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Multifactorial Diseases and the Challenges in the Design of Multi-target Drugs: The
Contribution of the Laboratory of Evaluation and Synthesis of Bioactive Substances -
LASSBio®

Abstract: The ability of small molecules to interact with multiple bioreceptors is commonly
termed polypharmacology. Polypharmacology represents a new paradigm in drug discovery,
and its benefits have been progressively recognized and appreciated, especially for the
treatment of multifactorial diseases, offering significant increments in efficacy and safety. The
present review describes the contribution of the Laboratory of Evaluation and Synthesis of
Bioactive Substances - LASSBio®, over its 20 years of history, for the identification of novel
multi-target prototypes, designed as drug candidates for treatment of diseases showing high
socioeconomic impact and high prevalence in the world population.
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Resumo

A habilidade de micromoléculas em interagir com multiplos biorreceptores é comumente
designada pelo termo polifarmacologia. A polifarmacologia representa um novo paradigma no
desenvolvimento de fdrmacos, cujos beneficios tém sido progressivamente reconhecidos e
apreciados, principalmente no que se refere ao tratamento de doengas de natureza
multifatorial, garantindo incrementos significativos na eficdcia e seguranga. A presente revisao
descreve a contribuicdo do Laboratério de Avaliagdo e Sintese de Substancias Bioativas -
LASSBio*, ao longo de seus 20 anos de histdria, na identificacdo de novos protdtipos
multialvos, planejados como candidatos a farmacos para o tratamento de doencgas de alto
impacto socioeconomico e elevada prevaléncia na populagdo mundial.

Palavras-chave: Polifarmacologia; farmacos multialvos; doengas multifatoriais; planejamento
de farmacos.
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1. Estratégias de identificagdo de prototipos de farmacos: A evolugao da Quimica
Medicinal

2. Farmacos multialvos: Um novo paradigma no desenvolvimento de alternativas
terapéuticas inovadoras para o tratamento de doeng¢as multifatoriais

3. Principais estratégias de planejamento e identificagao de farmacos multialvos

4. A contribuicao do Laboratdrio de Avaliagdo e Sintese de Substancias Bioativas -
LASSBio~

4.1. Novos protétipos de farmacos anti-inflamatdrios inibidores duais das enzimas
5-LOX e PGHS-2

4.2. Novos protdtipos de farmacos antitrombédticos simbidticos planejados por
hibridagao molecular

4.3. Novos protdtipos de farmacos antiasmaticos simbidticos: LASSBio-468 e
LASSBio-596

4.4. Novos inibidores duais de tirosina cinases receptoras como candidatos a
farmacos antitumorais

5. Consideracgoes finais

1. Estratégias de identificagdo de enfermidades e sintomas, com preparagdes

protétipos de farmacos: A médicas obtidas a partir de fontes naturais
) (vegetais, animais e minerais), acumulando o

evolu¢do da Quimica Medicinal conhecimento designado como Medicina
Tradicional, a qual se baseia na observagao
empirica dos beneficios terapéuticos destas

Ao longo de sua histéria e por muitos  preparacgdes.”*?
séculos, a humanidade tratou suas dores,

. As primeiras indUstrias farmacéuticas, ao
males e desconfortos, e as mais diversas
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surgirem no final do século XIX, utilizaram
este conhecimento empirico visando a
identificacdo e isolamento dos principios
ativos responsaveis pelos efeitos bioldgicos
descritos. Avangos subsequentes nas
quimicas sintética e analitica forneceram
ferramentas para elucidagdo estrutural e
para a obtencdo dos primeiros andlogos
sintéticos e semissintéticos de produtos
naturais bioativos.’

Os quimicos medicinais passaram, entao,
a empregar ensaios in vivo em modelos
animais para a realizacdo de triagens
fenotipicas de substancias de origem natural
ou sintética, visando a identificacdo de
candidatos a farmacos.*> Esta triagem
permitia encontrar, em um Unico ensaio
farmacolégico, compostos com propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas
compativeis com a indu¢do do efeito
terapéutico almejado.”

