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RESUMO

NUNES, P. S. G. Sintese de novas quinazolinas para tratamento de tumores
sob hipdxia e nitroimidazol para diagnéstico por PET. 2018. 187 f. Tese.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

O tumor sob hipOxia apresenta resisténcia a terapia antitumoral convencional por
diferentes mecanismos. O uso de meétodos diagndsticos moleculares nédo
invasivos, como imagem por PET, permite a identificacdo de tumores sob hipoxia
e auxilia no delineamento da estratégia terapéutica mais adequada. Atualmente,
diversas pesquisas tém demonstrado alternativas ao tratamento de tumores sob
hipoxia, explorando caracteristicas como, potencial redutor do tumor e inibigéo
de mecanismos de adaptacao celular para a sobrevivéncia sob essa condicao.
Assim, neste trabalho foi realizada a sintese e avaliac&o in vivo de novo derivado
2-nitroimidazol, contendo o grupo hidrofilico zwiteribnico amoniometil-
trifluoroborato (AMBF3), *F-AmBFs-bu-2NI, com potencial para geracdo de
imagens de tumores sob hipéxia. O composto AmBFs-bu-2NI foi facilmente
preparado em 4 etapas sintéticas. A marcagdo com *8F foi realizada via reacéo
de troca isotopica ¥F-°F e ¥F-AmBFs-bu-2NI foi obtido em 14,8 + 0,4% de
rendimento radioquimico (n = 3) com decaimento corrigido, 24,5 + 5,2 GBg/umol
de atividade especifica e >99% de pureza radioquimica. Estudos de imagem e
biodistribuicdo ex vivo em camundongos, portando tumores HT-29,
demonstraram que 8F-AmBF3-bu-2NI possui rapido clearance do sangue, com
excrecao pelas vias hepatobiliar e renal. No entanto, o tumor nao foi visualizado
em imagens de PET até 3 h pds-injecao devido a baixa captacédo tumoral (0,54
+ 0,13 e 0,19 + 0,04% Al/lg em 1 e 3 h pés-injecdo, respectivamente), devido a
ndo difusdo de ®F-AmBFs-bu-2NI através da membrana celular.
Adicionalmente, compostos quinazolinicos com potencial aplicacdo em
diagndstico foram também sintetizados contendo unidades biorredutives, nitro-
benzil e nitro-imidazol, além de grupo fluoroetil, inicialmente contendo °F (frio),
como padrdo analitico para a sintese do radiotracador. Entretanto, devido a
formacdo de produtos volateis durante a radiossintese da unidade 2-
[*8F]fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato (34*), para incorporacdo no anel
quinazolinico, a obtencdo do radiotracador e os correspondentes estudos de
biodistribuicdo e imagem né&o foram realizados. Em paralelo ao trabalho anterior,
foi realizada a sintese de um conjunto de 12 compostos aminotriazolil-
quinazolinicos com potencial atividade antitumoral, via reacdo de cicloadicao
CuAAC. Inicialmente todos derivados quinazolinicos obtidos no trabalho para
aplicac@o no diagnéstico foram testados em uma série de linhagens de células
tumorais sob condi¢cdes de normoxia e hipoxia (MDA-MB-231, SKBR3, BT474,
PC3, MKN45, U251, U87, MIA PaCa-2, Skmel37, e A549, na concentracdo de
10 pM), empregando cisplatina como referéncia. Neste estudo, apenas 0s
derivados contendo grupo nitro-benzil-triazélico 61 e 63, apresentaram cerca de
50% de inibicdo de células MKN45 em normoxia e 40% em células SKBR3 sob
hipoxia, respectivamente. Na sequéncia, os 12 derivados aminotriazolil-
quinazolinicos foram submetidos a avaliacdo da citotoxicidade in vitro sob as
linhagens de células tumorais de mama (MDA-MB-231, SKBR3, BT474, na
concentracéo de 30 uM), empregado os controles positivos Erlotinib e Lapatinib.



Apenas o derivado contendo a funcéo ftalimida 9, ndo substituido nas posicoes
C-6 e C-7 do anel quinazolinico, apresentou cerca de 60% de inibicdo de células
SKBR3 em hipoxia. Paralelamente, os derivados aminotriazolil-quinazolinicos
foram submetidos a avaliacdo de triagem da atividade inibitoria frente as
quinases HER2, EGFR e PERK, na concentracdo de 10 yM. Todavia, ndo houve
inibicdo significativa nas enzimas avaliadas na concentracdo testada. Novos
ensaios estdo em andamento a fim de determinar a capacidade dos compostos
atuarem como inibidores do crescimento de outras linhagens de células
tumorais.

Palavras-chave: 1. Hipdxia tumoral, 2. Tomografia de Emissdo de Pdsitron, 3.
Sintese Organica, 4. AMBF3, 5. Quinazolinas, 6. 2-nitroimidazol.



1.INTRODUCAO




1.1 Cancer: Caracteristicas gerais

Cancer € um termo utilizado para denominar um conjunto de mais de 100
doencas, no qual células anormais ou que sofreram muta¢des apresentam uma
capacidade de replicacao intermitente (NCI, 2018). As alteracbes celulares
levam ao comprometimento de tecidos adjacentes e também podem atingir
outros tecidos, através da circulagdo sanguinea e/ou sistema linfatico pelo
processo de metastase (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

O céncer origina-se de alteracdes genéticas ou epigenéticas resultantes
de fatores externos ou internos. Os fatores externos sao classificados em fatores
fisicos, quimicos e biologicos tal como exposicdo a radiacdo ionizante, gases
toxicos e infecgbes virais, enquanto os internos referem-se a mutacdes herdadas
(NCI, 2018; FLAVAHAN; GASKELL e BERNSTEIN, 2017). As mutacfes mais
relevantes na progressdo do cancer tendem a afetar trés tipos principais de
genes: proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes de reparo de DNA
(NCI, 2018).

