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Sumario

O conteldo deste trabalho sera desenvolvido em dois temas principais, um referente a
utilizacdo de compostos que interferem no metabolismo dos purina- e pirimidina-
nucledtidos como agentes antineoplésicos e outro referente & sua utilizagdo como

agentes antivirais.

A sintese dos nucledtidos envolve a construcdo de acidos nucleicos e a insercao dos
derivados de nucledtidos noutras vias bioguimicas, sendo responsavel por inUmeras

funcGes do metabolismo celular.

Existem patologias que envolvem enzimas essenciais do metabolismo dos nucle6tidos,
0 que levou a sintese de novos farmacos. As doencgas oncoldgicas continuam a matar
milhares de pessoas e um tratamento eficaz e com sucesso tem sido um desafio. O
mesmo se passa com algumas infecdes virais, nomeadamente infe¢des provocadas pelo
HIV.

Para contornar os obstaculos enfrentados na terapia destas doencas tém sido usados
analogos de nucledtidos e/ou nucledsidos como agentes terapéuticos. Estes tém o
propdsito de inibir a sintese de novo dos nucledtidos em determinadas etapas, estando
envolvidos na replicacdo e sintese do RNA e DNA nas células em divisdo. Atuam por
inibicdo especifica de enzimas no metabolismo dos nucle6tidos/nucledsidos ou ainda

por incorporacdo no DNA ou no RNA.

Palavras-chaves: sintese de purina-nucleotidos, sintese de pirimidina-nucledétidos,
purina- e pirimidina-nucleétidos como agentes terapéuticos, purina- e pirimidina-
nucledtidos como agentes terapéuticos no HIV, purina- e pirimidina-nucleétidos como

agentes terapéuticos no cancro.



Abstract

This study will be developed into two main subjects; one related to the use of
compounds which interfere with the metabolism of purine- and pyrimidine- nucleotides

as antineoplastic agents; another related to their use as antiviral agents.

The nucleotides’ synthesis involves the construction of nucleic acids and the
introduction of the nucleotides’ derivatives into other biochemical pathways and it is

responsible for numerous functions of cellular metabolism.

There are pathologies involving key enzymes from the nucleotides’ metabolism, which
led to the synthesis of new drugs. Cancer is a disease that continues killing thousands of
people, an effective and successful treatment has been a challenge. The same happens

with some viral infections, mainly infections caused by HIV.

To overcome the obstacles faced in the therapy of these diseases it has been used
nucleotide and/or nucleoside analogues as therapeutic agents. These agents have the
purpose of inhibiting the de novo nucleotide synthesis in certain steps, by being
involved in RNA and DNA replication and synthesis in dividing cells. They act by
specific enzymes inhibition in nucleotide/nucleoside metabolism and by incorporation
into DNA or RNA.

Keywords: synthesis of purine nucleotides, synthesis of pyrimidine nucleotides, purine
and pyrimidine nucleotides as therapeutic agents, purine and pyrimidine as therapeutic

agents in HIV e purine and pyrimidine as therapeutic agents in cancer.
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Compostos que interferem no metabolismo dos purina- e pirimidina-nucledtidos: Utilizagdo como
agentes terapéuticos

I. Introducéao

1.1. Sintese das purinas e pirimidinas

A sintese de purina- e pirimidina-nucle6tidos € fundamental para a normal replicacao,
manutencdo e funcdo celular. Os purina- e pirimidina-nucledtidos servem como
precursores de unidades monoméricas de acidos nucleicos, o0 acido
desoxirribonucleétido (DNA) e o &cido ribonucleétido (RNA). Estes sdo sequéncias de
nucleodtidos, na qual os nucleétidos 5'-trifosfato sdo um substrato para reacOes
catalisadas pela DNA e RNA polimerase (Devlin et al., 1997).

Os nucledtidos sdo compostos por uma base azotada (purina ou pirimidina), uma
pentose e um grupo fosfato, enquanto os nucle6sidos ndo contém o grupo fosfato
(Nelson e Cox, 2005a).

Ao grupo das purinas pertencem a adenina e a guanina (Figura 1), presentes tanto no
DNA como no RNA, e ao grupo das pirimidinas pertencem a citosina, presente no DNA
e RNA, a timina apenas presente no DNA e o uracilo apenas presente no RNA (Figura
2) (Nelson e Cox, 2005a).

NHp 0
E = N |
1 N \ : H \
: N 4 4 H ﬂk\ N/
3 H H
Adenina Guanina

Figura 1. Estrutura das purinas adenina e guanina (adaptado de Devlin et al., 1997).



Compostos que interferem no metabolismo dos purina- e pirimidina-nucledtidos: Utilizagdo como
agentes terapéuticos

49 NHz 0
JHN 5 i . v CHy
! 1 -
i :1 o : ) H

Uracilo Citosina Timina

Figura 2. Estrutura das pirimidinas uracilo, citosina e timina (adaptado de Devlin et al.,
1997).

O DNA é composto por unidades de desoxirribonucle6tidos (desoxirribonucleosidos 5'-
monofosfato) e 0 RNA é composto por unidades de ribonucle6tidos (ribonucledsidos-5'-
monofosfato) (Figura 3) (Nelson e Cox, 2005a).

OH H
Nucleétido: Desoxizadenilato Desoxiguanilato Desoxitimidilato Desoxicitidilato
(desoniadenasina (desoxiguanosina (desoxitimidina (desoxicitidina
5 -monofosfata) 5 -monofosfata) 5 -monofosfato) S-monofosfato)
Simbolos: A, dA, dAMP GC. dG, dGMP T.dT.dTMP C, dC, dCMP
Nucleosido: Desoxiadenosina Desoxignanosina Desoxitimidina Desoxicitidina
NH; NH,
&
g g
=
\N (0] N
?_
“0—P—0—CH, .0 (0]
o] H H H
H H
OH OH OH OH
Nucleétido: Adenilato (adenosina Guanilato ( guanosina Undilato (uridina Citidilato (citidina
5-monofosfata) 3-monofosfato) 5-monofosfata) 5-monofosfata)
Simbolos: A, AMP G, GMP U, UMP C, CMP
Nucledsido: Adenosina Guanosina Uridina Citidina

Figura 3. Desoxirribonucleotidos e ribonucleodtidos dos acidos nucleicos (adaptado de
Nelson e Cox, 2005a).
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Compostos que interferem no metabolismo dos purina- e pirimidina-nucledtidos: Utilizagdo como
agentes terapéuticos

Existem dois processos que levam a sintese dos nucleétidos, a via de novo e a via de

recuperacdo (Nelson e Cox, 2005b).

A via de novo do anel purinico leva a formacgéo da inosina 5'-monofosfato (IMP), que
origina os restantes nucledtidos de purina e os desoxinucleoétidos, sendo composta por
dez passos metabolicos. O IMP é um precursor quer para a adenosina 5'-monofosfato
(AMP) quer para a guanosina 5'-monofosfato (GMP) (Devlin et al., 1997; Hunsucker et
al., 2005).

A sintese de purina-nucledtidos por esta via requer aminoacidos como dadores de
carbono e azoto, e dioxido de carbono como dador de carbono, tendo como enzimas
intervenientes neste processo a glutamina 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP)
amidotransferase, a glicinamida ribonucle6tido (GAR) sintetase, a GAR transformilase,
a formilglicinamida ribonucleodtido sintetase, a 5-aminoimidazol ribonucleotido
carboxilase, a N-succinil-5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleétido (SAICAR)
sintetase, a adenilsuccinato liase, a 5-aminoimidazol-4-carboxiamida ribonucledtido
(AICAR) transformilase e a IMP ciclohidrolase, todas presentes no citosol da célula
(Figura 4) (Devlin et al., 1997; Nelson e Cox, 2005b).

A sintese de recuperacdo das purinas tem como funcdo libertar os nucledsidos e bases
livres resultantes da quebra dos &cidos nucleicos. Estas porcdes livres sdo usadas

novamente para compor nucledtidos (Devlin et al., 1997; Nelson e Cox, 2005b).
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Figura 4. Via da sintese de novo dos purina-nucleétidos (adaptado de Nelson e Cox,
2005b).

PRPP: 5-fosforribosil-1-pirofosfato; GAR: glicinamida ribonucledtido; FGAM: formilglicinamida
ribonucle6tido; AIR: 5-aminoimidazol ribonucleétido; CAIR: carboxiamino-imidazol ribonucle6tido;
SAICAR: N-succinil-5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleodtido; AICAR: 5-aminoimidazol-4-
carboxamida ribonucleétido; FAICAR: N-formilaminoimidazol-4-carboxamida ribonucleétido; IMP:

inosina 5'-monofosfato



Compostos que interferem no metabolismo dos purina- e pirimidina-nucledtidos: Utilizagdo como
agentes terapéuticos

O anel das pirimidinas é sintetizado via de novo com recurso a aspartato e glutamina
como dadores de carbono e azoto e dioxido de carbono como dador de carbono, tendo

também como precursor o PRPP (Figura 5) (Devlin et al., 1997).
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Figura 5. Via da sintese de novo dos pirimidina-nucleétidos (adaptado de Nelson e
Cox, 2005b).

NAD: nicotinamida-adenina-dinucle6tido; NADH: nicotinamida-adenina-dinucleétido reduzida; PRPP:
5-Fosforibosil-1-pirofosfato; PP: vitamina niacina; UMP: uridilato; UTP: uridina 5'-trifosfato; ATP:

adenosina 5'-trifosfato; ADP: adenosina 5'-difosfato; CTP: citidina 5'-trifosfato
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A diferenca relativamente a sintese das purinas reside no facto de, na sintese das
pirimidinas, o anel formar-se primeiro e so posteriormente ocorrer a ligacao a ribose 5'-
fosfato. O produto final desta sintese é a uridina 5'-monofosfato, ou ainda a citidina 5'-
monofosfato, realizada em seis passos metabolicos, cinco dos quais ocorrem no citosol
e um ocorre nas mitocondrias. As enzimas intervenientes neste processo sdo a carbamoil
fosfato sintetase Il, a aspartato carbamoil-transferase, a dihidrooratase, a dihidroorotato
dihidrogenase, a orotato decarboxilase e a orotidina 5'-monofosfato descarboxilase
(Devlin et al., 1997; Loffler et al., 2005; Nelson e Cox, 2005b).

A sintese de recuperacdo das pirimidinas é feita a nivel dos nucledtidos. Esta sintese é
realizada em apenas dois passos metabolicos pela uridina fosforilase ou pela timidina
fosforilase (TP) e por cinases de nucledsidos (Hunsucker et al., 2005; Nelson e Cox,
2005b).

1.2. Metabolismo dos folatos

Os folatos desempenham uma fun¢do importante na biossintese de novo das purinas (ao
fornecerem o carbono 1 indispensavel para a formacdo do anel purinico) e na
biossintese de novo do timidilato, envolvido na sintese do DNA. Assim, existem
farmacos que tém como alvo as enzimas envolvidas no metabolismo dos folatos. Estes
sdo designados de antifolatos e, desempenham um papel crucial no tratamento de

neoplasias e de algumas doencas inflamatérias cronicas (Gonen e Assaraf, 2012).

O metabolismo dos folatos (Figura 6) é efetuado a dois niveis, na mitocéndria e no
citosol. A enzima timidilato sintase (TS) é a responsavel pela conversdo da
desoxiuridina 5-monofosfato (dUMP) para desoxitimidina 5'-monofosfato (dTMP) mas,
para isso acontecer é necessario que sofra uma metilacdo redutiva pelo cofator 5,10-
metilenotetrahidrofolato (5,10-CH.-THF). Esta reacdo origina dihidrofolato (DHF),
convertido em tetrahidrofolato (THF) pela dihidrofolato redutase (DHFR). O cofator
reduzido 10-metilenotetrahidrofolato, responsavel pela transferéncia do carbono 1, é
entdo utilizado por uma enzima, a glicinamida ribonucleétido formiltransferase
(GARFT), formando nas purinas o anel imidazol. Posteriormente, € utilizado

novamente mas por uma enzima diferente, a 5-aminoimidazol-4-carboxamida
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ribonucledtido  formiltransferase (AICARFT), responsavel pela formacdo do

intermediario purinico IMP (Gonen e Assaraf, 2012).
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Figura 6. Metabolismo celular dos folatos (adaptado de Gonen e Assaraf, 2012).