No ano de 1984, o quimico alemao
Hermann Emil Fischer (1852-1919), ganhador
do Prémio Nobel de Quimica em 1902,
introduziu o conceito de
complementariedade molecular na Quimica
Medicinal, o qual foi ilustrado pelo seu
pioneiro modelo “chave-fechadura” (do
inglés, lock-key), postulando que o efeito
bioldgico de uma substdncia era fruto da

interagao complementar com seu
biorreceptor, em analogia ao
reconhecimento de uma chave pela

respectiva fechadura.®

O pesquisador alemao Paul Ehrlich (1854-
1915), contemporaneo de Fischer e Prémio
Nobel de Medicina em 1908, combinou com
maestria conceitos bdsicos da Quimica com a
Biologia e a Medicina. Ehrlich criou a teoria
dos “receptores especificos” para descrever a
interacdo entre anticorpos e antigenos na
imunologia, a qual foi posteriormente
extrapolada para a interagdo entre farmacos
e biorreceptores. Adicionalmente, Ehrlich
introduziu a expressdo “balas magicas” (do
inglés, magic bullets) para designar
compostos capazes de atuar de forma
seletiva no combate a patdgenos causadores
de infec¢des, sendo, porém, inécuos para a
célula saudavel do paciente. Paul Ehrlich foi

Vo

chamado “pai da quimioterapia” pela
contribuicdo cientifica realizada em seu
grupo de pesquisa, resultando na descoberta
da arsfenamina  (Salvarsan’) para o
tratamento da sifilis, através da realizacdo da
sintese racional e triagem de compostos
guimicos, representando o  primeiro
programa de desenvolvimento de farmacos
nos moldes da pesquisa farmacéutica
moderna.”’

O paradigma da Quimica Medicinal de
Fischer & Ehrlich vigorou desde o inicio do
século XX, combinando os conceitos de
complementariedade de Fischer e de
seletividade de Ehrlich nos processos de
identificacao, planejamento e
desenvolvimento de novos farmacos, fato
que culminou nas transformacdes que se
seguiram ao longo das décadas
subsequentes, sendo observado um gradual
redirecionado da tradicional estratégia de
triagem bioldgica fenotipica in vivo para um
método de investigacdo mais linear e
direcionado pela premissa do alvo
terapéutico.>®’

Progressos na farmacologia in vivo e in
vitro durante o decorrer do século
culminaram na identificacdo gradativa de
proteinas associadas ao surgimento e avango
das doencas-alvo, as quais foram sendo

assinaladas como os alvos bioldgicos
responsaveis pelos efeitos terapéuticos
descritos para as substancias bioativas

conhecidas até aquele momento.?

Entre as décadas de 50 e 80, foram
introduzidas as estratégias classicas de
modificagdo estrutural e otimizacdo do
composto protdtipo. Ainda nas décadas de
60 e 70, ocorreram progressos tecnoldgicos
na determina¢do da estrutura de proteinas
(através da difragcdo de raios-X), na quimica
computacional e na modelagem molecular
aplicada ao desenvolvimento de farmacos,
além da criacdo do banco de dados de
estruturas cristalograficas PDB (do inglés,
Protein Data Bank). Ja4 na década de 80,
avancos na biologia molecular permitiram a
compreensdo de aspectos bioquimicos
envolvidos no estabelecimento e progresso
de diversas doencas de interesse,
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fortalecendo o planejamento de farmacos
baseado no mecanismo de agdo pretendido,
conhecido como abordagem fisioldgica.'>"!

A partir do inicio da era gendmica, entre
as décadas de 80 e 90, tornou-se possivel a
identificacdo de diferentes genes e proteinas
envolvidos na patogénese de doengas de
grande relevancia clinica.” Novas conquistas
tecnolégicas na quimica computacional,
acompanhadas pelo surgimento da quimica
combinatdria e da triagem robotizada de alto
rendimento (do inglés, high-throughput
screening - HTS), permitiram um aumento
substancial no ndmero de novas entidades
guimicas testadas em sistemas de triagem in
silico e in vitro em um reduzido espaco de
tempo, popularizando-se amplamente, neste
periodo, o paradigma “uma doenca - um
farmaco - um alvo” no ramo industrial
farmacéutico.”*>?

Desde entdo, as
desenvolvimento de novos fdrmacos
empregadas pela industria farmacéutica
focaram na identificacdo de moléculas
potentes e seletivas, capazes de exercer seu
efeito em um alvo terapéutico especifico,
diretamente relacionado a patogénese da
doenca a ser tratada, garantindo, assim, um
provavel incremento na seguranga e uma
reducdao no surgimento de efeitos adversos
indesejdveis associados a alvos bioldgicos
secundarios.”**"

abordagens de

Entretanto, esta abordagem vem sendo
continuamente desafiada nos ultimos anos
por seus resultados insatisfatérios,™
principalmente no que se refere a busca por
novas alternativas terapéuticas para o
tratamento de enfermidades de génese
multifatorial, ie. que envolvam a
participacdo de multiplos mediadores
derivados de uma ou mais vias de sinaliza¢ao
celular,”? e por isso vem sendo reconsiderada
durante a dltima década."