As principais caracteristicas comuns a maioria dos canceres, descritas em
maiores detalhes por Douglas Hanahan e Robert A. Weinberg (2011),
correspondem a: resisténcia a morte celular, inducdo de angiogénese, ativacao
de invasdo e metastase, imortalidade replicativa, evasao da resposta imune,
evasdo de supressores tumorais, sinal de proliferacdo continua e desregulacéo
energética celular.

O método diagnéstico padrao-ouro de neoplasias sélidas é a biépsia, que
€ realizada por meio de andlise histolégica guiada por imuno-histoquimica com
a avaliacdo de caracteristicas morfologicas e da capacidade de invasao. Porém
outras técnicas menos invasivas tém demonstrado alta relevancia no auxilio do
diagnéstico, tais como dosagem de biomarcadores sanguineos (Figura 1) e
exames de imagem. O uso dessas técnicas torna possivel o acompanhamento
da progresséo dos tumores e a identificacdo de marcadores moleculares para
direcionar o tratamento mais adequado (WEBER; HABERKORN e MIER, 2015).
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Figura 1. Exemplo de biomarcadores sanguineos de tumores. Figura adaptada de
https://tdlpathology.com/media/15854/tdl tumourmarkers.jpg
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Tomography) e tomografia de emissdo de positron (PET, do inglés: Positron
Emission Tomography), permitem a obtencdo de informacdes anatdmicas e
funcionais auxiliando na realiza¢do da biopsia e no monitoramento do tratamento
oncolégico. Assim, estas ferramentas atuam de forma complementar ao

diagnoéstico e permitem a obtencdo de dados que auxiliam nas abordagens

tomografia computadorizada (CT, do

terapéuticas (WEISSLEDER e PITTET, 2008).
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Devido as proprias caracteristicas do cancer, como instabilidade
gendmica, o0 mesmo tipo de tumor pode apresentar caracteristicas diversificadas
dentre elas mutacdes ou microambientes hipoxicos, 0s quais resultam em
respostas diferentes a um determinado tratamento. Por exemplo, as mutacfes
ativadoras do gene KRAS resultam em ativacéo constitutiva de KRAS, portanto
independente da regulagao normal pelo receptor do fator de crescimento epitelial
(EGFR, do inglés: epidermal grow factor receptor). Os canceres de colon com
esta mutacao tornam-se resistentes a farmacos que inibem sua progressao via
mecanismos anti-EGFR (MISALE et al., 2012).

Desta forma, a obtencdo de métodos diagndsticos moleculares que
permitam a identificacdo de caracteristicas tumorais, como estagio, origem
tecidual e mutacdes presentes, auxilia no delineamento da estratégia terapéutica
com a escolha de uma abordagem farmacolégica mais adequada. Sendo assim,
o desenvolvimento de ferramentas para a diferenciacao/estratificacdo tumoral se

torna tdo importante quanto a obtencdo de novos farmacos para o tratamento.

1.2 Hip6xia e Cancer

A hipdxia ou tenséo baixa de oxigénio, abaixo do valor basal do érgao ou
tecido, € uma condicdo causada pela diminuicdo do aporte sanguineo para a
uma determinada regido do organismo (MUZ et al., 2015). Essa condic&o pode
surgir em tumores soélidos em resposta a alta proliferacdo celular, juntamente
com a presenca de uma vascularizacéo ineficiente (EALES; HOLLINSHEAD e
TENNANT, 2016).

Mesmo na presenca de oxigénio, a célula cancerigena ndo o utiliza para
obtencdo de energia. Apesar de ser energeticamente desfavoravel, o ATP é
obtido preferencialmente por meio da glicolise aerdbica, fenébmeno este definido
como efeito Warburg (WARBURG,1956). No entanto, a hip6xia tumoral é
responsavel por diferentes alteracfes na biologia do tumor, que contribuem tanto
com a sobrevida quanto com a agressividade do cancer (WILSON e HAY, 2011).

No tumor, a hipdxia seleciona células que expressem genes capazes de
favorecer: sobrevivéncia apés hipdxia seguida de reoxigenagédo, como mutagdes

TP53, (GRAEBER et al.,1996); mudancas na expressao génica que suprimem a



apoptose (ERLER et al., 2004) e permitem suportar a autofagia (ROUSCHOP et
al., 2010); e alteracdes anabdlicas no metabolismo central (CAIRNS et al., 2011).

Além disso, a hipdxia colabora com a metastase tumoral estimulando a
angiogénese tumoral e promovendo a invasao celular, ainda suprimi a resposta
imunoldgica e aumenta a sinalizagdo mediada por receptores de tirosina quinase
(SEMENZA, 2000; YOTNDA et al., 2010; CHANG et al., 2011; PENNACCHIETTI
et al.,, 2003; WANG e OHH, 2010; WILSON e HAY, 2011). Adicionalmente, o
aumento da geracgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive
oxygen species) (GUZY et al., 2005) e a downregulation das vias de reparo de
DNA (BRISTOW et al., 2008), presentes nas células em hipoxia, contribuem para
a perda da estabilidade genémica.