IMP: inosina 5'-monofosfato; AMP: adenosina 5'-monofosfato; GMP: guanosina 5'-monofosfato; DNA:
acido desoxirribonucled6tido; AICARFT: 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleétido
formiltransferase; THF: tetrahidrofolato; 10-CHO-THF: 10-formil tetrahidrofolato; GARFT:
glicinamida  ribonucledtido  formiltransferase; DHF: dihidrofolato; 5,10-CH.-THF:  5,10-
metilenotetrahidrofolato; dTMP: desoxitimidina 5'-monofosfato; dUMP: desoxiuridina 5'-monofosfato;
SHMT: serina hidroximetiltransferase; 5-CHs-THF: 5-metil tetrahidrofolato; ATP: adenosina 5'-

trifosfato

Apo6s penetrarem nas células por transportadores de folatos, os antifolatos sofrem
metabolizacdo pela folil-poliglutamato sintetase (FPGS) originando conjugados
poliglutamilados. Estes conjugados sdo impermeaveis a membrana plasmatica e sao
substratos pobres para o efluxo de farmacos por parte das principais bombas de efluxo
do folato (Figura 7). Isto permite manter niveis intracelulares elevados de cofatores de
folato reduzidos para reagdes biosintéticas. Estas reagGes Sdo cruciais pois originam

metionina, serina e precursores de nucleétidos (Desmoulin et al., 2012).
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Figura 7. Homeostasia dos folatos e acumulacéo celular dos antifolatos (adaptado de
Gonen e Assaraf, 2012).

RFC: transportador de folato reduzido; PCFT: transportador de folato acoplado a protbes; FPGS: folil-
poliglutamato sintetase; GGH: gama glutamil hidrolase; ABCC1-5, ABCC5 e ABCG2: genes (proteinas

codificantes)

A sintese da TS catalisa a metilacdo redutiva de dUMP para dTMP tendo como dador
de metilo o 5,10-CH>-THF (Figura 8). Para tal, sdo necessarias trés enzimas, a TS, a
DHFR e a serina hidroximetiltransferase (SHMT). O 5,10-CH,-THF é gerado pelo
SHMT e tem como funcdo doar um carbono para a catalisacdo da dUMP para a dTMP.
Por sua vez, a DHFR regenera o THF para ciclos posteriores da sintese de novo de
timidilato. Esta via torna-se assim importante na resposta aos compostos que tém como
alvo a TS (maioria antineoplasicos) e nos inibidores de folato, como é o caso do 5-

fluorouracilo e dos antifolatos (Anderson e Stover, 2009; Di Cresce et al., 2011).
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Figura 8. Conversdo da dUMP em dTMP pela TS e pela DHFR (adaptado de Nelson e
Cox, 2005b).

dUMP: desoxiuridina 5'-monofosfato; dTMP: desoxitimidina 5'-monofosfato; PLP: piridoxal fosfato

1.3. Mecanismo de acéo dos analogos de nucledsidos e/ou nucleéticos

Diversas doencas sdo causadas por defeitos genéticos em enzimas associadas ao
metabolismo dos nucle6tidos. Assim, existem farmacos sintetizados com a funcdo de

inibirem enzimas especificas numa via metabdlica (Devlin et al., 1997).

Os derivados nucleosidos sdao muito utilizados no tratamento de neoplasias e infecdes
virais, interferindo com a sintese dos acidos nucleicos, ora por bloqueio de enzimas ora
no metabolismo dos nucle6tidos/nucledsidos ora por incorporacdo no DNA e/ou RNA
(Voorde et al., 2012).
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Muitos analogos estruturais de nucle6sidos e/ou nucledtidos usados em reagdes
metabolicas tém sido sintetizados. Estes atuam como inibidores especificos de enzimas
tais como polimerase humanas e virais, cinases, fosforilases de nucledsidos de purinas e
pirimidinas e a TS. Por serem estruturalmente semelhantes aos nucleésidos endégenos
tornam-se um bom alvo para a terapia anticancerigena e antiviral, uma vez que possuem
a capacidade de incorporacdo quer no DNA quer no RNA, inibindo a divisdo celular e a
replicacéo viral. Estes séo ativos no tratamento de diversas neoplasias e nos tratamentos
de diversas doencas provocadas por virus, como o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), o virus da hepatite C (HCV), o virus da hepatite B (HBV), e o virus do herpes
simplex (HSV), sendo que, mais de metade dos compostos antivirais aprovados sdo

analogos de nucledsidos (Jordheim et al., 2013; Palasz e Ciez, 2015).

Relativamente aos antineoplasicos, encontramos os antifolatos como o metotrexato, o
pemetrexedo e o pralatrexato, os andlogos de purinas como as tiopurinas, a azatioprina,
a fludarabina e a cladribina, e os analogos de pirimidinas como o 5-fluorouracilo, a

citarabina e os agentes desmetilantes (Rang et al., 2008a).

Da classe dos antivirais distinguem-se os inibidores nucledsidos da transcriptase reversa
(NRTISs) tais como a zidovudina, a estavudina, a lamivudina, o abacavir, entre outros e
0S nao antirretrovirais tais como o aciclovir, ganciclovir, ribavirina, entre outros (Rang
et al., 2008b).0Os anéalogos nucledsidos sdo pré-farmacos e, como tal, para exercerem
atividade nas enzimas alvo, tém de ser convertidos a sua forma ativa por acdo de
enzimas celulares. Tém a capacidade de penetrar nas células por transportadores
préprios nas quais, sao fosforilados por cinases, o que resulta numa acumulacdo da
forma di- e trifosfatada em todas as células do organismo humano, incluindo nas células
cancerigenas e nas células infetadas por virus (Figura 9) (Egeblad et al., 2012; Jordheim
etal., 2013).
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Figura 9. Mecanismo de acdo dos analogos nucleésidos (adaptado de Jordheim et al.,
2013)

Os anélogos nucledsidos de purina tém uma estrutura similar a adenosina e guanosina e
sdo um pilar no tratamento de malignidades hematoldgicas, formando uma classe de
compostos citotoxicos. Atuam como antimetabolitos ao competir com os nucleésidos
enddgenos na sintese do DNA e do RNA e por inibicdo de enzimas celulares chave
(Robak e Robak, 2013).

Os analogos nucletsidos ao atuarem como antineoplasicos impedem a sintese do DNA
por inibicdo das DNA polimerases e por incorporagdo no DNA. Relativamente aos
antivirais que atuam como finalizadores da cadeia de DNA viral, ttm como alvo ou a

transcriptase reversa (RT) dos retrovirus ou as DNA polimerases dos virus, competindo
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com o substrato natural (trifosforilado) pela incorporacdo no novo DNA sintetizado
(Deville-Bonne et al., 2010; Hunsucker et al., 2005).

Contudo, apesar destes compostos se terem revelado eficazes, torna-se necessario
desenvolver novos compostos de modo a contornar problemas como resisténcias,
biodisponibilidade oral, toxicidade a longo prazo e variabilidade inter-individual
(Jordheim et al., 2013).

1.4. Metodologia

O presente trabalho, de carater individual, tem como objetivo a realizacdo de uma
revisdo cuidada e critica da literatura cientifica publicada sobre a utilizacdo de
compostos que interferem no metabolismo de purina- e pirimidina-nucle6tidos como
agentes terapéuticos, nomeadamente: abordagem no metabolismo de purina- e
pirimidina-nucle6tidos como agentes terapéuticos, principalmente a sintese; compostos
que interferem nessa sintese e em que patologias sdo usados; tratamento dessas
patologias (fundamentalmente no tratamento anticancerigeno e infecdes provocadas
pelo HIV); mecanismo de acdo dos farmacos propostos para estes tratamentos e em que
parte do processo 0s agentes terapéuticos funcionam como inibidores, permitindo

também dar cumprimento a um momento de avaliacdo do curso ministrado.

A escolha deste tema deveu-se ao facto de poder aprofundar temas lecionados ao longo
do curso mas, a0 mesmo tempo assimilar e estudar o funcionamento de compostos

usados no tratamento de algumas das doencas mais fatidicas a nivel mundial.

Para tal, foi feita uma pesquisa bibliografica entre Novembro de 2014 e Agosto de 2015
com recurso a varios motores de busca, de modo a poder obter artigos cientificos

relacionados com o tema escolhido.

Os motores auxiliares para a pesquisa foram: o Pubmed, o ScienceDirect, o Scielo e 0
Google Scholar, utilizando as seguintes palavras-chave: "synthesis of purine

nucleotides”, "synthesis of pyrimidine nucleotides", "purine and pyrimidine nucleotides
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as therapeutic agents”, "purine and pyrimidine as therapeutic agents in HIV" e "purine
and pyrimidine as therapeutic agents in cancer”. Nestes, foram aplicados filtros de
pesquisa de modo a identificar apenas artigos que datassem desde o ano de 2000 até ao
ano de 2015.

No total, para a realizacdo deste trabalho, foram selecionados 64 artigos, publicados

entre o ano de 2000 até ao ano corrente.

Foram também utilizados alguns livros para complementar a pesquisa bibliografica,
como o "Lehninger, Principles of Biochemistry”, "As Bases Farmacoldgicas da
Terapéutica de Goodman e Gilman ", "Farmacologia”, e o "Textbook of Biochemistry

with Clinical Correlations™ assim como alguns locais da Internet de carater cientifico.
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I1. Antineoplasicos

Ao longo dos anos foi possivel acompanhar um desenvolvimento da terapia
anticancerigena. Contudo, as resisténcias as diferentes opcdes terapéuticas ainda
refletem um problema atual. Isto acontece devido a dificuldade em encontrar um
farmaco que atue da mesma maneira em tumores com a mesma histologia devido as
caracteristicas genéticas de cada individuo, como polimorfismos de nucleétido Unico,
numero de copias dos genes e expressdo dos genes, cruciais na resposta ao tratamento.
Assim, é fulcral consciencializar a importancia da heranca genética na suscetibilidade
individual ao tratamento contra o cancro. Torna-se entdo um desafio criar e desenvolver

novas estratégias terapéuticas (Buqué et al., 2013).

Os antimetabolitos sdo compostos anti tumorais pertencentes a familia de agentes
citotoxicos. Estes sdo anadlogos estruturais de bases de purinas e pirimidinas (ou os
correspondentes nucledsidos) e também analogos de folato envolvidos em vérias etapas
da biossintese das purinas e pirimidinas, usados nas suas diversas formas de coenzimas.
Estes compostos inibem a sintese dos constituintes do DNA impedindo a sua replicacdo
pela diminuicdo de nucleétidos, embora se mantenham por vezes na forma de falsos
acidos nucleicos, originando a morte celular e quebras na cadeia do DNA devido a

alteracdes estruturais (Lansiaux, 2011).

O metotrexato, o 5-fluorouracilo, a citarabina, a gemcitabina e 0 pemetrexedo séo 0s
compostos mais usados desta classe. A investigacdo e sintese destes compostos continua
ativa, nomeadamente no campo da hematologia, tendo sido aprovados para tratamento
da leucemia e/ ou sindromes mielodisplasicos, a clofarabina, a nelarabina, a azacitidina

e a decitabina (Lansiaux, 2011).
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2.1. Antifolatos

Os antifolatos sdo os antimetabolitos mais antigos. A aminopterina foi a primeira a
constar na Farmacopeia, tendo sido mais tarde substituida pela ametopterina
(metotrexato) por se terem verificado remissdes na leucemia infantil. Os antifolatos, as
antipurinas e antipirimidinas sdo moléculas antigas mas que continuam a ser alvo de
melhoramento a nivel da farmacocinética e/ou farmacogenética. O estudo acerca das
varias possibilidades de associacdes com terapias direcionadas é continuo e esperam-se
nesta &rea avancos importantes (Lansiaux, 2011).

2.1.1. Metotrexato

O metotrexato (Metex®, Rheumatrex®) (Figura 10) é um antagonista do &cido félico
que anula a formacdo de folatos reduzidos ao inibir a DHFR, o que impede a
regeneracdo de THF a partir do DHF e impede a sintese de timidilato, de metionina, de
nucleotidos de purina, de proteinas, do RNA e do DNA a nivel da fase S do ciclo celular
(Allison, 2000; Cipriani et al., 2014; Lansiaux, 2011).

(8] COOH

COOH

Figura 10. Estrutura do metotrexato (Lansiaux, 2011).

A sua entrada nas celulas ocorre através de sistemas transportadores, como o

transportador de folato reduzido (RFC), recetor de folato e também um transportador a
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pH baixo, o transportador de folato acoplado a protdes (PCFT), dando inicio a sua
ativacdo pelo glutamato devido a FPGS (Figura 11). A forma poliglutamilada do
metotrexato é um potente inibidor da AICAR e da TS, o que permite a ligagdo a DHFR
reduzindo quer a sua quantidade quer a quantidade de THF necessério a sintese de bases
puricas, comprometendo a sintese do DNA (Allison, 2000; Cherian et al, 2013; Gonen e
Assaraf, 2012; Lansiaux, 2011).