No periodo de 1999 a 2008, no qual a
estratégia de desenvolvimento de farmacos
baseada no alvo terapéutico era a
abordagem mais popular nas industrias do
ramo, apenas 23% das novas entidades

Barbosa, M. L. C.

guimicas aprovadas para uso clinico pela
agéncia regulatéria americana FDA (do inglés,
Food and Drug Administration) foram
resultantes de triagens in vitro diretamente
no alvo, enquanto outras 37% foram
resultantes da tradicional estratégia de
triagem bioldgica fenotipica.’

Ademais, estudos mais aprofundados tém
demonstrado claramente que a eficdcia
terapéutica de muitos farmacos conhecidos e
clinicamente utilizados é proveniente da sua
acdo em mais de um biorreceptor,*® mesmo
para aqueles que foram planejados para
atuarem seletivamente em um Unico alvo
biolégico. De fato, a média de alvos
terapéuticos atribuida para os farmacos
atualmente em uso é de aproximadamente
4,3, enquanto para os farmacos utilizados
como antitumorais no tratamento do cancer
totaliza-se uma média de alvos de 7,82.°
Atualmente j@ se reconhece que a alta
seletividade em farmacos é mais uma
excecdo do que uma regra, ja que a extensa
maioria das substancias terapeuticamente
Uteis tende a interagir com multiplos
biorreceptores. Dentre o total de farmacos
disponiveis no mercado farmacéutico, apenas
15% possui um Unico alvo bioldgico
conhecido, enquanto mais de 50% interage
com mais de cinco alvos bioldgicos.’

Além disso, o paradigma “uma doenga -
um farmaco - um alvo” vem sendo associado
ao decréscimo observado na produtividade
da industria farmacéutica a partir da década
de 90. A despeito de o investimento
financeiro em Pesquisa & Desenvolvimento
(P&D) ter crescido exponencialmente nos
ultimos 20 anos, a produtividade do ramo
nao tem respondido a altura no que se refere
ao numero de novas entidades quimicas
bioativas introduzidas no mercado
farmacéutico neste mesmo periodo. Diversas
razdes de cunho empresarial e regulatério
tém sido apontadas como importantes para
este insucesso, no entanto, a observagdo
mais notavel e intrigante é a de que o
marcante decréscimo de produtividade
coincide com o estabelecimento e a
popularizacdao deste paradigma no processo
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de desenvolvimento de farmacos.>®

Por este motivo, empresas e institutos de
pesquisa estdo revisitando a triagem
fenotipica em seus projetos, uma vez que
esta estratégia apresentou grande sucesso
durante a chamada época de ouro da
Quimica Medicinal, resultando na
identificacdo de inUmeros compostos
bioativos, dentre os quais a grande maioria
demonstrou sua acdo multialvo apds a
elucidagdo dos seus respectivos mecanismos
de acdo.”

2. Farmacos multialvos: Um novo
paradigma no desenvolvimento de
alternativas terapéuticas
inovadoras para o tratamento de
doengas multifatoriais

Processos fisiopatoldgicos complexos
tendem a ser resistentes a perturbacao
quando da modulagdo seletiva de um Unico
alvo biolégico, resultando em pouca ou
nenhuma  eficicia  terapéutica como
consequéncia de efeitos compensatoérios
induzidos pela ativagdo de vias de sinalizagdo
alternativas, caracterizando o fenémeno de
redunddncia.>*>***

Na verdade, com excegdao daquelas
doengas causadas por mutagdo ou
eliminagdo de genes especificos, a grande
maioria das enfermidades de interesse possui
uma patogénese multifatorial,” incluindo
aquelas de maior incidéncia na populagdo
mundial e de maior impacto socioeconémico,
a exemplo das doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas e inflamatdrias, além do
cancer, da obesidade, da ansiedade e da
depress3o.?

Ademais, a modulacdo seletiva de um
Unico alvo terapéutico pode resultar no
aparecimento de resisténcia induzida por
mecanismos como o surgimento de
mutacdes ou o aumento da expressdao da
proteina-alvo, além da ativacdo de vias de
sinalizagdo alternativas.”

Vo

Para vencer as limitacdes acima
mencionadas, a modulacdo simultdnea de
mais de um alvo terapéutico passou a ser
empregada como alternativa clinica, seja
através de um esquema de coadministracdo
de farmacos seletivos para cada um dos alvos
de interesse, ou através do desenvolvimento
de formulacgGes farmacéuticas que
combinassem mais de um principio ativo em
um Gnico comprimido.>*

As associacdes de farmacos sdo uma
pratica corriqueira na terapia de doencas
multifatoriais, destacando-se a hipertensao,
as desordens metabdlicas e o cancer, além de
serem utilizadas também no combate as
infecgOes, principalmente a SIDA (Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida) e a
tuberculose. No entanto, o uso concomitante
de diferentes medicacbes estd associado ao
surgimento de interacdes medicamentosas
perigosas, de potencial sobrecarga hepdtica e
renal, além da adesdo reduzida e do
abandono do tratamento pelo paciente.”**

Nestes casos, um perfil polifarmacolégico
adequadamente direcionado pode fornecer
farmacos mais seguros e eficazes quando
comparados as associacées medicamentosas
atualmente empregadas. Farmacos
multialvos podem apresentar efeitos aditivos
ou sinérgicos em consequéncia da modulagdo
de mais de um biorreceptor, resultando em
uma dose terapéutica reduzida, que
representa um incremento adicional em sua
seguranca.” A habilidade de micromoléculas
em interagir com multiplos biorreceptores é
comumente designada pelo termo
polifarmacologia.?

