores apresenta a capacidade de metastizar, ou seja, as células tumorais
tém a capacidade de deixar o seu tecido de origem e disseminar, através do sangue e vasos
linfaticos, colonizando outros tecidos normais anatomicamente distantes, onde se
instalam e crescem. Este processo, complexo e seletivo, ndo é caracteristico de todas as
células cancerigenas, dependendo das suas propriedades intrinsecas e de fatores que
derivam do microambiente onde estas se encontram.(23)

Um dos pontos-chave que permite a invasao e metastase dos tumores epiteliais é
a transicdo epitélio-mesénquima, em que as células epiteliais, imoveis e polarizadas,
sofrem uma transdiferenciacéo, tornando-se celulas mesenquimais, mdveis e apolares
formando uma subpopulagdo no tumor que é responsavel pela iniciagdo, crescimento
invasivo e possivel disseminagdo para 6rgdos mais distantes. Apesar de apresentar um
papel fulcral na morfogénese e reparagdo dos tecidos normais, a sua iniciacdo de forma
inapropriada pode despoletar o desenvolvimento de doengas, entre elas a inflamacéo
cronica, artrite reumatoide e fibrose cronica dos pulmades, figado e rins.(7,21,24)
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Também o sistema imunitario tem um papel fundamental nestes processos. O
aparecimento dos tumores esta associado a uma falha do sistema imunitario, que deixa de
reconhecer, rejeitar e destruir as células tumorais, que apresentam antigénios
alterados.(7,25) Os mecanismos pelos quais as células tumorais evadem o controlo
realizado pelo sistema imunitario implicam a diminuicao da imunogenicidade das células
tumorais, em que deixa de ser possivel obter uma resposta imune forte, e a resisténcia das
células tumorais a apoptose.(26) Esta incapacidade de o sistema imunitario controlar o
crescimento do tumor é uma caracteristica chave do cancro. (7,25,27) A supressao cronica
do sistema imune estd associada a uma exacerbacdo do aparecimento de cancros

especificos, principalmente aqueles que séo provocados por virus.(7)

1.5.5. Angiogénese

Os organismos multicelulares para assegurarem 0 seu crescimento, necessitam
gue novos vasos sanguineos se formem por vasculogénese ou angiogénese. A
angiogeénese é um processo fisiolégico normal em que novos vasos sanguineos se
desenvolvem a partir de uma rede vascular primitiva ja existente. Este é essencial para o
desenvolvimento embrionério, cicatrizacdo de feridas e ciclo de reproducdo feminino.
(21,28) Nos tecidos normais, ocorre como resultado de um balanco rigoroso e definido
entre sinais positivos (pro-angiogénicos) e negativos (anti-angiogénicos), sendo ou nao
favorecido conforme o balango existente. Os sinais que desencadeiam este processo séo
varios, entre eles o stress metabdlico, como por exemplo baixa pressao de oxigénio,
valores de pH baixos ou hipoglicemia; o stress mecanico provocado pela pressdo gerada
pelas células proliferativas; a resposta inflamatoria/imunologica, em que as células
inflamatorias e imunoldgicas se infiltram no tecido; e as mutagdes genéticas, como a
ativacdo de oncogenes ou a inativacao de genes supressores de tumores que controlam a
producdo dos fatores reguladores da angiogénese.(29)

A angiogénese tumoral contorna a limitacdo do crescimento tumoral, resultante
de uma deficiente difusdo de nutrientes para o microambiente do tumor, ao contribuir
para o desenvolvimento de neoplasias com um eficiente aporte de nutrientes, e ao garantir

uma via que permite a disseminagdo metastatica do tumor.(21)
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1.5.6. Reprogramacao do metabolismo energético

Durante a transformacdo das células normais em células cancerigenas, um dos
principais processos afetados é o metabolismo energético das células. A reconfiguragdo
que ocorre determina a proliferacdo ou a morte das mesmas.(30)

Nas celulas saudaveis, a fosforilacdo oxidativa garante as necessidades
energéticas, sendo a glucose a principal fonte de energia. (25,31) A fermentacdo ou
glicolise anaerdbia € menos eficaz na producdo de ATP (trifosfato de adenosina). (25,30)

As células cancerigenas alteram o seu metabolismo, que passa a ser diferente do
observado nas ceélulas normais diferenciadas, para conseguirem suportar a sua
proliferacdo exacerbada e para aumentarem a capacidade de sintese de substratos para as
membranas celulares, acidos nucleicos e proteinas. Deste modo, muitas destas células
passam a transformar a glicose, usando a via da glicolise anaerébia, mesmo na presenca
de grandes quantidades de oxigénio. Normalmente, estas células apresentam niveis de
glicolise aumentados, com muito piruvato a ser convertido em lactato, em vez de entrar
na mitocondria e ser convertido em acetil coenzima-A. Este processo garante apenas uma
pequena fracdo de ATP, mas garante uma producdo mais rapida de energia, o que torna
este mecanismo mais eficiente no aumento da biossintese necessaria para a rapida
proliferacdo celular, uma vez que o lactato excretado pelas células pode ser utilizado quer
para a producdo de ATP, quer para a producdo de precursores macromoleculares
importantes para a biossintese, permitindo um aumento mais rapido da velocidade de
divisdo celular, ao assegurar niveis mais elevados de anabolismo de DNA, proteinas e
lipidos.(30,31) Também nas células cancerigenas € observado um aumento do
metabolismo do aminoacido glutamina, que assegura a formacdo de precursores para a
sintese de nucledtidos, proteinas e unidades de carbono para o ciclo de Krebs.(31)

Estas alteracdes metabolicas sdo provocadas pela ocorréncia de mutacdes em
oncogenes especificos e em genes supressores de tumores, sendo um principio importante

para a biologia do cancro e uma caracteristica do cancro.(7)

2. Terapias existentes no combate ao cancro

Apesar de se ter assistido a alguns avangos no tratamento de alguns cancros
especificos, as intervencdes terapéuticas até agora apresentadas ndo se tém mostrado téo
efetivas como as que se encontram disponiveis para a cura de outras doencas cronicas,

uma vez que a sua contribuicdo para a reducdo da mortalidade se mostra pouco

21



Utilizacdo de Peroxidos com atividade antiparasitaria como agentes anticancerigenos| I- Introducéo

significativa.(18) Tendo em conta, estes factos, torna-se necessaria a
pesquisa/investigacdo de novos tratamentos que se mostrem eficazes no combate ao
cancro, para que a resolucdo deste problema de Saude Publica fique mais proxima.

A terapia usada no tratamento do cancro requer cuidado na selecdo de uma ou
mais intervencdes, sendo a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia as estratégias mais
utilizadas.(32) O objetivo é tratar a doenca, ou controlar os seus sintomas, potenciar a
qualidade de vida, aumentar o intervalo de tempo sem recorréncia da doenca e o tempo
de vida dos doentes. Contudo, a capacidade de atingir estas metas depende do estadio de
desenvolvimento em que se encontra um cancro especifico. Se o cancro é localizado e
ndo apresenta evidéncias de metastases, o tratamento implementado visa a eliminacéo do
cancro e, consequentemente, a cura do doente. Caso contrario, se o cancro se espalhou
para outro local do corpo e se encontra numa fase avancada, o importante € a execugdo
de um tratamento paliativo.(33,34) Aquando da metastizacdo do tumor, a terapia
sistémica é a principal modalidade terapéutica, uma vez que, quando no interior do corpo,
através dos vasos sanguineos permite, 0 acesso dos agentes terapéuticos aos varios locais
para o0s quais o cancro se disseminou. Este tipo de terapia inclui a quimioterapia, a terapia
dirigida e a terapia hormonal.(35) A selecdo da terapéutica instituida para cada doente
deve ser especifica e ndo generalizada. Por isso, para além do tipo e da extensdo do
cancro, € necessario ter em conta as condi¢cdes de cada doente e a presenca de outras
doencas.(8) Também é importante considerar o estado psicolégico e as condic¢Bes sociais
de cada doente. (32)

2.1. Cirurgia

A cirurgia é o tratamento que se mostra mais eficaz na cura de cancros que estdo
confinados apenas a uma area restrita do corpo e que estdo associados aos vasos linfaticos
dessa regido, ou seja, que nao se encontram metastizados. Assim, quanto mais cedo for
detetado o cancro mais facil se torna remové-lo.(35) Esta é definida como a modalidade
terapéutica mais antiga, altamente complexa e especializada, aplicada no tratamento do
cancro e que constitui um dos grandes pilares no tratamento de doentes que possuem
cancros s6lidos.(32) Por isso, é aquela que, normalmente, € usada em primeiro lugar, na
sequéncia das terapias aplicadas. A cirurgia garante a remocdo no tumor das células
cancerigenas imunossupressoras, o que faz com que o sistema imunitario consiga destruir

as micro-metastases que ndo apresentam sintomas de existéncia e, consequentemente,
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promover a cura de doentes com metastases distantes.(36) A sua combinagdo com outras
terapias, numa fase anterior (terapias neoadjuvantes) ou posterior (terapias adjuvantes),
tem contribuido para o aumento do tempo sem ressurgimento da doenca e para 0 aumento
do nimero de anos de vida dos doentes, uma vez que a cirurgia permite a remogao de
cerca de 100% das células cancerigenas e os tratamentos ndo cirdrgicos concomitantes
contribuem para a eliminacdo das células tumorais residuais que ainda se encontrem
presentes.(36) No entanto, a aplicacdo da radioterapia e quimioterapia previamente ao
procedimento cirurgico também apresenta resultados promissores, porque contribui para
a diminuicdo da massa tumoral ao destruir as células cancerigenas que sao sensiveis a
estes tratamentos. Deste modo, torna-se mais facil a remoc¢do do tumor e garante-se a
manutencdo do tecido/funcdo do 6rgdo onde a neoplasia esta presente.(36) O uso
concomitante da quimioterapia tem vindo a aumentar no cancro da mama e no cancro
gastrointestinal e do pulmao (35,37,38), assim como o uso da radioterapia, no cancro
colorretal (38,39) e 0 uso conjugado destes tratamentos adjuvantes, no cancro do
esofago.(38,40,41)

A cirurgia também mostra ter um papel importante no diagnéstico e detecdo da
distribuicdo do tumor, nos cuidados paliativos (38) e na profilaxia, no cancro da mama
(42)

2.1.1. Riscos e efeitos secundarios da cirurgia

A cirurgia apresenta alguns riscos, quer durante, quer apos a sua realizacdo, que
aumentam com a sua complexidade.(43,44) A ocorréncia de infecbes no local da
intervencdo e de efeitos secundarios inerentes a anestesia utilizada, sdo algumas das
complicacdes que podem advir das cirurgias mais simples, sendo que a dor no local da
intervencdo € o problema mais comum. No que concerne as cirurgias mais complexas,
apesar dos riscos implicados serem pouco comuns, séo superiores, e incluem a ocorréncia
de hemorragia, o que pode levar a necessidade de realiza¢do de uma transfusdo sanguinea
durante o processo. Os 6rgdos e vasos sanguineos que se encontrem perto do local da
intervencdo podem sofrer lesdes. Apos a cirurgia é possivel a ocorréncia de hemorragias
internas e externas e a formacdo de trombos nas veias das pernas e alteracdes no
funcionamento dos intestinos, em pessoas Que permanecem em repouso apos a
cirurgia.(44) Dependendo da cirurgia realizada a cada tipo de cancro, existem efeitos

secundarios especificos.(43)
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Associado as complicacbes que podem advir da cirurgia, acresce ainda a
necessidade de internamento do doente no hospital e a limitacdo da sua alimentagéo e
atividade fisica. (44)

2.2.Radioterapia

Depois da cirurgia, a radioterapia constitui o principal tratamento curativo
utilizado no combate ao cancro e é aplicada em mais de metade dos doentes, sendo a
cirurgia preterida em cancros que podem ser curados de ambas as formas, pois a
radioterapia preserva a funcdo dos 6rgaos.(45) A duracdo deste tratamento depende da
localizagdo, do tamanho e do tipo de tumor.(45,46) A radioterapia implica o uso de
radiacdo de elevada energia, normalmente raios X, e pode ser administrada através de
uma maquina externa ao corpo, o que permite tratar grandes areas e mais do que uma
regido do corpo, ou através de material radioativo que é colocado no interior do corpo
junto das celulas que se pretende eliminar (braquiterapia), onde se inclui a radio-
embolizacdo, que é aplicada exclusivamente no cancro do figado quando este ndo pode
ser removido cirurgicamente. (47,48) A radioterapia sistémica usa substancias
radioativas, radiofarmacos, que sdo farmacos que contém materiais radioativos chamados
radioisétopos que, quando no interior do corpo, se distribuem para diferentes locais,
tratando ou aliviando os sintomas da doenca.(45,48-50) Esta terapia pode ser
administrada ao doente por via intravenosa (i.v) ou oralmente, e quando no interior da
corrente sanguinea, vai permitir a morte das células cancerigenas. Este tratamento pode
também ser utilizado para a diminuicdo da dor local, que ocorre muitas vezes nas
metastases 6sseas e hemoptise que advém do cancro do pulméo.(46)

A radiacdo aplicada provoca a morte celular, por induzir lesdo no material
genético das ceélulas, ao provocar a quebra de uma ou mais cadeias de DNA.
Consequentemente, 0os genes que controlam a divisdo e o crescimento celular sdo
afetados, o que faz com que as células ndo consigam crescer nem dividir-se. Verifica-se
assim um atraso na divisdo celular, com o aparecimento de algumas anormalidades
cromossomicas que se tornam evidentes, e suficientes para parar a divisao celular.(45,46)
Assim, a capacidade das células para formar colonias diminui e, ocorre a morte das
células tumorais, o que contribui para a reducdo da massa tumoral.(45,46,48) As lesdes

provocadas podem ser parcialmente ou totalmente reparadas, podendo ocorrer de forma
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direta ou através da formacao de particulas carregadas (ides) ou de radicais livres que
exercem esse efeito.(48)

A quantidade e o tipo de radiacdo que atinge as celulas, bem como a velocidade
de crescimento da célula s&o fatores que influenciam a lesdo e a morte celular provocadas
pela radioterapia, uma vez que esta mostra ter um efeito mais significativo sobre as células
que se dividem de forma répida e constante, sendo a sua acdo pouco evidente nas células
que se encontram na fase de repouso do ciclo celular (G0). As células cancerigenas, por
apresentarem uma diviséo celular descontrolada, séo aquelas que mais sofrem o efeito do
tratamento. Contudo, células normais que constituem tecidos que se dividem
rapidamente, como a pele, revestimento dos intestinos e a matriz 6ssea, também sdo
afetadas, o que provoca o aparecimento de efeitos secundarios ndo desejados, apesar
destas possuirem uma maior capacidade de reparar as lesdes nelas induzidas.(45,47)
Deste modo € essencial que esta terapia seja aplicada tendo em consideracéo o balanco
entre as células cancerigenas afetadas e a minimizacdo das lesdes efetuadas nas células
normais do corpo. (45)

Para reduzir os efeitos nas células normais, a radioterapia é administrada em
fragdes, ou seja, 0s doentes s&o sujeitos a baixas doses de radiacdo durante o tratamento
para que as células saudaveis sejam capazes de recuperar.(46,48) A resposta dos tecidos,
quer dos normais quer dos malignos, a esta radioterapia fracionada, é influenciada pela
capacidade de reparacdo da lesdo provocada entre os tratamentos, que depende de
diferentes fatores: (i) da fase do ciclo celular em que as células se encontram. Em
diferentes tempos de aplicacdo do tratamento é possivel atingir células que anteriormente
se encontravam numa fase do ciclo menos sensivel a radiacédo; (ii) da renovacéo celular
que ocorre durante o tratamento; (iii) da oxigenacdo dos tecidos tratados. Tecidos em
hipoxia apresentam uma menor resposta; (iv) da sensibilidade intrinseca das células a
radioterapia. Os tecidos linfoides, por exemplo, apresentam uma maior sensibilidade, face
aos melanomas malignos e sarcomas, que sao mais resistentes.(46)

Este tratamento € usado para curar e limitar o tamanho da neoplasia e/ou evitar a
recorréncia da doenca. Uma vez que muitos cancros sdo sensiveis a radiacdo, esta é
aplicada para provocar a eliminacdo ou diminui¢do do volume do tumor e pode ser
administrada antes da cirurgia, como tratamento neoadjuvante, para facilitar a remogéo

do tumor, ou ap6s a cirurgia, como tratamento adjuvante, na tentativa de eliminar
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quaisquer células tumorais que permanegcam no corpo apos a cirurgia e assim evitar o
reaparecimento da doenca. (45,47) Nas situac6es em gque ha a possibilidade de o cancro
se disseminar para outras regides do corpo a radiacdo é utilizada como medida preventiva,
de forma a evitar o desenvolvimento de futuros tumores.(45)

No tratamento de alguns cancros, tém-se tornado habituais as terapias que
conjugam a radioterapia com a cirurgia e a quimioterapia. A quimioterapia atua em alguns
tipos de cancro, tornando-0s mais sensiveis a radiacdo aplicada, o que aumenta a eficacia
do tratamento. A desvantagem que advém desta combinacdo é o aumento dos efeitos
secundarios e o facto de nem todos os agentes citotdxicos poderem ser utilizados nesta
combinacdo.(46) Consoante o tipo de cancro em tratamento, a radioterapia pode ser

instituida anteriormente ou posteriormente a quimioterapia.(45)

2.2.1. Riscos e efeitos secundarios da radioterapia

A radioterapia € um tratamento que ndo destréi apenas as células cancerigenas, na
area do corpo onde esta é administrada. A sua aplicacdo implica o aparecimento de lesbes
e a morte de algumas células normais, que se encontram em redor dessa &rea, e ao
aparecimento de efeitos secundarios. Diferentes individuos, com diferentes tipos de
tumor, sujeitos a esta terapia, vao reagir de forma diferente, o que leva a diferencas na
gravidade dos efeitos secundarios. Os efeitos secundarios podem desenvolver-se no
decorrer do tratamento ou num curto espaco de tempo apos a radioterapia, quando as
células normais se dividem rapidamente e sdo lesadas, ou meses/anos apds o
tratamento.(48)

Os efeitos secundarios mais comuns no decorrer do tratamento sdo a fadiga, que
pode ser explicada pelo efeito no organismo de substancias produzidas pelo sistema
imunitério e pelo decréscimo na quantidade de glébulos vermelhos, que provoca anemia
nos doentes, pela nutricdo pouco equilibrada, pela situacdo de stress, depressdo e por
certos farmacos utilizados na quimioterapia ou esteroides. Alterac6es na pele também séo
frequentes. Este tratamento provoca a queda do cabelo, na area em que é administrado, e
quando a radiacgdo é aplicada na cabeca e pescoco leva a lesdes nos dentes. (45,48)

A radioterapia sistémica direcionada a antigénios especificos pode levar ao
desenvolvimento de reagdes alérgicas quando é aplicada pela primeira vez ao doente e
pode provocar a diminui¢cdo do numero de células sanguineas, o que contribui para o

aumento do risco de infe¢des, hemorragia ou hematoma.(45)
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Os efeitos secundarios que podem ocorrer mais tardiamente incluem o
desenvolvimento de fibrose e pneumonia, no tratamento do cancro do pulmao; lesdo dos
intestinos com consequente inflamacéo, diarreia, hemorragia, limitagdo na capacidade de
alimentacdo, nduseas e vomitos, aquando a aplicagdo de radiacdo no térax e abdémen;
perda de memdria, associada ao tratamento do cancro da cabeca e infertilidade decorrente
da administracdo nos testiculos do homem e na zona pélvica da mulher.(45,48) Apesar da
probabilidade ser baixa, uma das maiores complicacfes que advém deste tratamento,
principalmente em criangas que sobreviveram a cancros e em individuos cujos cancros
foram tratados, € a possivel ocorréncia de cancros secundarios, cuja zona de aparecimento
depende da parte do corpo sujeita a radiacdo.(48,51,52) O risco de desenvolvimento de
uma neoplasia secundaria € tanto maior quanto mais cedo ocorrer a exposicao a radiacdo
durante a vida ou durante periodos de rapido crescimento dos tecidos, como nos sarcomas
0sseos, durante a adolescéncia. Contudo, as técnicas aplicadas tém melhorado ao longo
dos anos, sendo a radioterapia administrada de forma mais precisa e as doses aplicadas
escolhidas criteriosamente, o que tem contribuido para a reducéo deste problema.(45)

Além dos efeitos nefastos para o doente, esta terapia apresenta elevados custos,
pois requer equipamentos complexos e o envolvimento de muitos profissionais de satde.
(45)

2.3. Quimioterapia

A quimioterapia consiste no uso de agentes quimicos para o tratamento de
qualquer doenca. No caso do cancro, esta terapia envolve o uso de agentes citotdxicos
com o objetivo de destruir as células cancerigenas.(52) Esta modalidade de tratamento
atua nas células cancerigenas presentes em qualquer local do corpo. O seu uso a nivel
local tem vindo a ser mais explorado.(53) Hoje em dia sdo usados mais de 100 farmacos
em quimioterapia do cancro, isolados (monoterapia) ou em combina¢do com outros
farmacos (terapias de combinacdo) ou tratamentos, assumindo um papel fundamental na
cura e no controlo de uma enorme variedade de neoplasias.(54,55) A quimioterapia
mostra beneficios nos cancros da mama(53,56,57), colorretal(58,59) e dos
pulmdes(54,60), quando aplicada antes ou apos a realizacao de cirurgia.