De salientar a importancia do PCFT no transporte através das membranas intestinais,
visto que a maior parte dos tumores solidos apresenta um microambiente a pH baixo,
favorecendo a absorcdo celular do farmaco. O metotrexato reduz a desoxitimidina 5°-
trifosfato (dTTP) necesséria para a sintese de DNA, pois 0 THF é usado na conversdo
da dUMP em dTMP, catalisada pela TS (Figura 11). O PFCT tem um papel importante
neste processo ao permitir que, mesmo apds ter sido eliminado do plasma, o
metotrexato se mantenha dentro das células, facilitando aos doentes uma toma semanal
(Allison, 2000; Cherian et al., 2013; Cipriani et al., 2014).

Membrana celular

DA, = dTMP -— 5' 1 n-CH-_\-THF - —‘ﬂpﬁp
~\\

/ N
4 / 5CHyTHE

/

Metotrexato \ CHF
- . THF
\\\‘\&b T —~

/\ DHER

Metotrexato =

Metotrexato-PG
Eetencgdo celular

Figura 11. Metabolismo celular do metotrexato (adaptado de Kremer, 2004).

DNA: &cido desoxirribonucleico; dTMP: desoxitimidina 5'-monofosfato; dUMP: desoxiuridina 5'-
monofosfato; TS: timidilato sintase; FPGS: folil-poliglutamato sintetase; FPGH: folil-poliglutamato
hidrolase; 5,10-CH2-THF: 5,10-metilenotetrahidrofolato; MTHFR: metileno tetrahidrofolato redutase; 5-
CHs-THF: 5-metiltetrahidrofolato; DHF: dihidrofolato; DHFR: dihidrofolato redutase; THF:

tetrahidrofolato; PG: poliglutamato
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A atividade inibitoria do metotrexato em vérias enzimas envolvidas no metabolismo de
bases de purina, atraves da acumulacdo de adenosina, pode determinar o seu efeito
terapéutico. Estes efeitos modulam a funcdo dos linfdcitos e macrofagos, reduzindo a
quimiotaxia das células polimorfonucleares e diminuem a producdo das

imunoglobulinas e citocinas pré-inflamatorias (Cipriani et al., 2014).

Este antimetabolito é geralmente administrado por via oral no tratamento de leucemias
linfoblasticas agudas (LLA). No tratamento de osteossarcomas, das LLA em criangas
com idade inferior a 1 ano e nos linfomas ndo-Hodgkin (NHL) é administrado por via
intravenosa em doses muito elevadas. E utilizada uma dose convencional em quadros de
tumores trofoblasticos, tumores mamarios e raramente em alguns tumores sélidos como
no cancro da bexiga, no cancro do pulmdo de ndo-pequenas células (NSCLC) e no
cancro das vias aéreas e digestivas superiores. Pode ainda ser administrado por via
intratecal no tratamento de meningites tumorais, em cancros mamarios, cancro da
cabeca e do pescoco, cancro da bexiga e coriocarcinoma (Gonen e Assaraf, 2012;
Lansiaux, 2011).

O metotrexato possui também atividade anti-inflamatoria e imunossupressora uma vez
que, quer o composto em si quer a sua forma poliglutamilada, tém a capacidade de
suprimir respostas anti-inflamatérias devido a libertacdo da adenosina e induzem a
apoptose de linfécitos T ativos, sendo aplicado em doentes com artrite reumatoide. E o
composto eleito no tratamento desta doenca, apresentado uma boa eficacia e
disponibilidade em doses baixas com uma boa relacdo risco/beneficio. Mostrou ser
igualmente eficaz noutras doencas do foro imunolégico tais como, psoriase, lupus
eritematoso sistémico, artrite psoriatica, poliomiosite, dermatomiosite e granulomatose
com poliangeite, mas também na doenca de Crohn quando a terapia com

corticosteroides nédo é possivel (Allison, 2000; Cipriani et al., 2014).

A resisténcia a este farmaco pode ser provocada por: falta de seletividade tumoral, por
uma diminuicdo da penetracdo nas células ou devido a um aumento do seu efluxo, por
uma diminuicdo da sua ativacdo por poliglutamilacdo, por uma inativacdo da molécula
por hidrolise e, por mutacgdes e/ou amplificacdo da DHFR que modifica a sua afinidade

e expressdo (Figura 12) (Desmoulin et al., 2012; Lansiaux, 2011).
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Figura 12. Mecanismo de resisténcia do metotrexato nas células tumorais (Hardman e
Limbird, 2005d).

FHa2: dihidrofolato; FH4: tetrahidrofolato; TMP: timidina 5'-monofosfato; dUMP: desoxiuridina 5'-
monofosfato; Glun: poliglutamato

De salientar que quaisquer alteracdes genéticas no RFC podem levar a uma absorcao
prejudicada de alguns antifolatos. Efeitos adversos podem ser verificados com a toma
conjunta com tetraciclinas e sulfonamidas, levando a uma interferéncia com a ligacéao as

proteinas plasmaticas (Buqué et al., 2013; Cipriani et al. 2014).

Na busca de diminuir os fendmenos de resisténcia e toxicidade do metotrexato, a sintese
de outros antifolatos permitiu descobrir outros compostos que interferem com enzimas
do metabolismo félico, o pemetrexedo (Alimta®) que tem como alvo varias enzimas da
via do folato e o pralatrexato (Folotyn®) usado no tratamento do cancro da bexiga e em
linfomas de células T refratarias. Estes compostos tém uma maior capacidade de

transporte para o interior das células tumorais (Hardman e Limbird, 2005d).
2.1.2. Pemetrexedo

O pemetrexedo (Alimta®) (Figura 13) é um farmaco anticancerigeno que atua como um
potente inibidor de varias enzimas dependentes do folato, envolvidas na biossintese de

novo de nucle6tidos de purinas e pirimidinas (Lansiaux, 2011).
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Figura 13. Estrutura do pemetrexedo (Lansiaux, 2011).

Penetra nas células através do RFC e tem como principal alvo a inibicdo da enzima TS
mas, inibe também a DHFR, a GARFT, a aminoimidazol carboxamida ribonuclettido
transformilase (AICART) e ainda a SHMT, responsavel pela catélise da conversédo de
THF (Figura 14). Este composto é também um substrato para a FPGS, afetando o seu
efeito inibidor a nivel da TS, da GARFT, da DHFR e da AICARFT (Buqué et al., 2013;
Frings et al., 2013; Gonen e Assaraf, 2012; Lansiaux, 2011).
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Figura 14. Via de atuacdo do pemetrexedo (adaptado de Lansiaux, 2011).

MTHFR: metileno tetrahidrofolato redutase; MTHFD: metileno tetrahidrofolato desidrogenase; MS:
metionina sintetase; SHMT: serina hidroximetiltransferase; GAR: 5-fosforibosil glicinamida; dUMP:
desoxiuridina 5'-monofosfato; NADPH:2: dihidrogeno fosfato de nucledtido de nicotinamida e adenina;
NADPH: hidrogeno fosfato de nucleotido de nicotinamida e adenina; GAR: 5-fosforibosil glicinamida;
CH2-FHa: metilenotetrahidrofolato; CHs-FHa4: metiltetrahidrofolato; CHO-FHa: formil tetrahidrofolato;
PRPP: 5-fosforibosil-1-pirofosfato; Gly: glicina; Ns,Nio-metileno-FHa: 5,10-metilenotetrahidrofolato
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A bioquimica do pemetrexedo é comum em todas as células tumorais e exerce o0 seu
efeito sobre um largo espetro de tumores independentemente das suas mutagdes, tendo
como principal alvo a TS em todas as células tumorais (Figura 15). A TS é uma enzima
chave para a sintese do DNA e, como tal, um alvo para farmacos anticancerigenos. Os
seus niveis dependem do ciclo celular, aumentando na fase S e diminuindo antes da fase
G2. E a enzima essencial na via de sintese de novo de nucleétidos de timidina. Quando a
via é suprimida por um inibidor da TS (neste caso pelo pemetrexedo), a sintese do DNA
dependera da via de recuperacdo, que vai ser estimulada (Buqué et al., 2013; Di Cresce
etal., 2011; Frings et al., 2013).

Sintese
Pirimidinica

I Sintese Purica |

Figura 15. Biossintese das purinas e pirimidinas com indicacdo, em forma de
relampago, de alguns alvos do pemetrexedo (adaptado de Buqué et al., 2013)

dUMP: desoxiuridina 5'-monofosfato; TMP: timidilato 5'-monofosfato; DNA: &cido desoxirribonucleico;
CH2-FHa4: metilenotetrahidrofolato; CHOFHa: formiltetrahidrofolato; GAR: 5-fosforibosil glicinamida;
FGAR: formilglicinamida ribonucleédtido; AICA: 5-aminoimidazol-4-carboxamida; ZMP: AICA

ribotido; IMP: inosina 5'-monofosfato; RNA: acido ribonucleico
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Outra forma de atuacdo consiste na utilizacdo do acido félico como um veiculo e nédo
com um alvo, permitindo assim que a molécula citotoxica sofra endocitose para dentro

da célula e chegue a outro alvo celular (Buqué et al., 2013).

A sensibilidade das células tumorais ao pemetrexedo segue um padrdo de expressao
genética, na qual uma expressao aumentada da TS esta correlacionada com a falta de
inibicdo de AICART, havendo um impedimento do desenvolvimento de resisténcia ao
pemetrexedo. Esta correlacdo entre as caracteristicas genéticas intrinsecas de tumores e
a inibicdo do GARFT ou AICART pelo pemetrexedo pode ser a base de uma
abordagem genética para a determinacdo da sensibilidade de células tumorais para o
pemetrexedo e a sua capacidade de se tornar resistente a este antifolato. O pemetrexedo
apresenta a capacidade de sincronizacdo das células na fase S, ao contrario dos
antifolatos seletivos para a GARFT (Buqué et al, 2013; Lansiaux, 2011).

O pemetrexedo apresenta um mecanismo de resisténcia diferente dos outros
antimetabolitos. Mantém-se no meio intracelular devido a um recetor baixo de pH

apesar de resistente ao folato apds a perda da funcdo do RCF (Lansiaux, 2011).

O pemetrexedo trouxe um avango significativo no tratamento do NSCLC aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA) em 2008 e, tem sido usado nesta patologia como
tratamento de primeira linha em oncologia clinica em combinacdo com a cisplatina ou a
carboplatina, em monoterapia no NSCLC metastatico e no tratamento do mesotelioma
pleural maligno (aprovado pela FDA para esta neoplasia em 2004). Pelo facto de
conseguir regular simultaneamente varias vias relacionadas com a progressao do
melanoma, este pode ser também uma opcdo para doentes que sofram de melanoma
metastatico. Contudo, o pemetrexedo apresenta varios efeitos secundarios, como
erupcao cutanea, nauseas, faringite, depressao da medula dssea e anemia e pode ainda
provocar toxicidade em tecidos saudaveis (Cherian et al., 2013; Desmoulin et al., 2012;
Frings et al., 2013; Lansiaux, 2011).
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2.1.3. Pralatrexato

O pralatrexato (Folotyn®) (Figura 16) tem como alvo principal a DHFR (Izbicka et al.,
2009).

O
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Figura 16. Estrutura do pralatrexato (Lansiaux, 2011).

A DHFR converte o DHF em THF, responsavel pela sintese de purinas e da timidilato
5'-monofosfato (TMP). A inibicdo da DHFR resulta numa reducdo de TMP o que leva a
inibicdo da sintese do DNA e RNA. Apresenta maior afinidade para o RFC do que o
metotrexato, o que favorece a sua acumulacdo nas células, mas também para a FPGS
(Figura 17). Foi sintetizado visando a melhoria da atividade citotoxica de outros
antifolatos (Gonen e Assaraf, 2012; Lansiaux, 2011; Marchi e O'Connor, 2012).

O pralatrexato apresenta boa tolerancia e eficacia no tratamento do NSCLC e em
linfomas recidivos ou refratarios de células T, o que facilitou a obtencdo da autorizacao
para 0 seu uso terapéutico. A sua atividade anticancerigena ¢ mais eficaz do que a do
metotrexato, estando aprovado pela FDA desde 2009 para o tratamento do linfoma
periférico das células T. Contudo, continuam a ser feitos ensaios clinicos para outros
tratamentos anticancerigenos como para o cancro mamario, NHL e cancro da cabeca e

do pescocgo (Desmoulin et al., 2012; Gonen e Assaraf, 2012; Lansiaux, 2011).
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Figura 17. Internalizacéo e retencdo do pralatrexato no interior das células (adaptado de
Marchi e Connor, 2012).