A polifarmacologia representa um novo
paradigma no desenvolvimento de
farmacos.>" Os beneficios da
polifarmacologia tém sido progressivamente
reconhecidos e apreciados, principalmente
no que se refere ao tratamento de doengas
de natureza multifatorial,® e esta estratégia
tem sido apontada como alternativa capaz de
vencer o decréscimo significativo de
produtividade no setor farmacéutico nas
ultimas décadas, a despeito dos macicos
investimentos financeiros aplicados.™*® Mais
do que isso, a atividade em multiplos alvos
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terapéuticos ja é considerada como
responsavel por comprovados incrementos
na eficicia e seguranca. Desta feita,
enquanto a promiscuidade frente a alvos
bioldgicos nado planejados deve ser evitada, a
polifarmacologia adequadamente
direcionada oferece excelentes
oportunidades para o desenvolvimento de
solucdes terapéuticas inovadoras.”"

Diversos  farmacos multialvos tém
apresentado resultados surpreendentemente
positivos, a exemplo dos inibidores
multicinases  (Figura 1), que foram
introduzidos na clinica a partir do inicio dos
anos 2000, e desde entdo representam uma
nova esperan¢a para pacientes acometidos
por diversos tipos de canceres previamente
refratdrios aos tratamentos disponiveis. A
eficacia destes farmacos é atribuida ao
controle de diversos processos envolvidos no
crescimento tumoral, como a proliferagdo e

Barbosa, M. L. C.

sobrevivéncia celular e a angiogénese.”

A polifarmacologia  também  tem
demonstrado expressivos beneficios no
tratamento de doengas psiquidtricas, a

exemplo dos fadrmacos antipsicdticos (Figura

2) clinicamente disponiveis, os quais
revolucionaram o tratamento da
esquizofrenia.18 Além do cancer,

esquizofrenia e infec¢des, a polifarmacologia
é atualmente considerada promissora para o
tratamento de diversas enfermidades de
natureza multifatorial, incluindo as doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares,
pulmonares, inflamatdrias e autoimunes,
arritmia, epilepsia, e no alivio da dor.”**>*®

A agéncia americana FDA aprovou nos
ultimos anos inumeros farmacos multialvos
para o tratamento de doencas multifatoriais,
destacando-se os antitumorais (Figura 1),
antipsicdticos (Figura 2) e antidepressivos
(Figura 3).2
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Figura 1. Inibidores multicinases disponiveis no mercado farmacéutico para o tratamento
do cancer. Ber-Abl: tirosina cinase codificada pelo cromossomo Philadelphia, € uma proteina
oncogénica responsavel pela patogénese da leucemia mieloide cronica; c-Kit: tirosina cinase
receptora oncogénica constitutivamente ativada em tumores estromais gastricos; PDGFR:
Receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas; EGFR: Receptor do fator de
crescimento epidérmico; HER: Receptores do fator de crescimento epidermal humano; VEGFR:
Receptor do fator de crescimento do endotélio vascular; Raf-cinases: familia de serina-
treonina cinases relacionadas a oncogénese retroviral; FGFR: Receptor do fator de crescimento

de fibroblastos
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Figura 2. Farmacos antipsicéticos utilizados no tratamento da esquizofrenia, cuja eficacia
terapéutica é atribuida ao seu perfil multialvo
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Figura 3. Farmacos multialvos recentemente aprovados pelo FDA para o tratamento clinico da
depressao
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3. Principais estratégias de
planejamento e identificacao de
farmacos multialvos

Conforme previamente exposto, existe
uma demanda iminente por novos farmacos

multialvos que representem alternativas
terapéuticas eficazes e seguras para o
tratamento de doengas de carater

multifatorial. Para atender a esta demanda,
algumas estratégias de identificacdo de
prototipos vém sendo empregadas, incluindo
a triagem robotizada de alto desempenho
(HTS) frente a multiplos alvos, a triagem
fenotipica e/ou o planejamento estrutural
direcionado a obtencdo de farmacos
multialvos.”

