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BIOREDUCTIVE ANTINEOPLASIC AGENTS: ADVANCES AND CHALLENGES AFTER 20 YEARS. Solid tumors are frequently
affected by the presence of hypoxic cells, originating anomalous and disordered cell growth. This subpopulation presents resistance
to conventional chemotherapy agents and radiotherapy, due to the difficulties of reaching the target region, the permanence in the
GO phase of cell cycle and the low local concentration of oxygen. The use of hypoxia activated prodrugs becomes, in this scenario,
an effective and selective alternative in cancer therapy, though not yet available for clinical use in solid tumor treatment. Twenty
years after the publication of the paper intitled “Agentes Antineopldsicos Biorredutiveis: Uma Nova Alternativa para o Tratamento
de Tumores Sélidos” in the Quimica Nova journal (2002), the current essay aims to identify the advances in the pre-clinical and
clinical studies regarding the development of new hypoxia-directed drugs and the improvement of the molecules previously studied.
Moreover, to clarify the main challenges for the implementation and success of this drug class, in order to identify the hindrances for

the preparation of a bioavailable, safe and selective drug.
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INTRODUCAO

O cancer é uma doenca resultante do actimulo de mutagdes ocorridas
durante o processo de divisdo em células somdticas. Essas mutagdes
levam a proliferacdo e diferenciacio celular anormal que resulta na
formacdo do tumor. O cancer estd geralmente relacionado a propensdes
genéticas e a agentes ambientais, tais como indicadores demograficos
e habitos que configuram fatores de risco. O GLOBOCAN, portal on-
line da IARC (International Agency for Research on Cancer), estima
que em 2040 a incidéncia de cancer alcance o nimero de 27,5 milhdes
de casos, 0 que representa um crescimento de 61,7% em comparagao
com o relatado no ano de 2020.!

Tumores sélidos, como de intestino, mama, ovdrio, préstata,
pulmao, entre outros, sdo os de maior incidéncia e mortalidade dos
casos de cancer no Brasil, tendéncia que reflete o cendrio mundial.
Complicacdes relacionadas a ocorréncia de tumores sélidos e sua
malignidade sdo atribuidas ao crescimento celular acelerado e
desorganizado. Essa proliferacdo celular cria regides com diferentes
niveis de vascularizag¢ao (Figura 1). A periferia do tumor apresenta
maior contato com a irrigacdo sanguinea e por esse motivo estd em

condicdes de normoxia. A regido central do tumor, que se trata da
mais deficiente em perfusdo, encontra-se em estado de anéxia e
em consequente necrose, devido a auséncia total de oxigenacdo. A
zona intermedidria corresponde, por fim, a drea caracterizada pelo
abastecimento parcial de oxigénio, o que qualifica o processo de
hipdxia.”

A condigdo de hipéxia é um fator que dificulta o tratamento de
neoplasias por diversos fatores. Além da baixa perfusdo sanguinea,
que dificulta a distribui¢do dos farmacos, essas subpopulacdes
celulares se encontram principalmente na fase GO do ciclo celular
e, dessa forma, tornam-se menos sensiveis a algumas classes de
quimioterdpicos, principalmente aqueles que atuam em células
em rdpida divisdo.> Ademais, o emprego da radioterapia (RT) €
similarmente dificultado, uma vez que a agdo citotéxica da radiagdo
é dependente da presenga de oxigénio.?

Ao agir nas células da periferia e elimind-las, os agentes
antineopldsicos convencionais podem expor a regido em hipodxia a
vascularizacio, de forma a tornar as células ali presentes vidveis para
a divisdo celular, o que possibilita o tumor a estar em um processo
continuo de atividade e proliferacdo.*
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Figura 1. Representagdo da estrutura de um tumor solido e da presenga de células em normoxia, hipoxia e anoxia
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Em 1972, foi proposta que a condi¢do de hipdxia favorece a
ocorréncia de reacdes de redugdo quando comparada a regides de
células bem oxigenadas.’ Surgiu, portanto, a ideia de se planejar pro-
farmacos cuja ativagio ocorreria especificamente em ambientes em
hipéxia, dando origem a classe dos farmacos biorredutiveis. Dessa
forma, € possivel alcancar uma maior seletividade do farmaco e
consequentemente reduzir a ocorréncia de efeitos adversos.®

Tendo em vista a necessidade de se desenvolver pré-farmacos que
atendessem aos requisitos necessdrios para a ativagao e a seletividade
em células tumorais em hipdxia, foram escolhidas estruturas
apresentando grupos biorredutiveis que, apds sofrerem redugdo in
vivo, originariam espécies reativas e citotoxicas. Classes quimicas
como as das mostardas nitroaromaticas, nitroimidazois, N-6xidos
e quinonas demonstraram potencialidade para serem utilizadas e
trouxeram para a inddstria protétipos interessantes. Apesar disso,
compostos dessas classes tiveram, em determinado momento, seus
estudos interrompidos, seja por auséncia de eficicia ou seguranca, mas
que ainda servem como modelo para o desenvolvimento de analogos
otimizados que possam ser utilizados na clinica.’