Quando aplicada antes da cirurgia ou radioterapia (tratamento neoadjuvante), o
objetivo € tratar micrometastases e reduzir o tumor, o que faz com que a cirurgia seja

menos agressiva, sendo mais facil a remocéo de todas as células cancerigenas, e se torne
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possivel a remocdo de tumores locais anteriormente inoperaveis. A radioterapia, se
necessaria, passa a ser aplicada numa area mais restrita do corpo. A aplicacdo primaria
de quimioterapia mostra-se vantajosa em situagdes de osteossarcoma e cancro do esofago.
(54) No entanto, para muitos cancros localizados, a cirurgia ou radioterapia s&o o melhor
tratamento para ser aplicado em primeiro lugar e a quimioterapia € administrada
posteriormente, como terapia adjuvante, em doentes com risco elevado de recorréncia,
pois, ao circular por todo o corpo, 0 agente citotoxico consegue atingir as células malignas
que se difundiram para diferentes locais, 0 que aumenta a probabilidade de cura.(53)

A quimioterapia é influenciada pelo tipo de cancro e pelo estadio em que ele se
encontra. Os tumores que se dividem rapidamente apresentam uma maior
quimiossensibilidade. Este grau de sensibilidade aos farmacos administrados difere de
tumor para tumor, o que faz com que a resposta a terapéutica difira entre eles. Cancros
que sdo do mesmo tipo histolégico também podem apresentar diferentes padrbes de
quimiossensibilidade e comportamento. Deste modo, o uso clinico de farmacos
antineoplasicos deve ser ajustado ao individuo e as caracteristicas da neoplasia.(61)

Para alguns tumores que mostram boa quimiossensibilidade aos farmacos
citotdxicos este tratamento pode ser curativo, mesmo no caso de cancros volumosos ou
que apresentam metastases. Contudo, a cura apenas € alcancada quando se utiliza uma
quimioterapia combinada, que retarda o aparecimento de resisténcia por parte dos
tumores aos farmacos. O regime de combinacao implica a selecdo de antineoplasicos que
tenham uma atividade contra um determinado tipo de tumor quando usados isoladamente.
A combinacao deve acarretar uma toxicidade diminuta e permitir a reducéo do risco de
lesdo dos sistemas de érgdos. Os farmacos combinados devem apresentar modos de acao
diferentes, contribuindo para um efeito sinérgico no combate ao tumor, devem possuir
mecanismos de resisténcia distintos, evitando o aparecimento de resisténcia cruzada e
devem ainda diferir na toxicidade provocada pela dose maxima tolerada. Além disto, os
farmacos devem ser administrados na dose que garante o maior efeito e em intervalos
repetidos e regulares.(54) A quimioterapia de combinacdo permite maximizar a morte
celular, atuar em toda a populacdo de células heterogéneas do tumor que desenvolveram
resisténcia (maior espectro de acdo) e retardar o desenvolvimento de resisténcia por parte
das células aos novos farmacos. Seria impossivel alcancar estes objetivos com apenas um

agente antineoplésico.(62)
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Quando a cura ndo € possivel, o objetivo da sua aplicacdo visa controlar a doenca,
contribuindo para a diminuic¢éo do tamanho do tumor e/ou inibi¢do do seu crescimento e
disseminacdo. Nestas circunstancias, o cancro é controlado e gerido como uma doenca
cronica. (52)

Em tumores que se encontram numa fase avancada, ou seja, que apresentam
metastases sem possibilidade de controlo e cuja oportunidade de cura € nula, os farmacos
antineoplasicos sdo administrados como tratamento paliativo. Pretende-se a reducdo da
dimensdo do tumor, a atenuagdo dos sintomas e, consequentemente, a melhoria da
qualidade de vida dos doentes, prolongando a vida. Este tipo de tratamento é continuado
apenas quando os doentes obtém beneficios e a toxicidade € aceitavel.(61)

Muitos farmacos citotoxicos s6 atuam em células que se encontram ativamente
em divisdo e alguns farmacos atuam especificamente em células que se encontram numa
fase particular do ciclo celular. Assim, é importante descrever neste contexto o ciclo
celular. Este envolve uma série de fases que tanto as células normais como as células
cancerigenas atravessam para formar novas células, ou seja, em que se preparam para
sofrer mitose. O ciclo celular compreende 5 fases: fase de repouso, em que a célula ainda
ndo esta preparada para se dividir (GO0), fase em que a célula aumenta o seu tamanho e
ocorre a producao de enzimas necessarias para a sintese de DNA, outras proteinas e RNA
(G1), fase de sintese de DNA (S), periodo pré-mitético (G2) e mitose (fase M). Todas as
etapas conduzem a fase de repouso (G0), que corresponde ao ponto de partida. Nas fases
anteriores a fase S, a taxa de sintese celular é elevada e a célula é preparada para entrar
nesta fase, onde sinais especificos regulam o ciclo celular e permitem a replicacdo do
genoma. Quando completa, a célula entra numa segunda fase de repouso (G2).
Seguidamente sofre mitose e origina duas células filhas idénticas, que vado passar por este
ciclo quando novas células forem necesséarias.(52,62) Os farmacos antineoplésicos
exercem o seu efeito por desregularem o ciclo celular, através de um ou mais processos,
que incluem a perturbacdo de pontos de controlo, fatores de crescimento, recetores dos
fatores de crescimento e sinais de transdugdo, 0 que causa a paragem ou atraso no
crescimento das células tumorais e, por fim, apoptose.(54,61)

Estes farmacos induzem a morte celular por apoptose, interferindo diretamente no
DNA, ou atuando nas proteinas chave responsaveis pela ocorréncia da divisdo celular

normal. Contudo, também podem apresentar efeitos citotoxicos nas celulas que se
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dividem normalmente, principalmente aquelas com uma elevada taxa de renovagéo, como
a medula 6ssea e mucosas. (61)

Os agentes quimioterdpicos podem ser classificados de acordo com a fase do ciclo
celular em que sdo ativos, 0 que se torna Util para a programacgdo e combinacdo da

quimioterapia que pode trazer maior eficacia no tratamento (figura 1-1).(61,62)

Antibidticos
Anti tumorais Anti metabolitos

v

Taxanos

~

Agentes alquilantes .
Alcaldides da

Vinca
G1

Figura I-1 :Diferentes fases do ciclo celular G1,5,G2 e M e respetiva duragéo que varia de acordo com o tipo e a taxa de crescimento
da célula. A atividade 6ptima de diferentes classes de alguns agentes utilizados na quimioterapia do cancro nas diferentes fases do
ciclo celular adaptado de Caley, A.et al.(61)

Os farmacos administrados na quimioterapia das neoplasias também podem ser
classificados de acordo com o seu mecanismo de acdo.(62) De acordo com esta
classificacdo, as classes mais utilizadas na quimioterapia do cancro sd@o 0s agentes
alquilantes, os anti metabolitos, os antibidticos, os inibidores de topoisomerase, 0s
inibidores de mitose e os corticosteroides. Os farmacos que pertencem a estas classes sao
designados por antineoplasicos tradicionais, interferindo diretamente com a mitose, a
sintese de DNA e os mecanismos de reparacdo. Outras classes de agentes anti tumorais
tém vindo a emergir desde 1990, em resultado dos avangos no conhecimento ao nivel da
biologia molecular e da genética do cancro, que revelaram vias de sinalizacdo anormais
nas células tumorais, envolvidas na proliferacdo e invasao celular ou em mecanismos de
morte celular, e que rapidamente se revelaram possiveis alvos terapéuticos.(63) Estes
avanc¢os conduziram a outras abordagens terapéuticas, tais como terapias direcionadas,

terapia hormonal, imunoterapia, agentes de diferenciacéo e terapia fotodinamica.(52)

2.3.1. Agentes alquilantes
Os agentes alquilantes diminuem a funcéo celular por transferirem grupos alquilo

para macromoléculas que desempenham fungdes biologicas cruciais para a célula, através
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da alquilacdo de grupos funcionais amina, carbonilo, tiol ou fosfato presentes nestas
macromoléculas.(62) O DNA, o acido ribonucleico (RNA) e as proteinas sdo os alvos
mais favoraveis a alquilacdo, ap6s a qual ocorre alteracdo de estrutura e de funcédo.(61)
No DNA, a alquilacéo ocorre preferencialmente no azoto em posigédo sete da guanina, de
densidade eletrénica e carater nucleofilico elevados. Esta reacdo pode conduzir a quebra
de cadeias de DNA ou a ligagdo cruzada inter ou intracadeias. Estes sdo 0s principais
determinantes da citotoxicidade destes compostos, uma vez que vdo conduzir a apoptose
e limitar a multiplicacdo celular.(54)(55)

Estes agentes exercem efeito em todas as fases do ciclo celular, inibindo a
proliferacdo celular sem apresentarem qualquer especificidade. S&o aplicados no
tratamento de cancros muito diferentes, incluindo leucemia, linfoma, linfoma de
Hodgkin, mieloma multiplo e sarcoma, assim como cancros do pulm&o, mama e ovario.
(55,62,64)

Os agentes alquilantes podem ser divididos em diferentes grupos, de acordo com
as suas estruturas quimicas e mecanismos de transferéncia do grupo alquilo. As mustardas
azotadas, as nitrosoureias e 0s complexos de platina sdo classes bem conhecidas, mas
existem outras que também atuam por alquilac&o.(61,62)

As mostardas azotadas como a Clormetina (Mustargen®), o Clorambucilo
(Leukeran®), o Melfalano (Alkeran®, a Ciclofosfamida (CTX) (Endoxan®) e a
Ifosfamida (Holoxan®), cujas estruturas quimicas se encontram na figura 1-2,(50)
originam metabolitos no interior do organismo que sao altamente reativos, resultantes de

ciclizacdo, com eliminacéo de cloreto.(62,64)
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Figura I-2: Estrutura quimica das mustardas nitrogenadas. i) Clormetina; ii) Clorambucilo; iii) Melfalano; iv) ciclofosfamida ; v)
ifosfamida. Adaptado de Polavarapu et al.(64)

31



Utilizacdo de Peroxidos com atividade antiparasitaria como agentes anticancerigenos| I- Introducéo

Um destes metabolitos € um o
.w e gs = R [} R R
\ / 0
catidfo aziridinio, um  poderoso o~pa—L gy — a~vbA ]
eletrofilo que sofre ataque por parte . %
de um azoto nucleofilico da guanina A P}

do DNA, formando-se assim o0 Figura 1-3: Proposta de mecanismo de acdo das mustardas
nitrogenadas. Adaptado de Polavarapu et al.(64)

primeiro produto alquilado. Uma

segunda alquilacdo conduz a formacgéo de uma ligacao cruzada intra- ou intercadeias de

DNA. (62,64) (Figura I-3)

A CTX e a Ifosfamida sdo pro-farmacos que foram desenvolvidos na tentativa de
contornar a elevada toxicidade associada aos agentes alquilantes, com perda de
seletividade para o tumor. (64)

O sistema hematopoiético é especialmente suscetivel a estes compostos, uma vez
que, ao provocarem lesbes no DNA, podem provocar danos na matriz dssea, a longo
prazo. Em casos raros, podem conduzir ao desenvolvimento de leucemia aguda, que se
manifesta alguns anos apds o tratamento. Este efeito é dependente da dose administrada
e, por isso, o risco € menor com doses mais pequenas.(55)

As Nitrosoureias incluem a Carmustina (Bicnu®) Lomustina (Cecenu®) e
Estreptozocina (Zanosar®) (figura 1-4).(50) Estes agentes apresentam alguma
instabilidade quimica, decompondo-se, espontaneamente ou em presenca de um aceitador
de protdes, em dois intermediarios reativos, um com atividade alquilante, outro com
atividade como agente carbamoilante. O ido 2-cloroetil carbénio é um eletrofilo forte
capaz de alquilar a guanina, citosina e adenina, e formar ligacdes intra ou intercardeias
de DNA, de modo analogo as mostardas de uracilo. As ligacBes cruzadas que se geram
na mesma cadeia de DNA, sdo associadas a citotoxicidade destes compostos. A
Estreptozocina é a Unica nitrosoureia que ndo contém o grupo 2-cloroetilnitrosoureia. O
outro intermediario reativo que resulta da degradacédo espontanea é um isocianato, agente
reativo que conduz a carbamoilacdo, por exemplo de residuos de lisina em proteinas, o
que pode contribuir, por exemplo, para a inativagdo dos enzimas de reparacdo do DNA.
(65)
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Figura I-4: Estrutura quimica das Nitrosoureias. i) Carmustina; ii) Lomustina; iii) Estreptozocina. (66)
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As nitrosoureias, por possuirem uma natureza lipofilica, conseguem atravessar a
barreira hematoencefélica, alcangando elevadas concentracfes no sistema nervoso
central, o que justifica a sua aplica¢do no tratamento dos tumores cerebrais. Também sdo
usadas como tratamento secundario do linfoma de Hodgkin.(62)

Apesar de usadas frequentemente, a sua eficacia terapéutica é limitada devido ao
desenvolvimento de resisténcia.(67)

O Bussulfano (Myleran®, Busilvex®) (figura I- Vs
5)(50) é outro agente alquilante bifuncional que contém /S\o/\/\/o\//s\\/

o O

dois grupos abandonantes sulfato em cada extremidade _ -
igura I-5: Estrutura quimica do Bussulfano.

. - . Adaptado de Missailids et al.(67
da cadeia alquilica. Em meio aquoso, este composto *2°adc de Missailidsetal.6n)

sofre hidrélise e formam-se iGes carbonio capazes de alquilar o DNA. No interior do
organismo, quando ativado, afeta principalmente os granuldcitos, o que o torna util quer
no tratamento da leucemia mieldide crénica, quer no tratamento da leucemia, antes ou
apos o transplante de medula 6ssea, em conjugacao com outros agentes quimioterapicos,
como a CTX, sendo esta a sua principal aplicacdo terapéutica. A mielossupressdo € um
dos efeitos adversos que depende da dose instituida, manifestando-se através de
leucopenia, trombocitopenia e, por vezes, anemia. Também pode ocorrer
hiperpigmentacdo. Reacfes adversas raras como lesdo do figado, ginecomastia ou
cataratas foram também reportadas. Quando administrado em doses elevadas pode
originar convulsbes e, em criangas e jovens, pode interferir com o desenvolvimento e
funcdo das gonadas.(67)

A Dacarbazina (Dacarbazina Medac®, Deticene®, Fauldetic®)(50) e a
Procarbazina (Natulan®)(50) (figura 1-6), sio triazinas que também estdo inseridas nesta
classe de compostos. Para exercer a sua agéo alquilante necessitam de ser primeiramente
ativadas no figado, num processo mediado pelo citocromo P450. Apds a conversao,

ocorre o bloqueio da sintese de proteinas, subsequente a lesdo do DNA, RNA ou do RNA
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de transferéncia. Ambas sdo usadas, principalmente, para tratar doentes com melanoma
maligno, sarcoma dos tecidos moles e neuroblastoma. Nas crian¢as, em combinacdo com
outros farmacos, conduzem a bons resultados na tentativa de cura do linfoma de Hodgkin.
Estas triazinas tém como efeitos secundarios comuns o aparecimento de infecGes
relacionado com a diminuicdo dos globulos brancos, anemia, diminui¢cdo do nimero de
plaguetas, com subsequente possibilidade de hemorragia, e fotossensibilidade.(68) Outra
triazina utilizada é a Temozolomida (Temodal®)(50) que, em conjugacdo com a
radioterapia, constitui o tratamento padrdo dos tumores cerebrais (figura 1-6). Contudo,
este fArmaco apresenta uma toxicidade hepética elevada, o que impde limitaces ao seu
uso.(69)
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Figura I-6: Estrutura quimica das Triazinas. i)Procarbazina ii) Dacarbazina iii) Temozolomida .(66)

A alquilacdo realizada pelas Etileniminas, como a Tiotepa (Thiotepa Injection®,
Thiotepa Pharminvest Patrimonial®)(50) e a Altretamina, (figura I-7) parece resultar de
ataque nucleofilico com abertura dos anéis de aziridina, tal como ocorre no caso das
mustardas nitrogenadas. As etileniminas tém na sua estrutura anéis de aziridina estaveis,
analogos do ido intermediario reativo das mustardas nitrogenadas. Os baixos valores de
pH caracteristicos do ambiente tumoral provocam a protonagdo dos grupos aziridina,
aumentando a reatividade destes compostos. Estes farmacos sdo administrados em
quadros de cancro da mama, tumor cerebral, cancro do ovario, mieloma, linfoma de
Hodgkin e ndo Hodgkin, leucemia e tumores das células germinativas.(55) A
Altretamina tem uma menor toxicidade que outros agentes alquilantes, mas a sua

atividade anti tumoral é baixa e apenas € aplicada em cancros recorrentes do ovario. (71)

i) i)
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v

Figura I-7: Estrutura quimica das Etileniminas. i) Tiotepa; ii) Altretamina. (70)

34



Utilizacdo de Peroxidos com atividade antiparasitaria como agentes anticancerigenos| I- Introducéo

Os complexos de platina incluem a cis-Pt (Faulplatin®, Cisplatina®)(50), a
Carboplatina (CBP) (Carboplatina®, Nealorin®, Novoplatinum®)(50) e a Oxalaplatina
(OXP) (figura 1-8) e contribuem em grande parte para a terapéutica sistémica de varios
cancros, por constituirem uma das classes mais ativas de antineoplésicos. Estes, tal como
0s outros agentes alquilantes, conduzem a ligacdes entre cadeias de DNA ou entre grupos
diferentes da mesma cadeia, 0 que conduz a alteracdo de estrutura e fungdo, com

consequente inibicdo da sintese de DNA, RNA e proteinas.(62)

i "
) ii) o iii)
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Figura 1-8: Estutura quimica dos complexos de Platina. i) cis-Pt; ii) CBP; iii) OXP. (66)

Devido a toxicidade da cis-Pt, foram sintetizados analogos com eficacia clinica
semelhante, mas com menor toxicidade. A diminuicdo da toxicidade destes analogos esta
relacionada com a menor reatividade dos seus grupos abandonantes. A Oxaliplatina
(OXP) é um sal divalente que apresenta um anel di-amino-ciclohexilo ligado a molécula
de platina, que interfere com o0s mecanismos de resisténcia ao farmaco, alterando a
capacidade de reparacédo dos adutos de DNA.(62)

O uso destes compostos foi aprovado para a terapia de muitos cancros e a sua
capacidade de induzir o desenvolvimento de leucemia € menor do que a de outros agentes
alquilantes. (52,53)

2.3.2. Antimetabolitos

Nos Ultimos anos, o conhecimento dos processos metabolicos que ocorrem a nivel
celular e de enzimas neles envolvidos tem aumentado, e com ele novos alvos terapéuticos
tém sido identificados. Os farmacos que interagem com estes alvos sdo denominados anti
metabolitos, por serem analogos estruturais das purinas, pirimidinas e de outros
metabolitos normais, envolvidos na sintese das cadeias de DNA e RNA. Podem exercer
0 seu efeito ao competir com estes substratos naturais pelo sitio ativo ou de regulacéo de
enzimas que sintetizam os acidos nucleicos, ou ao serem incorporados nas cadeias de
DNA e RNA.(54) Quando isto ocorre, a sintese de DNA e RNA termina, o0 que impede a
proliferacdo celular.(72) Devido aos mecanismos de acdo inerentes, esta classe de

anticancerigenos apresenta uma maior atividade nas células que se encontram em fase S
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do ciclo celular.(62) Esta classe de farmacos é normalmente usada no tratamento de
cancros da mama, ovario, trato intestinal, leucemias, entre outros e de doengas como a
psoriase e artrite reumatoide, inibindo ou blogueando os processos metabdlicos normais
que ocorrem nas células.(52)

Os anti metabolitos podem ser agrupados em analogos de folatos, analogos de
purinas, analogos de adenosina, analogos de pirimidina e ureias substituidas. Nos
analogos de folatos encontra-se um dos anti metabolitos mais antigos, o Metotrexato
(Ledertrexato®, Metotrexato®,

Fauldexato®)(50) (figura 1-9) que, por ser Oy OH

semelhante ao &cido folico presente no Q)LH
8]

organismo, € responsavel por inibir o

NH, N
. . NF N OH
enzima dihidrofolato redutase. Este R |
H N SN N Z

enzima € responsavel por catalisar a Fwa 19: Esrutua quinica do ani metabolits Metotrero
conversdo do acido folico em adaptadodeKayeetal(72)

tetrahidrofolato, que é um co-fator importante em muitas reacfes metabdlicas, incluindo
as envolvidas na sintese de purinas e pirimidinas, o que compromete a sintese dos &cidos
nucleicos. Este grupo apresenta toxicidade para as células que se dividem rapidamente,
sendo a mielossupressdo e a trombocitopenia, os efeitos indesejados mais comuns. (72)