Tradicionalmente, os quimicos medicinais
empregaram a triagem fenotipica, através de
ensaios in vivo em modelos animais, para a
identificacdo de protdtipos bioativos, cuja
elucidacdo do mecanismo de acdo a
posteriori na maior parte das vezes
demonstrou o perfil multialvo dos farmacos
desenvolvidos a partir da aplicacdo desta
estratégia.>"’

No entanto, as principais desvantagens
atribuidas a triagem fenotipica in vivo estdo
associadas ao uso experimental de um
grande numero de animais, além de sua
deficiéncia em discriminar se um composto é
inativo por sua incapacidade em interagir
efetivamente com o alvo terapéutico, ou por
sua ineficiéncia em alcancd-lo no meio
bioldgico, devido a limitacOes
farmacocinéticas.*

Por outro lado, o planejamento estrutural
de farmacos multialvos pode ser também
executado racionalmente, através da
montagem de farmacéforos hibridos a partir
de novas ferramentas de modelagem
molecular e quimica computacional,® ou
ainda através do emprego da estratégia de
hibridacdo molecular da Quimica
Medicinal."”** A hibridagdo molecular é uma
ferramenta de planejamento de farmacos a
partir de substancias bioativas ja conhecidas,
baseada na combinagdo dos seus

Vo

grupamentos farmacofdricos, visando a
obtencdo de um novo hibrido com melhor
eficacia terapéutica que os protétipos
originais.19

4. A contribuicao do Laboratoério
de Avaliagao e Sintese de
Substancias Bioativas - LASSBio”

Ao longo de seus 20 anos de histdria e
existéncia, o Laboratdrio de Avaliacdo e
Sintese de Substincias Bioativas - LASSBio’,
da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
tém dado sua continua contribuicdo na busca
por novos candidatos a farmacos multialvos,
duais ou simbidticos, Uteis no tratamento de
doengas multifatoriais com elevado impacto
socioecondmico. Os compostos bioativos
denominados moduladores duais atuam em
alvos terapéuticos pertencentes a uma
mesma via de sinalizacdo bioquimica,
enquanto os compostos denominados
simbidticos sdao aqueles capazes de atuar em
alvos moleculares envolvidos em cascatas de
sinalizagdo celular distintas, porém com
papéis relevantes no desenvolvimento de
uma mesma doenca.”

4.1. Novos prototipos de farmacos anti-
inflamatodrios inibidores duais das enzimas
5-LOX e PGHS-2

Os farmacos anti-inflamatérios nao
esteroides  (AINEs) sdo  amplamente
empregados no tratamento de desordens de
natureza inflamatéria aguda e/ou crénica,
representando uma das classes terapéuticas
mundialmente  mais  populares.  Estes
farmacos atuam através da inibicdo da
atividade catalitica da enzima prostaglandina-
endoperoxido sintase (do inglés,
prostaglandin-endoperoxide  synthase -
PGHS), prevenindo a sintese de eicosanoides
na via metabdlica da cascata do d4cido
araquiddnico, os quais sdo caracterizados
como importantes mediadores
inflamatérios.”***
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Durante a década de 90 foi descrita a
existéncia de duas isoformas da enzima
PGHS. Naquela época sugeriu-se que a
isoforma PGHS-1 seria constitutiva e
importante para os efeitos homeostaticos
relacionados a protecdo gastrica,
homeostasia renal e funcdo plaquetdria;
enquanto a isoforma PGHS-2 seria induzida
por estimulos inflamatogénicos em células
inflamatérias, e.g. macréfagos e mondcitos.
Neste contexto, foi proposto que a inibicdo
seletiva frente a isoforma PGHS-2 forneceria
um atributo adicional de seguranca.?>*

Por outro lado, a inibicdo da enzima 5-
lipo-oxigenase (5-LOX), responsavel por
catalisar a sintese de leucotrienos a partir do
acido araquidonico, resultaria em reducdo do
efeito quimiotdtico induzido por estes
mediadores. Desta feita, a inibicdo dual das
enzimas PGHS-2 e 5-LOX, ambas
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N/lx\cm
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//S\\ c & +
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18 Meloxicam
PGHS-2
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pertencentes a cascata do  4acido
araquidonico, representaria uma estratégia
promissora no planejamento de novos
protétipos de farmacos com perfil anti-
inflamatério.”***

Com este intuito, Barreiro e colaboradores
planejaram, sintetizaram e bioensaiaram uma
nova série congénere de derivados (16a-h e
17a-h) com potente efeito anti-inflamatério
em modelos animais in vivo, idealizados
como inibidores duais de PGHS-2 e 5-LOX.
Estes compostos foram propostos através da
aplicacdo da estratégia de hibridacao
molecular da Quimica Medicinal, conforme
ilustrado na Figura 4, a partir do farmaco da
classe dos oxicams, o meloxicam (18),
descrito como um AINE com maior
seletividade para a isoforma PGHS-2; e do
protétipo BF-389 (19), anteriormente
descrito como um inibidor de 5-LOX.*