Com base no artigo publicado no ano de 2002 intitulado “Agentes
Antineopldsicos Biorredutiveis: Uma Nova Alternativa para o
Tratamento de Tumores Sélidos”, de Oliveira e Alves,? objetiva-se
com esta revisdo analisar e identificar novas alternativas e avangos no
planejamento dos pré-farmacos biorredutiveis ap6s 20 anos, com foco
nas principais modificagdes em comparacio as moléculas estudadas
nas décadas anteriores.

AGENTES BIORREDUTIVEIS

Diferentes classes de agentes biorredutiveis podem ser utilizadas
na clinica a partir de diferentes mecanismos de acdo. A seguir, o
desenvolvimento das principais classes de agentes biorredutiveis que
se encontram em estudos clinicos atualmente serd abordado.

Agentes biorredutiveis nitrados

O planejamento de um candidato a farmaco, para ativagdo
em condi¢des de hipéxia, apresentando um grupo nitro em sua
estrutura € uma estratégia bastante promissora, em razdo da
possibilidade de biorredugao deste grupo funcional. Este grupamento
¢é conhecido por ser toxicoférico e, frequentemente, relacionado com
hepatotoxicidade, ocorréncia de efeitos adversos e mutagénese.’
Porém, ao pensar em agentes antineopldsicos, a classe desperta
interesse por apresentar potencial radiossensibilizador, isto €, capaz
de promover sensibilizacdo celular mesmo na auséncia de oxigénio,
pois € capaz de gerar e mimetizar as agdes produzidas pelas espécies
reativas de oxigénio (ROS). Surge, portanto, a aplicabilidade de
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substincias nitradas como agentes terapéuticos no tratamento de
neoplasias.'®

Reacdes de reducdo sdo favorecidas em ambientes com baixa
concentracio de oxigénio. Em condi¢gdes de hipéxia, o produto de
reducdo por um elétron, o anion nitro radical, possui meia vida maior
pois ndo ¢é reoxidado pelo oxigénio molecular, o que possibilita
sua reducdo completa a hidroxilamina ou amina (Figura 2).!"' Na
presenca de oxigénio a reacdlo origina um ciclo futil, no qual o grupo
nitro original € restaurado.'> Com isso, a proposta de se desenvolver
um pré-farmaco capaz de ser ativo apenas apds reducdo garante a
seletividade de agentes neopldsicos para tumores sélidos.®

Mostardas nitroaromdticas

Mostardas nitrogenadas sao compostos conhecidos desde o inicio
do século XX devido ao seu planejamento a partir da estrutura do gds
mostarda, substincia altamente toxica utilizada como arma quimica
durante a Primeira e Segunda Guerras Mundiais. Como exemplo, a
mecloretamina, a mostarda nitrogenada mais simples, difere do gds
mostarda apenas pela substituicdo do dtomo de enxofre deste pelo
de nitrogénio ligado a um grupo metila (Figura 3). A acdo téxica do
gds mostarda sobre tecidos e células sanguineas também ¢ discutida
desde o inicio do século passado e alguns desses efeitos citotéxicos
também sdo comuns as mostardas nitrogenadas. !>

O potencial antineopldsico dessa classe foi inicialmente descrito
por Berenblun, Kendal e Orr (1936), ao observar a a¢do inibitéria do
crescimento de lesdes relacionadas ao cincer em camundongos.'®!”
A partir disso, diversos mecanismos de a¢do foram propostos para
explicar a eficdcia da classe no tratamento do cancer. Hoje, sabe-se
que as mostardas nitrogenadas atuam como agentes alquilantes
do DNA e formam ligagdes cruzadas com a fita dupla do material
genético (Figura 3),' o que inviabiliza o processo de divisdo celular.
O mecanismo citostatico € ainda acrescido do potencial citotoxico,
0 que garante o sucesso da classe."