Os analogos de purinas, Fludarabina (Fludara® Fludarabina®)(50),
Mercaptopurina (Puri-Nethol®)(50), Tioguanina (Lanvis®)(50); analogos de pirimidina,
Capecitabina, Citarabina (Citaloxan®, ARA-cell®, Citarabina®)(50), Floxuridina, 5-
Fluorouracilo (Cinkef-U®, Fluoro-Uracil®, Fluorouracilo®)(50), Gemcitabina (GEM)
(Gemcitabina®, Gemzar®)(50); e os analogos de adenosina, como a Cladribina
(Leustatin®)(50) e a Pentostatina (Nipent®)(50), sdo todos analogos de nucledsidos, que
quando incorporados nas macromoléculas de &cidos nucleicos que estdo a ser sintetizadas,
interrompem o processo.(62)

As ureias substituidas usadas em terapia tumoral incluem a hidroxiureia. Varios
mecanismos de acdo foram propostos para explicar a sua interferéncia na sintese de DNA,
quer atraveés da inibicdo da enzima ribonucle6tido redutase, responsavel pela conversédo
dos ribonucledtidos em desoxirribonucleétidos, quer por inibigdo da incorporacdo da

timidina no DNA ou por provocar danos diretos no DNA.(73)
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2.3.3. Antibiéticos anti tumorais

Estudos epidemioldgicos mostraram uma forte associacdo entre algumas
bactérias, como o Helicobacter pylori e a Salmonella typhi, e o cancro. Deste modo, 0s
antibiodticos anti tumorais sdo usados na terapia de alguns tipos de cancro associados a
infecdes, como o cancro do estdmago, o cancro do colo do utero e o linfoma.(74) Estes
farmacos, isolados de microrganismos, apresentam atividade citotoxica e citostatica
direta nas células tumorais e também podem tratar ou prevenir infecdes que resultam do
tratamento do cancro.(74,75)

O mecanismo de acdo desta classe ndo € Unico e igual para todos os farmacos.
Alguns atuam por formacéo de ligagdo cruzada (reticulacbes) ao DNA, outros intercalam
em sequéncias especificas ou ligam-se a dupla hélice. Por vezes, estes agentes conduzem
a formacéo de radicais livres que resultam na clivagem das cadeias de DNA, ou atuam
por inibicdo das topoisomerases, entre outros possiveis mecanismos.(61,62) De uma
forma geral, a acdo anti tumoral é direcionada preferencialmente para o bloqueio do
crescimento das células cancerigenas primarias e metastizadas, para que a lesdo induzida
nas células vizinhas saudaveis seja a menor possivel.(75) Vérios tumores, como
sarcomas, linfomas, carcinomas e leucemia, respondem de forma eficaz a esta terapia.(76)

As Antraciclinas (figura 1-10) sdo um grupo importante nesta classe de
antineoplasicos. Incluem os antibiéticos anti tumorais DOXO (Caelyx®, Doxorrubicina®,
Myocet®, Adiblastina®, DOXO-cell®, Fauldoxo®)(50), Daunorrubinina (Daunoxome®,
Daunoblastina®)(50), Epirrubicina (Epi-cell®, Epirrubicina®, Farmorubicina®)(50) e
Idarrubicina (Zavedos®)(50),(52) cuja estrutura € muito semelhante a uma Antraciclina e

contém uma ligacdo glicosidica a um agucar aminado.(62)
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Figura 1-10: Estrutura quimica das Antraciclinas. i) DOXO; ii) Daunorrubicina; iii) Idarrubicina; iv) Epirrubicina. Adaptado
de Haraguchi et al. (77)

Varios mecanismos de acdo foram sugeridos para estes compostos, incluindo a

producdo de radicais livres, alquilagdo do DNA, com ligacéo intra ou intercadeias do
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DNA, inibicdo das topoisomerases | e Il e intercalacdo no DNA. (78,79) Estes dois
ultimos mecanismos parecem ser 0s mais relevantes. Contudo, a sua administracao pode
desencadear o desenvolvimento de cardiomiopatia, principalmente a DOXO que a partir
dos seus intermediarios reduzidos forma radicais livres de oxigénio (ROS), associados a
cardiotoxicidade.(62,72,75)

A Daunorrobicina é apresentada como 0 agente anticancerigeno mais importante,
nesta classe. Provoca alteracGes em varias funcdes do DNA, apds intercalar entre as bases,
0 que conduz a um atraso ou paragem no crescimento das células tumorais. A ldarrubicina
e Epirrubicina atuam de modo semelhante, por se ligarem ao DNA, impedindo a sintese
de moléculas de DNA e RNA.(76)

A Actinomicina D (figura I-11), chamada Sar_ Sar.

. L ® B . L-F’rg L-Meval L-Prg L-Meval
Dactinomicina (Cosmegen™)(50) € outro antibiotico |

D-val __O D-val _O
capaz de se ligar ao complexo de iniciacio da L-Thy L-The
transcricdo e inibir a elongacdo pela RNA NS ke
. f , (0] 8]
polimerase, o que bloqueia a sintese de RNA Chy Shy

dependente do DNA e, consequentemente, . N
Figura I-11- Estrutura quimica da Actinomicina D adaptado de

das proteinas. Também pode interferir com Sigma-Aldrich.(80)

a replicacdo do DNA, ao gerar cortes nas cadeias.(81) Devido aos efeitos provocados na
célula este composto consegue inibir a proliferacdo, quer das células malignas quer das
normais. Atualmente, ndo € muito usada devido a sua elevada toxicidade, responsavel por
provocar lesdo no material genético.(76)

A Bleomicina (Bilo®, Bleocin®)(50)(figura 1-12), aprovada para o tratamento do

cancro, exerce o seu efeito citotoxico nas o WY«
Dominio de ligacdo ao metal S— >
, -~ - [a)
células que se encontram na transigdo da A N S
f NH, NH S
fase G2 para a fase M do ciclo celular, a0~ "nvoe <l %S . %
bloquear as células na fase G2, o que HZNJ;_\{% CONH; N\)% 3
={_.0 s =
H o - H o] =
conduz ao desenvolvimento de mutacGes Nl S R )% §
| i .0 s G
em muitas destas células. A sua agéo HO\/PCE;H B HO™ )
o N
. . ~ H OH
implica a formagdo de um complexo oH O N=oH
. . . OH O‘CONHZ
formado pela propria molécula, oxigénio e - ~ -
ferro (Fe 1), que vai gerar radicais livres, Dominio carbohidrato

Figura I-12: Estrutura quimica da Bleomicina A, adaptado de ATDBIo,
com consequente quebra de uma ou das DA (82)
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duas cadeias de DNA.(76) Quando comparada com o0s outros farmacos anti tumorais, a
sua atividade mielossupressora e imunossupressora € muito inferior. (62)

Outro antibiotico com uma forte atividade anti tumoral é a Mitomicina (figura I-
13) que é aplicada em combinagdo com outros antineoplasicos, no tratamento do cancro

da mama que se apresenta em fase 0
p o -

(&) OH

avancada. Nas células, sofre uma Hﬁff;[%m ﬁgﬁ jﬁ%
biorredugdo P
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Flgura I- 13 Estrutura qwmlca da Mitomicina e respetlvo mecanismo
celular.(84)
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de acéo adaptado de Oliveira et.al. (83)

2.3.4. Inibidores de topoisomerase

As topoisomerases medeiam a separacdo das duas cadeias de DNA, necesséria
para que estas possam ser copiadas. Além disso, também estdo envolvidas na replicagéo
e transcricdo do DNA, na reparacdo de leses que ocorrem nas cadeias do mesmo, e na
sua recombinacdo.(53,85) Apesar de existirem diferentes tipos, 0 mecanismo de catalise
dos enzimas é comum a todos eles e ocorre atraves do ataque nucleéfilico de um hidroxilo
fendlico pertencente a um residuo de tirosina do enzima a uma ligacdo fosfodiéster do
DNA. De acordo com o tipo de topoisomerase envolvida, pode estabelecer-se uma ligacao
covalente entre o residuo de tirosina e o grupo fosfato do DNA, na extremidade 3° do
DNA, caso esta seja do tipo I, ou na extremidade 5°, para os outros tipos existentes.(86)

As topoisomerases | e Il constituem os alvos moleculares de alguns
antineoplasicos,(86) sendo estes farmacos especialmente eficazes para as do tipo I, quer
pela elevada concentracdo destas enzimas no interior das células, quer pela baixa
capacidade dos mecanismos de reparacdo em clivar o complexo estavel topoisomerase I-
DNA. (85)

Os inibidores da topoisomerase | aprovados pela Food and Drugs Administration
(FDA), pertencentes a familia das Camptotecinas (figura 1-14), como o Topotecano

(Hycamtin®)(50) e o Irinotecano (Campto®, Faultenocan®, Irinotecano®, Irkan®)(50),
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contribuem para a quebra das cadeias do material genético, com consequente atraso do
ciclo celular e apoptose das células cancerigenas, que estdo em constante divisédo, o que
faz deles potentes agentes anti cancerigenos. (87)

O lIrinotecano, administrado no tratamento do cancro colorretal, € um pro-
farmaco, originando o seu metabolito ativo, 0 SN-38. Esta ativacdo € conduzida pela

carboxilesterase, que se encontra nas células tumorais, figado e mucosa do intestino. (86)

i) ii) iii)
e VN [0 CH &
|| [ AW N N
ZA ~ L N << cn,
LN A 5 3
z N \<\ ) HO A p L_N__O . > -
= j) N 2 [N

‘ 3y N ‘
H3C\‘“}> _Q\ 0 O
OH O H;C— r \ HLC l-“‘

OH O OH O

Figura I-14: Estrutura quimica das Camptotecinas. i) Camptotecina; ii)Topotecano; iii) Irinotecano. Adaptado de Bailly
et al. (88)

No entanto, estes compostos apresentam efeitos adversos severos e sao
rapidamente desativados pelo facto de algumas linhagens celulares desenvolverem
resisténcia e pela sua estrutura ser pouco estavel. No sentido de contornar esta situacdo
foram desenvolvidos novos inibidores de topoisomerase I, como as indenoisoquinolonas
(figura 1-15), os indolocarbazoles e os derivados da fenantridina. Alguns compostos
destas classes atingiram a fase de testes clinicos.(86)
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Figura I-15: Estrutura quimica das indenoisoquinolinas adaptado de Pommier et al.(86)

Existem varios inibidores da topoisomerase Il aprovados para o tratamento do
cancro. Estes encontram-se divididos em duas classes, de acordo com o0 modo de atuagéo:
aqueles que formam complexos topoisomerase 1I-DNA, intercalando ou ndo no DNA,
com consequente quebra de ligagOes das cadeias de DNA e aqueles que bloqueiam a
atividade catalitica do enzima.(89) As Epipodofilotoxinas (figura 1-16), como o
Etoposido (Lastet®, Vepesid®, Eposin® Eto-CS®, Etoposido®)(50) e o Teniposido
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(Vumon®)(50) estdo englobados na primeira classe. O Etoposido é o principal
representante da classe e 0 seu uso esta aprovado para a quimioterapia do cancro dos
pulmdes, cariocarcinoma, cancros do ovario e testiculos, linfoma e leucemia
mieloide.(88) Estes agentes bloqueiam a sintese de DNA e o ciclo celular na fase G1. O
Sseu uso potencia o desenvolvimento posterior de cancros secundarios, como a leucemia
mieloide. (52)
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Figura I-16: Estrutura quimica das Epipodofilotoxinas. i) Etopésido; ii) Tenipésido. Adaptado de Almeida et al. (90)

2.3.5. Inibidores de mitose

A mitose constitui um processo organizado em que ocorrem grandes alteracdes
nos varios componentes celulares. Esta é considerada a fase mais fragil do ciclo celular,
por isso a célula encontra-se mais suscetivel & morte celular, se exposta a varias
ameacas.(91)

Os inibidores de mitose sdo farmacos aplicados na quimioterapia do cancro que
interferem com a progressao deste processo mitético. Atuam predominantemente durante
a fase M do ciclo celular e os microttbulos constituem o alvo de acdo. Os microtubulos,
cuja unidade basica é a tubulina, sdo importantes na manutencdo da forma da célula e no
transporte intracelular, e por isso tém um papel essencial quer na interfase (fases G1, S e
G2), quer na mitose, onde sdo responsaveis, em conjunto com outras proteinas, pelo
estabelecimento e estruturacdo do fuso acromatico, essencial para a separacdo dos
cromossomas.(62,92) As células quiescentes, que ndo se encontram em divisdo, sofrem
um menor efeito quando sujeitas a inibidores de mitose, porque os microtibulos
apresentam uma menor movimentacéo. (53,91,92)

A acdo desta classe de farmacos resulta em alteracbes na dindmica dos
microtUbulos, com consequente montagem anormal do fuso acromatico, desalinhamento
dos cromossomas e ativagdo continua do ponto de controlo da formacdo do fuso
acromatico. No entanto, 0 modo de agdo destes compostos varia e, assim, estes agentes

terapéuticos podem ser divididos em agentes desestabilizadores dos microtubulos,
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quando impedem a polimerizacdo dos microtubulos, como os Alcaloides da Vinca e em
agentes estabilizadores de microtdbulos, quando estimulam a polimerizacdo, como 0s
Taxanos.(91)

Dos alcaloides da Vinca (figura 1-17),
apenas a Vincristina (Oncovin®,
Vincristina®)(50) e a Vinblastina (Solblastin®,
Velbe®)(50) apresentam propriedades anti

tumorais, e por isso, em conjunto com o0s

derivados semissintéticos da Vinblastina, como a Y
Vindesina, Vinorrelbina (Navelbine®, Vinorel®, i R = CHO
Vinorrelbina®)(50) e  Vinflunina,(67) sdo g R=Che
administrados na quimioterapia de alguns iarelLTstuu inic os e o vinca
cancros, como a leucemia, linfoma, melanoma,
cancros da mama e pulmao.(52) A Vincristina é aplicada em conjugacdo com outros
farmacos no tratamento de doencas hematoldgicas.(93) Estes exercem a sua acdo ao
interagir com a B-tubulina, numa regido denominada de dominio Vinca, adjacente ao sitio
de ligacdo do trifosfato de guanosina (GTP), o que inibe a polimerizacdo dos
microtUbulos. Consequentemente, a formacéo do fuso acromatico é afetada e a célula ndo
consegue completar o processo mitotico.(63,91)

Os Taxanos (figura 1-18), como o Paclitaxel (Taxol®, Paclitaxel®, Paxene®)(50) e
o Docetaxel (Taxofere®, Docetaxel®) apresentam na sua estrutura um anel de 14
membros, o taxano, mostrando atividade na terapia dos cancros da mama, pulméo e
ovario.(55,63,67) Tal como os alcaloides de Vinca, atuam no sistema
tubulina/microtibulos. No entanto, diferem destes por estabilizarem os microtubulos e
reduzirem a sua despolimerizacdo. Ligam-se a B-tubulina, ao longo da superficie interna
dos microtubulos, induzindo mudancas na conformacao da tubulina que contribuem para
0 aumento e estabilizacdo das suas interacdes com 0s mondémeros de tubulina vizinhos, o
que bloqueia o ciclo celular na mitose, por inibir a reorganizacdo dos microtubulos,

necessaria para a conclusao do processo e proliferacédo celular. (63,93)
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Figura 1-18: Estrutura quimica dos Taxanos. i) Paclitaxel; ii) Docetaxel adaptado de Gaspar et al. (94)

Apesar da elevada eficécia do tratamento, o seu uso € limitado devido a toxicidade
a eles inerente, uma vez que também véo afetar a divisdo das células normais e,
consequentemente, despoletar mielossupresséo, que mostra ser reversivel. Por alterarem
a dindmica dos microtubulos nas células que ndo se encontram em divisdo, como 0s
neurdnios periféricos, pode ocorrer o desenvolvimento de neuropatia irreversivel.(63,93)

Na tentativa de contornar estes problemas de toxicidade tém sido desenvolvidos
novos farmacos inibidores de mitose, com atividade anti tumoral, encontrando-se alguns

em ensaios clinicos.(63,93)

2.3.6. Corticosteroides

Este grupo é constituido por hormonas naturais e farmacos de estrutura
semelhante a estas hormonas que, devido a sua atividade anti-inflamatoria, sdo Uteis no
tratamento de alguns tipos de cancro, como linfoma, leucemia, mieloma maultiplo e cancro
da mama, quando associados a outros agentes quimioterapicos.(53,95) No entanto,
também se mostram Uteis no combate aos efeitos adversos provocados pela quimioterapia
instituida, sendo utilizados como antieméticos para prevenir 0s sintomas de nauseas e
vomitos que dela podem advir.(95) Em alguns casos, podem-se administrar estes
farmacos antes da quimioterapia, no sentido de prevenir reacdes de hipersensibilidade nos
doentes.(52)

Os corticosteroides como a Prednisona, a Metilprednisolona e a Dexametasona
exercem efeitos anti-inflamatorio, imunossupressivo, anti-angiogénico, apoptético e
necrotico. Estes compostos, por mimicarem quer o cortisol enddgeno, quer 0s
mineralocorticoides, vao ativar os recetores intracelulares de glucocorticoides, presentes
nas células promovendo um aumento da expressdo das proteinas anti-inflamatérias e uma

diminuicdo da expressao das proteinas pro-inflamatorias.(95)
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Contudo, apesar da eficacia apresentada no tratamento de tumores, apenas uma
pequena quantidade destes farmacos € capaz de alcancar as células tumorais, tornando-se
por isso necessaria a administragdo de doses elevadas destes farmacos, o que resulta em
altos niveis de morbilidade e mortalidade, resultantes da supressdo do sistema imunitario
por eles induzida.(96) O aparecimento de osteoporose, perda de massa muscular e

hipertensdo sao outros efeitos secundarios associados a esta classe.(95)

2.4.Desvantagens da terapia convencional

As terapias tradicionais “ndo-especificas” nomeadamente, a cirurgia, a
radioterapia e a quimioterapia convencional, apesar de atuarem preferencialmente nas
células cancerigenas, também sdo capazes de lesar as células normais suscetiveis que se
encontram em divisdo e, consequentemente, varios tecidos sdo afetados.(97)

As células cancerigenas sdo capazes de desenvolver resisténcia a quimioterapia
que é atualmente aplicada. Em consequéncia, muitos farmacos que se mostravam eficazes
tém perdido eficacia na reducdo do numero de células tumorais, 0 que torna o
reaparecimento do tumor frequente e contribui para o insucesso de muitos dos regimes
terapéuticos administrados.(8,61)

Recentemente, tem vindo a ser defendida a utilizacdo de terapias multialvo, com
0 objetivo de aumentar a eficacia e retardar a selecdo de resisténcia. Neste caso, sdo
associadas duas ou mais entidades farmacologicamente ativas, dirigidas a diferentes alvos
terapéuticos ou a pontos diferentes do mesmo alvo.(8,98)

Face as limitagdes associadas aos farmacos existentes e ao rapido
desenvolvimento de resisténcia, bem como a heterogeneidade associada ao tumor, que
faz com que diferentes doentes com 0 mesmo tipo de cancro respondam a terapia de forma
diferente, o desenvolvimento de solugdes mais eficazes e seguras para o tratamento de

neoplasias representa um desafio primordial.(98)

2.5.Terapia direcionada

Apesar dos avangos que tém ocorrido na area do cancro, poucos progressos tém
sido feitos em relacdo a elucidacao da sua etiologia, o que limita a prevencéo e tratamento
da doenga. Muitos dos tratamentos, aplicados hoje em dia, no combate ao cancro, foram
desenvolvidos antes do ano de 1975, altura em que o conhecimento, em relagéo aos

mecanismos genéticos e bioldgicos da sua patogénese, era limitado. Deste modo, a
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informacdo que se tem vindo a obter da investigacao, relativamente aos mecanismos
celulares e moleculares, tem-se mostrado fundamental para a descoberta de novas terapias
efetivas na resolucdo da doenca e para a interpretacdo da ineficicia de muitas estratégias
terapéuticas.(8)