HO

O

N

0" “CHs

19 BF-389
5-LOX

Hibridagdo
molecular

16:R=H
17: R = OCH,

a:W=H

b: W = 4-OCH,

c: W =4-NO,

d: W = 4-5CH,

e: W = 4-N(CH,),

f: W =4-Br

g: W =4-SO,CH,

h: W = 4-OH-3,5-C(CH;),

Figura 4. Génese dos compostos idealizados como inibidores duais de PGHS-2 e 5-LOX
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4.2. Novos protétipos de farmacos
antitromboéticos simbidticos planejados por
hibridagdao molecular

Alguns anos mais tarde, Lima e
colaboradores aplicaram a estratégia da
hibridacdo molecular para a obten¢do de
novos compostos simbidticos desenhados
como candidatos a farmacos
antitrombdticos. Os novos compostos foram
planejados a partir de anticoagulantes
conhecidos, inibidores de trombina, i.e.
ximelagatrano (20) e arilsulfonato (21), em
combinacdo com o protdtipo N-acilidrazonico
LASSBio-294  (22), com  propriedades
antiplaquetarias mediadas pela modulagao
da producdo de autacoides da cascata do
acido araquiddnico.”

A nova série de derivados arilsulfonatos-

NH,
NH,
21 Arilsulfonato
Antitrombético
B
CHs NH,
S WA,
2\/“ \NH N-OH
o N\j

20 Ximelagatrano
Antitrombético

l

Vo

N-acilidrazonicos (23a-e) foi construida
mantendo-se as subunidades farmacoféricas
para as atividades propostas, representadas
pelo fragmento arilsulfonato A, pela
subunidade polar B e pela funcdo N-
acilidrazona C. Modifica¢Ges subsequentes na
subunidade B, incluindo funcionalidades com
valores de pKa variados, demonstraram que
o derivado acido carboxilico 23e foi o mais
promissor, apresentando elevada poténcia
na inibicdo da agregacdo plaquetdria em
plasma rico em plaquetas, induzida por
trombina e por acido araquidbnico, atuando
através de um mecanismo duplo de acao,
conforme antecipado no planejamento
estrutural. Os trés regioisdbmeros, LASSBio-
693 (23e), LASSBio-743 (24) e LASSBio-752
(25), foram ativos in vivo, por via oral, em
modelo murino de tromboembolismo
induzido por trombina.?

22 LASSBio-294
Antiplaquetario

Hibridagdo

molecular

rO
O W
\Qi o \Q/ a:W=H
5 ° N b: W = 4-NH,
oYy H ¢ W =4-NO,
d: W =4-CN
e: W =4-COOH

23a-e

(0]
23e LASSBio-693 o

COOH EP\H/ /\@\ :©f [e)
O
N'N\ - ‘. COOH S0 : HN—
3

24 LASSBio-743

N\
\—@COOH

25 LASSBio-752

Figura 5. Génese dos derivados antitrombadticos simbidticos com atividade anticoagulante e
antiplaquetaria
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4.3. Novos protétipos de farmacos
antiasmaticos simbidticos: LASSBio-468 e
LASSBio-596

No contexto da linha de pesquisa
desenvolvida no LASSBio para a identificacdo
de novos candidatos a  farmacos
antiasmdticos, a aplicacgdo da abordagem
fisiolégica como estratégia de planejamento
racional permitiu a identificacdo da citocina
pro-inflamatéria fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e das enzimas fosfodiesterase 4
(PDE-4) e fosfodiesterase 5 (PDE-5) como
alvos promissores para o desenho de novos
prototipos antiasmaticos simbidticos (Figura
6).23

A inibicdo dupla proposta buscava uma

abordagem inovadora para a terapia
antiasmatica, pautada nos beneficios
terapéuticos proporcionados por uma
reducdo na biossintese e liberacdo da
citocina TNF-a e por wuma elevagao
simultdanea dos niveis intracelulares de

nucleotideos ciclicos.*

A relevancia dos niveis intracelulares de
GMPc (monofosfato de 3’,5’-guanosina
ciclico) no controle da hiperreatividade das
vias aéreas, caracteristica impar da asma
bronquica,”®* indicava que inibidores
seletivos da isoforma enzimatica PDE-5,
GMPc especifica,””® seriam
terapeuticamente Uteis no controle dos
eventos celulares associados ao
desenvolvimento do processo asmatico.”®*