O estudo do metabolismo da mostarda SN 23862 demonstrou
a ocorréncia de uma ciclizag@o intramolecular, apés reducio do
grupo nitro, com a formacido de um metabdlito com atividade
significativamente menor (Figura 4).%

Com o objetivo de superar essa limitac@o e obter novas mostardas
nitroaromdticas mais potentes e seletivas e que ndo formassem o
metabdlito tetra-hidroquinoxalina apds bioredu¢do, Denny et al.?!
e Atwell er al.** realizaram um estudo com diversas mostardas
nitroaromaticas ligadas a uma amida contendo um édlcool de cadeia
curta na cadeia lateral e seus correspondentes ésteres fosfatos.
Diversas substancias foram sintetizadas a partir das substituicdes
propostas (Figura 5) e testadas para a determinagdo da seletividade
frente a linhagens de células tumorais humanas de célon, pulmio,
ovirio e mama em condi¢des de normoxia e hipdxia.'?
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Figura 2. Esquema de redugdo do grupo nitro pelo metabolismo celular
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NO, O

biorredugéo
—_—
—_— 1

O,N
S
Cl Cl

SN 23862

Grupos nitro redutiveis,
desativadores de anel aromatico

R =H ouOH

Grupos amino,
ativadores de anel aromatico

NH, O

NH,

Metabdlito menos ativo

tetrahidroquinoxalina
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Os estudos conduzidos por Atwell er al.* visaram identificar
mostardas nitroaromdticas que pudessem ser utilizadas como pré-
farmacos em gene-directed enzyme prodrug therapy (GDEPT). Nesse
caso, uma nitroredutase NAD(P)H NAD(P)H de Escherichia coli,
insensivel ao oxigénio (E. coli nfsB nitroreductase — NTR) foi
utilizada, favorecendo a redugdo do grupo nitro em posi¢édo
para a mostarda nitroaromdtica, evitando, assim, a formagdo
do metabdlito tetra-hidroquinoxalina. A partir desses estudos a
mostarda dinitroaromdtica bromomesilada, PR-104A (Figura 6),

foi definida como a mais promissora com atividade antitumoral
potente contra linhagem de células de carcinoma de célon humano
(WiDr) (ICs, = 0,78 + 0,06 umol L"), alta seletividade para células
que expressam NTR (NTR*™) (razao NTR*/NTR* > 500) e com
propriedades fisico-quimicas adequadas (solubilidade em meio de
cultura = 1,7 mmol L' e logP = 0,46) para difusdo e penetragao
nos compartimentos extravasculares. Posteriormente, a estrutura da
mostarda PR-104A foi otimizada com a obtengdo de seu éster fosfato
PR-104, com o intuito de aumentar sua hidrossolubilidade.?'-*
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Figura 6. Estrutura da mostarda PR-104 e representagdo de sua ativagdo apds biorredugdo

A mostarda PR-104 atua como um “pré-pré-farmaco”, sendo
convertida no pro-firmaco PR-104A apés acdo de fosfatases na
circulagdo sistémica e, em seguida, sendo convertida nas mostardas
ativas PR104H e PR-104M ap6s biorredugao (Figura 6). O potencial
terapéutico da PR-104 tem sido avaliado em diversos estudos clinicos
de fase I, Il e I11, isolada ou em associagido com radioterapia ou outros
com outros quimioterdpicos utilizados na clinica. Infelizmente, os
resultados destes estudos tém demonstrado que a PR-104 pode
provocar efeitos adversos dose-limitantes, como trombocitopenia,
neutropenia e mielotoxicidade.??® Além disso, foi descoberto que, em
certos tipos de tumores, a PR-104 pode ser ativada mesmo na presenga

NO, O NO, O

de oxigénio, por enzimas da familia aldo-ceto redutases (AKR), o
que resultou em uma significativa implicacéio na continuidade no
desenvolvimento clinico da PR-104.

Na tentativa de se evitar estas limitagdes, a estrutura da PR-104
foi modificada resultando em uma nova geracao de mostardas ativadas
em hipoxia, sendo a mostarda CP-506 o exemplo mais promissor
desta nova série. A sequéncia de bioativacdo da mostarda CP-506
estd representada na Figura 7.%

A CP-506 apresenta vdrias vantagens em relagiao a PR-104, sendo
resistente ao metabolismo pela aldo-ceto redutase AKR1C3 e o seu sal
mesilato € solivel em dgua, evitando a necessidade da formacgao de
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Figura 7. Estrutura da mostarda CP-506 e representag¢do da sua sequéncia de bioativag¢do
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um “pré-pro-farmaco” fosforilado, tendo potencial para ser absorvida
por via oral. Além disso, a CP-506 ¢ uma mostarda mononitrada e
0 grupo nitro estd presente na posi¢do para em relagdo a mostarda,
evitando o metabolismo redutivo, seguido de auto-alquilacdo, do
grupo nitro em orto, conforme mostrado na Figura 4.2

Van der Wiel ef al.®® realizaram ensaios in vitro utilizando
15 linhagens de células tumorais diferentes para avaliagdo da
citotoxicidade e determinacéo da seletividade da mostarda CP-506 em
condicdes de hipdxia e normodxia. Para todas as linhagens testadas, os
valores da concentracio que inibe 50% do crescimento celular (Cl,)
foi significativamente maior em condi¢des de normdxia do que em
condigdes de hipdxia, sendo que a relagdo Cly, norméxia/Cls, hipdxia
variou de 4 a 157. Os resultados obtidos com melhores indice de
seletividade (> 20) estdo mostrados na Tabela 1.