As alteracdes causadas pela hipoxia conferem resisténcia a varias
abordagens terapéuticas empregadas na terapia antitumoral convencional do
cancer, como a radioterapia e antitumorais, por diferentes mecanismos (Tabela
1) (WILSON e HAY, 2011). Devido a estas caracteristicas, a hipoxia esta
correlacionada com um mau prognoéstico em tumores solidos tais como relatado
no carcinoma de colo do Utero, sarcomas e canceres de cabeca e pescoco
(FYLES et al., 2002; BRIZEL et al., 1997; NORDSMARK et al.,, 2005;
NORDSMARK et al., 2001; LIN e MAITY, 2015).



Tabela 1. Mecanismos de resisténcia dos farmacos antitumorais devido a presenca de

hipoxia.
Efeito da . A
hinoxia Mecanismo Agentes Exemplo Referéncia
p afetados
Requer um
aumento de 2-3-
Falta de Radiacédo lonizante \éizrzzligagg > (GRAY et al,
oxidacao do Falha na inducgéo & ara mo(r;te 1953)
DNA por de quebras no Eelular
radicais livres DNA equivalente
por Oz q '
Antibidticos que Bleomicina (TEICHER et
quebram DNA al., 1981)
. . (CHAN et al.,
Parada do ciclo Reparar antes da Fa_rm_acos, _ . 2010)
celular na fase roaressa r guimioterapicos 5-fluorouracila
Glou G2 progressao para ciclo-seletivos
afase SouM
Distancia da Exposicdo ao Farmacos que se (ZI(?(;I;E etal,
vasculatura farmaco ligam Taxanas )
(indireta) compromissada extensivamente em
células tumorais
Acidificacéo N Farmacos basicos Doxorubicina (GERWECK et
extracelular Menor absorgéo al., 1999)

(indireta)

Resisténcia a

Selecao genética

(GRAEBER et

de mutantes Varios --

apoptose P53 al.,1996)

- Mutagéneses RICE et

In:r:gzli'cd;de (BINDRA et al., Vérios Metotrexato ;I 1986)

9 2005) )

Supressao de Downregulation Agentes que ) (BINDRA et al.,

reparo ao DNA  da MMR* metilam o DNA 2007)
:Express?odde Substratos de b bici (COMERFORD
Ar\aBréspora O'€S  transportadores oxorubicina et al., 2002)

Estabilizacéo ABC

do HIF-1
Downregulation Qg ?i?;ejud?aq;: o Etoposida (WIRTHNER et
de NHEJ* DNA P P al., 2008)

*MMR, reparo de incompatibilidade de DNA (MMR, do inglés: DNA mismatch repair); ** NHEJ,
unido de extremidade ndao-homologa (NHEJ, do inglés: Non-homologous end joining). Fonte:
Adaptado de WILSON e HAY, 2011.

As abordagens terapéuticas que exploram caracteristicas presentes em

tumores sob hipdxia estéo sobre intenso desenvolvimento com varios compostos



atualmente em ensaios clinicos (GUISE et al., 2014). Entre as estratégias mais
estudadas, estd o desenvolvimento de pré-farmacos biorredutiveis, que explora
o ambiente redutor que surge durante a hipoxia. Nesta abordagem sao utilizados
compostos contendo fungBes nitro-arométicos, hidroquinonas, N-Oxidos
heteroaromaticos e N-6xidos alifaticos e metais de transicdo, como cobalto e
cobre (Figura 2), os quais sdo alvos de diferentes redutases intracelulares
(CHEN e HU, 2009).
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Figura 2. Pré-farmacos biorredutores estudados para seletividade em tumores sob
hipéxia (Adaptado de WILSON e HAY, 2003).

Nas células em condi¢cdes de normoxia esses compostos sao reduzidos a
intermediarios, geralmente por reducdo monoeletrdnica, que sdo prontamente
reoxidados pelo oxigénio molecular. Por outro lado, em células sob hipéxia apés
0s compostos sofrerem reducao, normalmente ndo ha re-oxidacao efetiva devido
a baixa concentracao de oxigénio. Assim, a reducao prossegue até a geracao de
espécies citotoxicas ou liberacdo de compostos ativos (Figura 3) (ABRANTES
et al., 2009; FAILES e HAMBLEY, 2006).
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Figura 3. Mecanismo de ativagao biorredutiva do inibidor de tirosina quinase EGFR
TH-4000. Adaptado de Phillips, 2016.

Outras estratégias exploram mecanismos de resposta a hipdéxia: inibicao
da via do fator induzido por hipdxia-1 (HIF-1, do inglés: hypoxia-inducible factor
1), resposta a proteinas mal enoveladas (UPR, do inglés: unfolded protein
response) e da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR, do inglés:
mammalian target of rapamycin) (WILSON e HAY, 2003).

1.3 Mecanismos de resposta celular a hipdxia

Na auséncia de oxigénio a principal via responsavel pela sobrevivéncia da
célula tumoral € a via HIF-1. O HIF-1 € uma proteina heterodimérica constituida
por duas subunidades o HIF-1qa, regulada por oxigénio, e uma subunidade de
HIF-18, constitutivamente expressa, presentes no citoplasma e nucleo,
respectivamente. Sob condicbes de normoédxia, a subunidade HIF-1la sofre
degradacdo proteossomal apés hidroxilacdo por prolil hidroxilases (PHD), que
requerem oxigénio como cofator, e ligacdo ao complexo E3-ubiquitina ligase von
Hippel-Lindau (VHL) (SEMENZA, 2011) (Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Respostas da via HIF-1 sob condictes de hipdxia e normédxia. Elementos de
resposta a hipoxia (HREs, do inglés: Hypoxia Response Elements). P300/CBP: fatores
de transcricao.