Visando a redu¢do na produgcdo e
liberagdo da citocina TNF-a, foi explorada a
capacidade da talidomida (26) e derivados
em modular diretamente sua biossintese,

Barbosa, M. L. C.

associada a estratégia de modulagdo indireta,
fundamentada no aumento da concentragao
intracelular de AMPc (monofosfato de 3’,5’-
adenosina ciclico). A elevacdo nos niveis de
AMPc, tanto pelo estimulo de sua formacao
guanto pela prevengdo de sua degradacdo,
inibe a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como TNF-a, interleucina
18 e interferon vy, além de reduzir o
recrutamento e a ativacdo de células
inflamatorias, resultando em efeito
imunossupressor.’®*" O bloqueio seletivo da
PDE-4 induz a elevagdo dos niveis de AMPc
em células pré-inflamatadrias e
imunocompetentes, nas quais esta isoforma
é a mais abundante.*"**

O novo padrdao hibrido foi planejado
mantendo-se a subunidade imidica aquiral
(A) da talidomida (26) e fundindo-a a um
sistema fenil-sulfonamidico (B), oriundo dos
protétipos 27 e sildenafila (28), através do
atomo de nitrogénio imidico remanescente,
construindo-se o fragmento ftalimidico N-
fenil-sulfonamidico (AB). Optou-se
inicialmente pela manutencdo do anel N-
metil-piperazinico  (29a) presente na
estrutura da sildenafila (28) (Figura 6).*

Posteriormente, considerando-se a
possivel contribuicdo da subunidade N-metil-
piperazinica, presente no protdtipo 28, para a
acdo inibitéria sobre as fosfodiesterases,
foram eleitos os substituintes isostéricos
piperazina (29b), fenil-piperazina (29c),
morfolina (29d) e tiomorfolina (29e). Esta
variacdo estrutural permitiria a avaliacdo de
eventuais contribuicGes de carater
eletronico, hidroféobico e conformacional
para a atividade desejada.*
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Figura 6. Génese dos derivados antiasmaticos simbidticos inibidores de TNF-a e PDEs

Os resultados farmacoldgicos obtidos para
a série congénere proposta revelaram a
capacidade destes derivados em inibir o
processo de migragdo celular e diminuir os
niveis de TNF-a no lavado broncoalveolar em
modelo murino de inflamagdo pulmonar
induzida por lipopolissacarideo  (LPS),
destacando-se o derivado tiomorfolinico
LASSBio-468 (29e), o qual apresentou a maior
poténcia anti-inflamatdria, com DEsy = 2,5
mg/kg. Em seguida, foi determinado o efeito
inibitério de LASSBio-468 (29e) frente as
isoformas de fosfodiesterase PDE-4 e PDE-5,
demonstrando-se uma suave inibicdo, com
valores de Clso iguais a 82 uM e 152 uM,
respectivamente. A atividade
anti-inflamatéria e imunomoduladora do
protétipo LASSBio-468 (29e) foi confirmada
em diversos modelos animais dependentes
da producdo do TNF-a e do aumento de
nucleotideos ciclicos, comprovando-se o seu
perfil simbidtico.?*?**

Tendo em vista a conhecida labilidade

quimica, pH dependente, do nucleo
ftalimidico, previamente descrita para o
farmaco talidomida (26), foi ponderada a
hipétese de bioconversdao de LASSBio-468
(29e) em seu derivado carboxi-amidico
corresponde LASSBio-596 (30, Figura 6). Por
este motivo, LASSBio-596 (30) foi sintetizado
e testado em modelo de injuria pulmonar
aguda, apresentando-se eficaz na modulagdo
do processo inflamatério  pulmonar,
induzindo a reversdo das alteracGes
mecanicas, o bloqueio da fibroproliferacao, a
inibicdo do recrutamento de neutrodfilos e o
controle da producdao de TNF-a. Ademais,
LASSBio-596 (30) preveniu as alteragOes
morfométricas e mecanicas do pulmdo em
modelo de asma crbnica em murinos,
bloqueou o processo de fibroproliferagdo e
reduziu a resisténcia das vias aéreas,
confirmando-se como um legitimo protétipo
antiasmatico simbidtico.”
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4.4. Novos inibidores duais de tirosina
cinases receptoras como candidatos a
farmacos antitumorais

Diferentes vias de sinalizacdo celular estdo
associadas a evolugdo, a agressividade e ao
potencial metastasico de tumores malignos.
Esta diversidade de mecanismos resulta em
heterogeneidade, redundancia e na
possibilidade de o tumor driblar o bloqueio
de apenas uma via de sinalizacao, resultando
em resisténcia primaria ou adquirida.** Deste
modo, a natureza multifatorial do cancer
determina a necessidade de abordagens
terapéuticas multiplas ou multifuncionais,
e.g. um unico composto capaz de modular
diferentes vias de sinalizacdo envolvidas na
patogénese da doenca.”