Adicionalmente, a atividade antitumoral in vivo da mostarda foi
investigada em 15 modelos de tumor xenografico em camundongos
tratados com CP-506, por via intraperitoneal, nas doses de 600 ou
800 mg kg! por dia por um periodo de cinco dias consecutivos. Os
modelos de tumor foram selecionados com base nos resultados de
sensibilidade obtidos nos estudos in vitro (Tabela 1). CP-506 inibiu
significativamente o crescimento do tumor em 13 dos 15 modelos
testados, com uma taxa de inibicao de 30,9 a 99,3%. Vale ressaltar
que no caso do modelo xenografico de adenocarcinoma de mama
(MDA-468), o tratamento com a mostarda CP-506 resultou na
regressido completa do tumor em 9 dos 10 animais tratados.

Agentes antineopldsicos biorredutiveis: avancos e desafios apds 20 anos

Atualmente, voluntdrios estdo sendo recrutados para participar
de estudos clinicos de fase 1/2 para avaliagdo da eficdcia da CP-506
em monoterapia ou associado com carboplatina ou com inibidores
do checkpoint imunolégico.”

Nitroimidazois

Os compostos nitroimidazélicos compdem um grupo de
substincias caracterizadas pela presenga de um grupo nitro ligado
a um anel imidazélico, tendo o metronidazol como exemplo mais
conhecido, indicado para o tratamento de infec¢des parasitdrias ou
bacterianas. Desde a década de 1970 vem-se realizando estudos
com os nitroimizaddis, e o préprio metronidazol teve sua eficicia
comprovada contra células tumorais in vitro pela capacidade de
produzir espécies citotoxicas apds a reducido do grupo nitro em
anion nitro radical. Entretanto, seu potencial como antineopldsico
apresentou resultados ndo muito satisfatérios no que se refere
a seletividade e acdo in vivo.*® Ainda assim, a classe ndo foi
completamente descartada para esta finalidade, sendo estudada
atualmente como radiossensibilizadores. Os radiossensibilizadores
sdo agentes quimicos que podem aumentar a sensibilidade das
células em hipodxia a radiacdo, intensificando o dano ao DNA e
produzindo radicais livres indiretamente, mesmo na auséncia de
oxigénio®! (Figura 8).

Alguns exemplos de farmacos nitroimidazodlicos que ja foram
investigados em estudos clinicos como radiossensibilizadores e

Tabela 1. Valores de CI,, da mostarda CP-506 frente a diferentes linhagens celulares de cancer humano em condi¢des de hipéxia e norméxia

Tipo de cancer Linhagem celular Cl(ﬁrrrll(;rlriﬁ);ia C(ﬁrn}gf Efi)a CI,, (normoéxia)/Cly, (hipoxia)
Adenocarcinoma ductal pancredtico MiaPaCa-2 646 4,1 157
Carcinoma pulmonar de pequenas células DMS114 360 3,6 100
Adenocarcinoma pancredtico SW1990 133 1,7 78,8
Adenocarcinoma ductal de mama BT-474 1500 27,0 55,5
Adenocarcinoma de mama MDA-468 243 4,7 51,6
Adenocarcinoma de pulmao H1650 835 40,0 20,9
Carcinoma cervical de células escamosas SiHa 459 22,5 20,4
Radiagdo = = =
jonizante = ﬂ
SSS H +OH +6 + HyO+ Hy0,
Norméxia ﬂ Hipoxia
O + & + | Nitroimidazol
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Figura 8. Representacdo esquemdtica do efeito direto e indireto da radiagdo ionizante
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possiveis candidatos a pro-farmacos ativados em condigdes de hipdxia
estdo ilustrados na Figura 9.3

Mostarda 2-nitroimidazdlica: desenvolvimento da evofosfamida
Apesar da eficidcia das mostardas nitrogenadas utilizadas na
clinica, como a ciclofosfamida e a ifosfamida (Figura 10), estes
fdrmacos apresentam baixa seletividade, resultando em efeitos
adversos ao paciente.® A ifosfamida, derivado da ciclofosfamida,
¢ um pré-fairmaco aprovado pela agéncia regulatéria dos Estados
Unidos da América, Food and Drug Administration (FDA) em
1998 e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa)
em 2013. Sua biotransformacdo pelas enzimas da familia
do citocromo P450 (CYP 450) leva a liberacdo da mostarda
ifosforamida (IPM) (Figura 10), comprovadamente eficaz, porém
de baixa seletividade.** Ao mesmo tempo, sabe-se que derivados
2-nitroimidazdlicos apresentam alta afinidade por populacdes
celulares em hip6xia. Com base nisso, Duan et al.'' visaram o

O,N

2~
N ~_-OH

Quim. Nova

T

o

Etanidazol Nimorazol

planejamento de um composto hibrido contendo uma unidade
2-nitroimidazol e uma unidade derivada de uma mostarda nitrogenada,
a bromo-ifosforamida (IPM-Br), capaz de liberar a toxina [IPM-Brem
condi¢des de hipoxia, obtendo-se o composto TH-302, posteriormente
chamado evofosfamida (Figura 11).