PDX: pralatrexato; RFC: transportador de folato reduzido; ADP: adenosina 5'-monofosfato; ATP:
adenosina 5'-trifosfato; PDX-(G)n: pralatrexato poliglutamilado; FPGS: folil-poliglutamato sintetase;
FPGH: folil-poliglutamato hidrolase; cMOAT: transportador canicular multiespecifico anido-organico;

MRP: resisténcia a varios farmacos associada a proteinas

2.2. Anéalogos de Purinas

Os anédlogos de nucleosidos de purina sdo farmacos citotdxicos (quer na fase do ciclo
mitdtico quer na fase quiescente) com estrutura quimica semelhante a adenosina ou a
guanosina que desempenham um papel importante no tratamento de neoplasias
hematologicas, especialmente doencas malignas linfoides e mieloides. Atuam como
inibidores da sintese e da reparacdo do DNA provocando quebras no DNA, e desse
modo induzindo a apoptose mas, atuam também como antimetabolitos a0 competirem
com nucleésidos endogenos durante a sintese do DNA e RNA e como inibidores de

enzimas celulares importantes. A sua atividade citotoxica deve-se & competicdo com
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nucleosidos fisioldgicos que interagem com um elevado nimero de alvos intracelulares
(Robak e Robak et al, 2013).

2.2.1. Tiopurinas

Algumas tiopurinas como a azatioprina, a 6-tioguanina e a 6-mercaptopurina
apresentam propriedades anticancerigenas, anti-inflamatorias e imunossupressoras
(Daehn et al, 2013).

2.2.1.1. 6-Mercaptopurina

A 6-mercaptopurina (6-MP) (Xaluprine®, Purixan®) (Figura 18) quando ativada no
nucleotido citotoxico tioguanina, inibe a sintese do DNA e RNA ao competir com as

bases das purinas enddgenas na sintese do DNA (Karim et al., 2013; Lansiaux, 2011).

SH
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Figura 18. Estrutura da 6-mercaptopurina (Lansiaux, 2011).

Nas células, a 6-MP € convertida em dois metabolitos, o 6-tioinosina-5'-monofosfato
(TIMP) pela hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase (HGPRT) que, por sua vez,
pode ser convertida em 6-tioguanosina-5'-monofosfato (TGMP) pela inosina
monofosfato desidrogenase (IMPDH) e pela guanosina 5'-monofosfato sintase (GMPS),
0 que vai inibir a biossintese de novo das purinas (Figura 19). A sua metabolizacdo pode
ocorrer por diversos mecanismos, como hidroxilacdo pela xantina oxidase, adicdo de
um grupo fosforibosil pela HGPRT, ou ainda metilacdo pela tiopurina metiltransferase
(TPMT). Esta metilacdo, para além de resultar no metabolito inativo
metilmercaptopurina, fornece propriedades anti proliferativas a 6-mercaptopurina
(Karim et al., 2013; Lansiaux, 2011).
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Figura 19. Metabolismo da 6-mercaptopurina e da 6-tioguanina pelas células
leucémicas humanas (adaptado de Karim et al., 2013).

6-MP: 6-mercaptopurina; 6-TG: 6-tioguanina; TIMP: 6-tioinosina-5'-monofosfato; IMPDH: inosina
monofosfato desidrogenase; GMPS: guanosina 5'-monofosfato sintase; TGMP: 6-tioguanina-5'-
monofosfato; TGDP: 6-tioguanina-5'-difosfato; DNA: 4acido desoxirribonucleico; RNA: 4&cido

ribonucleico

A 6-mercaptopurina é prescrita em casos de LLA e leucemia mieloide aguda (LMA) em
criancas, em doencas inflamatorias crénicas e em transplantes. Quando h& uma
deficiéncia de TPMT relacionado com o seu polimorfismo, pode haver uma toxicidade
grave. Existem evidéncias que uma diminuicdo ou inexisténcia da TPMT e da HGPRT
podem levar a uma sensibilidade e resisténcia de 6-mercaptopurina nas células
leucémicas. O mesmo acontece com a 6-tioguanina (Allison, 2000; Karim et al, 2013;

Lansiaux, 2011; Sahasranaman et al., 2008).

2.2.1.2. 6-Tioguanina

A 6-tioguanina (Lanvis®) (Figura 20) exerce a sua atividade citotoxica por

incorporagdo no DNA ao ser convertida em TGMP pela HGPRT (Karim et al., 2013).
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Figura 20. Estrutura da 6-tioguanina (Almeida, 2005).

Os seus metabolitos, S®-metiltio-2-aminopurina e &cido 2-aminopurina-6-sulfénico,
afetam o DNA de cadeia dupla mais fortemente do que a 6-tioguanina. Assim, estes
metabolitos tém um papel potencialmente importante no bloqueio da sintese do DNA e
apresentam menos sensibilidade ao polimorfismo do TPMT. A metilagdo pelo TPMT
resulta no metabolito inativo metilguanina (Karim et al., 2013; Lansiaux, 2011).

A 6-tioguanina é usada principalmente na LLA pediatrica e em casos de intolerancias
imunoalérgicas a outros analogos de purina ou quando ndo sao obtidos resultados com
esses compostos. Tal como a 6-mercaptopurina é um dos tratamentos pilar protocolados
na leucemia aguda infantil. Contudo, ambas apresentam um indice terapéutico estreito
que pode resultar em mielossupressdo. A 6-tioguanina nao é mielotéxica mas pode
provocar a citolise do figado e doencas associadas a este orgdo. Pelo facto de nao
realizar todas as passagens enzimaticas como a 6-mercaptopurina, apresenta maior
toxicidade (Karim et al, 2013; Lansiaux, 2011).

2.2.1.3. Azatioprina

A azatioprina (Imuran®) (Figura 21) é um derivado do imidazol da 6-mercaptopurina
que inibe a sintese do DNA, RNA e algumas proteinas (Allison, 2000; Hardman e
Limbird, 2005a).
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Figura 21. Estrutura da azatioprina (Lansiaux, 2011).
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Inicialmente, a azatioprina é reduzida a 6-mercaptopurina na presenca de glutationa e de
derivados de nitroimidazol, sendo posteriormente metabolizada noutros metabolitos
ativos, inibindo a sintese de novo das purinas (Figura 22). Estes metabolitos ativos
desempenham um papel imunossupressor, sendo um dos pontos que a distingue da 6-
mercaptopurina (Allison, 2000; Hardman e Limbird, 2005a; Lansiaux, 2011).

Azatioprina

Glutationa i

6-Mercaptopurina

| ]
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PRO-APOPTOSE i IMPDH
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Figura 22. Mecanismo de agdo da azatioprina (adaptado de Cara et al., 2004).

GST: glutationa S-transferase; HGPRT: hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase; IMPDH: inosina

monofosfato desidrogenase; 6-TGN's: metabolito de 6-tioguanina

A azatioprina é indicada na prevencdo da rejeicdo de transplantes de 6rgdos e no
tratamento de doencas autoimunes devido ao seu efeito imunossupressor, como também

possui atividade anti leucémica (Allison, 2000; Lansiaux, 2011).

2.2.2. Fludarabina

A fludarabina (Fludara®) (Figura 23) é um analogo de purina derivado de um
nucleotido-monofosfato, a adenina arabinosido 5-monofosfato, por adi¢cdo de um atomo

de fluor na posicéo 2 (Lansiaux, 2011).
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Figura 23. Estrutura da fludarabina (Robak e Robak, 2013).

Para exercer atividade citotdxica, a fludarabina é convertida pela desoxicitidina cinase
(dCK) ou desoxiguanosina cinase (dGK) na sua forma trifosfatada, apds a sua absorcao
para as células. Este, tem a capacidade de inibir ndo s6 a sintese do DNA e as DNA e
RNA polimerases mas também a ribonucleétido redutase (RR) e a reparacdo do DNA.
A sua solubilidade limitada, assim como dificuldades na formulacdo, levaram a sintese
do seu pro-farmaco, a fludarabina 5'-monofosfato, disponivel comercialmente
(Christopherson et al., 2014; Robak e Robak, 2013).

A fludarabina é utilizada no tratamento da leucemia linfocitica cronica (LLC) em
combinacdo com a ciclofosfamida e rituximab, bem como no tratamento de NHL.
Quando usada em monoterapia, ou em combina¢do com outros farmacos, tem atividade
em doentes com LMA reincidente ou refrataria, sendo a combinacéo de fludarabina e
citosina arabinosido (ara-C) mais eficaz em doentes que apresentam bom cari6tipo ou
um cariétipo com risco intermediario. Para prevenir o aparecimento de leucemia
secundaria tardia, a fludarabina é usada em monoterapia por parecer menos toxico do
gue em combinac¢do com a ciclofosfamida (Lukenbill e Kalaycio, 2013; Robak e Robak,
2013).

A fludarabina é principalmente mielotdxica, provocando nauseas e reacOes alérgicas.
Apresenta ainda risco de citélise macica ap0s provocar a rapida destruicdo do tumor.
Por outro lado, causa deficiéncia imunoldgica prolongada. Ao longo do tempo véao

surgindo novas formas de tratamento da LLC com novas associa¢bes mas 0 genotipo de
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cada doente é um fator importante, uma vez que pode indicar um tratamento mais

personalizado (Lansiaux, 2011).

2.2.3. Pentostatina

A pentostatina (Nipent®) (Figura 24) é um nucleosido de purina que atua como inibidor
da adenosina desaminase, enzima indispensavel para a sintese de bases de purinas, e
como inibidor da sintese do DNA e da sua reparacdo, sendo o Unico composto desta
classe aprovado pela FDA que € ativo sem necessidade de ser metabolizado. E usada em
monoterapia no tratamento da leucemia de células pilosas em adultos e no tratamento de
doencas malignas do foro hematoldgico. Contudo, ndo tem sido administrado na
consolidacdo de remissdo em doentes com leucemias agudas (Lansiaux, 2011; Parker,
2009; Robak e Robak, 2013).

Figura 24. Estrutura da pentostatina (Robak e Robak, 2013).

2.2.4. Cladribina

A cladribina (Leustatin®) (Figura 25) é um derivado de nucleésido da 2-
desoxiadenosina com um atomo de cloro na posicéo 2, o que condiciona a desaminagéo

pela adenosina desaminase (Goodman et al., 2003).
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Figura 25. Estrutura da cladribina (Robak e Robak, 2013).

A atividade citotdxica da cladribina acontece quando esta entra na célula por transporte
ativo e ocorre a fosforilagdo pela dCK tornando-a num derivado trifosfatado, a 2-
cladribrina-trifosfato. Assim, consegue suprimir a sintese do DNA por inibi¢do das
DNA polimerases, incorporagdo no DNA ou inibicdo da sua reparacdo. Tem a
capacidade de condicionar o metabolismo celular blogueando o ciclo celular na fase S
(Robak e Robak, 2013).

Este composto condiciona um desequilibrio no reservatorio de desoxinucle6tidos
trifosfatados por inibir a atividade da RR e origina quebras da cadeia do DNA atraves

da ativacdo das endonucleases (Robak e Robak, 2013).

A cladribina é usada em monoterapia na LMA em adultos e criancas, alcancando
melhores resultados em criangas. N&o tem resposta terapéutica em doentes com LLA. A
associacao cladribina-ciclofosfamida é uma das combinagdes terapéuticas utilizadas no
NHL tratados tardiamente (Lansiaux, 2011; Robak e Robak, 2013).

2.2.5. Clofarabina

A clofarabina (Evoltra®) (Figura 26) é um analogo de segunda geracdo da

desoxiadenosina (Lansiaux, 2011).
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Figura 26. Estrutura da clofarabina (Robak e Robak, 2013).

Depois da sua entrada nas células, a clofarabina é convertida nos metabolitos 5'-
monofosfato pela dCK e na sua forma ativa 5'-trifosfato pelas mono- e di-fosfocinases.
O derivado trifosfatado da clofarabina é um substrato para as DNA polimerases que
comprometem a sintese do DNA ao diminuir a quantidade de desoxinucleo6tidos
disponiveis para a sua sintese mas, pode também apresentar um efeito inibidor na RR e
ser incorporada acidentalmente no DNA. Tal como a cladribina, também esta
aumentada a resisténcia a desaminacdo pela adenosina desaminase pois mantém a
estrutura da 2-cloroadenina. O fllor na posicdo 2' é determinante na diminuicdo da
suscetibilidade da clofarabina a clivagem pela purina nucleésido fosforilase (PNP) e
aumento da estabilidade da molécula (Lansiaux, 2011; Robak e Robak, 2013).