Deste modo, na tentativa de contornar a baixa eficacia de cura associada a terapia
convencional, os investigadores tém-se focado na aquisicdo de conhecimentos
relativamente a biologia do cancro que, lhes permitam a descoberta de novos alvos
terapéuticos e desenvolvimento de farmacos direcionados para as células tumorais, com
mecanismos de agao e perfil de toxicidade diferentes dos apresentados pela quimioterapia
tradicional e, por isso, mais seletivos para as células cancerigenas e com efeitos adversos
menos severos. Esta nova classe foca-se nas alteragdes moleculares e celulares especificas
do cancro, de forma a encontrar alvos que tenham interferéncia com os mecanismos e
constituintes celulares necessarios para o desenvolvimento e crescimento do tumor como
as células do estroma e o0s vasos sanguineos do tumor, bem como 0s mecanismos de
sinalizacdo celular. A inibicdo daqueles alvos devera contribuir para retardar o
crescimento do tumor e induzir a apoptose.(97,99) Muitas destas terapias, por serem
dirigidas a proteinas envolvidas em vias de sinalizagdo, vao afeta-las e conduzir a
modificacdes nas funcbes e atividades basicas das células, o que, consequentemente,
permite bloguear os sinais que promovem o crescimento e a divisdo descontrolada das
células. Outras podem provocar a morte celular de forma direta, por induzirem
especificamente a apoptose, ou indireta, ao estimularem o sistema imunitario a
reconhecer e destruir as células cancerigenas e /ou libertar substancias toxicas nestas
células.(100)

Assim, o objetivo principal da quimioterapia direcionada é eliminar as células
tumorais de forma mais precisa e com menos efeitos adversos, ao atuar em moléculas ou
vias presentes nas células tumorais e ausentes nas células normais, moléculas que se
apresentam mais frequentemente nas células cancerigenas ou moléculas presentes em
ambos os tipos de células mas em que o organismo tem a capacidade de repor as células
normais lesadas.(99)

A terapia direcionada apresenta-se sob a forma de moléculas pequenas ou
anticorpos monoclonais. As moléculas pequenas tém a capacidade de poder penetrar a

membrana celular e interagir com os seus alvos, que se encontram no interior da célula.
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Normalmente, sdo inibidores de proteinas quinases e interferem com a atividade
enzimatica destas proteinas.(97,100) Apresentam uma estrutura quimica diversa e podem
ser classificados como analogos de ATP, ligandos de dominios cataliticos, ligandos de
dominios ndo cataliticos, produtos naturais e ligandos que se ligam & conformagcé&o inativa
do enzima.(97) Algumas destas moléculas pequenas apresentam um interesse acrescido
por conseguirem atuar em proteina quinases da mesma classe, devido a semelhanca
estrutural que existe entre elas.(99)

Os anticorpos monoclonais sdo orientados para antigénios especificos
encontrados na superficie da membrana celular das células tumorais, como recetores
transmembranares ou fatores de crescimento extracelulares. Estes podem ser combinados
com agentes citotoxicos ou radiois6topos para aumentar a sua eficicia
terapéutica.(97,100)

Tal como a quimioterapia convencional, a terapia direcionada encontra-se
dividida em classes, de acordo com 0 mecanismo de acdo e com as moléculas alvo.(99)
Os inibidores de transducdo de sinal inibem o crescimento dos tumores e a sua
disseminacéo ao bloquearem enzimas especificas e recetores de fatores de crescimento
envolvidos na proliferacdo das células cancerigenas. O sitio de ligagdo do ATP das
tirosinas quinases tem-se mostrado um potencial alvo terapéutico para estes agentes.
(100) Uma enorme variedade de inibidores fazem parte desta classe, como os inibidores
dos recetores de quinases, inibidores mTOR, inibidores de proteossomas e inibidores de
fatores de crescimento.(55,99)

Outra classe que faz parte da terapia direcionada sdo os modificadores da funcéo
das proteinas que regulam a expressdo genética e outras funcbes celulares, chamados
moduladores epigenéticos. Estes vao atuar de modo a evitar o distlrbio epigenético
global, que medeia eventos responsaveis pelo desenvolvimento de cancro.(97,100)

Nas terapias direcionadas também se incluem os farmacos que induzem a
apoptose das células cancerigenas, uma vez que estas células sao caracterizadas por exibir
resisténcia aos estimulos apoptoticos ou perda de sinais que induzem a apoptose. Estes
farmacos encontram-se direcionados para o tratamento de melanoma e linfoma.(97,100)

Os inibidores de angiogénese constituem outra classe neste tipo de terapia.(55,97)
A criacdo de uma vasculatura propria do tumor, induzida por sinais quimicos produzidos

pelas células tumorais ou por células vizinhas, apos o estimulo das células cancerigenas,
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assegura o seu crescimento e metastizacao.(55,101) Assim, a angiogénese e o endotélio
tumoral constituem alvos interessantes. Muitos destes farmacos atuam ao bloguear, 0s
fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGF), cuja expressdo se encontra
aumentada em alguns tumores, ou os seus recetores (VEGFR). Exemplo disso sdo o
anticorpo monoclonal Bevacizumab (Avastin®)(50), aprovado para o tratamento do
glioblastoma(102), cancro do pulm&o(103), cancro do rim metastizado (104) e cancro
colorretal metastizado em quimioterapia de combinacdo(105,106), que se liga-se ao
VEGF(97,105); o Sorafinib (Nexavar®)(50) e o Sunitinib (Sutent®)(50) que s&o
moléculas pequenas que bloqueiam o processo ao inibirem tirosina quinases envolvidas
na via de sinalizacdo do VEGF.(101,107) Outros, como o Regorafenib (Stivarga®)(50) e
0 Cabozantinib, sao inibidores multiquinase, que blogueiam a atividade de varias tirosina
quinases, incluindo o recetor do VEGF.(108-110) Para a inibicdo deste processo
encontram-se em estudo alguns agentes desestabilizadores de tubulina e flavandides que,
por atuarem em células endoteliais, vao lesar a rede de vasos sanguineos estabelecida em
redor do tumor, desestabilizando e interrompendo o aporte sanguineo necessario.(97,111-
114) Estes inibidores de angiogénese ndo s6 matam as células malignas, como evitam o
crescimento do tumor, mostrando-se eficazes no combate de cancros em combinagdo com
a quimioterapia convencional. (101,114,115)

Existe ainda outra classe de anticorpos monoclonais, responsavel por ajudar o
sistema imunitario a destruir as células cancerigenas, uma vez que induzem a sua ativacao
quando se ligam a antigénios expressos nas células cancerigenas.(100) Esta terapia
bioldgica € utilizada no tratamento de linfomas e melanoma.(100,116,117) Os anticorpos
podem ainda ser combinados com moléculas citotoxicas, como is6topos radioativos
(radiofarmacos) (93) ou outras moléculas téxicas que, apds ligacdo as células
cancerigenas, permitem a libertacdo especifica destes agentes toxicos, com posterior lesao
das mesmas. (117,118)

A utilizacdo de vacinas para a prevencao ou tratamento do cancro, no sentido de
estimular o sistema imunitario do hospedeiro a criar imunidade especifica contra o tumor,
também faz parte das terapias biologicas direcionadas, e tem mostrado resultados
promissores nesta area quando combinado com outras terapéuticas convencionais.

(78,101,116,119) Contudo, os resultados clinicos apresentados ndo sdo muito
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significativos, prosseguindo as investigacfes no sentido de otimizar a sua eficécia.
(78,118,120)

Outra estratégia de imunoterapia baseia-se na utilizacdo de citocinas com acgao
imunomodeladora(101,121) como a interleucina-2 (Proleukin®) (50,55,122,123), o
interferdo alfa (Roferon®, IntronA®, Viraferon®) (50,121,124-126) e o fator estimulante
de colonias de granuldcitos e macrofagos(99,127), que podem ser aplicadas como terapia
direcionada no tratamento de alguns cancros.(55,128)

Os inibidores de metéastases podem também ser aplicados como terapia
direcionada.(55,129-131)

Contudo, apesar destas terapias direcionadas serem mais seletivas para as células
tumorais, apresentam ainda assim efeitos adversos, principalmente quando atuam em
mais do que uma molécula alvo, mecanismo que potencia a eficicia contra o tumor mas,
ao mesmo tempo, também potencia a toxicidade relativamente aos tecidos normais.(132)
Por fazerem parte de uma quimioterapia recente, ainda se encontra em estudo a melhor
forma de manipular as reacdes adversas, decorrentes da sua administracéo.(99)

A inexisténcia de uma eficacia superior face & terapia convencional e a
necessidade de conjugar estas terapias com as ja existentes para obter uma eficécia clinica
significativa, acresce o aparecimento de reacdes adversas. Também o facto de a aplicacédo
destes farmacos ser relativamente recente, dificulta a determinacdo dos seus efeitos a
longo prazo, o que faz com que o seu uso clinico seja limitado. (99)

Outra desvantagem est4d associada a necessidade de uma terapéutica de
manutencdo com estes farmacos, para que as alteracdes moleculares e celulares nas
células alvo permanecam. Neste caso, a eficacia a curto prazo esta comprometida devido
ao desenvolvimento de resisténcia por parte das células cancerigenas, tal como no caso
da quimioterapia convencional, o que contrap&e o beneficio clinico, referido.(55,116,132)

Os custos elevados em laboratério, que advém do seu desenvolvimento, sdo
fatores que limitam a aplicacdo clinica destas novas estratégias.(133-135)

Outros tratamentos incluem o uso de hormonas e antagonistas hormonais, nos
cancros da mama(136) e prostata (99,137,138), quimioterapia lipossomal (139), terapia
fotodindmica e farmacos indutores de diferenciacdo, no tratamento de leucemia
promielocitica aguda(55,99,117,140), cuja administracdo ndo mostra ser mais vantajosa
que a terapia convencional.(133,135,138,139,141,142)
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O uso de hipertermia, em combinacdo com a radioterapia e quimioterapia, e a
terapia genética, sdo modalidades de tratamento que se encontram em ensaios clinicos e
que, tal como todos os outros tratamentos enumerados, apresentam inconvenientes que
contrastam com a efic&cia promissora. (101,142-144)

Assim, a descoberta e o desenvolvimento de novas terapias anti tumorais, que

contornem estas limitacGes, € prioritaria.

2.6.Aplicacdo de quimiotipos no tratamento do cancro aprovados para a
terapia de outras patologias

A necessidade urgente da descoberta de novas moléculas eficazes no tratamento
do cancro torna a exploracdo de farmacos ja aprovados para o tratamento de outras
doencas atrativa, pois grande parte da informacéo relativa ao perfil farmacocinético e
toxicoldgico é conhecida, o que acelera todo o processo. A informacdo disponibilizada,
relativamente ao perfil de seguranca e as doses terapéuticas seguras, simplifica a
determinacdo das concentracdes terapéuticas e seguras de farmaco que podem ser
administradas, na nova indicacéo.(145-150) Os compostos de origem natural, devido a
sua elevada eficacia em inUmeras doencas e aos baixos efeitos adversos que apresentam
in vivo, tém vindo a ganhar interesse ao longo dos anos no tratamento do cancro. Como
exemplo podemos referir a Artemisinina (ART), e 0s seus derivados semissintéticos, que
sdo aplicados no tratamento da Malaria. Alguns destes compostos mostraram ser ativos
contra outros parasitas protozoarios, nomeadamente Perkinsus olseni (151) e Leishmania
infantum (152), e também demonstraram atividade citotoxica em vérias linhas de céelulas
tumorais.(153) Assim sendo, estdo em curso ensaios clinicos com o sentido de os
introduzir, na terapéutica do cancro. (146,147,154-160)

2.6.1. Artemisinina
A ART é um produto natural obtido da planta Artemisia annua (figura 1-19), que
s0 foi isolada com sucesso, e identificada como composto ativo no tratamento da Malaria,
nos anos 80 do século passado, na sequéncia de investigagdes no sentido de encontrar
novos tratamentos para esta doenca, com base em plantas usadas na medicina
tradicional.(161) Por atuarem rapidamente no combate a Malaria e devido a eficacia e
seguranga a eles associadas, estes compostos tém vindo a ser aplicados em terapias de

combinagdo, no tratamento de primeira linha da Maléria, em todos os paises onde esta
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doenca é endémica.(162-164) Apesar de ja se terem identificado casos de tolerancia, o
interesse nesta familia de perdxidos ciclicos acresce, pelo facto de serem eficazes no
tratamento da Maléaria desencadeada pelos parasitas Plasmodium falciparium
(P.falciparium) e Plasmodium vivax (P.vivax), resistentes a farmacos usados em
monoterapia convencional, como a Cloroquina e a Pirimetamina. Devido a uma semivida
curta, as ARTs (Artemisininas) sdo aplicadas em combinacdo com outros farmacos com
semivida mais longa, a fim de evitar recrudescéncia.(155,156,162,163)

Quimicamente, a ART ¢é uma lactona
sesquiterpénica que pertence a subclasse dos terpendides.
Esta classe é constituida por compostos presentes nas

plantas de natureza lipofilica, que sdo utilizados na

medicina tradicional para reducdo da inflamagdo e - o
Farmacoforo 1,2,4- trioxano 0

tratamento do cancro. A sua estrutura apresenta um . )
Figura I-19: ART e o farmacdforo 1,2,4 —

peréxido ciclico (grupo 1,2,4-trioxano), responsavel pela “xano. adapatado de O'Neil et al.(164)

sua atividade, o farmacoforo (figura 1-19).(156,153,161)

Apesar, de a ART se mostrar ativa quando aplicada em concentragdes
nanomolares (nM), a sua atividade é limitada pela sua baixa solubilidade em &gua ou éleo,
pelo reaparecimento do parasita apos o tratamento, pelo seu baixo tempo de meia-vida no
plasma e pela sua baixa biodisponibilidade quando administrada oralmente.(158) No
sentido de ultrapassar estas limitagdes foram sintetizados, a partir do seu derivado
reduzido ativo, a Dihidroartemisinina (DHA), alguns analogos semissintéticos todos eles
mantendo a ponte endoperdxido na sua estrutura, essencial para a atividade destes
compostos. (157,158,161) Estes encontram-se representados na figura 1-20 e sdo o
Artemeter e o Arteter, sollveis em dleo; o Artesunato (AS) de sddio, soltivel em agua, o
Artelinato de sédio e a Artemisona (ARM), uma ART de segunda geracdo com
propriedades farmacocinéticas otimizadas a nivel do tempo de meia-vida e da
toxicidade.(158)

Artemisinina R =H (DHA) Artemisona
H % = Me
e P R = Me (Artemeter) H
H ! —
A R = Et (Arteter) tho‘g?L |
PRI R = COCH,CH,COONa (Artesunato de sodio) e L ;:;Q
1\ R = COCH,CsH,COONa (Artelinato de sodio) H
Qe hie e
i )
s L
O O_.,S‘-G

Figura 1-20: Estrutura quimica da ART e dos seus andlogos:DHA, Artemeter, Arteter, Artesunato de sddio, Artelinato de s6dio;

Artemisona adaptado de Chaturvedi(158) et.al e de Terent'ev et al(166). 50
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Devido ao mecanismo citotoxico que Ihes esta inerente, e que é responsavel pela
sua atividade anti malarica, estes compostos também exibem atividade anti tumoral,
demonstrando a capacidade de afetar varios processos bioquimicos celulares.(167) Por
iSs0, mostram-se promissores no tratamento de varios tipos de cancro, tendo este efeito
sido demonstrado em varios estudos envolvendo sistemas de modelos de células
cancerigenas. (163,164,168,169) Os estudos realizados tém-se baseado nos compostos
mais ativos como 0 AS e a DHA. O AS exibiu atividade anti tumoral in vivo e revelou
sucesso no tratamento do melanoma metastasico, quando aplicado em combinagdo com
a quimioterapia convencional. Além disso, também foi descrita a sua capacidade de inibir
0 crescimento do Sarcoma de Kaposi, por induzir a apoptose das células tumorais. (168)
Atualmente, estdo em curso VAarios ensaios clinicos, com o intuito de determinar a
atividade e tolerancia do AS, em doentes com cancro do c6lon e da mama para o
tratamento destas neoplasias.(163) A DHA também demonstrou a capacidade de inibir
seletivamente o crescimento de células derivadas de leucemia humana, sendo
significativamente menos toxica para os linfocitos humanos normais. (168,170) Outras
investigacdes revelam que este metabolito ativo da ART é uma opc¢do viavel no
tratamento de varios cancros(169), entre eles o cancro do figado(168) e da mama(171),
destacando-se de entre todos os derivados da ART, a DHA, com o maior efeito citotoxico
e anti proliferativo, maior capacidade de inducdo da apoptose e de regulacdo do ciclo
celular.(168,171)

2.6.1.1. Mecanismo de bioativagéo e a¢édo da Artemisinina e derivados
nas células tumorais
A conversdo da ART e dos seus derivados em compostos toxicos ocorre apds a
clivagem homolitica da ponte perdxido. Este processo é dependente de Fe (I1) e culmina
com a formacdo de ROS que, ap6s isomerizacgdo, originam radicais centrados em carbono,
com elevada capacidade alquilante.(155,157) Estas espécies geradas vado induzir
alteracOes celulares, que conduzem posteriormente a apoptose celular mediada pela
mitocondria, a0 aumento do stress no reticulo endoplasmatico, ao atraso do ciclo celular
através de modulacéo de genes e proteinas nele envolvidas e a lesdo do DNA (figura I-
21).(155,172)
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Figura 1-21: Possivel mecanismo de acdo da ART. a) Foi postulado que a bioativacdo da ART ocorre no endossoma através da
libertagdo do Fe(ll), mediada pelo pH, da transferrina interalizada. O Fe(Il) ativa a ART que gera radicais centrados em carbono, 0s
quais podem levar a uma leséo lisossomal e formagéo de ROS que levam a lesdo mitocondrial, ativagao de caspases e morte celular.
b) Alternativamente, foi sugerido que a ativacdo da ART pelo heme gera radicais centrados em carbono. Na mitocondria, os adutos
interferem com a cadeia de transporte de eletrdes ao interagir com o heme ou com as proteinas de ligagdo ao heme conduzindo a
formag&o de ROS e apoptose. ¢) Os ROS induzem stress do reticulo endoplasmatico e d) genotoxicidade. Adapatado de Crespo-Ortiz
etal.(172)

O Fe(Il) € um elemento essencial para a divisao e proliferacao celular, sendo a sua
proteina transportadora, a transferrina, de grande importancia nos mecanismos celulares
dependentes da aquisicdo intracelular de Fe(ll).(157) A ligacdo e formacdo dos
complexos entre a transferrina e 0s seus recetores, presentes na superficie celular, permite
a entrada deste elemento na célula, por endocitose.(170) As células cancerigenas, para
assegurarem a elevada taxa de divisdo celular que lhes é caracteristica, necessitam de
internalizar grandes quantidades de Fe(ll), e por isso estdo altamente dependentes da
presenca de grandes quantidades destes recetores na sua superficie, sendo o contéudo em
Fe(lI1) nestas células superior ao das células saudaveis. As células que ndo se encontram
em divisdo expressam baixos niveis de recetores de transferrina.(155,157,170) Além do
nivel de recetores de transferrina estar aumentado nas células cancerigenas, a expressao
de enzimas antioxidantes também esta diminuida nestas células, o que as torna mais
sensiveis a lesdo por ROS.(172) Deste modo, as celulas cancerigenas sdo seletivamente
mais suscetiveis ao seu efeito citotdxico.(156,158,159,170) Em estudos realizados com a
ART, esta mostrou atuar nas células, tanto de modo direto, provocando lesbes no DNA

(genotoxicidade), como de modo indireto, interferindo com varias vias de sinalizacao
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envolvidas em Vvarios processos caracteristicos da doenca, sendo estes Ultimos aqueles a
que a literatura da mais énfase.(169)

No entanto, os mecanismos associados a atividade anti tumoral das ARTs néo
estdo completamente esclarecidos. (figura 1-22) Verifica-se por exemplo que derivados
destes compostos em que a ponte endoperdxido € substituida por uma ligacdo éter
apresentam ainda assim uma atividade anti tumoral residual que parece estar associada a
um mecanismo alternativo, independente do perdéxido gerador de radicais.(156,169,172)
Estudos dos perfis de expressdo em varias classes de células tumorais, apos tratamento
com a ART, evidenciaram alteragdes seletivas na expressao de varios oncogenes e genes
supressores de tumores, e nem tantas nos genes responsaveis pelo metabolismo do Fe, o
que sugere que as propriedades anticancerigenas da ART e dos seus derivados ndo se
devem simplesmente aos efeitos toxicos globais induzidos pelos radicais gerados.(169)

As ARTSs revelam capacidade de regular uma variedade de vias de sinalizacéo nas
células tumorais. Um estudo publicado por Huang, C. et al. designou a via do PI3K-Akt,
a via do recetor tipo Toll, a via do recetor células T, a via do TGF- ¢ a via de sinalizagdo
da insulina, como as de maior importancia no efeito biologico determinado pelas ARTS.
Apesar de haver versatilidade, a via de sinalizagdo TGF-f parece ser aquela que medeia
a influéncia das ARTs no ciclo celular e na apoptose. As vias de sinalizacdo do recetor
das células T e do recetor tipo Toll podem regular a imunidade. A via de sinalizacdo do
PI3K-Akt, pode afetar o ciclo celular, apoptose e imunidade, sendo a sua ativacao
realizada por diversos tipos de estimulos intra e extracelulares e pode regular processos
celulares como o crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia e imunidade. Os resultados
obtidos pelos autores indicam que esta via esta profundamente envolvida nos efeitos

anticancerigenos das ARTS.(173)
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Figura 1-22: Possiveis mecanismos de atuagéo da ART e dos seus andlogos. Adaptado de Huang, C et al.(173)