Em condicdo de hipodxia, a hidroxilagdo do HIF-1a é reduzida resultando em
acumulo e dimerizagdo com o HIF-1B3, que leva a formacdo do HIF-1. O
heterodimero HIF-1 liga-se ao DNA, recruta proteinas coativadoras e ativa a
transcricdo de mais de 30 genes, que codificam proteinas envolvidas na
sobrevivéncia celular, angiogénese, reprogramacdo metabdlica, imortalizacéo,
resisténcia a radiacdo e quimioterapia, invasdo e metastase (Figuras 4 e 5)
(VAUPEL e HARRISON, 2004). Embora alteracdes na via HIF-1 também tenham
sido relatadas de forma independente da hipdxia, essa via € considerada uma
das mais importantes na adaptacdo da célula tumoral a hipéxia (SEMENZA,
2011).
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Figura 5. Esquema simplificado da participagéo das vias de adaptacéo da célula
tumoral a hipéxia. Adaptado de WOUTERS e KORITZINSKY, 2008.
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A via HIF-1 tem sido explorada para o desenvolvimento de novos
compostos para o tratamento do cancer através de diferentes mecanismos: i)
PT2385 inibe a dimerizacdo HIF-1a, atualmente em fase clinica |
(NCT02293980); ii) os analogos da geldamicina 17-AAG (tanespimicina) e 17-
DMAG (alvespimicina) promovem a degradacao da HIF1a independente da VHL
ao inibirem a chaperona Hsp90 (do inglés: Heat shock protein 90); e iii) 2ZME2
inibe a sintese do HIF-1a, suprimindo a sua atividade de transcricdo (Figura 6)
(YU e TANG, 2017).

PT2385 17-AAG

17-DMAG

Figura 6. Compostos que atuam sobre a via HIF-1.

A hipoxia severa leva ao aumento dos niveis de proteinas desdobradas
no reticulo endoplasmatico ativando a via UPR, que é responsavel por coordenar
a capacidade de uma célula de responder ao estresse do reticulo
endoplasmatico (RE). O oxigénio atua como aceptor de elétrons terminal
preferencial no processo de enovelamento de proteinas no RE, assim a falta de
oxigénio é uma das causas da elevacédo de proteinas desenoveladas. De forma
geral, a via UPR atua ap0s o estresse do RE ativar os sensores de stress ATF6,
IRE1 e PERK, que resultam na producédo dos fatores de transcricdo ATF6 (N),
XBP1 e ATF4, respectivamente. Estes fatores sdo responséaveis pela ativacao
de genes para restabelecer a homeostase pela supressdo da sintese ou
estimulacdo da degradagdo de proteinas no RE, e ativacdo da apoptose e
autofagia (WALTER e RON, 2011) (Figura 5).

O uso de inibidores de ATF6, IRE1, PERK e proteossomais levam ao
aumento do estresse no RE, por exemplo, o bortezomibe (Figura 7), e podem

ser empregados no tratamento dos tumores sob hipdxia, por meio da inibicdo da
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via da UPR impedindo que as células tumorais se adaptem neste processo de
hipoxia (Figura 5) (WILSON e HAY, 2003).

Outra via de crescente relevancia corresponde a via mTOR, que atua
como reguladora da energia celular e do status nutricional. Na hipoxia, a
atividade da quinase mTOR do complexo 1 (nTORC1) é restrita por multiplos
mecanismos, resultando na supressao da sintese proteica em uma extensao que
depende da severidade e duracdo da hipoxia. A restricdo da mTORCL1 leva a
traducdo seletiva de um subconjunto especifico de mMRNA, o qual esta incluido o
MRNA que traduz HIFla e o fator de crescimento endotelial e vascular A
(VEGFA, do inglés: Vascular Endothelial Growth Factor A) (Figura 5)
(WOUTERS e KORITZINSKY, 2008).

A modulacdo da mTORCL1 devido a presenca da hipdxia leva a inibicao
do crescimento do tumor, que pode ser uma resposta adaptativa frente as
limitacbes energéticas favorecendo a sobrevida de células hipdxicas e
dificultando prever as consequéncias de sua inibicdo. No entanto, pesquisas
realizadas com a rapamicina, um inibidor de mTORC1, e WYE 125132, inibidor
da quinase de mTOR, (Figura 7) apresentaram bons resultados em células sob
hipoxia ao exercerem efeitos antiproliferativos seletivos e bloquearem o acumulo
de HIF1q, respectivamente (YU et al., 2010; PENCREACH et al., 2009).

O
N\ N
(J
N

Bortezomibe Rapamicina WYE 125132
Figura 7. Inibidor proteossomal Bortezomibe e Inibidores da mTOR rapamicina e
WYE125132.