A clofarabina apresenta uma boa eficacia no tratamento de leucemias mieloides e
linfoides, quer em criancas quer em adultos quando utilizada em monoterapia, tendo
sido desenvolvida com o objetivo de melhorar a sua incorporacéo e limitar a toxicidade
da dose limitante (Robak e Robak, 2013).

Em estudos de ensaios clinicos de fase | a clofarabina, seja em monoterapia ou em
combinagdo com outros farmacos citotoxicos, mostrou uma atividade anti leucémica
promissora em criancas e adultos padecentes de LLA recidiva ou refrataria, dando
seguimento a varios ensaios clinicos de fase Il. Foi também sugerido que a clofarabina
combinada com a ciclofosfamida e o etoposido podem induzir uma resposta clinica

relevante em criangas com LLA refrataria ou recidiva (Robak e Robak, 2013).
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A clofarabina foi usada em monoterapia como tratamento de indugdo em 112 adultos
com LMA ndo tratada num estudo de fase Il. As toxicidades mais frequentes
relacionadas com este composto foram nauseas, neutropenia, febre, vomitos, diarreia,

erupgéo cutanea e fadiga (Robak e Robak, 2013).

Foi também testada a eficacia da clofarabina com outros farmacos antineoplasicos em
adultos com LMA néo tratada, recidiva ou refrataria. Assim, num estudo de fase Il em
60 adultos com LMA e sindrome mielodisplasico de alto risco, foi administrada a
combinagdo de clofarabina e ara-C como tratamento de primeira linha, tendo-se
revelado um tratamento eficaz e seguro de inducdo da remissdao em ambos os doentes

com LMA tratados e ndo tratados previamente (Robak e Robak, 2013).

A clofarabina estd aprovada nos EUA desde dezembro de 2004 pela FDA e desde maio
de 2006 pela Comissdo Europeia para o tratamento da LMA recidiva ou refrataria em
criancas, ap6s pelo menos dois regimes de quimioterapia anteriores (Robak e Robak,
2013).

2.2.6. Nelarabina

A Nelarabina (Atriance®) (Figura 27) € um novo analogo da guanina e um pro-farmaco
da guanina arabinosido (ara-G) que tem como alvo as células T. O grupo hidrogénio do
grupo hidroxilo na posi¢do 6 do anel da guanina é substituido por um grupo metoxi.
Difere dos compostos atrds mencionados uma vez que é fosforilado pela dCK para
araguanosina 5'-trifosfato (ara-GTP) citosélica ou pela dGK para ara-GTP mitocondrial
(Robak e Robak, 2013; Yamauchi et al., 2014).
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Figura 27. Estrutura da nelarabina (Robak e Robak, 2013).

A nelarabina deve a sua acgdo citotoxica por competi¢cdo com desoxinucledsidos nativos
como substrato para incorporacdo no DNA pela DNA polimerase, provocando uma
inibicdo da sintese do DNA e da iniciacdo da apoptose. Ou seja, é convertida em ara-G
pela adenosina desaminase que, por sua vez € transportada para as células T-
linfoblastoides por transportadores nucleésidos (Cooper, 2007; Robak e Robak, 2013).

A nelarabina é usada em doencas malignas das células T (leucemias e linfomas) cujo
tratamento anterior ndo obteve resposta, ou em recaidas apds o tratamento com pelo
menos dois regimes de quimioterapia. A sua combina¢do com quimioterapia intensiva
em criancas com leucemia linfoide aguda de células T (LLA-T) continua a ser estudada
(Robak e Robak, 2013).

Recebeu o estatuto de Medicamento Orfdo pela Agéncia Europeia de Medicamentos em
junho de 2005 e, foi aprovado pela FDA em outubro de 2005 para o tratamento de LLA-
T e do linfoma linfoblastico de células T, ambos recidivos que ndo tenham respondido
ou que tenham sofrido uma recaida ap6s o tratamento com, pelo menos, dois regimes de
quimioterapia (Robak e Robak, 2013).
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2.2.7. Forodesine

A forodesine (Immucillin H) (Figura 28) € um inibidor da PNP, ainda em estudos pré-
clinicos, que tem mostrado atividade em células malignas, nomeadamente na LLA de

células T e em linfomas cuténeos de células T (Robak e Robak, 2013).

Figura 28. Estrutura da forodesine (Robak e Robak, 2013).

A forodesine é eficaz e bem tolerada quando usada em monoterapia na LLA-T recidiva
ou refrataria, apresentando toxicidade minima. Quando administrada aos doentes,
possui a capacidade de inibir a PNP, aumentando os niveis plasmaticos da
desoxiguanosina (dGuo) e da desoxiguanosina 5'-trifosfato (dGTP) intracelular em
células T imaturas. Na auséncia do PNP, a concentracdo do dGuo no plasma é elevada,
ndo sendo clivado em guanosina mas sim convertido intracelularmente em
desoxiguanosina 5'-monofosfato. Seguidamente, é convertida na sua forma ativa, a
dGTP, reagéo catalisada pela mono- e difosfocinase. Contudo, estudos futuros ajudarédo
a definir o seu papel na terapia padréo das doencgas acima mencionadas (Robak e Robak,
2013).

2.3. Analogos de Pirimidinas

Os anélogos de pirimidinas englobam dois grandes grupos de compostos, 0os analogos

da desoxicitidina e da desoxitimidina, responsaveis pela inibicdo da sintese do DNA, e

34



Compostos que interferem no metabolismo dos purina- e pirimidina-nucledtidos: Utilizagdo como
agentes terapéuticos

um andalogo do uracilo, o 5-fluorouracilo, responsavel pela inibicdo do processamento
do RNA e timidilato (Hardman e Limbird, 2005d).

2.3.1. 5-Fluorouracilo

O 5-fluorouracilo (Agicil®, Adrucil®) (Figura 29) foi sintetizado pela primeira vez em
1957 nos Estados Unidos da América. E uma das moléculas anticancerigenas mais
antigas, sendo usada atualmente em mais de 60% das poligquimioterapias (Lansiaux,
2011).

Figura 29. Estrutura do 5-fluorouracilo (Lansiaux, 2011).

O 5-fluorouracilo é um antimetabolito citotoxico que atua na fase S do ciclo celular. E
ativado a fluorodesoxiuridina 5'-monofosfato (FAUMP) inibindo a TS, o que impede a
sintese do DNA. Quando a molécula do 5-fluorouracilo substitui o uracilo, a TS deixa
de poder adicionar o grupo metilo, o que impossibilita a sintese do DNA devido a falta
do &cido timidilico. A coenzima folinica da reacdo ajuda na estabilizacdo do complexo
do 5-fluorouracilo com a TS e no aumento da atividade do 5-fluorouracilo (Lansiaux,
2011; Tanriverdi, 2014).

Um outro mecanismo de acdo citotdxica do 5-fluorouracilo € a sua ativacdo no seu
derivado trifosfatado e incorporacdio no RNA. Devido a deficiéncia em dTTP
provocada, o uracilo incorpora-se no DNA, ao que se segue uma tentativa inutil de
reparacdo dos danos, o0 que aumenta a toxicidade da reacdo. A sua atividade
anticancerigena passa também pela inibicdo das enzimas da transcricdo do RNA por

cessar a sua sintese (Figura 30). Isto porque o 5-fluorouracilo € um composto com
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forma semelhante ao uracilo apesar de ndo terem a mesma acao (Lansiaux, 2011; Palasz
e Ciez, 2015).

DNA «—— dUTP

DMNA polimerase I

JUDP CHO-FH,
d-uridilate l
5-FUH2 T cinase
Dihidrepirimiding Timidina Timidina dUMP CH,-FH
desidrogenase fosforilase cinase z 4
— 5FUR —— S5-FdUMP — [maEe
idi PRPP
Uridina
fosforilase Orotato TdR ——— dTMP FHZ
5-FUR fosforibosiltransferase TTm'ld'lna l Timidilato cinase
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5-FUDP DNA «—— dTTP
l DNA polimerase
5-FUTP RNA

RMA polimerase

Figura 30. Via de ativacao e desintoxicacdo do 5-fluorouracilo (adaptado de Lansiaux,
2011).

5-FUH2: 5-fluoro-5,6-dihidrouracilo; 5-FU: 5-fluorouracilo; 5-FUdR: 5-fluorouridina; 5-FUMP: 5-
fluorouracilo monofosfato; 5-FUDP: 5-fluorouridina difosfato; 5-FUTP: 5-fluorouridina trifosfato; RNA:
acido ribonucleico; PRPP: 5-fosforibosil-1-pirofosfato; DNA: 4acido desoxirribonucleico; dUTP:
desoxiuridina 5'-trifosfato; dUDP: desoxiuridina 5'-difosfato; dUMP: desoxiuridina 5'-monofosfato; 5-
FAUMP:  fluorodesoxiuridina monofosfato; dTMP: desoxitimidina 5-monofosfato; dTDP:
desoxitimidina 5'-difosfato; dTTP: desoxitimidina 5'-trifosfato; CH2-FHa: metilenotetrahidrofolato;
CHO-FHa4: formil tetrahidrofolato; CH2-FH4: metilenotetrahidrofolato

O 5-fluorouracilo é administrado em neoplasias do trato digestivo superior, cancro
mamario e cancro do ovario. Pode também ser administrado com o acido folico no caso
do cancro colorretal, possibilitando o aumento da eficacia do composto, o que revelou
ter um efeito benéfico na sobrevivéncia. Para além desta combinacgdo, a associagdo
acido folico-5-fluorouracilo-oxaliplatina ou irinotecano sdo obrigatorias no tratamento

desta neoplasia (Lansiaux, 2011).
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Os seus efeitos secundarios sdo diversos, desde vomitos, nauseas, diarreia, alopécia e
leucopenia e raramente apresenta toxicidade a nivel cardiaco e vascular endotelial
(Tanriverdi, 2014).

Tem havido varias tentativas de sintetizar derivados do 5-fluorouracilo de maneira a
poder contornar os seus efeitos secundarios e melhorar o seu indice terapéutico. Para tal,
estdo a ser realizadas experiéncias com conjugados do 5-fluorouracilo (Palasz e Ciez,
2015).

No que respeita a farmacocinética, o 5-fluorouracilo pode comportar-se de diferentes
formas, mas pode ser otimizado quando devidamente monitorizado. Esta monitorizacdo
consiste em modular a prescricdo de 5-fluorouracilo durante a infusdo para ciclos
subsequentes de acordo com os resultados dos niveis plasmaticos de 5-fluorouracilo em
diferentes tempos de amostragem. Este procedimento permite melhorar a tolerabilidade
e a sobrevida global, em alguns casos. Pensa-se que o0s determinantes da resposta ao 5-
fluorouracilo sdo o nivel de expressdo da TS, da dihidropirimidina desidrogenase e de
outras enzimas, tais como a desoxiuridina 5'-difosfato nucleotidohidrolase, a timidina
cinase, a orotato fosforibosil transferase e a timidina fosforilase (TF). Verificam-se
resisténcias neste farmaco quando existe uma diminuicdo ou perda da atividade das
enzimas requeridas para a sua ativacao, diminuicdo da pirimidina monofosfato cinase e

alteracdo e modificacdo da TS (Hardman e Limbird, 2005d; Lansiaux, 2011).

2.3.2. Capecitabina

A Capecitabina (Xeloda®) ¢ um analogo oral de pirimidina, sendo um pro-farmaco

rapidamente convertido em 5-fluoruracilo (Figura 31) (Silvestris et al., 2010).
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Figura 31. Estrutura da capecitabina (Hardman e Limbird, 2005d).

Depois de entrar no organismo é convertido no figado por uma carboxilesterase em 5'-
desoxi-5-fluorocitidina, que por sua vez é convertido em 5'-desoxi-5-fluorouridina pela
citidina desaminase do tecido hepatico e em 5-fluoruracilo a nivel celular pela TF,
enzima expressa muitas vezes no tecido tumoral (Figura 32). Sdo sensiveis a este

farmaco tumores que apresentem maior atividade de TF (Hardman e Limbird, 2005d;

Lansiaux, 2011).
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Figura 32. Via de ativacéo e desintoxicacdo da capecitabina (adaptado de Lansiaux,
2011).