Estes compostos parecem atuar por (i) interferéncia com proteinas do ciclo celular
gue medeiam a inibicao do crescimento das células tumorais, por atraso no ciclo celular;
(if) inducdo da apoptose; (iii) inibicdo da angiogénese; (iv) inibicdo do processo de
invasdo e metéstase e (v) inibicdo do fator NF-kB.(156,160,161)

Atualmente, 0 mecanismo aceite € aquele em que os compostos da familia da ART
sofrem bioativacdo a partir do Fe presente no interior das células, com consequente
formacdo de espécies reativas de oxigénio e/ou radicais centrados em carbono que véo
interferir com as vias de sinalizacdo anti metastase, induzir lesées no DNA e modifica¢fes
no ciclo celular, através de modulacdo de genes e proteinas nele envolvidas.(163,169)

Porém o debate continua relativamente a relevancia de mecanismos de acao adicionais.

i) Inibicdo do crescimento das células tumorais
A ART e o0s compostos que dela derivam mostraram capacidade para alterar a
expressao e atividade de enzimas que tém como funcdo a regulagéo do ciclo celular, o
aumento da expresséo de inibidores dos mesmos enzimas essenciais para a progressao do
ciclo celular e a alteracdo da expressdo de proteinas que participam em diversas vias
celulares Em consequéncia, estes compostos exercem uma acao citostatica e citotoxica

nas células cancerigenas. Quando testados em linhagens de células cancerigenas, as ARTs
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induziram alteracdes na cinética do ciclo celular ou interferiram com as vias de

proliferacdo celular.(172)

i) Inducéo da apoptose
A ART mostrou induzir a apoptose celular em varias linhagens de células,
incluindo as cancerigenas. Este efeito comum e rapido tem sido atribuido a ativacao da
via intrinseca deste processo quando ocorre lesdo da membrana da mitocéndria pelos
radicais livres, gerados aquando da ligacdo destes compostos ao grupo heme presente na
mitocondria.(172) A morte celular, ao ocorrer por apoptose, previne a ocorréncia de
efeitos adversos de inflamacéo e lesdo celular, que se verificam no caso de necrose, e que

podem levar a destruicdo dos tecidos.(170)

iii) Inibicio da angiogénese
Devido ao seu papel importante na sobrevivéncia do cancro, os fatores pro-
angiogenicos e as moléculas envolvidas nas redes de regulacao sdo alvos relevantes para
os farmacos anti-tumorais.(169) A atividade anti neoplésica da ART e os seus analogos
esta relacionada com a capacidade destes inibirem a ocorréncia deste processo, através da
alteracdo da expressdo de genes nela envolvidos e consequente desregulacdo dos fatores
de crescimento (VEGF, FGF), HIF-alfa, angiogenina (mediador da formacdo de novos
vasos), indutor angiogénico rico em cisteina (CYR61), metaloproteinases (MMP9,

MMP11 e BMP1) e colagénio.(172)

iv) Inibicdo do processo de invasdo e metastizagéo
Para que as células cancerigenas consigam invadir e metastizar outros tecidos tem
que ocorrer uma diminuicdo na funcdo e expressdao da molécula transmembranar de
ligacdo do célcio, responsavel pela adesdo célula-célula.(172)
Os compostos referidos sdo capazes de modificar e inibir a expressdo dos genes
das metaloproteinases da matriz que estdo envolvidas na tumorigénese, o que faz com
que estes tenham a capacidade de impedir a migracdo celular, em varios cancros

agressivos e invasivos. (172)

V) Inibicdo do NF-kB
O NF-kB é um complexo proteico que atua como fator de transcricdo e que é

crucial para a regulagdo de inimeros processos celulares. Por isso, este est4 envolvido no
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desenvolvimento do cancro aquando uma regulacéo inadequada, e mostra-se influente na
resposta das células a farmacos antineoplasicos. A DHA é capaz de inibir a ligacao deste
fator ao DNA, e consequentemente reduzir os niveis de expressdo de alguns fatores
envolvidos na angiogénese.(164,172)

As interacdes complexas que se estabelecem entre as diferentes vias de sinalizacéo
celular podem conduzir a um sinergismo nos efeitos anticancerigenos destes, o que
garante um maior controlo do cancro e potencia a morte celular.(169)

A toxicidade destes compostos em relacdo as células tumorais parece também ser
regulada pelo metabolismo do célcio, stress do reticulo endoplasmatico, expressdo da
proteina de controlo da traducdo do tumor e proteina de ligacao do calcio, que também
foi identificada no Plasmodium spp. como um alvo da ART e dos seus derivados
semissintéticos.(165,172)

Os mecanismos que medeiam a citotoxicidade parecem variar quer com as
caracteristicas préprias da doenca em questdo, quer com as caracteristicas dos diferentes
tipos de cancro.(172) No entanto, as linhagens de células resistentes a quimioterapia
convencional e a radioterapia mostraram-se sensiveis aos compostos desta classe, o0 que
sugere a sua atuacdo por um ou mais mecanismos diferente(s) daqueles pelos quais a
terapia tradicional anticancerigena atua.(165) Por outro lado, a ART e 0s seus derivados
mostraram limitar o desenvolvimento de resisténcia a multiplos farmacos em doentes com
cancro, o que foi imputado a sua capacidade de inibicdo da atividade da Glutationa S-
transferase, que atua como antioxidante, neutralizando os radicais livres. (169)

Os efeitos celulares associados as ARTs em combinagdo com a baixa toxicidade
que apresentam nos humanos, faz destes compostos fortes candidatos ao tratamento de

tumores sélidos.(155)

2.6.1.2. Vantagens e Desvantagens da aplicagédo da Artemisinina e dos
seus derivados na terapia antineoplasica
A ART e derivados selecionados mostram uma potente atividade anti tumoral
quando aplicados em concentracGes micromolares (UM) e nM em células sensiveis e
resistentes a terapia anticancerigena convencional, particularidade que faz deles farmacos
efetivos no tratamento do cancro.(172)
A baixa toxicidade e a seletividade demonstrada por esta classe de compostos para

as ceélulas tumorais e células estaminais cancerigenas, associadas a sua estrutura e
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reatividade Unicas, contribuem para que atuem nos mecanismos quimicos e moleculares
de carcinogénese de forma segura e eficaz.(157) A razdo pela qual a ART € menos toxica
para as células normais do que para as celulas tumorais permanece em debate. O facto de
as células normais controlarem o Fe livre intracelular mais eficazmente, nomeadamente
a sua remocdo do endossoma, a sua transferéncia para os sitios onde vai ser utilizado e o
seu armazenamento em ferritina faz com que, nestas células haja uma remocao rapida do
Fe(Il) dos endossomas, sendo a ativacao destes peroxidos mais limitada. Contudo, poucos
estudos existem sobre a toxicidade relativamente as células normais.(174)

Além disso, a ART apresenta uma estabilidade quimica aceitavel, ndo sofrendo
decomposicdo quando armazenada a temperatura ambiente. O farmacéforo endoperdxido
consegue suportar uma variedade de reagentes em condicGes de reacdo controladas,
incluindo alguns agentes redutores, o que permite a sintese de uma variedade de derivados
semi-sintéticos, com a mesma reatividade quando em presenca de Fe (II) mas com
propriedades farmacoldgicas melhoradas.(157,158)

Todavia também sdo apontados alguns problemas a esta classe de compostos. A
disponibilidade da ART esta dependente do seu isolamento da fonte natural, o que pode
trazer limitagdes ao seu uso. Além disso, as lactonas sesquiterpénicas apresentam
propriedades alérgicas e tém o inconveniente de se ligarem aos grupos tiol de proteinas e
enzimas essenciais para o bom funcionamento do organismo.(164) Devido a elevada
biodisponibilidade, apresentam toxicidade genética e neuroldgica dependente da dose,
sendo de elevada importancia a monitorizacdo terapéutica dos doentes, quando o0s
compostos sdo aplicados em regime terapéutico durante um longo periodo de tempo.
(162,172) Esta situacdo reveste-se de especial importancia pelo facto de o tratamento do
cancro estar dependente de uma administracdo mais prolongada no tempo, face ao
tratamento da Malaria, o que pode induzir o desenvolvimento de resisténcia do intestino,
na absorcdo dos mesmos, quando estes sao administrados por via oral, situacdo que ocorre
alguns dias apds o inicio da terapéutica e que traz limitacdo na sua aplicacdo na
terapéutica antineoplasica.(169)

Em estudos realizados em células cancerigenas in vitro, e in vivo, ndo foram
detetados quaisquer efeitos adversos relevantes das ARTs.(162,172) Assim, e apesar de
algumas desvantagens reconhecidas, o menor custo a elas associado, a sua

disponibilidade na forma natural e semissintética e a capacidade intrinseca de inducéo de
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apoptose sem potenciar o aparecimento de reacdes inflamatdrias, sustenta o elevado
interesse nesta classe para a terapia do cancro, sendo estes compostos referidos como
lideres na prética clinica.(162,168,170)

2.6.1.3. Combinagdo da Artemisinina e seus derivados com a terapia
anti tumoral convencional

Os compostos da familia da ART, por exercerem a sua acdo em diversas vias
celulares, quando aplicados em combinacdo com a radioterapia e/ou quimioterapia,
tornam as células cancerigenas sensiveis ao tratamento, o0 que potencia a atividade anti
tumoral da terapéutica convencional e, consequentemente, a sua eficacia, sem que efeitos
adversos adicionais sejam observados.(169,172)

A radiacdo ionizante aplicada na radioterapia, contribui para o aumento da
producdo de ROS nas células, o que potencia a ocorréncia de lesdes e possivel morte
celular. As células do organismo sdo dotadas de enzimas antioxidantes capazes de
neutralizar os ROS, e por isso, muitas vezes desenvolvem resisténcia a radioterapia e
quimioterapia aplicadas. Pelo facto dos derivados de ART terem potencial para suprimir
a atividade dos enzimas antioxidantes, a combinagdo da administracdo de radioterapia
com alguns anélogos da ART, como a DHA, parece aumentar a atividade anti tumoral,
uma vez que uma maior quantidade de ROS vai estar presente no meio intracelular, o que
torna as células mais sensiveis ao tratamento. Deste modo, a exposi¢do das células
tumorais a agentes que potenciem o stress oxidativo permite uma exacerbacao do efeito
citotoxico da radiacdo, tornando as células mais sensiveis a sua acéo. Estes factos foram
comprovados em diversos estudos, nos quais se testou o efeito da aplicacdo da
radioterapia em combinacdo com alguns derivados da ART, em linhagens de células de
diferentes tipos de tumores (quadro I-2). Os resultados permitem verificar as vantagens
da combinacgdo da administracdo de radioterapia com estes agentes, face ao uso isolado
de ambas as terapias. (172,175)
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Quadro I-2: Terapia de combinagdo: radioterapia e derivados da ART. Sintese dos estudos efetuados e resultados, linhagens celulares
testadas, efeito observado, mecanismo de acgéo. ‘Estudo in vitro e in vivo; 2Estudo in vitro; *Estudo in vivo. MAPK- proteina quinase

mitogénica ativada; cdc2- ciclina dependente da quinasel; Faz/CD95 — fator de necrose tumoral.

Composto Tipo de Dose Efeito observado Indicagéo sobre o Refs
Cancro mecanismo de acao
(linhagem celular)
ART! - Aumento da sensibilidade a radiacéo (176)
2.0 pmol/L- Hela raios X, resultado estatisticamente - Complexo. Inclui varias vias
Cancro Cervical 2,5 umol/L- SiHa de significativo para células Hela p53 como o transporte de RNA,
(Hela mutante ART (24horas) mutantes; spllceossqma', degradacdo de
p53; SiHa + - Aumento da apoptose de células Hela RNA, sinalizacdo do p53 e
W'I"p53) 2Gy; 4 Gy; 6Gy; 8 Gy de  p53 mutantes; MAPK.
Radioterapia - ART aumenta a radiossensibilidade nas - Atrasa a passagem da fase G2
células Hela mas néo nas células SiHa. para fase M.
AS? - Aumenta a radiossensibilidade das - Inducéo de apoptose dependente  (177)
4 pug/mL de AS (24horas)  células; de  caspases, com  maior
Glioblastoma - Aumento da percentagem de células em signi_fic_adc_) nas células LN 229.
multiforme + fase G2; - Dlmlnuu;ép ) da expressdo da
(LN 229 ¢ proteina survivina;
USTMG) 2Gy; 8 Gy de - Atenua a expressdo da proteina
Radioterapia inibidora de apoptose;
- Modula a lesdo do DNA.
DHA? In vitro - Diminuig&o do crescimento tumoral; - Diminuicdo da expressdo de  (178)
mRNA da ciclina B1 e cdc2,
2,5-40 uM de DHA (24 - Aumento da radiossensibilidade; através da via de transdugdo de
horas) + sinal que envolve mondxido de
5Gy de radiagdo - Atraso no ciclo celular azoto, que leva a uma inibicédo da
cancro das proliferagdo celular e atraso no
AS! células nio 2,5-40 uM de AS (24 crescimento celular, com
pequenas do ho:as) acumulacdo do p53.
Ul 5Gy de radiacéo
(A549) In vivo
30 mg/kg de AS (1 dose)
+
5Gy de radiagdo (a cada
3 dias)
(28 dias)

A ART e derivdos também se mostram vantajosos quando aplicados em

simultdneo com outros agentes quimioterapicos por permitirem a reducdo da dose dos

farmacos mais toxicos para O organismo, Sem comprometer 0 sucesso da
terapéutica.(169,172) Varias investigacdes, conduzidas in vitro e in vivo, baseadas em
terapias combinadas com farmacos convencionais, tém mostrado resultados promissores.
(quadro 1-3) Além disso, também foram reportados estudos em linhagens de células
tumorais resistentes a quimioterapia, em que a adicdo da ART a terapia convencional as
tornou sensiveis aos farmacos. A DHA e o AS foram os que mostraram efeitos mais fortes
e marcantes de quimiossensibilizacdo/sinergismo, enquanto que a ART e 0s outros
derivados mostraram apenas interacdes de adigdo/antagonismo (modulacdo da
resposta).(169) Assim, a DHA e o AS aparecem como compostos com capacidade
elevada de potenciar os agentes antineoplasicos utilizados em quimioterapia e contornar

a selecdo de resisténcia do tumor. No entanto, foi reportado por Wu, G. et al o
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aparecimento de resisténcia a DOXO em linhagens de células humanas do cancro do

c6lon, quando utilizada em conjunto com a ART.(179) E necessario ter em atencio que

o0s beneficios que advém desta terapia de combinagdo dependem do modo de agdo do

farmaco e das vérias interacbes que existem entre eles, principalmente nos sistemas e

esquemas de tratamento.(172)

Quadro I-3: Combinagédo da quimioterapia convencional com compostos analogos da ART : Estudos comprovativos, doses aplicadas,
tipo de cancro e linhagem celular utilizados, efeito observado e mecanismo subjacente. *Estudo in vitro e in vivo; 2Estudo in vitro;
SEstudo in vivo

Combinacao Dose Tipo cancro Efeito observado Indicacéo sobre o Refs
farmacos (linhagem celular) mecanismo de acéo
DHA + DOXO 2 20 pM DHA - Aumento do namero de células (179)
+ em fase G1,; - Aumento da ativagdo das caspases
10 uM de DOXO Cancro da mama - Aumento do nivel de apoptose; 7 e 9, com consequente clivagem de
(MCF-7) - Efeito sinérgico na proliferacio  PARP e apoptose.
celular: aumento da atividade - Perda de MMP, induz apoptose.
(24 horas) anticancerigena
DHA + Cis-Pt 2 40 uM DHA - Diminuicdo da expresséo do  (180)
+ oncogene C-MYC e ciclina;
20 uM de cis-Pt Cancro do ovario - Aumento do nivel de apoptose; - Diminuigéao da expresséo do BCL-
(SKOV3; - Inibic&o do ciclo celular. ;
SKOV3/DDP) - Aumento da expressédo do BAX e
(24 - 48 horas) da caspase 3;
- Inibigdo do efeito de ativacdo do
mMTOR pela cis-Pt.
DHA + GEM* 50 umol/L de DHA - Aumento da  apoptose: (181)
+ diminuicdo da viabilidade celular
100 nmol/L de GEM em cerca de 70%, em ambas as
(células BxPC3) linhagens celulares;
- Atraso no ciclo celular: BxPC3,
50 umol/L de DHA atraso na fase S e PANC1 atraso
+ Cancro do pancreas na fase GO/G1;
500 nmol/L de GEM (BXPC3; PANC-1) - DHA inibe o efeito da
(células PANC-1) Gemcitabina na ativagcdo do NF-
kB;
- Maior inibicdo de crescimento
(72 horas) celular quando se usa os dois
farmacos combinados em baixas,
do que em doses altas
individualmente.
DHA + GEM!? 10 umol/L de DHA (168)
+ - Pequeno aumento na diminuigéo
10 pg/L de GEM do crescimento tumoral; - Aumento dos niveis dos inibidores
Cancro do figado (Hep - Aumento do nimero de células  de Cdk;
ART + GEM ! 10 umol/L de ART G2; Hep 3B) em fase G1, - Aumento dos niveis de p53 nas
+ - Aumento do nimero de célulasa  células Hep G2.
10 pg/L de GEM sofrer apoptose pela via da
mitocdndria;
(36 dias)
DHA + CTX? 50; 100; 200 (182)
mg/kg/dia de DHA
+ - Reducéo significativa do tumor;
50 mg/kg/dia de - Aumento dos niveis de apoptose
CTX celular;
Cancro do pulméo - Inibicdo do aparecimento de - Diminui¢do dos niveis de mRNA
DHA + Cis-Pt® 50; 100; 200 (NSCLC; A549) metastases; que codifica o recetor VEGF
mg/kg/dia de DHA - Diminuicdo da perda de peso, KDR/flk-1;
+ comparada a  quimioterapia
2mg/kg/dia de Cis- convencional com CTX ou Cis-Pt.
Pt
(25 dias)
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In vitro
1 uM de DHA +
1 pM ou 500 pM de
CBP
(24 horas)

In vivo

25 mg/kg de DHA,
5 dias/semana
+

120 mg/kg de CBP
(no dia 0)

2 ou 4 ng/mL de AS
+

25 ou 50 ng/mL de
DOXO

(24 horas)
50 uM de AS
+

20 pg/mL de
Rituximab

(24 horas)

0,5uM de ARM
2nM d+e GEM

0,25uM de ARM
1uM de+OXP para
HCT116 e SW480
0,25uM de ARM

2,5uM +de OXP

para MCF7
0,5 uM de ARM
+

1 mM de
Talidomida

(72 horas)

Cancro do ovario
(A2780; OVCAR-3)

Leucemia (Jurkat;
CEM)

Linfoma ndo Hodgkin
(Ramos)

Cancro da mama
(MCF7)

Cancro do c6lon
(HCT116; SW480)

- Aumento do efeito terapéutico da
CBP;

- Efeito sinergico nas células
OVCAR-3 e efeito aditivo nas
células A2780;

- Diminuicdo da viabilidade
celular em mais de 50%,
comparativamente ao uso isolado
dos compostos;

- Aumento significativo da
apoptose celular;

- Diminuicdo do crescimento
tumoral, com regresséo do tumor.

- Efeito  sinérgico, mais
significativo nas células CEM:
aumento do nimero de células que
sofrem apoptose.

- Aumento dos niveis de apoptose
celular.

- Efeito no blogueio do ciclo
celular aumenta: reducdo do
ntmero de células tumorais.

- ARM com melhor atividade
tumoral do que AS quando
utilizada em combinagdo com
OXP e GEM. Efeito aditivo
quando usada com OXP e sem
efeito significativo quando usada
com GEM.

- Combinagdo com Talidomida
ndo conduziu a uma interagdo
significante.

- Diminuicdo da razdo Bcl-2/Bax,
dose dependente;

- Diminuicdo dos niveis de pro-
caspase 8.

- Aumento da expresséo de
Fas/CD95 e aumento de ROS:
alteracdo da integridade
mitocondrial-> apoptose;

-Aumento da expressdo da caspase-
3
- Alteracdo da expressdo de genes
antioxidantes.

- Diminuicdo das proteinas
reguladoras do ciclo celular, ciclina
D1 e CDK4;

- ARM mostra-se eficaz na
diminuicdo do ndmero de células
tumorais resistentes a8 ART.