O mecanismo de ativagio proposto para a evofosfamida € baseado
na redugdo do grupo nitro da unidade nitromidazol por enzimas da
familia CYP450.% Para a evofosfamida, a redu¢do também indica a
libera¢do da mostarda IPM-Br, agente alquilante que atuard na morte
das células tumorais (Figura 11).

Os resultados deste estudo demonstraram que a evofosfamida
apresentou excelente agdo antiproliferativa e seletividade em ensaios
in vitro utilizando células humanas de cancer de pulmido H460 e
de cancer de célon HT29, em condi¢des de hipéxia e normdxia
(Tabela 2)."!

Para avaliacdo da atividade in vivo da evofosfamida, estudos
foram conduzidos utilizando camundongos com cancer pancredtico
MIA PaCa-2. A evofosfamida foi administrada na dose de

(\(I)/O oH o < 100 mg kg' dia’ e o tratamento iniciou-se 3 dias apds a indugdo
N,P\’N/\/CI O\,Q/N\/\m HO-P—NH do cancer nos animais. Adicionalmente, o desempenho terapéutico
H (/N o~ HN e o efeito sinérgico deste candidato a farmaco foram avaliados em
&l 1 associacdo com a gencitabina, farmaco cuja atividade antitumoral

cl Cl ja € bem estabelecida. Os resultados obtidos com esta associacdo

Ifosforamida
(IPM)

Figura 10. Estruturas quimicas da ciclofosfamida, ifosfamida e ifosforamida
(IPM)

Ciclofosfamida Ifosfamida

foram extremamente favordveis, como a reducdo da progressiao do
tumor e aumento da propor¢@o de sobreviventes.!! Em razdo de sua
excelente eficdcia em animais, estudos clinicos com a evofosfamida
estdo em andamento.
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Tabela 2. Valores de Cl,, da evofosfamida contra as linhagens de células tumorais H460 e HT29 em condi¢oes de hipdxia e normdxia

Linhagem celular Cl,, (hipéxia)

Clyy (normoxia) Cl,, (norméxia)/Cl,, (hipéxia)

(umol L) (umol L)
Células H460 0,1 30 300
Células HT29 0,2 40 200

Cl,,: concentragdo do farmaco capaz de inibir 90% do crescimento celular.

Estudos para a avaliacdo da associag¢do da evofosfamida e
gencitabina se desenvolveram até a fase II dos estudos clinicos.
Borad et al.*® analisaram o potencial da combinagdo para o tratamento
de cancer pancredtico avangado ou metastdtico, o mais letal dos
tumores sé6lidos. O desfecho primdrio analisado foi a incidéncia de
sobreviventes sem progressdo (SSP). O estudo se desenvolveu de
modo open-label, multicéntrico e randomizado, entre junho 2010 e
julho 2011 com 229 pacientes, para avaliar os beneficios da terapia
de associacdo da evofosfamida e gencitabina em pacientes adultos
com histdrico prévio de cancer pancredtico avancado confirmado
e ndo tratado. Conforme desenho experimental ilustrado na
Figura 11, os pacientes tratados com a associagdo de evofosfamida
e gencitabina foram divididos em grupos que receberam diferentes
doses de evofosfamida (240 ou 340 mg m™?) mantendo a dose de
gencitabina (1000 mg m?). A avaliagdo do tumor e determinac@o
dos niveis séricos de evofosfamida e do metabdito ativo IPM foram
realizadas a cada 8 semanas.

Os resultados determinantes do desfecho demonstram a agdo
favordvel da associacdo. Desfechos secunddrios como seletividade,
resposta objetiva ao tumor e aumento da sobrevida geral também
expuseram dados favordveis a evofosfamida. E possivel afirmar,
portanto, que a combinagdo das substancias € benéfica a terapéutica
de pacientes com cancer pancredtico (sobreviventes sem progressdo de
3,6 meses para gencitabina, 5,6 meses para gencitabina + evofosfamida
240 mg m™ e 6 meses para gencitabina + evofosfamida 340 mg m).%

A partir destes resultados, diversos estudos surgiram para
determinar a aplicabilidade da evofosfamida como possivel agente
antineopldsico biorredutivel. Em sua maioria, os ensaios decorrem
da avaliag¢@o da acgdo do candidato a firmaco em associa¢do com
uma opcao terapéutica jd utilizada para o tratamento do cancer, com
o intuito de obter o melhor desfecho possivel. Nesse sentido, estudos
foram conduzidos na tentativa de alcancar resultados que possibilitem
a aprovagdo da evofosfamida como terapia adicional ao cancer.”’