5'-DFCR: 5'-desoxi-5-fluorocitidina; 5'-DFUR: 5'-desoxi-5-fluorouridina; FAUMP: fluorodesoxiuridina
monofosfato; FUTP: fluorouridina 5'-trifosfato; 5-FUH2: 5-fluoro-5,6-dihidrouracilo
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A capecitabina é frequentemente administrada em vez do 5-fluoruracilo gracas a sua
biodisponibilidade. A sua atividade clinica é equivalente ao 5-fluoruracilo-leucovorina
no cancro colorretal. Atualmente estd autorizada em diversas situag@es tais como em
monoterapia de primeira linha no cancro colorretal metastatico, no tratamento adjuvante
do cancro do célon, no tratamento do cancro gastrico avancado como primeira linha e
em combinacdo com a quimioterapia a base de sais de platina e no tratamento do cancro
da mama localmente avancado ou metastadtico em combinacdo com o docetaxel. A
associacao 5-fluoruracilo-leucovorina-irinotecano é uma boa opcéo no que diz respeito

a sobrevida da progressao e a toxicidade (Lansiaux, 2011; Silvestris et al., 2010).

2.3.3. Citarabina

A citarabina (citosina arabinosido, ara-C) (Cytosar®) é um analogo da 2'-desoxicitidina
(Figura 33). Ha varios anos que confere o tratamento padrdo para LLA, LMA e certos
linfomas (NHL, linfoma de grandes células e linfoma de Burkitt), sendo o composto

mais importante na remissdo da LMA (Hardman e Limbird, 2005d; Rang et al., 2008a).

OH

Figura 33. Estrutura da citarabina (Lansiaux, 2011).

A citarabina penetra nas celulas por transportadores, por difusdo simples ou por

transporte ativo, e seguidamente ocorre a formacgéo sucessiva de citosina monofosfato
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(por acdo da desoxicitidina cinase), citosina difosfato (por acdo da desoxicitidina
monofosfato cinase) e citosina trifosfato (pela nucledsido difosfato cinase) (Figura 34)
(Lansiaux, 2011).
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Figura 34. Via de ativacao e desintoxicacao da citarabina (adaptado de Lansiaux,
2011).

ara-CTP: citosina arabinosido 5'-trifosfato; ara-U: uracilo arabinosido

A inibicdo da DNA polimerase pela citosina arabinosido-5'-trifosfato (ara-CTP) e a
inibicdo da transformacéo da citidina em desoxicitidina conferem atividade citotdxica a
citarabina. A citarabina incorpora-se no DNA e retarda o alongamento da sua cadeia
com uma falha de ligacdo dos fragmentos de DNA sintetizados de novo e interfere com
a reparacdo enzimatica do DNA, inibindo as polimerase a e B (Lansiaux, 2011; Makin,
2013).

Existem diversos processos que podem conduzir a uma resisténcia a citarabina. Esta
resisténcia pode ser devida a mudangas nos niveis enzimaticos (citidina desaminase e

desoxicitidina 5'-monofosfato desaminase) e alteracfes na afinidade da ara-CTP para a
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DNA polimerase. Contudo, a delecdo da desoxicitidina-cinase devido a intervenientes
no processo de degradacdo da citarabina e um aumento do reservatorio intracelular de
desoxicitidina 5'-trifosfato (dCTP), que atua por competicdo com a ara-CTP, séo
também fatores de resisténcia (Lansiaux, 2011).

Os efeitos adversos descritos passam por nauseas, vomitos e perturbacdes na medula

0ssea e no trato gastrointestinal (Rang et al., 2008a).

2.3.4. Gemcitabina

A gemcitabina (2'-desoxi-2, 2'-difluorocitidina) (Gemzar®) ¢ um analogo do ara-C
(Figura 35) e um inibidor da sintese do DNA e dos desoxirribonucleétidos. E um pro-
farmaco da citarabina de ativacdo intracelular que, por acdo de desoxicitidina cinases
gera anabolitos ativos fosforilados responsaveis pela citotoxicidade do processo. E um
analogo estrutural da desoxicitidina com dois atomos de flGor substituidos na posi¢édo 2',
sendo um dos mais importantes analogos da citidina com propriedades farmacoldgicas
diferentes (Lansiaux, 2011; Mini et al., 2006).

NH,
N =

%\

O N

CH,OH
o)

OH F

Figura 35. Estrutura da gemcitabina (Lansiaux, 2011).
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A gemcitabina e a citarabina partilham a estrutura, mecanismos de agdo e vias
metabolicas. Intracelularmente sofre varias fosforilagbes catalisadas por diversas
cinases. Inicialmente pela acdo da dCK, a gemcitabina é convertida a gemcitabina
monofosfato (inibidora da TS) e seguidamente a gemcitabina difosfato pela acdo da
pirimidina nucledsido monofosfato cinase, ndo sendo conhecida a enzima responsavel
pela conversdo a gemcitabina trifosfato (a nucledsido difosfato cinase € uma
possibilidade para esta fosforilagdo). A incorporacdo da sua forma trifosfatada no DNA
resulta num alongamento inicial de uma unidade de desoxinucledtido e numa
interrupcao da polimerizacéo, o que leva a nao atuacdo da DNA polimerase, inibindo a
sintese do DNA (Figura 36). A gemcitabina trifosfato causa também uma inibicdo da
RR, responsavel pela formagdo de desoxinuclettidos na sintese do DNA, de modo que
uma diminuicdo da dCTP e da desoxiadenosina 5'-trifosfato (dATP) sdo responsaveis

pela radiossensibilizacdo (Cavalcante e Monteiro, 2014; Lansiaux, 2011).
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s
DNA polimerase
drdcTP
Figura 36. Metabolismo celular da gemcitabina (adaptado de Cavalcante e Monteiro,
2014).

hNT: transporatdores nucledsidos humanos; dFdC: gemcitabina; dFdCMP: gemcitabina monofosfato;
dFdCDP: gemcitabina difosfato; dFdCTP: gemcitabina trifosfato
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Existem algumas diferencas entre a gemcitabina e a citarabina. Ao contrario da
citarabina, a gemcitabina apresenta um largo espetro de atividade e diversos alvos
intracelulares. Os seus compostos trifosfatados sdo muito mais estaveis, a
permeabilidade & membrana celular € muito mais elevada e a acumulagéo intracelular
do composto trifosfatado ¢ 20 vezes mais elevado. Estas diferencas induzem uma
inibicdo prolongada da sintese do DNA, sendo a concentracdo um fator determinante
(Lansiaux, 2011; Mini et al., 2006).

A gemcitabina é administrada isoladamente na terapia do cancro pancreatico sendo um
tratamento pilar nesta neoplasia. Esta também indicada em combinagdo com a cisplatina
no tratamento do NSCLC em estado avancado ou com metastases, no tratamento do
cancro da bexiga e no cancro da cabeca e do pescoco; em combinacdo com a
carboplatina no tratamento do cancro do ovério local avancado ou metastético; e em
combinacdo com o paclitaxel no cancro da mama metastatico. A gemcitabina nédo
apresenta muitas reacdes adversas, evidenciando-se uma mielotoxicidade branda e um

sindrome semelhante a gripe (Lansiaux, 2011; Mini et al., 2006; Rang et al., 2008a).

2.4. Agentes Desmetilantes

2.4.1. Azacitidina e Decitabina

A azacitidina (Vidaza®) e a decitabina (Dacogen®) (Figura 37) sdo também
antimetabolitos analogos de pirimidina, nomeadamente da citarabina. Estes apresentam
um novo mecanismo de acdo utilizado no tratamento do sindrome mielodisplésico,
também evidenciando eficdcia clinica no tratamento da leucemia mielomonocitica

cronica e na LMA (Derissen et al., 2013; Lansiaux, 2011).
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Figura 37. Estruturas da (a) azacitidina e da (b) decitabina (Derissen et al., 2013).

Estes compostos desmetilantes sdo considerados os farmacos mais avancados na terapia
epigenética do cancro. Possuem a capacidade de reverter a hipermetilacdo induzida pelo
silenciamento de genes supressores de tumores, restaurando as funcbes celulares

normais (Derissen et al., 2013; Stresemann e Lyko, 2008).

Uma vez situados no meio intracelular, sdo convertidos em monofosfatos, difosfatos e
trifosfatos, reacdes catalisadas pela uridina cinase e citidina cinase (para a azacitidina) e
pela desoxicitidina cinase (para a decitabina). Apos convertidos no seu metabolito ativo,
tornam-se substratos para a replicagdo do DNA e impedem a reacdo de metilacdo do
DNA (Derissen et al., 2013; Stresemann e Lyko, 2008).

Depois de incorporados no DNA inibem a DNA metiltransferase (enzima responsavel
pela metilacdo da citosina), o que impede 0s genes responsaveis pelo crescimento e
diferenciacdo celular de finalizarem a sua funcdo. Desta metilacdo podem surgir células
hematopoiéticas (Lansiaux, 2011).
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I11. Antivirais

Tal como nos anticancerigenos, os analogos de nucledtidos e de nucledsidos
desempenham um papel importante no tratamento de doencas antivirais, nomeadamente
no HIV, HSV e HCV. Ao longo do tempo assistiu-se a um crescimento do numero de
moléculas antivirais, principalmente devido ao aparecimento do HIV. Contudo, devido
a mutacOes virais resistentes, esta terapia pode apresentar falhas na resposta aos
tratamentos (Hardman e Limbird, 2005a; Macchi e Mastino, 2002; Palasz e Ciez, 2015).

3.1. Antirretrovirais

Em relacdo ao HIV existem vérias classes de antivirais, entre as quais os NRTIs como a
zidovudina, estavudina, lamivudina, abacavir, emtricitabina e didanosina, e inibidores
nucleotidos da transcriptase reversa (NtRTIs) como o tenofovir. Tanto os NRTIs como
0s NtRTIs apresentam como alvo a RT do HIV. Para tal, & necessario que ocorram
fosforilagdes. Estas sdo catalisadas por cinases celulares, responsaveis pela eficacia
terapéutica dos antivirais (De Clercq, 2009; Menéndez-Arias, 2008).

As duas classes apresentam efeitos secundarios comuns, tais como disturbios
gastrointestinais, efeitos muasculos esqueléticos e dermatoldgicos, disturbios sanguineos

e metabdlicos e distarbios a nivel do sistema nervoso central (Rang et al., 2008b).

Visto que o HIV é uma doenca que carece de um tratamento urgente, existe a
necessidade de criar e desenvolver novas moléculas antivirais para a sua cura.
(Menéndez-Arias, 2008).
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3.1.1. Inibidores nucleésidos da transcriptase reversa (NRTIS)

Os NRTIs para exercerem atividade antiviral inibitéria precisam de sofrer fosforilacGes
pelas cinases celulares hospedeiras de modo a formarem os analogos desoxinucledsidos
trifosfatados (ANTP), 5'-monofosfato, 5'-difosfato e 5'-trifosfato, sendo apenas ativos na

sua forma trifosfatada (De Clercq, 2005a).

Os NRTIs apresentam uma estrutura parecida com os analogos de purinas e pirimidinas
e sdo metabolizados a analogos dos dNTP enddgenos durante a sintese do DNA (Cihlar
e Ray, 2010; Esposito et al., 2012).

Dentro do grupo dos analogos nucleosidos de pirimidinas encontram-se 0s analogos de
timidina que incluem a zidovudina (3'-azido-2',3'-didesoxitimidina) e a estavudina (2',3'-
didihidro-2',3'-didesoxitimidina), e os analogos da citosina que incluem a lamivudina ((-
)-2',3'-didesoxi-3'-tiacitidina) e a emtricitabina ((-)-2',3'-didesoxi-5-fluoro-3'-tiacitidina)
(Esposito et al., 2012).

Do grupo dos analogos nucledsidos das purinas encontram-se o abacavir ((IS-4R)-4-[2-
amino-6 (ciclopropilamino-9Hpurina-9yl]-2-ciclopentano-I-metanol) como analogo
nucledsido da guanosina e a didanosina (2',3'-dideoxiinosina) como analogo nucleésido
da adenina (Esposito et al., 2012).