1.4 Quinases e relevancia na hipéxia

As quinases séo enzimas gque transferem grupos fosfato de moléculas de
ATP para substratos especificos, por meio de uma reacédo de fosforilacéo

(Figura 8). Os alvos mais conhecidos de quinases sao os alcoois de residuos de
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serina e treonina, e o grupo fenol de residuos de tirosina, presentes em
proteinas. A fosforilacdo destes residuos de aminoacidos por quinases promove
uma alteracdo significativa na proteina alvo, devido a insercdo de um grupo
volumoso contendo oxigénios carregados negativamente, em pH fisioldgico.
Portanto, as quinases ativam ou desativam enzimas apds promover mudancas
em sua estrutura terciaria, que irdo causar a exposi¢cao ou fechamento do sitio

ativo da enzima.
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Figura 8. Exemplo de reacao de fosforilagdo promovida por uma proteina quinase em
um residuo de serina. ADP: adenosina difosfato.

Em geral, os inibidores de quinases atuam no sitio de ligacdo do ATP. De
acordo com o modo de ligacdo os inibidores sédo divididos em reversivel ou
irreversivel. Os inibidores irreversiveis ligam-se covalentemente aos residuos de
cisteina proximos ao sitio de ligacado do ATP. Enquanto os inibidores reversiveis
tém diferentes modos de ligacdo sendo classificados em quatro tipos I-1V, de
acordo com a conformacao da cavidade de ligacdo e de uma sequéncia de
aminoacidos denominada DFG (Aspartato (D), Fenilalanina (F) e Glicina (G)),
que controla o acesso do sitio ativo.

Os inibidores do tipo | ligam-se a forma ativa das quinases, e competem
com o ATP pelo sitio ativo. Os inibidores do tipo Il ligam-se a forma inativa das
quinases, assim atuam em cavidades especificas adjacentes ao sitio de ligacdo
do ATP. Os inibidores do tipo Il ligam-se as cavidades alostéricas proximas ao
sitio de ATP, porém sem possuir nenhuma interagdo com o sitio de ligacdo do
ATP. Por fim, os inibidores do tipo IV atuam em sitios alostéricos localizados
distante da cavidade de ligacdo do ATP (WU, NIELSEN e CLAUSEN, 2015)
(Figura 9).
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Figura 9. Caracteristicas de Inibidores de quinases. A. Representagdo dos tipos de
inibidores de quinases. B. Exemplos de inibidores de quinases, afatinibe, inibidor
irreversivel de da quinase EGFR; erlotinibe, inibidor do tipo | da proteina quinase EGFR,;
imatinibe, inibidor do tipo Il da tirosina quinase ABL (Abelson proto-oncogene); TAK-
733, inibidor do tipo Il da proteina quinase MEK (Proteino-quinases ativadas por
mitdégenos); e GNF-2, inibidor do tipo IV o qual estabiliza a Bcr-Abl. Adaptado de WU,
NIELSEN e CLAUSEN, 2015.

As quinases estéo envolvidas em diferentes estagios de adaptacao celular
do cancer a ambientes de baixa oxigenacdo e participam de eventos chaves
durante a hipdxia, sendo assim, é evidente que sua regulacdo promova
relevantes resultados no tratamento antitumoral. Na literatura, existem relatos de
que inibidores das quinases mTORC1, EGFR, PIM (do inglés: Proviral Integration
site for Moloney murine leukemia virus), ataxia-telangiectasia mutada (ATM) e
Checkpoint 1 (CHK1), promovem a morte de células tumorais sob hipéxia por
diferentes mecanismos (MIN et al., 2016; PORE et al., 2006, KARNTHALER-
BENBAKKA et al., 2016; KARNTHALER-BENBAKKA et al., 2014; HASVOLD et
al., 2013; WARFEL et al., 2016; CAZARES-KORNER et al., 2013; PHILLIPS,
2016).

Embora a inibicdo da quinase CHK1 tenha sido identificada como uma
terapia promissora para tumores sob hipoxia a inibicdo de CHK1 tem potencial
de induzir instabilidade genémica e contribui para a tumorigénese por afetar a

replicacdo normal e causar danos no DNA. Desta forma o grupo de pesquisa de
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Stuart J. Conway (CAZARES-KORNER et al., 2013) obteve um proé-farmaco
biorredutivel, que apds ativacédo sob hipoxia libera seletivamente um inibidor das
quinases CHKZ1/Aurora A, via uma reacdo espontanea de eliminacdo 1,6,
protegendo o tecido normal da instabilidade genémica induzida pela terapia
(Figura 10).
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Figura 10. Mecanismo do inibidor de CHK1 CH-01 ativado por hipoxia.

Inibidores da tirosina quinase EGRF que atuam na hip6xia ao induzir a
sintese de fatores de crescimento (EGF e VEGF), dependente e independente
da via HIF1 (PORE et al., 2006), tem sido latenciados para ativacdo apos
biorreducdo em tumores sob hipoxia levando a obtencédo do composto TH4000
atualmente em estudos clinicos (Figura 3) e outros derivados como | e Il (Figura
11) (PHILLIPS, 2016).
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Figura 11. Pro-farmacos ativados sob hipoxia para a inibicdo da EGFR e CHK1.