Para o tratamento de cancer de mama, principal cancer letal
em mulheres em todo o mundo, o progndstico € pessimista, além
de comumente associado a ocorréncia de metdstase.® O estudo
realizado por Liapis et al.* foi pioneiro na demonstragéo da eficdcia
da evofosfamida para este tipo de tumor e apresentou resultados
promissores. Inicialmente, o estudo foi desenvolvido in vitro pela
utilizacdo de linhagens de células humanas de cancer de mama
MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-468, T47D e ZR-75, conduzido
em condicdes de hipdxia e normdxia para avaliagdo da seletividade.
Nas cinco linhagens estudadas foi possivel observar o efeito toxico

minimo que a evofostamida apresenta sobre células em normoxia,
enquanto exibe capacidade de inviabilizar o crescimento celular em
células em hipdxia, o que indica uma alta seletividade.”

Estudos in vivo também foram conduzidos, utilizando-se modelos
xenograficos de cancer de mama humano em camundongos. O estudo
se desenvolveu com a comparagio da atividade da evofosfamida e
do paclitaxel isoladamente e da ag¢do de ambos em associa¢do.®
O paclitaxel € um farmaco aprovado pela FDA em 1992 e pela
Anvisa em 2006 para tratamento de cancer de mama e atua inibindo
0 processo mitdtico pela a¢do sobre os microtibulos envolvidos
na diviséo celular.** A andlise se desenvolveu pela quantificagdo
do surgimento e crescimento de cincer por bioiluminescéncia e
registradas as diferencas entre os grupos de camundongos nos quais
foram administrados veiculo, evofosfamida, paclitaxel ou a associacio
de evofosfamida e paclitaxel. Animais que receberam tratamento com
aevofosfamida ou com o paclitaxel apresentaram redugio significativa
no crescimento do tumor, sendo que os animais que receberam a
combinag¢do de ambos mostraram uma redu¢do ainda maior quando
comparado aos agentes administrados individualmente.*

Em outro estudo realizado por Spiegelberg et al.,*' foi
avaliada a acdo e seguranga da utilizacdo da evofosfamida como
radiossensibilizador em radioterapia. Neste estudo foram utilizadas
linhagens celulares de adenocarcinoma de esdfago (OE19) e
carcinoma de células escamosas (OE21). O estudo se desenvolveu
in vivo a partir da inser¢ao de modelos xenograficos em camundongos
imunocompetentes, posteriormente tratados com o candidato a
farmaco em associacdo com a técnica convencional (radiacdo por
raios-X a 20 Gy). Para controle, usou-se solucao salina e sham, uma
radiacdio de baixa energia que nio possui acdo bioldgica, somente
usada como controle em ensaios. A evofosfamida foi administrada
na dose de 50 mg kg, por via intraperitoneal. A associac¢io
da evofosfamida com a radioterapia resultou em uma redugado
significativa do crescimento do tumor em ambos 0s carcinomas
quando comparado a radioterapia isoladamente. Essa combinacio
pode, portanto, representar uma abordagem promissora no aumento
do indice terapéutico para pacientes com cincer de esdfago.*!

A acdo da evofosfamida também foi estudada na pediatria para o
tratamento de tumores no cérebro. No estudo de Bailleu ez al.,* linha-
gens de glioma dos tipos DIPG007, DIPG0013, DIPG0014, KNS42,
SF188 e UW479 foram cultivadas em meios sob uma concentragio de
21% O, (norméxia) e 1% O, (hipdxia) e posteriormente submetidas a
concentracdes crescentes de evofosfamida, a fim de obter os valores
de CI;, em ambas as condicdes (Tabela 3).

Tabela 3. Cl,, da evofosfamida em diferentes condi¢oes de concentragdo de oxigénio atmosférico para as linhagens celulares de glioma

Linhagem celular CIS("”(II;(;E[E?;M) Cii}r;}:)llp Ef;a) Razio Cly, norméxia/hipéxia
S188 93,5+9,7 189+45
Uw479 66,0 16,5 13,7+ 1,1
KNS42 6,2+1,1 24+14
DIPG0007 4,6 0,3 0,5+0,1 10
DIPGO0013 46,2+ 1,9 6,5+1,6 8
DIPG0014 75+1,6 0,6 £0,2 13

Cl,,: concentracdo do farmaco capaz de inibir 50% do crescimento celular.
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A partir dos resultados obtidos nos estudos in vitro, Bailleu et al.*
deram prosseguimento aos estudos para a avaliaciio do efeito sinérgico
entre a evofosfamida e farmacos comumente indicados na pediatria
oncoldgica (etoposido, doxorrubicina ou SN38, metabdlito ativo
do irinotecan), in vitro utilizando as linhagens de células de glioma
SF188 e DIPG007. A avaliagio da resposta conjunta foi configurada
como interagdo do tipo sinergismo moderado, ainda que benéfico.