2.6.1.4. Aumento da atividade terapéutica da Artemisinina e dos seus

derivados: combinacdo com holotransferrina. A sintese de dimeros,

trimeros e tetrameros

A atividade das ARTS provou ser potenciada através da co-administracéo de holo-

transferrina saturada de Fe (transferrina diférrica) que, aumenta os niveis intracelulares

de Fe (I1l) nas células. O carregamento das células tumorais com Fe desencadeia um

aumento da citotoxicidade da ART em, cerca de 100 vezes, em algumas linhagens

celulares, face a sua administragéo isolada.(155,170,172)
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Na tentativa de sintetizar derivados de ART mais potentes, com maior
biodisponibilidade, hidroliticamente mais estaveis e menos tdxicos, com possivel
aplicacdo no tratamento do cancro, muitos investigadores apostaram na sintese de
dimeros, trimeros e tetrdmeros derivados da ART. Apesar do mecanismo associado & agao
anti proliferativa dos dimeros derivados da ART necessitar de mais estudos, estes sdo
capazes de induzir a apoptose, o atraso na fase GO/G1 do ciclo celular e a formacéao de
ROS.(158) Foi experimentalmente provado que os dimeros e os trimeros derivados da
ART apresentam uma maior atividade anti tumoral que 0os compostos monomeéricos. (187)
Os dimeros que tém vindo a ser sintetizados apresentam uma concentracdo de inibicao de
50% do crescimento celular (1Cso) entre 0s 0,014 M e 0s 6 M. Um exemplo, os dimeros
de trioxanos derivados da ART (figura 1-23), demonstraram uma atividade anti tumoral
superior 8 DOXO, e os dimeros de &cido artestinico. Deste modo, Posner et. al frisaram
a importancia das duas unidades trioxano e da natureza da ligacdo entre elas para a

atividade anti proliferativa.(188)

| LINKER

Figura 1-23: Estrutura quimica dos dimeros de trioxanos derivados da ART adapatado de Posner et al.(188)

Os homodimeros de &cido artesunico (figura 1-24) também conduziram a valores
de 1Cso na ordem dos nM em células de leucemia resistentes e sensiveis a quimioterapia.
(172)

Figura 1-24: Esturtura quimica de um dimero de acido artestnico. Adaptado de Horwedel et al.(189)

Surpreendentemente, o tratamento com os dimeros de ART (figura 1-25) diminuiu
0s niveis da proteina survivina, reponsavel pela inibicdo da apoptose. Neste estudo in

vitro, constatou-se que baixas concentracdes de dimeros de ART s@o mais efetivas do que
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a ART na inducéo do atraso no ciclo celular e apoptose nas células tumorais da prostata.
(155)

Figura 1-25: Estrutura quimica de dimeros de ART. Adaptado de Morrisey et al.(155)

Resultados obtidos de estudos com alguns dos

trimeros demonstraram uma maior efetividade destes face a _\% 8
Adriamicina, & Mitomicina e ao Taxol, em linhagens de - G-GT«‘ gs
células de leucemia.(158) Nam et al. referiu que o trimero _J\;ci/LT\] Uz{j} -43"%)\]\1
de ART (figura 1-26) tem um efeito anti tumoral mais "I;_,.H._j':;fftx THQT

potente nas células tumorais, do que outros agentes
quimioterapicos como o 5-Fluorouracilo, a cis-Pt e o E\E’#.r%frﬁ;fsggtﬁﬁnqzim;fz%%)mmemde
Paclitaxel.(187)

A natureza da ligacdo entre os monomeros, a lipofilicidade e as substituicdes
eletrofilicas sdo caracteristicas que tém estado associadas a elevada atividade destes
derivados da ART. Em alguns estudos é dado algum relevo a importancia e influéncia da
natureza e da estereoquimica da ligacdo entre os mondémeros de analogos de ART, na
atividade anticancerigena.(172)

Tém sido realizados grandes progressos no design/concec¢do de novos compostos,
com uma maior poténcia (na ordem dos nM), com maior J_Engl

seletividade e com baixa toxicidade in vitro. Exemplos disto sdo as :':!--?:j,\;:']_

ARTS substituidas com um grupo triazolilo, com um elevado poder
- - -~ - h-
de inibicdo do crescimento celular. Nestes compostos, j_ ,;;h

independentemente da regioquimica e da estereogquimica, a R

Figura 1-27: Estrutura quimica

inibicdo é influenciada pelo grupo funcional que se encontra geral das ARTs substituias com
um grupo triazolilo. Adaptado de

ligado ao anel triazolilico. Crespo-Ortiz et al.(172)
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E de referir também, os compostos com um grupo pentilbenzeno, que exibiram

uma elevada atividade inibitoria no crescimento celular. (172)

2.6.1.5.Possiveis alvos moleculares nas células tumorais para 0s
analogos da ART

As ARTSs interferem com uma variedade de vias de sinalizacdo nas células
tumorais. O TLR4 apresentou-se como um possivel alvo nas vias de sinalizagdo do recetor
tipo Toll e na via de sinalizacdo PI3K-Akt, sugerindo um correlacdo entre estas duas vias
que pode resultar na regulacdo da imunidade de modo cooperativo. O antigénio CD4,
presente na superficie dos linfocitos T, é outra molécula passivel de sofrer o efeito da
ART, na via do recetor das células T, o que torna a influéncia das ARTS superior nas
células T CD4*. Além disso, outro estudo referiu que o recetor do fator de crescimento
derivado das plaquetas é um possivel alvo na via de sinalizacdo do PI3K-Akt, uma vez
que interage com as ARTSs.(173)

A proteina reguladora de traducdo (TCTP), presente quer no parasita causador da
Malaria quer nas células tumorais, também parece ser um possivel alvo vantajoso. Foi
demonstrado que as células tumorais com elevados niveis de expressdo da TCTP sdo mais
sensiveis ao AS, enquanto que uma baixa expressdo de TCTP foi associada a resisténcia
ao AS. Esta proteina esta relacionada com a proliferacdo celular e € dependente da ligacédo

ao calcio, associando-se transientemente aos microtubulos durante o ciclo celular. (165)
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II — Sintese e atividade de peroxidos com potencial
atividade farmacologica

No ambito deste trabalho foi realizada uma componente laboratorial. Embora néo
prevista nos objetivos e &mbito da monografia do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, a vontade de proceder a sintese de compostos bioativos surgiu como uma
consequéncia da investigacdo bibliografica realizada. A oportunidade foi facultada pelo
grupo de Sintese e Reatividade Organica do CCMAR, onde é realizada investigacéo na
area de Quimica Medicinal. Neste ambito, o grupo tem vindo a desenvolver varios
projetos de investigacdo centrados na concepc¢do, sintese e bioatividade de perdxidos
semi-sintéticos e sintéticos com atividade farmacoldgica contra infecdes causadas por
parasitas protozodrios. O trabalho de investigacdo realizado pela autora enquadra-se num
destes projetos.

Neste capitulo descreve-se todo o trabalho experimental efetuado pela autora no

ambito do projeto de investigacdo supra referido, e respectivo enquadramento.

1. Introducdo/Objetivo do projeto de investigacéo

Foi referido no Capitulo I que os peroxidos derivados de ART, e outros compostos
de origem sintética que incluem a funcéo perdxido como farmacéforo, sdo ou podem vir
a ser aplicados no tratamento de infecBes parasitarias e, possivelmente, também no
tratamento de infecdes virais e de alguns tipos de cancro. Assim, o desenvolvimento de
peroxidos com melhores propriedades farmacocinéticas e que atuem seletivamente nas
células cancerigenas permanece um topico de investigacdo muito relevante. E também
evidente a necessidade de novas investigacGes na procura e identificacdo de estratégias
mais efetivas para o tratamento do cancro. Tendo em conta os resultados de atividade
antineoplasica de alguns compostos da familia das ARTSs, e 0s progressos realizados ao
nivel do conhecimento biologico dos mecanismos de desenvolvimento da doenca, a
aposta em novos compostos da classe dos peroxidos pode fornecer estratégias

quimioterapéuticas adequadas para o tratamento de neoplasias. (169,172)
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Na tentativa de ultrapassar algumas limitac6es

apresentadas pelos derivados semissintéticos da ART R 1 O—0O R 3
usados em regime de monoterapia ou terapias de M
combinacdo, nomeadamente o desenvolvimento de Rz R4

resisténcias in vitro e in vivo pelo parasita causador de Figura 1l-1: Estrutura quimica geral de
1,2,4-trioxolanos. Adaptado de Vennerstrom

Maléria e o facto de ser necesséria a extragdo da ART (%)

de uma fonte natural, com um rendimento de extragdo baixo, foram sintetizados espiro e
dispiro 1,2,4-trioxolanos (figura 1I-1), 1,2,4-trioxanos e 1,2,4,5-tetraoxanos, com o
objetivo de desenvolver novos farmacos para a profilaxia e tratamento da Malaria. Estes
novos perdxidos sdo estruturalmente mais simples, mais faceis de sintetizar e mais
baratos, podendo ser utilizados em regime de monoterapia ou em conjugacgdo com anti
malaricos convencionais. Ainda ndo existe informacédo de desenvolvimento de resisténcia
por parte do parasita relativamente a trioxolanos sintéticos. Comparando trioxanos,
trioxolanos e tetraoxanos, os trioxolanos séo os preferidos em termos de acessibilidade,
uma vez que é possivel a preparacdo de uma diversidade de compostos ndo simétricos e
aquirais. (190)

Em 2001, Vennerstom et. al prepararam uma biblioteca de trioxolanos com
variabilidade estrutural, que foram testados in vitro em modelos de eritrécitos infetados
com estirpes de Plasmodium. Os estudos de relacdo estrutura/atividade permitiram extrair
algumas indicacOes acerta dos requisitos estruturais mais favoraveis a uma boa atividade
farmacoldgica. Verificou-se que os trioxolanos com maior impedimento estérico em
qualquer posicdo do heterociclo (R1,R2,R3,R4; Figura II-1) apresentam uma maior
estabilidade quimica e metabolica e uma maior atividade in vivo. Este impedimento
esterico deve ser preferencialmente exercido por um grupo espiro cicloalquilo, em R3 e
R4, ndo substituido ou mono-, di- ou poli-substituido nos carbonos em posicdo 5 e 12,
como por exemplo um ciclohexano.(190)

O susbstituinte preferencial em posicdo R1 e R2 é um espiro adamantano, que
protege o anel trioxolano, evitando decomposic¢ao quimica e metabdlica prematuras. Nas
posicdes R3 e R4, a presenca de um anel espirociclohexano substituido ou funcionalizado

em posic¢éo 4 conduz a bons resultados de atividade(figura 11-2).(190)
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Figura 11-2: Estrutura quimica preferencial dos 1,2,4-trioxolanos, com o substituinte adamantano em posi¢do R1 e R2 e com 0
substituinte ciclohexano em posi¢do R3 e R4.

Outra opcdo que se revelou viavel € a presenca de um anel espiropiperidilico,
funcionalizado ou substituido no &tomo de azoto. A existéncia de um grupo amida, ou de
um substituinte contendo o referido grupo, ligado ao carbono em posicdo 4 do
ciclohexano, permite uma melhor absor¢do oral, melhora a atividade antimalérica e a
farmacocinética dos compostos. A poténcia antimalarica revelou ser superior para
compostos com o anel espirociclohexano substituido no carbono em posicdo 2. A
estabilidade metabdlica é favorecida pela introducdo de um grupo alquilo (metilo ou etilo)
que faz a conexdo do substituinte ao carbono na posi¢édo 4 do anel ciclohexano. Os
trioxolanos ndo simétricos e aquirais sdo os que conduzem a melhores resultados.(190)

Estes espiro e dispiro trioxolanos também podem ser uma mais valia no tratamento
do cancro, pois apresentam um endoperdxido na sua estrutura. Assim, estes compostos
sdo mais seletivos para as células cancerigenas, por nestas ocorrer preferencialmente, a
acumulacao de uma quantidade elevada de radicais livres.(190)

Tendo em conta os dados de investigacGes anteriores disponiveis na literatura,
procedeu-se a sintese de novos peroxidos com estruturas otimizadas, com o objetivo de
avaliar a sua atividade anti parasitica e utilidade no tratamento da Maléria e Leishmania,
e 0 seu potencial citotoxico em linhas de células tumorais. Procedeu-se assim a sintese
de uma série de compostos da familia dos trioxolanos, com possivel aplicacdo nestas
areas. Actualmente, alguns destes compostos estdo a ser avaliados relativamente a sua
atividade e toxicidade, em estudos in vitro e in vivo, usando varios modelos.

As abordagens a sintese dos compostos-alvo preparados e as reacdes efetuadas ao
longo do trabalho laboratorial desenvolvido encontram-se representados nas figuras 11-4,
11-5, 11-6, 11-7 e 11-8. Os resultados de atividades disponiveis serdo também apresentados

e discutidos.
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1.1.Estratégias de sintese e compostos alvo preparados
Face a informacdo bibliogréafica disponivel, e no sentido da otimizacdo e
diversificacdo estrutural, pretendeu-se preparar uma pequena biblioteca de trioxolanos

com a estrutura geral representada na figura I1-3.

0—0

A

Figura 11-3 Estrutura quimica geral dos trioxolanos sintetizados (R = grupo espirocicloalquilo mono-, di- ou poli- substituido nos
carbonos C5 e C12 ou heterociclo).

A primeira etapa consistiu na preparacdo dos blocos de sintese intermédios,
nomeadamente o composto MIS1/LC29, uma metiloxima de adamantanona (figura 11-4)
que serviu de reagente para as subsequentes reac6es de ozonolise para a sintese dos 1,2,4-
trioxolanos pretendidos, o composto MIS2/LC133 (figura 11-4), 1-fenil-tetrazolona, que
também foi usado como reagente numa posterior reagdo de ozonolise, € 0 composto
MIS3/LC64, uma amina primaria seletivamente protegida (figura 11-4). Este altimo foi
sintetizado na tentativa de posteriormente se proceder ao acoplamento peptidico com o
composto MIS11/LC68 e com o composto MIS5/LC50. No entanto, a escassez do tempo
disponivel para a conclusdo do trabalho pratico tornou impossivel a realizagdo destas

ultimas reacOes, que poderao vir a ser realizadas em trabalhos futuros.
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Figura 11-4: Esquema de sintese da adamantil-metil-oxima(1), da 1-fenil-tetrazolona (2) e do tert-butil-N-(4-aminobutil)carbamato

©F

Os compostos MIS4/LC67 (figura 11-5), MIS5/LC50 (figura 11-6) e MIS6/LC90
(figura 11-7) foram obtidos por ozonolise. A adamantil-metil-oxima, MIS1/LC133, foi

usada como composto intermédio para as reaces que originaram os referidos trioxolanos.
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Tal como mencionado anteriormente, 0s substituintes preferenciais sdo uma espiro
adamantanona nas posi¢oes R1 e R2 dos 1,2,4-trioxolanos e um espirociclohexilo nas
posicOes R3 e R4. Assim, e de acordo com a estrutura modelo, (figura 11-3) quase todos
0s reagentes utilizados nas reacdes de acoplamento via ozonoélise adamantil-metil-oxima
para a preparacdo do trioxolano correspondente sdo baseados na ciclohexanona,
excetuando um, que usa a tetrazolona como bloco para acoplamento

Para obter o alvo MIS4/LC67 fez-se reagir o composto MIS1/LC133 com o 4-
oxociclohexilcarboxilato de etilo, um anel de ciclohexilo funcionalizado com um grupo
éster, no carbono que se encontra em posi¢do 4. O composto MIS4/LC67 é de especial
importancia por constituir um trioxolano chave na sintese de outros compostos alvo. O
grupo éster obtido pode ser transformado, usando diferentes reacdes, para obter o alcool,
e 0 4cido carboxilico correspondentes (MIS8/LC93 e MIS11/LC68, respetivamente), que
foram aplicados na sintese de outros compostos finais pretendidos (figura 11-5).

O composto MIS8/LC93 foi sintetizado a partir do éster correspondente
(MIS4/LC67), através de uma reacdo de reducdo. O alcool obtido serviu de intermediario
chave para a sintese dos compostos-alvo MIS9/LC94 e MIS10/LC95. Para isso, fez-se
reagir o alcool MIS8/LC93 com uma ftalimida para se obter o trioxolano funcionalizado
em posicdo 4 com uma metilftalimida, MIS9/LC94 (figura 11-5). Esta sintese foi feita na
tentativa de preparar trioxolanos com propriedades farmacocinéticas otimizadas pois,
como ja referido um substituinte amida no carbono 4 do ciclohexano confere uma boa
absorcéo oral e melhora as propriedades farmacocinéticas.

Partindo do derivado de ftalimida MIS9/LC94 procedeu-se a sintese da amina
correspondente, MIS10/LC95 (figura 11-5). O novo produto apresenta um anel
ciclohexano substituido no carbono 4 com uma metilamina. Tal como referido, a presenca
de um grupo metileno entre o grupo funcional substituinte e o carbono em posicao 4 do
ciclohexilo pode aumentar a estabilidade quimica e metabdlica do trioxolano.

O composto MIS11/L.C68 foi obtido por hidrolise do intermediario éster ao acido
carboxilico correspondente (MIS4/LC67) (figura 11-5).

Partindo do acido carboxilico MIS11/LC68, procedeu-se a sintese de uma amida
por reacdo com butilamina (acoplamento peptidico). Desta reacdo resultou o trioxolano

MIS12/LC92 (figura 11-5). Esta sintese foi levada a cabo por, anteriormente, 0 grupo
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amida ter sido referenciado como um substituinte preferencial nesta posicdo do
ciclohexilo.

Futuramente, podem ser sintetizados outros compostos desta classe, com algumas
modificacdes ao nivel de grupos funcionais, partindo dos compostos preparados, no
sentido de ampliar a biblioteca de trioxolanos cuja estrutura geral esta representada na
figura 11-3, para aprofundar a investigagdo da influéncia de alteragOes estruturais na
atividade.
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Figura 11-5: Esquemas sintéticos do trabalho experimental: Sintese dos trioxolanos por ozondlise (1-4). Via sintética para a
preparacdo da amina primaria (4-10); Sintese do &cido carboxilico (4-11); Sintese de um composto alvo (11-12).

O trioxolano MIS5/LC50 (figura 11-6) contém, nas posi¢cdes R3 e R4, um anel

espirociclohexano funcionalizado em posi(;éo 4 com um grupo carbonilo.

¢ DCM; pentano @L

®)
o) MIS5/LC50

MIS1/LC29
Figura 11-6: Esquema da sintese de MIS5/LC50, por ozondlise.

O composto MIS6/LCI0 (figura 1I-7) resultante de uma reacdo de ozondlise

apresenta, nas posicoes R3 e R4, um anel espirociclohexilo sem qualquer outro
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substituinte. A sintese deste composto pode servir como modelo na avaliacdo do efeito

de substituintes em posicéo 4 do anel espirociclohexilo, na atividade.

Neo” o
0—O0
O3
+ EEEEE— O
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m .
MIS1 /LC29 ©
MIS6 / LC90

Figura I1-7: Esquema da sintese de MI1S6/LC90, por ozondlise.

Os derivados do tetrazole apresentam propriedades bioldgicas muito interessantes.
Além de serem conhecidos pela sua estabilidade metabdlica, encontram-se na literatura
descricdes de varios derivados de tetrazole com atividade farmacoldgica potencial num
leque de enfermidades. S&o conhecidos derivados de tetrazole com atividade, anti
bacteriana, anti fungica, anti convulsiva, analgésica, anti-inflamatoria, anti tubercul6tica
e anti cancerigena.(180,181) O elevado poder eletroatrator do anel de tetrazole torna
possivel o estabelecimento de ligacGes por pontes de hidrogénio, através dos seus atomos
de azoto como dadores, com atomos de hidrogénio pertencentes a grupos funcionais de
moléculas que se encontrem proximas, incluindo os pertencentes a residuos de
aminoacidos no sitio ativo de enzimas. Os tetrazdis tém ainda a capacidade de coordenar
com metais.(191) Foi descrito que a combinacdo do 5-feniltetrazol com outros
heterociclos permite a sintese de novos compostos com um perfil farmacolégico
diferente, com uma maior eficacia terapéutica como agentes antineoplasicos, e com uma
menor toxicidade para tecidos normais. Estas caracteristicas foram atribuidas ao facto de
as moléculas sintetizadas apresentarem mais do que um grupo farmacologicamente ativo,
com mecanismos de acdo diferentes, o que pode ser benéfico para o tratamento do cancro.
(180,192)

No sentido de avaliar o efeito da ligagdo do heterociclo tetrazole ao endoperoxido,
preparou-se 0 composto MIS7/LC28 por ozondlise. Obteve-se um trioxolano que, em
posicdo R3 e R4, possui uma espirofeniltetrazolina, MIS7/LC28 (figura 11-8). Este
trioxolano permite avaliar a alteracéo na atividade da substituicdo do carbociclo presente
no composto MIS6/LCI0 (figura 11-7) pelo heterociclo tetrazole, fortemente

electroatractor.
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Figura 11-8: Esquema da sintese de MIS7/LC28, por ozonélise.
2. Materiais e Métodos

Em geral, os compostos de partida foram utilizados tal como comercialmente
fornecidos. Alguns dos solventes usados, tetrahidrofurano (THF), diclorometano (DCM)
e metanol, foram submetidos a secagem, usando 0s procedimentos descritos na
literatura.(193) O DCM foi seco com cloreto de célcio, 0 metanol com magnésio, usando
iodo como indicador, e 0 THF com sédio metalico, usando benzofenona como indicador.