Seguidamente os NRTIs atuam na RT, sendo incorporados no DNA viral apds
competicdo com os dNTP enddgenos. A RT é catalisada por uma DNA polimerase
dependente do RNA. Esta enzima tem a capacidade de retrotranscrever o genoma viral
do RNA de cadeia simples em DNA proviral de cadeia dupla. Assim, os NRTIs tém a
capacidade de bloquear a sintese do DNA devido a falta do grupo 3'-hidroxilo. No caso
do HIV, apos este processo, 0 DNA viral de cadeia dupla é posteriormente veiculado
para 0 nucleo da célula hospedeira e introduzido no cromossoma hospedeiro pela
integrase, uma proteina codificada pelo virus (Cihlar e Ray, 2010; De Clercq, 2009; De
Clercq, E., 2010; Esposito et al., 2012).
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Os NRTIs atuam de duas maneiras diferentes para a ligacdo ao sitio ativo da RT
polimerase, como substratos alternativos ou como inibidores competitivos do substrato
normal dNTP apds a sua fosforilagdo nas células. Quando atua como substrato
alternativo, a forma ativa 5'-trifosfato é incorporada na cadeia do DNA terminando a
polimerizacdo deste. Ao atuar como inibidor competitivo, o 5'-trifosfato inibe a
incorporacdo do substrato normal durante o crescimento da cadeia do DNA (De Clercq,
2009; De Clercq, 2010).

As cinases responsaveis pelas fosforilagbes destes compostos sdo a dCK citosolica,
timidina cinase 1 (TK1), dGK mitocondrial e timidina cinase 2 (TK2), enzimas

envolvidas na sintese de recuperacao de nucledsidos enddgenos (Cihlar e Ray, 2010).

As 5'-nucleotidases sdo um grupo de enzimas muito diversificadas que substituem a
acdo das cinases nucleosidicas na fosforilagdo dos nucledsidos monofosfato. As cinases
de nucledsidos monofosfato, como a timidina cinase (TK) e outras, sdo responsaveis
pela adicdo do segundo grupo fosfato aos nucledsidos andlogos de monofosfato. A fase
final da terceira fosforilagdo dos NRTIs é catalisada por vérias enzimas formando os
respetivos analogos de trifosfato com atividade antiviral (Cihlar e Ray, 2010).

O uso a longo prazo de qualquer composto desta familia pode causar efeitos adversos
toxicos tais como neuropatia, pancreatite, lipodistrofia e acidose latica (Menéndez-
Arias, 2008).

3.1.1.1. Zidovudina

A zidovudina (Retrovir®) (Figura 38) foi o primeiro composto antiviral na préatica
clinica a ser comercializado devido as suas propriedades inibitdrias, quer a nivel da
infecdo quer do efeito citopatico. Esta aprovado para tratamento do HIV desde 1987 e
devido ao seu aparecimento, a classe dos analogos nucledsidos tem sido usada para o

tratamento de infeces causadas pelo HIV (De Clercq, 2009; Menéndez-Arias, 2008).
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Figura 38. Estrutura da zidovudina (Esposito et al., 2012).

A zidovudina, ou azidotimidina, € um analogo da timidina ativo contra o virus da
imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) e o virus da imunodeficiéncia humana do
tipo 2 (HIV-2) que efetua o transporte para as células por difusdo passiva, sendo
posteriormente fosforilado a sua forma ativa trifosfatada por cinases celulares,
permitindo inibir o alongamento da cadeia do DNA, por inibi¢cdo da RT ao incorporar-
se na cadeia do DNA (Cihlar e Ray, 2010; Hardman e Limbird, 2005b; Macchi e
Mastino, 2002).

A TK é responsavel pela fosforilacdo deste composto em zidovudina monofosfato. A
sua conversao a sua forma difosfatada é realizada pela timidilato difosfato cinase e a
nucledsido difosfato cinase é responsavel pela conversdao da zidovudina a forma
trifosfatada (Figura 39) (Macchi e Mastino, 2002; Menéndez-Arias, 2008).
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Figura 39. Mecanismo de acdo da zidovudina (adaptado de De Clercq, 2009).

AZT: zidovudina; AZT-MP: zidovudina monofosfato; AZT-DP: zidovudina difosfato; AZT-TP:
zidovudina trifosfato; dThd: timidina cinase mitocondrial; dTMP: desoxitimidina 5'-monofosfato; NDP:

nucledsido difosfato; DNA: acido desoxirribonucleico; RNA: &cido ribonucleico

A zidovudina é usada em combinacdo com outros compostos antivirais e em
monoterapia, mas podem ser verificadas resisténcias associadas a mutagdes nos coddes
da RT, sendo diminuta a sua eficacia com o uso ao longo do tempo. O seu uso é
justificado em profissionais de satude em quimioprofilaxia quando expostos ao HIV e
em casos de prevencdo da transmissdo pré-natal do HIV. Os seus efeitos benéficos
passam por reducdo das irregularidades neuroldgicas na infecdo pelo HIV (mielopatia,
encefalopatias, entre outras) e pelo aumento na contagem de linfécitos CD4*. Porém
podem originar cefaleias, anorexia, insénia, mialgia, fadiga ou ainda anemia (Hardman
e Limbird, 2005b; Macchi e Mastino, 2002; Rang et al., 2008b).
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3.1.1.2. Estavudina

A estavudina (Zerit®) (Figura 40) é um analogo da timidina que esta indicada em casos
de infecdo por HIV avangado em combinagdo com outros agentes NRTIs (De Clercq,
2001; Macchi e Mastino, 2002).

Figura 40. Estrutura da estavudina (Esposito et al., 2012).

A estavudina penetra nas células por difusdo passiva, sendo fosforilada a estavudina 5'-
trifosfato pela TK e inserida no extremo 3' da cadeia do DNA viral como estavudina 5'-
monofosfato. Assim, atua como finalizador da cadeia do DNA por inibicdo da RT do
HIV ao competir com a 2'-desoxitimidina-5'-trifosfato celular (De Clercq, 2001,
Hardman e Limbird, 2005b).

A estavudina apresenta atividade contra o HIV-1 e HIV-2 em combinagdo com outros
agentes antirretrovirais mas pode apresentar como efeitos secundarios acidose latica e

neuropatia periférica (Hardman e Limbird, 2005b).

3.1.1.3. Lamivudina

A lamivudina (Epivir®) (Figura 41) & um anélogo da citidina que, apos competir pela
incorporacdo no DNA viral, atua como finalizador da cadeia do DNA. Para tal, tem de

estar fosforilado (Fung et al., 2011).
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Figura 41. Estrutura da lamivudina (Esposito et al., 2012).

A lamivudina, para além de ser ativa contra o HIV, foi o primeiro composto antiviral a
ser introduzido contra 0 HBV, o que deu inicio a uma evolugdo de compostos antivirais
para doentes cronicos desta patologia. A lamivudina consegue suprimir a replicacao
viral e, é usada em doentes com hepatite B crénica (CHB) com exacerbacao aguda, por

evitar descompensacdo hepatica (Chen et al., 2014; De Clercq, 2001; Kim et al., 2012).

O seu mecanismo de acdo assemelha-se em tudo ao da estavudina, com a excecao que
para além de ter como alvo a RT do HIV tem a RT do HBV (De Clercq, 2001).

Apesar de exibir menor eficdcia que a zidovudina e a didanosina, a lamivudina
apresenta menos efeitos toxicos para a célula hospedeira e menos complicac@es a nivel
da descompensacdo hepatica e de carcinomas hepatocelulares. Um ano de tratamento
com este composto permite obter uma remissao virolégica em doentes crénicos com
hepatite B (Fung et al., 2011; Pipilli et al., 2013; Macchi e Mastino, 2002).

3.1.1.4. Abacavir

O abacavir (Ziagen®) (Figura 42) é um analogo da guanosina. Compete com o substrato
natural dGTP e incorpora-se no DNA viral, permitindo inibir a atividade da RT do HIV-

1. Consegue inibir o alongamento da cadeia do DNA devido a falta do segmento 3'-
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hidroxilo no abacavir que evita a formacédo da ligacdo fosfodiester 3'-5' na cadeia do
DNA (Macchi e Mastino, 2002; Rang et al., 2008b).
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Figura 42. Estrutura do abacavir (Esposito et al., 2012).

O abacavir € 0 mais eficaz da classe dos NRTIs e consegue ser convertido em
didesoxiadenosina trifosfato e carbovir trifosfato devido a alteragdes que ocorrem na
estrutura quimica do anel purinico (Menéndez-Arias, 2008; Rang et al., 2008b).

E ativo no tratamento do HIV em combinagio com outros agentes antirretrovirais, quer
em adultos quer em criangas. Os seus efeitos adversos passam por distlrbios
gastrointestinais e neuroldgicos, tais como cefaleias e insoénias (Hardman e Limbird,
2005b).

3.1.1.5. Emtricitabina

A emtricitabina (Emtriva®) (Figura 43) é um nucledsido analogo da citidina. E o
composto mais recente desta classe aprovado desde 2003 pela FDA, sendo ativo contra
0 HIV e HBV (Cihlar e Ray, 2010; De Clercq, 2001).
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Figura 43. Estrutura da emtricitabina (Esposito et al., 2012).

A sua conversdo na forma difosfatada é catalisada pela desoxicitidina cinase e
desoxicitosina monofosfato cinase e a conversdo na forma trifosfatada é catalisada por
cinases nucledsidos difosfatadas. Possui capacidade para inibir competitivamente a RT
do HIV, finalizando a cadeia de DNA, diminuindo a carga viral do HIV no organismo
(Menéndez-Arias, 2008).

A emtricitabina € usualmente administrada na mesma forma farmacéutica com outro
antirretroviral, o tenofovir, sob o nome comercial de Truvada®, na profilaxia da
transmissdo sexual por HIV. Pode apresentar como efeitos adversos distarbios
gastrointestinais, diarreia, cefaleias, erupcfes cutaneas, alteracdes no figado e pancreas,

anemia entre outros (De Clercq, 2012).

3.1.1.6. Didanosina

A didanosina (Videx®) (Figura 44) é um anadlogo da desoxiadenosina (Rang et al.
2008b).
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Figura 44. Estrutura da didanosina (De Clercg, 2001)

Para exercer a sua acdo, a didanosina sofre metabolizacao intracelular para a sua forma
ativa, didesoxiadenosina 5'-trifosfato (ddATP), inibindo a RT do HIV, competindo com
a dATP enddgena pela incorporacdo no DNA viral. Atua assim como finalizador da
cadeia de DNA viral ao incorporar-se no segmento 3' da cadeia do DNA viral (De
Clercq, 2001; Hardman e Limbird, 2005b).

A didanosina é utilizada em estados avancados de infecdo por HIV e em combinacédo
com outros compostos anti-HIV. Apresenta como efeitos adversos pancreatite e
neuropatia e ainda comummente diarreia associada aos tampdes usados nas preparacoes
(Hardman e Limbird, 2005b; Macchi e Mastino, 2002).

3.1.2. Inibidores nucleétidos da transcriptase reversa (NtRTIs)

Ao contrario do que acontece com o grupo anterior, 0s NtRTIs apenas precisam de duas
fosforilagbes para serem convertidos na sua forma ativa, uma vez que apresentam um

grupo fosfonato resistente a hidrolise (De Clercq, 2009; Esposito et al., 2012).

Este grupo age também como um finalizador da sintese do DNA, uma vez que séo

incorporados no DNA viral apo6s a sua fosforilagdo por enzimas celulares, servindo
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como substrato alternativo. A este grupo apenas pertence o tenofovir (Esposito et al.,
2012).

3.1.2.1. Tenofovir

O tenofovir (Viread®) (Figura 45) tem como pro-farmaco o tenofovir disoproxil
fumarato (Figura 46), atravessando mais facilmente as membranas das células alvo, o
que aumenta a sua biodisponibilidade (De Clercq, 2009; Esposito et al., 2012;
Menéndez-Arias, 2008).
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Figura 45. Estrutura do tenofovir (Esposito et al., 2012).
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Figura 46. Estrutura do tenofovir disoproxil fumarato (Palazzolo et al., 2012).
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O tenofovir € um derivado aciclico que apresenta capacidade supressora na replicacdo
do HBV e esta aprovado para o tratamento da CHB desde 2008. Compete com o
substrato natural desoxiadenosina 5'-trifosfato, atuando como finalizador de cadeia
quando inserido na DNA polimerase do HBV. E usado como primeira linha devido a
baixa resisténcia ao farmaco (Chen et al., 2014; Enomoto et al., 2013; Fung, et al.,
2011).

Este composto ndo sofre monofosforilagdo por conter um grupo fosfato, e assim apenas
é metabolizado em derivados fosfatados. Ambas as fosforilagdes sdo catalisadas pela

adenosina monofosfato (AMP) cinase (Figura 47) (Menéndez-Arias, 2008).
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Figura 47. Mecanismo de agéo do tenofovir (adaptado de De Clercq, 2009).