Além dos estudos pré-clinicos descritos, a evofosfamida, também,
vem sendo avaliada em diversos estudos clinicos de fase II e fase III
contra uma variedade de tipos de cancer, como monoterapia ou em
combinacdo com quimioterdpicos convencionais. Alguns desses
estudos clinicos ndo demonstraram uma melhora significativa
na sobrevida dos pacientes tratados com evofosfamida como
monoterapia ou em combinacio, quando comparada ao tratamento
convencional (por exemplo: estudos clinicos TH-CR-406/SARCO021,
NCTO01746979).4

Derivado nitroimidazdlico associado a um inibidor de tirosina
quinase: desenvolvimento da tarloxotinibe

Outro exemplo de derivado nitroimidazdlico com potencial uso
como agente biorredutivel ¢ o TH-4000 (Figura 12), anteriormente
descrito como PR-610 e posteriormente nomeado como tarloxotinibe
(nomeado com base na expressdo “targeting low oxygen”). TH-4000
foi citado pela primeira vez por Patterson et al.** em 2016 e trata-
se de um pré-farmaco biorredutivel de atuacio em receptores de
tirosina quinase (TK) de fator de crescimento epidermal (EGFR).
Receptores de tirosina quinase sdo responsdveis pela comunicacio

N NO, o
\+/
</NL N \/\)J\ N
/ H

Tarloxotinibe

Quim. Nova

intracelular e estdo relacionadas com a interacdo com fatores de
crescimento e promogdo da proliferagdo celular. Esse processo,
quando desequilibrado, pode levar & promogao do crescimento celular
desordenado e a oncogénese.* Desse modo, o desenvolvimento
do tarloxotinibe partiu da inspiracdo da unido entre um derivado
nitroimidaz6lico com um inibidor de TK, com farmacocinética e agdo
em tumores solidos otimizadas. A presenga de uma carga positiva
permanente na estrutura do tarloxotinibe dificulta sua penetragio nos
tecidos normais oxigenados, o que favorece a sua acio apds reducio
no microambiente tumoral em hipdxia e aumenta a janela terapéutica.
O tarloxotinibe-E (TH-4000E) consiste no farmaco ativo responsavel
pela promogido do efeito antineoplasico, originado pela redugio do
pré-farmaco tarloxotinibe (Figura 12).4

Estudos realizados por Estrada-Bernal ef al.*® visaram avaliar a
eficacia do tarloxotinibe, in vitro € in vivo, como inibidor dos diferentes
receptores de TK da familia ErBb: HER1 (EGFR), HER2, HER3
(NRG1) e HER4. As mutagdes nesses receptores representam de 10 a
40% dos casos de adenocarcinoma pulmonar. Nos estudos in vitro foram
feitas comparagdes dos valores de Cly, do tarloxotinibe (pré-farmaco) e
do tarloxotinibe-E (ativo), assim como dos inibidores de TK gefitinibe,
afatinibe e osimertinibe, em oito diferentes linhagens celulares,
incluindo linhagens isoladas de pacientes com mutac@o de insergao
no éxon 20 no gene EGFR. O tarloxotinibe-E apresentou valores de
1C,, significativamente menores (ICs, = 0,3 =3 a 667 + 25 nmol L")
do que os dos trés farmacos utilizados como referéncia em todas as
linhagens testadas. Como esperado, o tarloxotinibe foi o menos ativo
(ICs,=307 +4,2 a>10.000 nmol L") quando testado em condi¢des de
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normoxia, confirmando a necessidade de ativagdo deste pré-farmaco
para exercer sua agao.*®

Nos estudos in vivo foram utilizados modelos xenogréficos
multiplos em camundongos divididos em grupos que receberam
veiculo, afatinibe (6 mg kg! diariamente por via oral), ou tarloxotinibe
(48 mg kg! por injegdo intraperitoneal uma vez por semana, durante
4 semanas). Tarloxotinibe foi capaz de induzir a regressdo ou inibir o
crescimento do tumor em todos os modelos avaliados.*®

No estudo também ¢ investigado o perfil farmacocinético do
tarloxotinibe e de seu metabdlito ativo, de modo a demonstrar a
seletividade e a capacidade de conversao in vivo do pré-farmaco
no farmaco ativo em hipdxia. Neste estudo foi confirmado niveis
significativamente mais elevados do tarloxotinibe-E no tecido
tumoral do que no plasma ou na pele. Adicionalmente, um paciente
com adenocarcinoma de pulmao com uma mutagio HER2 exon 20
demonstrou uma resposta clinica expressiva ao tratamento
com tarloxotinibe. Com base nos resultados desses estudos foi
demonstrado o grande potencial do tarloxotinibe como um agente
antineopldsico biorredutivel.*