De uma forma geral, as reacBes foram realizadas em ambiente anidro, sob uma
atmosfera de azoto. As reacdes de reducdo usando hidrogénio molecular decorreram sob
atmosfera deste gas.

O ozono utilizado nas reacbes de ozondlise foi produzido usando um gerador
Sander Labor-Ozonizator 301.7 (0.5 L/min Oz, 140 V).

A caracterizacdo dos compostos sintetizados efetuou-se recorrendo as seguintes
técnicas: ponto de fusdo, espectrometria de massa e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN). A identificacdo de compostos ja conhecidos e caracterizados
foi realizada por comparacgdo dos respetivos pontos de fusdo e espectros de ressonancia
magnética nuclear ou de massa.

Os pontos de fuséo, ndo corrigidos, foram obtidos num aparelho “Melting Point
Apparattus SMP3, da Bibby Stuart Scientific”.

Os dados de andlises por RMN e espetrometria de massa foram fornecidos pelo
servico de analises do laboratério REQUIMTE existente no Departamento de Quimica e
Biogquimica da Universidade Nova de Lisboa.

As analises por espectrometria de massa (EM) foram efetuadas num
espectrometro Micromass LCT Mass Spectrometer.

Os espectros de RMN dos compostos preparados, em solucéo, foram obtidos num
espectrometro Brucker 400 AC (400 MHz), usando solventes deuterados. O

tetrametilsilano (TMS) foi usado como padréo interno para a determinacgdo dos desvios
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quimicos. Os espetros foram obtidos recorrendo ao software MestReNova® V6.0.2-5475
e ChemDraw® V12.0.2.1076.

O acompanhamento e controlo das reagdes foi efetuado por cromatografia em
camada fina (“Thin Layer Cromatography”, TLC), usando placas de silica gel 60 F254
(AL TLC 20x20; MERCK), e recorrendo a um eluente (fase movel) apropriado a reacao
em causa.

As estruturas quimicas apresentadas referentes as reacOes realizadas foram
desenhadas utilizando o software ChemDraw® V12.0.2.1076.

Foram efetuados testes de atividade in vitro com alguns dos compostos
sintetizados nas estirpes de P. falciparium referidas. Estes testes foram executados no
Centro de Maléria e outras Doengas Tropicais, Instituto de Higiene e Medicina Tropical

de Lisboa, Universidade Nova de Lisboa, sob orientacdo da Doutora Fatima Nogueira.

3. Procedimentos de sintese e caracterizacdo dos compostos obtidos

3.1.  Sintese da adamantil metil oxima (MIS1/LC29) - Figura 11-4: A uma
solucgéo de 2-adamantanona (14,05g; 93,3 mmol) em metanol seco (15ml), sob agitacéo,
adicionou-se piridina e por fim hidrocloreto de metoxilamina, muito lentamente. A
mistura permaneceu sob agitacdo durante dois dias. A reacdo foi controlada por TLC,
usando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (9:1). Apos e
monitorizando o desaparecimento da mancha correspondente a 2-adamantanona. No
final, evaporou-se o solvente e fez-se a extracdo do produto organico com DCM. A fase
organica foi tratada com solugdo aquosa de HCI (2M; 40 mL), com solucdo aquosa de
NaCl (30 mL) e com agua destilada. Secou-se 0 extrato organico com sulfato de sédio
anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente até a secura.(190) Obteve-se um sélido branco,
correspondente ao composto pretendido (16,479, 98,5%). P.f: 69-70°C; H RMN
(400MHz;CDCls): 6 1.78-1.97 (12H, m), 2.53 (1H, s), 3.45 (1H, s), 3.81 (3H, s); HRMS
(MALDI-TOF) m/z: [M*] Calcd para C11H17NO 179,13; Encontrado a 180,02 [M+H]".

3.2.  Sintese de 1-fenil-tetrazolona (MI1S2/LC133) - Figura 11-4: Adicionou-
se 5-cloro-1-feniltetrazole (500 mg; 4,16 mol) a uma solugéo aquosa de NaOH 5M. A
mistura permaneceu sob agitacdo de um dia para o outro. A reacdo foi controlada por

TLC, usando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (7:3). Apoés
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desaparecimento da mancha relativa ao composto de partida adicionou-se a mistura
reacional HCI concentrado, gota a gota, até obter pH 1, e esperou-se a formacao de um
precipitado.(194) Obtiveram-se cristais brancos brilhantes (0,67g; 90%). P.f: 97-99°C; H
RMN (400MHz; CDCl3) ppm: 6 7.70 (d, 1H, J=7.7Hz), 7.57 (m, 2H), 7.66 (s, 1H); HRMS
(IE) m/z: [M]" Calcd para C7HeN4O 162,05; Encontrado a 162,05.

3.3. Sintese de tert-butil- N-(4-aminobutil)carbamato (MIS3/LC64) -
Figura I1-4: A uma solucdo de carbonato de di-tert-butilo (5,46 g; 25 mmol) em 1,4-
dioxano (70 mL), sob agitacdo, foi adicionada, com a ajuda de uma canula, uma solugédo
de 1,4-diaminobutano (12,34 g; 0,14 mol) em 1,4-dioxano (100 mL), durante trés horas.
A mistura reacional permaneceu sob agitacdo, a temperatura ambiente, sob atmosfera de
azoto. A reacdo foi controlada por TLC, usando como eluente uma mistura de acetato de
etilo e hexano (6:4). Apds cerca de 24 horas, verificou-se o desaparecimento da mancha
correspondente ao carbonato de di-tert-butilo. Evaporou-se o solvente e adicionou-se
agua até a precipitacdo do dimero (di-tert-butil-N-(4-aminobutil)carbamato). Filtrou-se,
e fez-se a extracdo do filtrado recolhido com DCM. Secou-se 0 extrato organico com
sulfato de sodio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente.(195) Obteve-se um 6dleo
incolor (4,56 g, 97%). 'H RMN (400MHz; CDCls) ppm: & 1.42 (s, 9H), 1.48 (d, 4H,
J=1.9Hz), 2.71 (s, 2H), 3.10 (s, 2H). HRMS (MALDI-TOF) m/z: [M*] Calcd para
CoH20N20- 188,15; Encontrado a 189,17 [M+H]".

3.4. Procedimento geral para a sintese de 1,2,4- trioxolanos

O método mais comum de acoplamento por ozonolise envolve a reacdo de 0zono
com compostos insaturados, como a ozondlise de alcenos e a ozondlise de alquiloximas,
na presenca de compostos contendo pelo menos um grupo carbonilo. (166)

No presente trabalho, aplicou-se o método de ozondlise reportado por
K.Griesbaum na sintese dos compostos MIS4/LC67, MIS5/LC50, MIS6/LC90 e
MIS7/LC28. Esta estratégia permite a sintese de ozonideos tetrasubstituidos, através da

reacao entre oximas, cetonas e ozono (Figura 11-9).(190)

R  OCH, Ry O R, ©70 R, OCHj
—M + {:}:('\ —— - X + O=N
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Figura 11-9: Esquema do método de ozondlise de Griesbaum, adaptado de Tang, Y et al. (196) 74
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Esta via de sintese, que envolve oximas, tem uma vasta aplicacdo e permite a
sintese seletiva de 1,2,4-trioxolanos simétricos e ndo simétricos, o que ndo é possivel
através da ozondlise direta de alcenos ou enol éteres na presenca de compostos
carbonilicos.(190) Além disso, a sintese dos compostos iniciais que servem de reagentes
para acoplamento é mais facil, por ndo ser necessario usar alcenos tetrasubstituidos ou
enol éteres, mais dificeis de sintetizar.(166,190) Através desta via de sintese é possivel
conseguir seletividade na obtengéo dos trioxolanos desejados, e os rendimentos séo, em
geral, elevados. Os solventes preferenciais sdo hidrocarbonetos como, o pentano ou o
ciclohexano, pois 0 aumento da polaridade dos solventes condiciona o rendimento da
reacdo.(190) Este método é extensamente usado na sintese de 1,2,4-trioxolanos, por
permitir obter bibliotecas com diversidade estrutural dos produtos finais.(166)

Os trioxolanos alvo foram preparados a partir da adamantil metil oxima
(MIS1/LC29) e de derivados da ciclohexanona (MI1S4/LC67, MIS5/LC50, MIS6/LC90)
ou com derivados da tetrazolona (MIS7/LC28), através de uma reacdo de ozondlise,
usando ozono. Depois de produzido, 0 ozono, foi passado por uma solugéo de DCM a -
78°C e sujeito ao fluxo de uma solucdo de adamantil metil oxima da cetona, em
pentano/DCM (6:4) a 0°C. Seguidamente, a solucdo foi sujeita a um fluxo de azoto
durante cinco minutos e concentrada a pressoes baixas e a temperatura ambiente, para dar

um produto que, posteriormente, foi purificado por cromatografia em coluna.
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Figura 11-10: Esquema do processo de ozondlise. Sintese de 1,2,4-trioxolanos através do método de Griesbaum et.al. Adaptado de
Terent'ev et.al.(166)

3.4.1. Sintese do trioxolano MIS4/LC67 - Figura I1-5: Uma solucédo de
MIS1/LC29 (15g; 83,7 mmol) e etil 4-oxociclohexanocarbonato (10,6 mL; 66,5 mmol)
em DCM e pentano (2:8) foi tratada com ozono (como descrito no procedimento geral).
A reacdo foi controlada por TLC, usando hexano e acetato de etilo (8:2) como mistura de
eluicdo. Apds o desaparecimento da mancha correspondente a MIS1/LC29, evaporou-se
o0 solvente e purificou-se o produto recorrendo a uma cromatografia em coluna de silica

gel, usando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (8,5:1,5). Recolheram-
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se duas fracdes: a primeira correspondente ao oxociclohexanocarbonato, e a segunda
correspondente ao produto desejado. Obteve-se um 6leo incolor (10,57 g, 38%).(190) *H
RMN (400 MHz; CDCls): 6 1.26 (3H, t, J=6.9Hz), 1.70-1.76 (11H, m), 1.92-2.03 (12H,
m), 2.33 (1H, m), 4.15 (2H, dd, J=7.2Hz, J=14.3Hz). HRMS (MALDI-TOF) m/z: calcd
para C19H280s5 336,19; encontrado a 359,24 [M + Na]".

3.4.2. Sintese do trioxolano MIS5/LC50 - Figura I1-6: Realizou-se a co-
ozondlise da ciclohexadiona (4,38 g; 39,1 mmol) com MIS1/LC29 (5 g; 27,9 mmol)
adaptando o procedimento descrito anteriormente. O controlo da reacéo foi efetuado por
TLC, usando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (8:2). Ao fim de 50
minutos observou-se o desaparecimento da mancha correspondente a MIS1/LC29. Para
a purificacdo do produto por cromatografia em coluna de silica gel, usou-se hexano e
acetato de etilo (9,5:0,5) como mistura de eluicdo.(190) Obteve-se um pé branco (3,66 g,
47%). P.f.: 127°-128°C.*"H RMN (400 MHz; CDCls): § 1.69-2.14 (14H, m), 2.14 (4H, t,
J=7.0Hz), 2.51 (4H, t, J=7.0Hz). HRMS (ESI-TOF) m/z: calcd para CisH2204 278,15;
encontrado a 278,9 [M]".

3.4.3. Sintese do trioxolano MIS6/LC90 - Figura I1-7: Efetuou-se a co-
ozonolise da ciclohexanona (1,2 mL; 11,6 mmol) com MIS1/LC29 (2g; 11,2 mmol)
seguindo o procedimento aplicado anteriormente. O controlo da reacédo foi efetuado por
TLC, usando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (9,5:0,5). Ao fim de
50 minutos observou-se o desaparecimento da mancha correspondente a MIS1/LC29.
Para a purificacdo do produto por cromatografia em coluna de silica gel, usou-se hexano
e acetato de etilo (9,8:0,2) como mistura de elui¢do.(190) Obteve-se um 6leo incolor (0,74
g, 25%). 'H RMN (400 MHz; CDCls): § 1.97-1.25 (24H, m). HRMS (EI) m/z: calcd para
C16H2403 264,17; encontrado a 264,27 [M]".

3.4.4. Sintese do trioxolano MIS7/LC28 - Figura 11-8: Efetuou-se a co-
ozonolise da 1-fenil-tetrazolona (1,8 g; 11,2 mmol) com MIS1/LC29 (2g;11,2mmol)
seguindo o procedimento aplicado anteriormente. O controlo da reacao foi efetuado por
TLC, usando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (8:2). Ao fim de 45
minutos observou-se o desaparecimento da mancha correspondente a MIS1/LC29. Para
a purificacdo do produto por cromatografia em coluna de silica gel usou-se hexano e
acetato de etilo (9,5:0,5) como mistura de elui¢do.(190) Obteve-se um solido amarelo
palido (0,37g; 20%). P.f.: 157°-159°C. 'H RMN (400 MHz; CDCls): 6 1.69-2.14 (14H,

76



Utilizac&o de Perdxidos com atividade antiparasitaria como agentes anticancerigenos| 11- Sintese e atividade de perdxidos com
potencial atividade farmacolégica

m), 2.14 (4H, t, J=7.0Hz), 2.51 (4H, t, J=7.0Hz). HRMS (MALDI-TOF) m/z: calcd para
C17H20N403 328,15; encontrado a 362,23 [M+CI]".

3.5. Procedimento geral para a sintese da amina primaria: cis-
adamantano-2-espiro-8-(aminometil)-1-2-4-trioxaspirodecano (MI1S10/LC95).

Esta via sintética envolve trés reacdes (figura 11-5) que sdo iniciadas pela
conversdo do éster (MIS4/LC67) em alcool (MIS8/LC93) atraveés de uma reacdo de
reducdo. Posteriormente, o alcool é utilizado para a sintese da ftalimida (MIS9/LC94),
que num ultimo passo é transformada em amina primaria (MIS10/LC95).

3.5.1. Reducédo do éster a alcool (MIS8/LC93) - Figura I1-5: Num bal&o,
dissolveu-se CaCl, (3,92 g; 35,7 mmol) em THF seco (60 mL) e colocou-se o baléo
contendo a mistura sobre um banho de gelo. Adicionou-se o composto MIS4/LC67 (6 g;
17,8 mmol) dissolvido em EtOH seco (60 mL) e deixou-se a mistura final em agitacdo
durante cerca de 30 minutos. Em seguida adicionou-se NaBHa (2,72 g; 71,3 mmol) e
deixou-se reagir a temperatura ambiente. Controlou-se a rea¢do por TLC, usando como
eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (8:2). Apds 48 horas de reacdo,
observou-se o desaparecimento da mancha correspondente a MIS4/LC67. Evaporou-se 0
solvente, adicionou-se agua e extraiu-se com DCM. Em seguida colocou-se a fase
organica na ampola, adicionou-se uma solugdo de bicarbonato de sédio (200mL; 3M),
para remover 0 excesso de CaCl, e de NaBHs, e extraiu-se a fase organica. Secou-se e
evaporou-se a fase organica até a secura para se obter o produto.(190) Obteve-se um
sélido branco (3,86g; 74%).P.f.: 99°-100°C. *H RMN (400 MHz;CDCls): § 1.25 (2H, m),
1.51-2.08 (21H, m), 3.46 (2H, t, J=4.8Hz). HRMS (MALDI-TOF) m/z calcd para
C17H2604294,18; encontrado a 318,30 [M+Na]".

3.5.2. Conversdo do alcool (MIS8/LC93) no derivado de ftalimida
(MIS9/LC94) - Figura I1-5: Arrefeceu-se uma solucdo de MIS8/LC93 (3g; 10,2 mmol)
em THF seco (25 mL), até aos 0°C. Adicionou-se de modo gradual trifenilfosfina (3,89
0; 14,8 mmol), ftalimida (1,65 g; 11,2 mmol) e di-isopropil azodicarboxilato (3,01 g; 14,8
mmol). A mistura permaneceu sob agitacdo, a temperatura ambiente, durante 24 horas.
Removeu-se 0 excesso de solvente, dissolveu-se o precipitado obtido em DCM e etanol
e deixou-se cristalizar o produto.(190) Obtiveram-se cristais brancos (1,78g; 41%). P.f.
130°-133°C. 1H RMN (CDCI3): & 1.30-1.34 (2H, m), 1.51-2.08 (21H, m), 3.55 (2H, d,
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J=7.0Hz), 7.71 (2H, d, J=8.0Hz), 7.84 (2H, d, J=7.9Hz). HRMS (MALDI-TOF) m/z calcd
para CsH2oNOs 423,20; encontrado a 446,19 e a 462,19, [M+Na]® e [M+K],
respetivamente.

3.5.3. Sintese da amina primaria (MIS 10/LC95) a partir da ftalimida
(MIS9/LC94) - Figura I1-5: Aqueceu-se uma solucdo de MIS9/LC94 (1,76 g; 4,16
mmol) e hidrazina monohidratada (0,8 g; 25 mmol) em cloroférmio (40 mL) e metanol
(20 mL) a 60.°C, durante 48 horas. Arrefeceu-se a mistura até a temperatura ambiente e
filtrou-se, para remover o filtrado solido. Lavou-se o filtrado liquido com uma solugéo
saturada de cloreto de sddio e com agua, secou-se com MgSOq, filtrou-se e evaporou-se
0 solvente sob vécuo. (190) Obteve-se um sélido amarelo (0,7g; 58%). P.f.: 140°-142°C.
'H RMN (CDCI3): § 1.14-1.33 (3H, m), 1.68-1.96 (22H, m), 2.54 (2H, d, J=6.4Hz).
HRMS (MALDI-TOF) m/z: calcd para C17H27NO3 293,20; encontrado a 293,20 [M]".

3.6.Sintese do acido carboxilico (MIS11/LC68) a partir do éster
(MIS4/LC67)- Figura I1-5: Dissolveu-se o composto MIS4/LC67 (3,5 g; 10,4 mmol)
em metanol (50 mL) e adicionou-se uma solu¢do de KOH 3M(2,929;52,17 mmol) em
agua (17 mL). A reacdo permaneceu em refluxo a 50°C, sob agitacdo. O progresso da
reacao foi controlado por TLC, usando como eluente uma mistura de hexano e acetato de
etilo (7:3). Ap6s 72 horas de reacgdo, verificou-se o desaparecimento da mancha
correspondente a MIS4/LC67. A extracdo do composto foi efetuada com DCM.
Acidificou-se o pH até ao valor de 1 e extraiu-se novamente. Secou-se 0 extrato organico
com sulfato de magnésio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente. Purificou-se o
produto por, cromatografia em coluna de silica gel, usando hexano e acetato de etilo
(8,5:1,5) como mistura de eluicdo. Recolheram-se duas fragdes, sendo a segunda
correspondente ao produto desejado.(190) Obteve-se um sélido beije (2,61g; 81%). P.f.
158°-159°C. 'H RMN (400 MHz; CDCls): § 1.25 -1.31 (3H, m), 1.68-2.1 (19H, m), 2.37
(1H, m). HRMS (ESI-TOF) m/z: calcd para C17H240s 308,16; encontrado a 306,85 [M].

3.7. Procedimento geral para sintese de amidas

A sintese de amidas, frequentemente usada na preparacdo de compostos
farmacéuticos, pode ser efetuada por acilacdo de aminas com &cidos carboxilicos
ativados. O processo envolve uma condensacdo da amina com o &cido carboxilico mas

este é previamente convertido num éster ativo. Este processo é frequentemente designado

78



Utilizac&o de Perdxidos com atividade antiparasitaria como agentes anticancerigenos| 11- Sintese e atividade de perdxidos com
potencial atividade farmacolégica

por acoplamento peptidico, embora este tipo de ligacdes ndo seja exclusivo das proteinas.
Durante a preparacao de amidas, € essencial a existéncia de um ambiente anidro no meio
reacional para evitar a formacdo de produtos nao esperados, uma vez que a agua pode
atuar como nucleofilo, comprometendo o sucesso da reacdo. Para a realizacdo deste tipo
de reacdes usa-se como um dos reagentes 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC), que permite a ativacao do grupo carboxilo para que a reacao seja mais rapida com
a amina priméaria. Com o intuito de reduzir a reatividade deste intermediario, evitar a
ocorréncia de reacdes secundarias e aumentar o rendimento da reacdo, utilizou-se o
hidroxibenzotriazole (HOBt), que permite originar um éster menos reativo. O EDC
também funciona como agente secante reagindo com a agua e formando uma ureia. Deste
modo, a &gua é removida a medida que se forma. Assim, evita-se a formacéao de produtos
secundarios e desloca-se a reacdo no sentido pretendido. A N-metilmorfolina, funciona
como base. removendo o hidrogenido do grupo carboxilico, o que facilita a reacdo do
grupo carboxilato com o EDC.