As proteinas cinases exercem papel de
destaque na regulacdo de diversos processos
celulares envolvidos no estabelecimento e
progressio do cancer, incluindo a
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia
da célula.®® A correlag3o entre estas enzimas
e o cancer ja é bem estabelecida na
literatura, sendo a desrregulacdo de diversas
proteinas cinases um achado clinico
recorrente.’’>® Desta feita, a modulacdo de
multiplas proteinas cinases é considerada
uma abordagem terapéutica promissora para
o incremento da eficacia antitumoral e para a
prevenc¢ao do desenvolvimento de resisténcia
a medicacgdo (Figura 1).>*¥%

Particularmente, algumas tirosina cinases
receptoras de fatores de crescimento
exercem papel crucial no desenvolvimento de
tumores malignos, apresentando-se
constitutivamente ativadas em células
tumorais, a exemplo do receptor do fator de
crescimento epidérmico (do inglés, epidermal
growth factor receptor, EGFR); e do receptor
do fator de crescimento do endotélio
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vascular endothelial
37,41

vascular (do inglés,
growth factor receptor, VEGFR)

As tirosina cinases receptoras EGFR e
VEGFR-2 sdo alvos terapéuticos validados no
tratamento do cancer e diversos inibidores ja
estdo aprovados para uso clinico em tumores
sélidos (Figura 1).>>*** A relagdo entre estas
tirosina cinases no tratamento do cancer
também ¢é conhecida: a inibicdo da
sinalizagdo celular mediada pelo VEGFR-2
potencializa os efeitos antitumorais dos
inibidores de EGFR; enquanto que a
superexpressdo do fator de crescimento
VEGF mediada por vias independentes do

receptor EGFR ¢é considerada um dos
possiveis mecanismos de inducdo de
resisténcia a terapia anti-EGFR.>* Desta

maneira, a inibicdo dual das tirosina cinases
EGFR e VEGFR-2 representa uma abordagem
promissora para o tratamento de tumores
solidos malignos devido a ocorréncia de um
efeito sinérgico.*

Resultados recentemente divulgados por
Barbosa e colaboradores descreveram a
obtencdo de uma nova série congénere de
inibidores duais 4-amino-quinazolinicos (32a-
p) das tirosina cinases receptoras EGFR e
VEGFR-2 como candidatos a farmacos Uteis
no tratamento do cancer, a partir da
combinagdo de grupamentos farmacoféricos
presentes em inibidores conhecidos de
ambas as proteinas-alvo. Um ensaio
radiométrico foi empregado para medir a
capacidade de inibicdo da atividade
enzimatica de VEGFR-2 e EGFR pelos
derivados 32a-p sintetizados, destacando-se
os analogos LASSBio-1814 (32a), LASSBio-
1816 (32b) e LASSBio-1819 (32c), os quais
apresentaram um perfil de inibicdo mais
pronunciado, além de se mostrarem
equipotentes frente a ambas as tirosina
cinases selecionadas (Figura 7).*
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Figura 7. Planejamento estrutural dos novos derivados 4-amino-quinazolinicos (32a-p)
inibidores duais das tirosinas cinases receptoras EGFR e VEGFR-2

5. Consideragdes finais

A habilidade de micromoléculas em
interagir com multiplos biorreceptores é

comumente designada pelo termo
polifarmacologia. A polifarmacologia
representa um novo paradigma no
desenvolvimento de  farmacos, cujos
beneficios tém sido progressivamente

reconhecidos e apreciados, principalmente
no que se refere ao tratamento de doengas
de natureza multifatorial. A grande maioria
das enfermidades de interesse clinico possui
uma patogénese multifatorial, incluindo
aquelas de maior incidéncia na populagdo

mundial e de maior impacto socioeconémico,
a exemplo das doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas e inflamatdrias, além do
cancer, da obesidade, da ansiedade e da
depressdo. Neste contexto, a identificagao de
novos farmacos multialvos apresenta-se
como um desafio a ser vencido na busca por
alternativas clinicas inovadoras, mais eficazes
e seguras, para o tratamento destas doengas.
Ao longo de seus 20 anos de histdria, o
Laboratério de Avaliagdio e Sintese de
Substancias Bioativas - LASSBio®, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro,
descreveu diversos protdtipos de farmacos
multialvos com perfil anti-inflamatério,
antitrombdtico, antiasmatico, antitumoral,
entre outras aplicacGes, oferecendo sua
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continua e valiosa contribui¢do para o avango
e éxito deste novo paradigma da Quimica
Medicinal.
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