Estudos clinicos com o tarloxotinibe foram desenvolvidos
e alcancaram a fase II, conforme reportado por McLean ef al.¥
Pacientes elegiveis para o ensaio deveriam obrigatoriamente portar
cancer escamoso celular cutaneo (CSCC) ou carcinoma escamoso de
cabega e pescoco (HNSCC), recorrentes ou metastaticos, com laudo
cito ou histolégico e serem maiores de 18 anos de idade. O ensaio se
desenvolveu de forma open-label e multicéntrica, entre 12 de agosto
de 2015 a 1° de fevereiro de 2017, em centros de satide nos EUA
e na Austrdlia. Trinta voluntdrios foram divididos em trés grupos
de acordo com os atributos do tumor, como (CSCC ou HNSCC) e
estdgio (estdvel, progressivo ou ndo avalidvel).*® Foram reportados
eventos adversos de gravidade baixa, moderada e alta, sendo os mais
comuns o prolongamento do intervalo QT (incidéncia = 11,37%) e
rash cutaneo (incidéncia = 6,20%). A sobrevida livre de progressdo
e a sobrevida geral foram obtidas a partir dos dados coletados em
um periodo de 12 meses.*’

O tarloxotinibe representa o candidato a farmaco biorredutivel mais
recente dentre os participantes da fase de estudos clinicos. Atualmente,
possui 19 patentes, foi avaliado em trés ensaios clinicos e, atualmente,
voluntdrios estdo sendo recrutados para novo ensaio clinico para
tratamento de tumor de pulmio de células ndo pequenas, de acordo
com os resultados da busca na plataforma desenvolvida pelo Chemical
Abstracts Service (CAS). O tarloxotinibe pode ser considerado um forte
candidato a pré-farmaco para o tratamento de tumores sélidos, dado os
resultados que expressam eficdcia, seletividade e seguranga. A atividade
de farmacos inibidores de receptores de fatores de crescimento celular
vai além do ambiente de hipéxia que acomete os tumores sélidos, mas
envolve a interacdo com os alvos que podem apresentar diferentes
graus de mutag@o, responsavel pelo surgimento da neoplasia. Assim,
¢é possivel citar como desafio ao desenvolvimento deste candidato a
farmaco como opgao terapéutica, o tempo curto para o aprimoramento
da substancia e a alta complexidade envolvida para a exceléncia da
acdo a nivel molecular.

CONCLUSOES

Os agentes antineopldsicos biorredutiveis estdo em constante
avanco. Em mais de duas décadas, as substancias originalmente
estudadas e evidenciadas sofreram modificacdes estruturais com o
objetivo de otimizagdo da estrutura, visando aumento de poténcia,
seletividade e seguranga, de forma a possibilitar a aprovagdo de
farmacos eficazes e seguros para o uso na clinica.

De forma geral, os agentes antineopldsicos biorredutiveis
sofreram modificacdes considerdveis nos ultimos vinte anos.
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Oliveira e Alves® citaram, na época, a possibilidade do emprego de
outras classes para o tratamento de tumores sélidos, como quinonas
e N-6xidos. Para as quinonas, encontra-se como entrave para o
uso terapéutico a dificuldade de se garantir a seletividade e, dessa
forma, a seguranca adequada. A classe ¢ empregada como agente
antibacteriano, como os derivados de benzoquinona e naftoquinona.
O efeito sobre bactérias torna a ampliagdo da indicacao terapéutica de
quinonas um risco para a resisténcia bacteriana e para a promocao de
pressao seletiva de microrganismos resistentes, alvos de preocupagio
para a satide publica atual. J4 para os N-6xidos, Oliveira e Alves?
citam como exemplo a tirapazamina, cujos ensaios clinicos ndo sdao
atualizados desde década de 2010. A razdo pode estar relacionada
ao alto indice de efeitos adversos relatados.*

E possivel identificar os avancos no desenvolvimento de pré-
farmacos biorredutiveis nos tltimos 20 anos. O atraso no andamento
e na concretizag@o da classe nao deve ser motivo de desisténcia, pois
os resultados demonstram a possibilidade de se atingir uma nova
expectativa de vida aos pacientes com diversos tipos de cancer.

Historicamente, a quimica medicinal avanga em diferentes
velocidades entre as diversas classes terapéuticas. A obtencdo de
novos farmacos € um processo longo e dispendioso, que envolve
equipes multiprofissionais e estruturas complexas para adequacio
e sucesso. A continuidade e o propdsito dos estudos ndo devem
ser perdidos ou desestimulados, pois o aumento na qualidade e
na sobrevida de pacientes oncoldgicos € responsabilidade dos
profissionais da satide com os pacientes e a populagao.
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