3.7.1.Sintese da amida a partir do &cido carboxilico (MIS12/LC92) -
Figura 11-5: Dissolveu-se MIS11/LC68 (1g; 3,24 mmol), EDC (0,93g; 4,86 mmol) e
HOBt (0,65g; 4,86 mmol) em DCM (20 mL) e N-metilmorfolina (0,82g; 8,1 mmol).
Deixou-se a mistura sob agitacao e controlou-se a reacdo por TLC, usando como eluente
uma mistura de hexano e acetato de etilo (7:3), até ao desaparecimento da mancha
correspondente ao MIS11/LC68 (cerca de trés horas). Adicionou-se entdo a amina (0,36g;
4,86 mmol) a mistura anterior, muito lentamente. A mistura reacional permaneceu sob
agitacdo, sob atmosfera de azoto, durante cerca de 24 horas. Controlou-se a reacdo por
TLC, usando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (7:3), até ao
aparecimento da mancha correspondente ao produto. Evaporou-se o solvente e purificou-
se 0 produto, recorrendo-se a uma cromatografia em coluna de silica gel, usando hexano
e acetato de etilo (7:3) como mistura de elui¢do.(197) Obteve-se um soélido amarelo
(0,23g; 39%). P.f.: 110°-113°C. *H RMN (400 MHz; CDCls): § 0.90 (dd, 6H, J=7.0Hz,
J=14.9Hz), 1.26 (d, 11H, J=10.0Hz), 1.70 (d, 6H, J=9.4Hz), 1.97 (d, 6H, J=9.4Hz), 2.10
(s, 2H), 3.23 (dd, 2H, J=6.1Hz, J=12.5Hz). HRMS (ESI-TOF) m/z: calcd para
C17H20N403 363,24; encontrado a 364,23 [M] .
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4. Resultados e Discusséo

De acordo com a literatura, todos os ozonideos sintetizados (MIS4/LC67,
MIS5/LC50, MIS6/LC90, MIS6/LC90, MIS7/LC28, MIS8/LC93, MIS10, LCI5), com
excecao do trioxolano MIS6/LC90, apresentam uma boa atividade anti malarica in vitro,
quando testados em estirpes resistentes (K1) e em estirpes sensiveis (NF54) a cloroquina.
Apenas in vivo, quando administrados por via subcutanea ou por via oral, em ratos Moro
SPF ou NMRI infetados com a estirpe ANKA de Plasmodium berghei, a atividade destes
foi inferior a dos compostos comparadores ART e AS.(190) Estes resultados e outros, de
trabalhos anteriores, suscitaram questdes que motivaram a investigacdo da atividade anti
malarica de alguns dos trioxolanos preparados noutros modelos, nomeadamente nas
estirpes de P.falciparum resistentes (Dd2) e sensiveis (3D7) a cloroquina. Os resultados
dos testes realizados, e a sua interpretacao, tendo em conta a estrutura, sdo apresentados

em seguida.

Resultados dos testes realizados in vitro

Alguns dos compostos sintetizados foram submetidos a ensaios in vitro em
eritrocitos infetados com estirpes de P.falciparum resistentes (Dd2) e sensiveis (3D7) a
cloroquina. A estirpe Dd2 € uma estirpe multirresistente a farmacos que foi isolada de um
doente do Sudeste da Asia infetado por uma estirpe resistente a varios farmacos e com
um elevado grau de desenvolvimento de resisténcia. A estirpe 3D7 foi isolada de um
doente a viver perto do aeroporto de Amesterddo, sendo a origem da infecdo
desconhecida. Os valores de ICsp, para cada composto, obtidos com base em curvas dose-
resposta resultantes dos testes de suscetibilidade com as estirpes referidas, encontram-se

apresentados na tabela I1-1.

Tabela 11-1: Valores de I1Cso dos trioxolanos MIS5/LC50, MIS10/LC95, MIS1/LC29 e MIS12/LC92, e dos trioxanos
semi-sintéticos DHA e AS. Valores dos ensaios efetuados, média (M) e desvio padréo (DP).

Dd2 3D7

Estirpe resistente a cloroquina Estirpe sensivel & cloroquina

Ensaio (nM) I1Cso Ensaio (nM) ICso
Composto 1 2 3 M DP 1 2 3 M

DHA - - - 5,05 = = = = 5,90
AS - - - 5,96 - - - - 4,98
MIS5/LC50 16,19 32,64 21,82 23,55 8,36 39,51 18,67 9,25 22,48
MIS10/LC95 57,02 5554 30,90 47,82 14,67 | 33,21 2589 10,32 23,14
MIS12/L.C92 0,48 0,54 2,27 1,10 1,01 9,72 - 8,75 9,24
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Os valores de 1Cso para os compostos MIS5/LC50, MIS10/LC95 e MIS12/LC92
foram, respetivamente, 23,55+8,36 nM; 47,82+14,67 nM; 1,10+1,01 nM, na estirpe
multirresistente Dd2 e de 22,48+15,49 nM; 23,14+11,69 nM; 9,24+0,69 nM, na estirpe
multirresistente 3D7. A eficacia dos compostos referidos foi comparada com a dos
compostos padrdo DHA e AS, que apresentaram valores de IC 5o de 5,05 nM e de 5,96
nM, respetivamente, na linhagem celular Dd2 e de 5,90 nM e 4,98 nM, respetivamente,
na linhagem celular 3D7. Todos os compostos testados apresentam atividade in vitro em
concentracdes nanomolares baixas. Os valores obtidos para os trioxolanos sao da mesma
ordem de grandeza dos obtidos para a DHA e AS. Os valores de 1Cso para 0s compostos
MIS5/LC50 e MIS10/LC95, sobre as estirpes Dd2 e 3D7, sdo superiores aos observados
para 0os compostos de referéncia, DHA e AS, em ambas as estirpes. Porém, o valor de
ICso para 0 composto MIS12/L.C92, na estirpe Dd2, é inferior ao apresentado pela DHA
e AS.

Os compostos MIS5/LC50 e MIS10/LC95 apresentaram valores de ICso
semelhantes quando testados na estirpe 3D7. Contudo, na estirpe Dd2 o composto
MIS5/LC50 apresentou atividade superior. O composto MIS12/LC92 apresentou, em
ambas as estirpes, valores de ICso inferiores aos dos restantes trioxolanos testados. Este
resultado sugere que a presenca de uma fungdo amida na estrutura potencia a atividade
da classe de composto. Esta observagdo estd de acordo com os dados publicados por
Vennerstrom et al., relativamente as vantagens da introdu¢do de um grupo amida no
substituinte do carbono 4 do ciclohexilo, em posicdo R3 e R4 do trioxolano. O facto de
este composto ser mais eficaz nas estirpes resistentes a cloroquina sugere a inexisténcia
de resisténcia cruzada com as quinolinas. No entanto, na estirpe 3D7, a sua eficéacia (ICso
= 9,24 nM) é inferior a dos compostos de referéncia.

Tendo em conta 0 mecanismo de acdo atualmente aceite para estes compostos, as
diferencas de atividade podem ser explicadas por varios fatores. Entre estes poderdo
figurar variagOes no sistema da glutationa, que esta envolvido no mecanismo de defesa
antioxidante das células eritrocitarias. Os niveis de glutationa, nos eritrocitos infetados
com a estirpe Dd2, sdo mais elevados do que nos eritrdcitos infetados com a estirpe 3D7.
No entanto, 0 enzima que origina a forma reduzida da glutationa (glutationa redutase)
apresenta uma atividade superior nos eritrocitos infetados com a estirpe 3D7 do que nos

infetados com a estirpe Dd2. Deste modo, os niveis de glutationa podem modular a
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resposta das diferentes estirpes aos compostos. Pode também ocorrer que, nas células com
niveis mais baixos do enzima glutationa redutase, a glutationa na forma oxidada se
combine com o composto em estudo e ocorra o efluxo do farmaco para o exterior do
parasita, 0 que contribui para uma diminuicdo da atividade do mesmo.(198) E
fundamental proceder a estudos bioldgicos, genéticos e quimicos, que permitam
esclarecer a relagdo entre a estrutura quimica e diferencas de atividade.

O estudo de Vennerstrom et al. envolvendo os compostos MIS5/LC50 e
MIS10/LC95, foi efetuado em ceélulas eritrocitarias infetadas com as estirpes de
P.falciparum K1, multiresistente a cloroquina e isolada de um doente infetado na
Tailandia, e NF54 sensivel a cloroquina, obtida de doentes da Holanda que foram
infetados com Malaria em Africa e que apresenta uma enorme variabilidade genética. O
ozonideo MIS10/LC95 apresentou valores de I1Cso de 7,6 nM e 1,09 nM, na estirpe de
resistente a cloroquina (K1) e na estirpe sensivel a cloroquina (NF54), respetivamente
(Tabela 11-2). J& o composto MIS5/LC50 apresentou um valor de ICsp mais baixo na
estirpe resistente (ICso= 0,68 nM) e mais elevado na estirpe sensivel (ICso =1,29 nM)
(tabela 11-2). Tendo em conta os resultados obtidos (tabela I1-2) é possivel constatar que,
nas estirpes resistentes, o0 composto MIS5/LC50 podera ser mais eficaz, pois apresenta
valores de ICs inferiores aos obtidos para o composto MIS10/LC95, na estirpe resistente
e um valor semelhante proximo daquele obtido para MIS10/LC95, na estirpe sensivel a
cloroguina. Os resultados obtidos sdo bastante promissores uma vez que 0 ozonideo
MIS5/LC50 apresenta uma eficécia superior face ao AS e ao ozonideo MI1S10/LC95, na
estirpe sensivel a cloroquina, um valor de ICso semelhante ao exibido pelo AS, usado
como composto de referéncia (tabela I1-2).

Tabela 11-2: Valores de 1Cso dos compostos MIS5/LC50, MIS10/LC95, bem como do composto comparativo, AS.
Valores correspondentes ao estudo de Vennerstrom et al.

K1 NF54
Estirpe resistente a cloroquina Estirpe sensivel a cloroquina

Composto | ICso (NM) ICso0 (NM)
AS ‘ 1,4 1,5
MIS5/LC50 | 0,68 1,29
MIS10/LC95 | 76 1,09
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Os valores de ICso obtidos para as estirpes Dd2 e 3D7 distanciam-se bastante dos
obtidos por Vennerstrom et al. para as estirpes K1 e NF54. Contudo, em ambos os
estudos, o composto MIS5/LC50 parece ser mais eficaz em estirpes resistentes.

E de realcar que as diferencas dos valores de atividade dos trioxolanos estudados
e dos compostos de referéncia, nos diferentes ensaios, sdo relativamente modestas e
podem ser explicadas por variaces nas condigfes em que os ensaios foram realizados.
VariagGes no local e nos operadores responsaveis pelo estudo, afetam as condigdes e,
consequentemente, as estirpes dos parasitas utilizados tém tendéncia a sofrer alteracoes,
na tentativa de se adaptar as circunstancias que lhes sdo impostas, nhomeadamente as
caracteristicas do laboratorio. Além disso, diferencas nos padrdes genéticos das estirpes
K1 e Dd2, resistentes a cloroquina e nas estirpes NF54 e 3D7, sensiveis a cloroquina e na
capacidade de entrada dos compostos nas células dos parasitas, também contribuem para
esta situacdo.(198)

De acordo com a literatura, seria de prever que o composto MIS10/LC95, por
conter um grupo metilo a conectar o substituinte amina com o carbono em posigéo 4 do
ciclohexano, apresentasse uma maior eficécia, situacdo que ndo se verificou, em ambos
0s estudos.

Tendo em conta os dados apresentados é necessario a realizacao de mais estudos,
usando compostos com maior diversidade estrutural, para se recolher mais informacao,
relativamente as carateristicas estruturais, que permita uma otimizacdo das propriedades
farmacoldgicas, desta classe de compostos.

Duas das moléculas referidas foram testadas in vivo noutras espécies de
Plasmddio. MIS5/LC50 demonstrou atividade in vivo e resultados promissores, quando
administrado por via subcutanea na dose de 10 mg/Kg de peso e de 100 mg/Kg de peso
contra Plasmodium berguei ANKA (estirpe suscetivel a cloroquina).(190) O composto
MIS10/LC95 também revelou atividade in vivo, ao reduzir 99,9% da parasitémia em
ratinhos infetados por Plasmodium berghei, quando tratados por via oral, no terceiro dia
apos a infecdo, com uma dose Unica.(199)

Os trioxolanos MIS5/LC50, MIS6/LC90, MIS8/LC93, MIS10/LCI5 e
MIS11/LC68 também foram submetidos a testes in vivo em cercaria, demonstrando

eficacia na sua eliminacéo.(190)
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Estudos recentes no grupo de SRO do CCMAR mostraram que 0 0zonideo
MIS10/LC95 apresenta uma elevada atividade contra Leishmania infantum, com valores
de ICso de 1,07+0,05 pg/mL, quando testado in vitro em promastigotas de Leishmania
infantum.(200) O mesmo composto revelou uma toxicidade nos macréfagos muito
inferior a exibida pela Anfotericina B e um elevado indice de seletividade.(201)
Prosseguem os estudos no sentido de avaliar a viabilidade de alguns dos compostos como
agentes quimioterapéuticos para Leishmaniose.

Apesar das vantagens e eficacia apresentadas pelos trioxolanos, que os colocam
como agentes promissores no tratamento da Malaria, existe pouca informacéo
relativamente a estudos toxicocinéticos, nomeadamente em relacdo aos valores da dose
letal para 50% das células infetadas com o parasita e tratadas com os compostos. Esta
informacdo é fulcral para que se possa proceder a otimizacdo das moléculas. A
informacdo toxicoldgica disponivel para as ARTs indica que a ponte peréxido € o
farmacoforo e também o toxdforo. A otimizagdo estrutural devera contribuir para a
obtencdo de moléculas mais eficazes, menos tdxicas e mais seguras, com aplicabilidade
no tratamento da Malaria e de outras doencas. SO assim sera possivel contornar o
problema de neuro e embriotoxicidade associado aos compostos que apresentam o grupo

endoperdxido e que, até agora, é o responsavel pela atividade dos mesmaos. (155,164,167)
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III — Conclusao

O cancro é a principal causa de morte no Mundo. As alteracdes celulares que
conduzem ao desenvolvimento do cancro podem ser diversas e resultam da interagéo
entre fatores genéticos e agentes externos fisicos, quimicos e bioldgicos, sendo este um
processo que envolve varios passos. A selecao de uma ou mais intervencdes aplicadas no
tratamento do cancro, como a cirurgia, a radioterapia e/ou a quimioterapia, deve ser
cuidadosa. Apesar de estas serem as terapias atualmente aplicadas no tratamento do
cancro, apresentam limitacGes, e novas investigacdes estdo em curso no sentido de se
alcancar uma estratégia eficaz para o combate ao cancro.

A seletividade das moléculas com atividade citotdxica para as células tumorais
pode ser potenciada ao direcionar a sua agdo para os biomarcadores do cancro ou ao
aumentar a expressao dos genes e proteinas cancerigenas, que nao sdo detetados nas
células saudaveis do organismo e que podem ser afetados por estes compostos. Deste
modo é possivel aumentar a toxicidade celular e consequentemente, retardar a emergéncia
de resisténcia e diminuir a toxicidade associada ao farmaco nas células normais, o que
facilita a preparacdo de terapias de combinacdo mais efetivas e menos toxicas.

Estudos realizados in vitro e in vivo envolvendo linhagens de células tumorais
demonstram a vantagem da utilizacdo da terapia convencional combinada com derivados
de ART. A ART e os seus derivados sdo produtos fitoquimicos altamente potentes como
antiparasiticos e anticancerigenos, cujo farmacéforo é constituido pelo grupo 1,2,4-
trioxano, que possuem riscos minimos para 0s humanos, podendo ser aplicados como
alternativa terapéutica ou tratamento adjuvante na terapia de cancros metastizados e
agressivos, sem terapéutica efetiva, particularmente nas células tumorais que
desenvolvem resisténcia. A sua possivel aplicacdo nesta area mostra-se vantajosa por
apresentarem um perfil farmacocinético e toxicoldgico ja conhecido. Sdo compostos
seletivos para as células tumorais, sdo ativos quando usados em concentra¢es na ordem
dos nM e mostram poucos efeitos adversos associados. Assim, torna-se essencial
esclarecer o mecanismo de bioativacdo e de acdo inerente a ART e aos seus derivados,
nas celulas cancerigenas, bem como os potenciais alvos de agdo. Além disso, 0
conhecimento da interagcdo destes compostos com a quimioterapia convencional, a

caracterizacgdo dos efeitos no tumor e dos mecanismos citotoxicos a eles inerentes, através
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do conhecimento de biomarcadores quimicos adequados, permitira definir o regime
terapéutico mais conveniente para cada tipo de cancro. O desenvolvimento de terapias
mais eficazes e menos tdxicas para as células normais nesta area s é conseguido através
da contribuicéo dos conhecimentos de varias areas, como a biologia e a quimica, sendo
essencial uma boa rede de ligacdo e de partilha de informacéo entre os investigadores
destas diversas areas.

A sintese de compostos hibridos, contendo uma ponte endoperdxido em
conjugacdo com outro ou outros grupos farmacologicamente ativos, pode permitir a agéo
simultanea de diferentes farmacdéforos, que atuem de modo diferente, em alvos diferentes
ou em pontos diferentes do mesmo alvo intracelular, inibindo varios processos envolvidos
na progressao do tumor e atuando na prevencao das propriedades invasivas e metastaticas,
em tumores recorrentes e agressivos. Dada a atividade dos derivados de ART, tem-se
apostado na sintese de trioxolanos e tetraoxanos que, tal como a ART e 0s seus analogos,
possuem na sua estrutura uma ponte endoperoxido que se julga ser responsavel pela
atividade dos mesmos. A combinacdo de moléculas contendo um anel 1,2,4-trioxolano,
com um farmaco cléssico, utilizado no tratamento do cancro, é uma das estratégias
possiveis que pode permitir diminuicdo da toxicidade e aumento da atividade, visto que
o Fe (Il) presente nas células cancerigenas pode promover a quebra do anel e,
consequentemente, a libertacdo seletiva de agentes citotdxicos nestas células. Contudo, €
necessario assegurar que estas novas moléculas sdo bastante mais toxicas para as células
tumorais do que para as células normais.

No ambito deste trabalho foram preparados varios trioxolanos que foram testados
in vitro em linhagens de P. falciparum sensiveis e resistentes a cloroquina. De entre 0s
compostos preparados, destacam-se os trioxolanos MIS5/LC50 e MIS10/LC95 que
apesar de apresentarem valores de ICso na regido nM baixa e atividade ligeiramente
inferior mas da mesma ordem de grandeza que a exibida pelos derivados de ART usados
como referéncia, e atualmente recomendados no tratamento da Maléria, causada por
P.falciparum. O composto MIS12/LC92 destacou-se por mostrar uma atividade
ligeiramente superior a exibida pelos farmacos de referéncia. Este composto parece
possuir um excelente potencial anti malarico intrinseco. Deste modo, é necessario
prosseguir para estudos in vitro envolvendo células cancerigenas, no sentido de averiguar

0 seu potencial no tratamento do cancro.
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Os resultados indicam que se desenvolveu um composto bastante promissor, para
o tratamento da Malaria. Embora interessantes, os resultados obtidos sdo apenas
informacgdo preliminar. H& necessidade de mais investigacbes para esclarecer as
caracteristicas intrinsecas a atividade anti malarica dos compostos, a possibilidade da sua
acao em células cancerigenas, a identificacdo de marcadores quimicos para identificar o
seu papel na citotoxicidade e a sintese de outros compostos, com estruturas e substituintes
diferentes, para selecdo futura do elemento da biblioteca que exibe as melhores
carateristicas farmacoldgicas. Futuramente, para se proceder a otimizacdo das
propriedades dos trioxolanos sintetizados é essencial apostar na introducdo de
variabilidade estrutural nas posi¢cdes R3 e R4. A introducdo de heterociclos nas referidas
posicBes, com atomos eletronegativos que exercam efeito indutivo fraco e aumentem a
eletrofilicidade da ligacdo perdxido, parece ser uma alternativa viavel. A formacéo de
ligacbes por pontes de hidrogénio pode ser potenciada por interacdes ido-dipolo,
envolvendo ligandos implicados na formacgédo do complexo de Fe(ll), o que pode facilitar
a coordenacéo do Fe(ll) com a ligacdo perdxido.

A sintese de compostos com substituintes contendo atomos de azoto pode
conduzir a atividades interessantes. Tal como referido na parte | do presente trabalho, os
tumores tendem a produzir lactato pela via glicolitica anaerdbia, o que contribui para um
microambiente tumoral acidico. No entanto, o pH intracelular mantém-se
aproximadamente neutro. Estes compostos, quando neste ambiente acidico, podem
protonar e concentrar-se na zona do tumor, onde sdo ativados. Deste modo, tornam-se
mais seletivos e menos toxicos para as outras células normais do organismo, sendo o
stress oxidativo induzido nas células tumorais muito superior.

Os compostos preparados véo ser testados noutros modelos, com o objetivo de
avaliar o seu potencial no tratamento de outras doencas, como o cancro, podendo as
estruturas preparadas servir de modelo para uma biblioteca de trioxolanos com

propriedades anticancerigenas.
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