1.5 Diagnostico da hipdéxia tumoral

Atualmente, existem diversas técnicas disponiveis para obter um valor
absoluto ou relativo do estado de oxigenagdo dos tumores. Em uma revisao
recentemente, publicada por Amarnath Challapalli, Laurence Carroll e Eric O.
Aboagye (2017), séo apresentadas as vantagens e desvantagens de cada
técnica questionando diferentes aspectos do microambiente hipdxico e
fornecendo informacgdes sobre a hipoxia em diferentes locais. Os eletrodos de
oxigénio (Eppendorf probes), considerados atualmente como padrdo ouro, e
amostragem por OxyLite (técnica que emprega fibra O6tica) medem
predominantemente a hipoxia intersticial. Os marcadores extrinsecos, como PET
e SPECT (do inglés: Single Photon Emission Computed Tomograph),
caracterizam a hipdxia intracelular, sendo que estes dois Ultimos permitem a
quantificacdo e obtencdo de dados em escala macroscépica em regides
tumorais. As técnicas de imagem por ressonancia magnética, BOLD (do inglés:
Blood oxygendependent level) e fracdo Oxy-R, permitem a avaliacdo da
oxigenagdo sanguinea, enquanto o0os métodos indiretos de adaptagdes
moleculares induzidos por hipdxia, expressdo de GLUT1 e CA9, também tém
sido utilizados como marcadores de oxigenacao tumoral (CHALLAPALLI;
CARROLL e ABOAGYE, 2017).
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1.5.1 Identificacdo da hipoxia tumoral por PET

PET é uma ferramenta que possibilita a visualizacdo e quantificacdo de
processos celulares e moleculares de forma néo invasiva com a obtencéo de
imagens, a partir de radiofarmacos/radiotracadores contendo radionuclideos
emissores de positrons, utilizados em concentragbes picomolar. De maneira
geral, esses radionuclideos ao decair emitem particulas de pdsitrons (B+),
antielétron, os quais, ap0s encontrarem com um elétron préximo, sofrem uma
reacao de aniquilacdo e emitem radiacdo gama, que por sua vez é capitada e
traduzida em imagem, demonstrando a localizacdo do radiotracador apds
biodistribuicéo in vivo (WEISSLEDER et al., 2010).

Devido a possibilidade de rastrear a localizacdo da molécula marcada e
avaliar sua cinética in vivo, PET tem demonstrado ampla aplicacdo na pratica
clinica, pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. A técnica PET usando
farmacos antitumorais marcados (Figura 12), possibilita a realizacdo de
tratamentos personalizados com indicacdo da presenca e expressao de
determinado alvo, sua possivel interacdo com o farmaco e a cinética da ligacéo
do composto in vivo. Por outro lado, quando aplicado na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos, PET permite obtencdo de informacdes
sobre toxicidade, capacidade de transpor a barreira hematoencefalica e indicar
a presenca de mecanismos de resisténcia, por meio da observacao das imagens

de captacdo do composto in vivo (SLOBBE et al., 2012).
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Figura 12. Alguns exemplos de farmacos inibidores de tirosina quinase (EGFR) marcados
com radionuclideos emissores de poésitron *'C e 8F (SLOBBE et al., 2012).
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Apesar de existir uma vasta lista de radionuclideos emissores de poésitron
(WEISSLEDER et al., 2010), as caracteristicas intrinsecas de tumores sob
hipéxia requerem que radionuclideos empregados para marcacao da hipoxia
tumoral apresentem tempo de meia-vida que permitam longos periodos de
avaliagdo/biodistribuicdo, geralmente até de 4 h. Assim, atualmente tém sido
explorados os radionuclideos *8F, %4Cu, %8Ga, 1?4, os quais possuem 109,7 min,
12,7 h, 68 min, 4,176 dias de tempo de meia vida, respectivamente (WUEST e
WUEST, 2013).

De forma semelhante ao tratamento, os marcadores exdégenos contendo
84Cu e 8F, empregados para a identificacdo da hipdéxia por PET, exploram o
potencial redutor de ambientes hipéxicos. Alguns exemplos séo o [%*Cu]Cu-
ATSM, contendo o radionuclideo %4Cu, e derivados nitroimidazélicos [*8F]JFMISO,
[8F]HX4, [®F]EF5, [*®F]FAZA e [*¥F]FETNIM (Figura 13). Desta forma, sob
condicbes de hipoxia os radiofarmacos, contendo o grupo 2-nitroimidazol
biorredutivel, acumula-se no ambiente intracelular devido a ocorréncia
sequencial da redugcdo do grupo nitro, presente no anel, a grupos nitroso,
hidroxiamina e amina por enzimas nitroredutases (Figura 14), levando a
formacdo de espécies reativas que sao covalentemente ligadas a proteinas
intracelulares. Em contrapartida, na presenca de oxigénio, o radical anion do
grupo nitro é re-oxidado e permite sua saida da célula para posterior excrecdo
(LOPCI et al., 2014).
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Figura 13. Radiofarmacos utilizados para geracdo de imagens hipdxia tumoral com
PET. AbreviacGes: [*®F]JFMISO: *®F-fluoromisonidazol; [*®F]EF5: 8F-2-2-(nitro-1 [H]-
imidazol-1-il)-N-(2,2,3,3,3-pentafluoropropilo)-acetamida; [8F]FAZA: 18F-
Fluoroazomicinarabinofuranosideo; [*®F]FETNIM: [*8F]fluoroeritronitroimidazol;
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[*8F]HX4: 18F-3-fluoro-2-(4-((2-nitro-1H-imidazol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-
1-ol; [**Cu]Cu-ATSM: Cobre (Cu)-diacetil-bis (N4-metiltiosemicarbazona) (WUEST e

WUEST, 2013).
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Figura 14. Mecanismos de retencédo do derivado [*F]FMISO em células em hipoxia.

Adaptada de WUEST e WUEST (2013).