PRPP: 5-Fosforibosil-1-pirofosfato; PR: 5-Fosforibosil; AMP: adenosina 5'-monofosfato; DNA: acido

desoxirribonucleico; RNA: acido ribonucleico
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No tratamento do HBV pode ser usado em combinacdo com outros farmacos antivirais.
Pode ser administrado diariamente em combinacdo com a emtricitabina num dnico
comprimido, Truvada®, para o tratamento do HIV e prevencao da transmisséo sexual
do HIV (De Clercq, 2012).

3.2. Ndo antirretrovirais

Os anélogos nucleosidos e nucle6tidos para o tratamento da CHB atuam a nivel da HBV
polimerase mediante trés formas distintas, por inibicdo direta, por ligacdo competitiva
aos substratos enddgenos ou por incorporacdo no DNA viral como finalizadores da
cadeia do DNA. A HBV polimerase possui RNA e DNA dependentes da DNA
polimerase, necessarias para a replicacdo viral. A terapia com estes compostos para o
HBV tém como objetivo melhorar a histologia do figado por reducéo da inflamacéo e da
fibrose, prevenir a cirrose, a descompensacdo hepética e o carcinoma hepatocelular
(Fung et al., 2011).

Relativamente ao tratamento do HSV, apesar dos compostos atuarem em vias
metabdlicas diferentes, apresentam um mecanismo de acdo semelhante, o de inibir a

DNA polimerase evitando a sintese do DNA viral (James e Prichard, 2014).

3.2.1. Aciclovir

O aciclovir (Aciclovax®, Cicloviral®, Zovirax®) (Figura 48) é um analogo aciclico da
guanosina com uma acdo antiviral no grupo dos virus herpes. E bastante eficaz no
tratamento do HSV e do virus da Varicela Zoster, continuando a ser um dos pilares no
tratamento destes. Porém, é também ativo contra outros elementos pertencentes ao
grupo dos virus herpes, os virus Epstein-Barr e citomegalovirus, apesar de nao ser tdo
potente como no tratamento dos virus acima mencionados (De Clercg, 2012; Hardman e
Limbird, 2005b; Piret e Boivin, 2011; Wéjtowicz-Rajchel, 2012).
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Figura 48. Estrutura do aciclovir (Hardman e Limbird, 2005b).

Nas células infetadas o aciclovir é transformado em aciclovir monofosfato pela acdo da
TK. Posteriormente, pela acdo da GMP cinase € transformado num composto
difosfatado, o aciclovir difosfato e por fim a sua forma ativa trifosfatada, o aciclovir
trifosfato por um nucledsido difosfato cinase. O aciclovir trifosfato tem a capacidade de
atuar como finalizador da cadeia da sintese do DNA viral ao inibir competitivamente
com a DNA polimerase viral (Figura 49) (James e Prichard, 2014; Piret e Boivin, 2011;
Wechmann et al., 2015).
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Figura 49. Mecanismo de acdo do aciclovir (adaptado de De Clercq, 2004).

ACV: aciclovir; ACV-MP: aciclovir monofosfato; ACV-DP: aciclovir difosfato; ACV-TP: aciclovir
trifosfato; HSV-1 TK: timidina cinase do virus herpes simplex 1; GMP: guanosina 5'-monofosfato;

NDP: nucleésido difosfato cinase; DNA: acido desoxirribonucleico
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Apesar do aciclovir ser um composto que raramente apresenta resisténcias, alteracdes a
nivel da TK podem impedir que o aciclovir sofra as fosforilagbes necessarias para a sua
atividade. Este fendmeno pode acontecer devido a TK estar ausente ou ser parcialmente
produzida, a alteracdes da especificidade do seu substrato ou ainda alteracGes a nivel da
DNA polimerase viral, sendo a deficiéncia na sua atividade o mecanismo de resisténcia
mais comum (Hardman e Limbird, 2005b; James e Prichard, 2014; Miwa et al., 2005).

O aciclovir pode apresentar como efeitos adversos insuficiéncia renal, neurotoxicidade,

distdrbios gastrointestinais e cefaleias (Hardman e Limbird, 2005b).

3.2.2. Valaciclovir

O valaciclovir (Valavir®) (Figura 50) é um pré-farmaco do aciclovir, nomeadamente
um éster que permitiu ultrapassar os problemas de solubilidade e administracdo do
aciclovir (De Clercq, 2012).

HN | N\>
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LONOWCHS
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Figura 50. Estrutura do valaciclovir (Jadhav et al., 2007).

Assim, o valaciclovir pode ser administrado sob a forma de gotas oculares e em

pequenos volumes como injetaveis intramusculares e subcutaneos, tendo substituido o
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aciclovir no tratamento de infecdes provocados pelo HSV e pelo virus da Varicela
Zdbster gracas a sua biodisponibilidade oral. A biodisponibilidade ¢ 70% mais elevada
do que quando administrado o préprio aciclovir devido a transportadores peptidicos no
intestino humano (De Clercq, 2012; Hardman e Limbird, 2005b; Jadhav et al., 2007).

O mecanismo de acdo do valaciclovir é igual ao do aciclovir. E mais eficaz que o
aciclovir no virus do herpes Zoster e esta também aprovado pela FDA para tratamento
do HSV e do virus da Varicela Zdster. E também ativo no tratamento do herpes genital
e pode ainda erradicar o virus Epstein-Barr (De Clercq, 2001; De Clercq, 2012).

3.2.3. Ganciclovir

O ganciclovir (Cymevene®, Virgan®, Vitrasert®) (Figura 51) é um analogo aciclico da
guanosina usado no tratamento do citomegalovirus (De Clercg, 2005b; Rang et al.,
2008b).

O
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Figura 51. Estrutura do ganciclovir (Hardman e Limbird, 2005b).

A monofosforilacdo ¢é catalisada pela TK induzida pelo virus, enquanto que a
difosforilacdo e a trifosforilagdo sdo catalisadas por enzimas celulares (Figura 52).
Depois de fosfoforilado a sua forma ativa inibe a sintese da DNA polimerase viral apos
competicdo com o trifosfato da guanosina pela incorporacdo no DNA viral (De Clercq,
2001; Hardman e Limbird, 2005b; Rang et al., 2008Db).
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DNA Viral

Figura 52. Mecanismo de agdo do ganciclovir (adaptado de Deville-Bonne et al., 2010).

dT: desoxitimidina; dTMP: desoxitimidina 5'-monofosfato; dTDP: desoxitimidina 5'-difosfato; dTTP:
desoxitimidina 5'-trifosfato; DNA: acido desoxirribonucleico

Assim como o aciclovir, o ganciclovir é um composto que apresenta baixa toxicidade na
célula hospedeira (Wojtowicz-Rajchel, 2012).

3.2.4. Entecavir

O entecavir (Baraclude®) (Figura 53) é um analogo nucleésido da desoxiguanosina,
ativo contra 0 HBV mas também usado globalmente no tratamento de doentes com
CHB devido a supressdo do DNA do HBV e a baixa resisténcia genotipica. O entecavir
é recomendado como primeira linha pela Associagdo Americana do Estudo das
Doencas do Figado e pela Associacdo Europeia do Estudo do Figado (Kim et al.,
2012).
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Figura 53. Estrutura do entecavir (De Clercq, 2001).

O metabolito 5'-trifosfato é o responsavel pela inibicdo da DNA polimerase do HBV por
competicdo com a desoxiguanosina trifosfato. Por conter um grupo 3'-hidroxilo na
metade da parte ativa do entecavir, ndo atua obrigatoriamente como finalizador da
cadeia do DNA, permitindo que diversos nucle6tidos sejam incorporados na cadeia
antes da sua finalizagdo. Ao inibir a replicacdo viral permite que, nas lesdes histoldgicas
do figado, as transaminases sejam normalizadas e melhoradas em doentes com CHB
(Fung et al., 2011; Pipilli et al., 2013).;

O entecavir apresenta uma boa administracdo oral, com um bom perfil de seguranca,
tolerabilidade, eficacia e acdo anti viral, sendo mais eficaz a reduzir a replicacdo do
DNA viral que a lamivudina. Por ser necessario uma combinacao de trés mutaces, este

composto apresenta baixa resisténcia (Fung et al., 2011; Pipilli et al., 2013).

3.2.5. Vidarabina

A vidarabina (Vira-A®) é um analogo nucledsido da adenosina (Figura 54) usado no
tratamento de viroses causadas pelo virus da Varicela Zdster e pelo HSV (Seifert,
2014).
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Figura 54. Estrutura da vidarabina (Seifert, 2014).

A vidarabina atua por inibicdo da sintese do DNA viral na sua forma ativa trifosfatada
pela acdo de cinases celulares, finalizando a cadeia do DNA por inibigdo da DNA
polimerase viral (Miwa et al., 2005; Seifert, 2014).

Uma das vantagens relativamente ao aciclovir ¢ a capacidade de atuar na DNA
polimerase viral e apresentar sensibilidade face aos dois tipos de mutacbes da DNA
polimerase ao qual o aciclovir é resistente. Contudo, é mais toxico que o aciclovir e por

iSs0, € apenas usado em queratite herpética (Miwa et al., 2005; Seifert, 2014).

3.2.6. Ribavirina

A ribavirina (Rebetol®) (Figura 55) € um analogo da guanosina que inibe a sintese do
RNA viral (Antonelli e Turriziani, 2012).

OH N

CH CH

Figura 55. Estrutura da ribavirina (LookForDiagnosis, 2015).
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A ribavirina é o Unico composto usado em monoterapia ou em combinagdo com outros

agentes antivirais, interferdo-a ou interferdo-o peguilado, para o tratamento do virus da
hepatite C cronica (CHC) (Choi et al., 2010).

Dentro das células é convertida nas trés formas fosforiladas sendo a forma trifosfatada a
forma ativa que, por acdo de uma RNA polimerase viral, € incorporada numa cadeia de
RNA viral. A sua atividade é exercida pela inibi¢cdo da IMP desidrogenase (Choi et al.,
2010).

3.2.7. Clevudina

A clevudina (Revovir®) (Figura 56) é um analogo da timidina, com uma boa resposta
viroldgica no virus da CHB positivos para o antigénio da hepatite B (AgHBe) e

negativos para o AgHBe (Fung et al., 2011).

Figura 56. Estrutura da clevudina (Fung et al., 2011).

A clevudina tem atividade antiviral quando fosforilado ao seu metabolito ativo
trifosfatado, tendo como alvo a DNA polimerase do HBV, a transcriptase reversa e 0

DNA circular covalentemente fechado (Fung et al., 2011).

Um dos seus efeitos adversos é a miopatia e toxicidade mitocondrial (Fung et al., 2011;
Kimetal., 2012).

64



Compostos que interferem no metabolismo dos purina- e pirimidina-nucledtidos: Utilizagdo como
agentes terapéuticos

1. Conclusao

Os diversos tipos de neoplasias e algumas doencas virais sdo consideradas doengas
emergentes pelo numero crescente de casos verificados, numero de mortes e
repercussdes na qualidade de vida, carecendo de um tratamento célere e totalmente
eficaz. Assim, a ciéncia tem caminhado no sentido de desenvolver e sintetizar novos

compostos que permitam combater estas patologias.

Os compostos que atuam no metabolismo dos purina- e pirimidina-nucle6tidos tém sido
pilares no tratamento destas enfermidades, uma vez que tém mostrado um perfil

farmacoldgico eficiente e seguro na pratica clinica.

Na ultima década assistiu-se a um aumento significativo do nimero destes compostos.
Nos anticancerigenos pelo nimero de mortes causadas e nos antivirais como resposta a

infecdo pelo HIV.

Estes sdo analogos enddgenos de nucleétidos ou de nucledsidos que tém como funcéo
interferir na sintese do DNA e/ ou do RNA, permitindo inibir o crescimento das células
cancerigenas ou inibir a replicacdo viral. Existem varias classes de compostos, sendo
cada uma delas mais adequada quer ao tipo de neoplasia (antifolatos, analogos de
purinas, analogos de pirimidinas e agentes desmetilantes) quer ao tipo de infecdo viral
(antirretrovirais, inibidores nucledsidos da transcriptase reversa, inibidores nucleétidos

da transcriptase reversa e ndo antirretrovirais).

Em suma, tudo indica que pela evolucdo das tecnologias associadas a medicina, surgirdo
terapias mais satisfatorias e eficazes comparativamente as ja existentes, com novos
compostos com propriedades farmacocinéticas melhoradas, maior poténcia e perfis de

toxicidade mais reduzidos.
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