Primeiramente relatado pelo grupo de Welch em 1986, o derivado de 2-

nitroimidazol [*F]FMISO (Figura 13) ainda é considerado o tragador padrédo-

ouro para imagens de hipéxia empregando PET (JERABEK et al., 1986).

No entanto, o [*®F]JFMISO é excretado lentamente do sangue e tecidos

normais e, portanto, as imagens sao normalmente adquiridas em até 4 h apos a
injecdo (ABOLMAALI et al., 2011). O clearance lento do [*F]JFMISO dos tecidos

também leva a um menor contraste de fundo para o tumor.

Consequentemente, uma baixa razao tumor-para-fundo (1,2-1,4) é usada

como corte para identificar a presenca de hipoxia (RASEY et al., 1996.; LEE et

al., 2008). A otimizacéo farmacocinética levou a descoberta de novos tracadores,
incluindo FAZA e HX4 marcados com *®F (Figura 13) (PIERT et al., 2005;
DUBOIS et al., 2011). Esses novos tracadores foram projetados para obtencao

de uma depuracao/clearance mais rapida dos tecidos de fundo, melhorar o

contraste entre tumor e o fundo e possibilitar a geracdo de imagens com menor

tempo de aquisicao.

1.6 Justificativa

A preparacéo de derivado biorredutor de 2-nitroimidazol, para o diagnostico

da hipdxia tumoral por PET, deve explorar novo radiotracador que apresente

menor tempo para a aquisicdo de imagem e maior facilidade sintética. Assim, a

recente descricdo do método de marcagéo por meio de reacao de troca isotdpica
de 8F-1F em 1 etapa (LIU et al., 2015; LIU et al., 2014), empregando um

derivado contendo funcéo trifluorborato, tornou-se atrativa, considerando que o

precursor trifluorborato, necessario para geragdo do produto marcado, também
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atua como padrao nédo radioativo para os devidos fins analiticos. Adicionalmente,
a funcdo AmBF3 é um zwitterion e a incorporacdo da por¢ao zwitterion num
marcador aumentaria a hidrofilicidade total da molécula resultante e poderia
facilitar sua eliminacdo do sangue e dos tecidos de fundo. Portanto, neste
estudo, foi investigado o derivado de AmBF3 de 2-nitroimidazol (Figura 15) que
poderia ser marcado com *¥F em 1 etapa, via reacdo de troca isotopica 18F-1°F.

18F

Oz'j\ \N/ L F
N\//,’\l/\/\/@v@\lz

18F_AmBF3-bu-2NI

Figura 15. Derivado de AmBF; de 2-nitroimidazol proposto *F-AmBFs-bu-2NI.

Com base na importancia da marcacdo de moléculas com 8F para
obtencdo de compostos com finalidade diagnéstica por PET e na utilizacdo de
unidades biorredutiveis para direcionamento e retencéo de radiomarcadores em
tumores em hipoOxia, no presente trabalho foi explorando a inclusédo do fluor, via
insercdo da unidade etileno flior e a avaliacdo de diferentes unidades
biorredutiveis introduzidas em um esqueleto comum de quinazolina. As unidades
biorredutiveis, como: (i) derivado p-nitro-benzilico, com decomposi¢cdo via
eliminacao 1,6 ou (ii) nitroimidazol, degradado a subprodutos polares e reativos,
atuariam promovendo a liberacao e retencéo de quinazolina marcada no interior
da célula tumoral sob hipoxia (BOLTON e MCCLELLAND, 1989; KIZAKA-
KONDOH e KONSE-NAGASAWA, 2009; HALL e WILKINSON, 2012) (Figura
16).

Radionuclideo /\J/ \/©/
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6
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=2

Figura 16. Estrutura geral da cadeia de quinazolina com substituintes em C-4, C-6 e C-
7, contendo o grupo biorredutor 2-([4-nitrobenziljoxi)etanamina em C-4 e fluoroetil em
C-6.
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Desta forma, a evidente contribuicdo das quinazolinas como estrutura base
de compostos com propriedades antitumorais, observados em inibidores de
quinases, nos levou nao apenas ao desenvolvimento de novos compostos para
o diagnostico da hipoxia tumoral por imagem por PET, mas também a
preparacao de derivados quinazolinicos com potencial atividade antitumoral.

Neste contexto, um novo perfil estrutural para inibicdo de quinases,
relevantes no tratamento da hipoxia tumoral foi explorado substituindo o grupo
anilina, presente na posicao C-4 do anel quinazolina dos farmacos inibidores de
quinases, por grupo 4-aminometileno-1,2,3-triazo6lico, como possivel bioiséstero
(Figura 17). A auséncia de um padrao estrutural estabelecido para a inibicdo da
quinase PERK e a versatilidade da reacdo de cicloadi¢do catalisada por cobre
() (CuAAC, do inglés: Copper(l)-catalyzed Alkyne-Azide Cycloaddition),
conhecida como estratégia de “Click Chemistry”, para obtencdo de anéis
triazélicos 1,4-dissubstituidos, podem justificar as modificacdes propostas na

Figura 17.
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Figura 17. Série de novos derivados 4-aminoquinazolina sintetizados.
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Nestes estudos, a identificacdo de compostos quinazolinicos capazes de
promover a morte de células tumorais sob hipoxia, via inibicdo da quinase PERK
e a marcacao destes compostos com radionuclideos emissores de pdésitron
poderao fornecer uma ferramenta para a diferenciacao/estratificacéo tumoral por

PET e identificag&o da hipoxia tumoral de forma indireta.
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5. CONCLUSAO
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A sintese e avaliacdo de novo derivado 2-nitroimidazol, contendo o grupo
hidrofilico zwiterionico amoéniometil-trifluoroborato (AMBF3), 18F-AmBFs-bu-2Nl,
com potencial para geragdo de imagens de tumores em hipoxia, assim como a
obtencéo de derivados quinazolinicos para o tratamento e diagnostico por PET
de tumores sob hipdxia foram adequadamente desenvolvidas no Canada e
Brasil, respectivamente.

O composto AmBF3-bu-2NI foi sintetizado com sucesso em 4 etapas de
sintese como intermediario e padréo frio, a partir do reagente 2-nitroimidazol
comercial, e este foi convertido no correspondente derivado radiotracador 8F-
AmBFs-bu-2NI em uma etapa de radiossintese com a reacdo de troca isotépica
BE-19F em bom rendimento radioquimico e atividade especifica. Estudos de
imagem e biodistribuicdo ex vivo demonstraram farmacocinética favoravel com
rapido clearance/depuracéo de 6rgaos/tecidos de fundo. No entanto, a captacéo
tumoral e o contraste tumoral com a radiacdo de fundo foram insatisfatérios
devido, possivelmente, a presenca da unidade hidrofilica AmBFs. Desta forma,
como perspectivas do trabalho, outros radiotracadores poderédo ser explorados
para adequada penetracao e retencdo em células tumorais sob hipdxia para, de
fato, alcancar os alvos intracelulares relacionados a nitro-redutases.

Visando a obtencdo de compostos quinazolinicos para o diagnostico,
foram obtidos os intermediarios de quinazolinonas chave, necessarios para a
obtencao dos padrdes frios, contendo °F e como precursor para a radiossintese
do radiotracadores para tumores sob hipdxia. A sintese de cada bloco foi
realizada em quatro etapas a partir do acido 4,5-dimetoxi-2-nitrobenzdico, o qual
foi submetido a desmetilagéo seletiva na posi¢cao C-5 e posterior funcionazilagao
com a cadeia de etileno flGor, para obtencédo do padrédo '°F (frio, 18) ou grupo
protetor benzil, para obtencdo do radiotracador com 18F (intermediario 32),
seguido de reacdo de ciclizacdo redutiva na presenca de cloreto de indio. A
quinazolinona 18, contendo unidade fluoretileno, foi empregada na obtencao de
derivados aminoquinazolinicos 54 (contendo grupo nitro-benzilico) e 65
(contendo grupo 2-nitroimidazol), com os compostos biorredutiveis previamente
sintetizados 37 (nitro-benzilico) e 38 (2-nitroimidazol), via substituicdo nucleofilica
aromatica ativada por fosfonio. A mesma abordagem foi empregada,

adequadamente, para obtencéo do precursor da radiomarcagao 53, a partir da
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quinazolinona 32 e a unidade biorredutivel 37. Para etapa final de obtencao do
radiotracador para diagnostico de tumores sob hipoxia foi avaliada a obtencao
do 2-[*®F]fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato (34*), entretanto, devido a formacéo
de subprodutos volateis, ndo foi possivel, ainda, realizar a radiossintese.

Com relacdo a obtencdo de compostos quinazolinicos com atividade
antitumoral, uma série de 12 derivados aminotriazolil-quinazolinicos 1 a 12 foi
sintetizada com sucesso, usando a reacdo de CuAAC, via acoplamento de
alcinos e derivados azidos. Desta forma, todos o0s compostos
aminoquinazolinicos obtidos no trabalho, tanto para diagnéstico quanto
tratamento, foram avaliados em relacdo a atividade antitumoral. Inicialmente,
foram avaliados os derivados propostos para o diagndéstico 52-54, 65, 61 e 63
em ensaios de viabilidade de diversas células tumorais sob condicdo de hipoxia
e norméxia (MDA-MB-231, SKBR3, BT474, PC3, MKN45, U251, U87, MIA PaCa-
2, Skmel37, e A549, usando cisplatina como referéncia). No entanto, a atividade
observada foi moderada, uma vez que apenas os derivados contendo grupo
nitro-benziltriazélico 61 e 63, apresentaram, na concentracao de 10 uM, cerca
de 50% de inibicdo de células MKN45 em normoxia e 40% em células SKBR3
sob hipéxia, respectivamente.

Em contrapartida, a série de aminotriazolil-quinazolinas proposta para o
tratamento, 1-12, foi avaliada em ensaios antitumorais contra linhagens de
células tumorais de mama (MDA-MB-231, SKBR3, BT474, na concentracdo de
30 uM), empregado os farmacos de referéncia Erlotinib e Lapatinib. Desta série,
apenas o derivado contendo a funcéo ftalimida 9, ndo substituido nas posicdes
C-6 e C-7, apresentou cerca de 60% de inibicdo de células SKBR3 em hipoxia.
Paralelamente, a estes ensaios antitumorais, os derivados aminotriazolil-
quinazolinicos foram também submetidos a avaliacdo de triagem da atividade
inibitoria frente as quinases HER2, EGFR e PERK, na concentracdo de 10 uM.
Novos ensaios serdo realizados afim de avaliar a citotoxicidade dos derivados

aminoquinazolinicos frente a outras linhagens de células tumorais.
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