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RESUMO

Os gliucidos sdo considerados a classe de moléculas organicas mais abundante na
natureza. Quase todos 0s organismos vivos sintetizam e/ou metabolizam glucidos.
Durante muitos anos &cidos nucleicos, proteinas e lipidos foram o principal foco de
atencdo pelos investigadores, provavelmente pelo fato de os glicidos serem bastante
complexos e ndo estarem codificados no genoma. No entanto recentemente a area da

glicobiologia tem- se expandido de forma consideravel.

A glicosilacdo representa um dos processos mais complexos na modificagdo pos-
traducdo das proteinas, as glicoproteinas resultantes possuem uma elevada diversidade
estrutural, principalmente devido a capacidade de 0s monossacaridos poderem
ramificar. Estes glicanos sintetizados migram para a superficie celular, onde
desempenham inimeros papéis importantes no processo de reconhecimento celular

como a adesao celular, endocitose e metastizacdo do tumor.

Alteracdes dos padrdes de glucidos que revestem a superficie das células estdo muitas

vezes associadas a doencas como a fibrose cistica, doengas auto-imunes e cancro.

Acidos sialicos e residuos de fucose, sdo monossacéridos geralmente presentes em
diversos epitopos como os antigénios de Lewis ( Le®, Le’, sLe®, sLe* e outros). No
entanto no cancro existe uma super-expressdo do epitopo sLe*. Este epitopo foi
encontrado em excesso em diversos tecidos neoplasicos incluindo do pancreas, da
mama, pulmdes e colon e parece haver uma associacdo desta elevada expressdo a
progressdo do cancro e metastizacdo, embora ainda ndo sejam muito conhecidos os

mecanismos de acdo.

O design de derivados de glucidos como inibidores das fucosiltransferases, enzimas
reesposaveis pela fucosilagdo dos epitopos, tem sido bastante investigado nos ualtimos
anos, como possivel tratamento para o cancro. Os inibidores das fucosiltransferases com
base em glacidos dividem-se em andlogos dos substratos doadores, analogos dos

substratos aceitadores e bisubstratos.

Palavras-chave: Fucose, Cancro, Glicosilacdo, Inibidores de fucosiltransferases



ABSTRACT

Carbohydrates are the most abundant class of organic molecules found in nature. Most
of all live organism synthetize and metabolize carbohydrates. For many years, the
nucleic acids, proteins and lipids have been the center of attention by investigators
worldwide. This was probably due to the complexity of carbohydrates and the fact that
they are not encoded in genome. Recently carbohydrates have received increased
attention through the expanding field of glycobiology.

Glycosylation represents one of the most complex types of post-translation
modifications of proteins. The high structural diversity is mainly due to the ability of
branching of monosaccharides. These synthesized glycans migrate to the cell surface,
where they play many important roles in cell recognition process as cell adhesion,

endocytosis and tumor metastasis.

Changes in carbohydrate patterns which coats the surface of cells are often associated
with diseases such as cystic fibrosis, autoimmune diseases and cancer.
Sialic acid and fucose residues are monosaccharides that are generally present in various
epitopes such as the Lewis antigens (Leb, Ley, sLea, and other sLex). However in
cancer, there is an overexpression of the sLex epitope. This epitope was found in excess
in several neoplastic tissues including pancreas, breast, lung and colon and seems that

the high expression is correlated with cancer progression and metastization.

Design of carbohydrate derivatives as inhibitors of fucosyltransferases, enzymes
responsible for the fucosylation of epitops, has been widely investigated in recent years
as a possible treatment for cancer. These fucosyltransferases inhibitors based on
carbohydrates are divided into donor substrate analogs, acceptor analogs and

bisubstrates

Keywords: Fucose, Cancer, Glycosylation, Fucosyltransferase inhibitors
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NOTA INTRODUTORIA

O design de um farmaco envolve varios passos antes de chegar a parte dos ensaios
clinicos. O primeiro processo consiste em escolher a &rea terapéutica que tem interesse
para a industria desenvolver, neste ponto sdo avaliados possiveis custos da investigacéo,
beneficios para a saude publica e vantagens financeiras que podem advir do novo
farmaco (Patrick, 2009).

No passo seguinte sdo selecionados os alvos terapéuticos no sentido de desenvolver um
farmaco especifico e o mais seletivo possivel para que interaja apenas com aquele
recetor ou enzima, de modo a que os efeitos indesejaveis sejam reduzidos, para que isto
seja exequivel é crucial o investigador conhecer bem a estrutura do alvo e a molécula que
interage com esse alvo. E neste contexto que a biologia e a quimica se fundem, sendo duas areas

importantissimas para o desenvolvimento de novos farmacos que no presente trabalho é a

glicobiologia, a quimica dos agtcares (Mandal,et al 2009).

Tradicionalmente um novo farmaco era descoberto através da sintese de varios compostos que
de seguida seriam testados, onde o maior enfase era dado a parte farmacodinamica, assim as
interacBes moleculares do farmaco com o alvo terapéutico eram o foco principal dos cientistas,
descurando a parte farmacocinética. Todo este processo era muito moroso e envolvia custos
muito avultados para a industria farmacéutica, dentro dos muitos compostos sintetizados apenas
alguns seguiam para a fase seguinte da investigacdo a partir do qual a maior parte dos farmacos

candidatos falhavam devido a problemas farmacocinéticos e toxicidade (Sharma et al, 2013).

Atualmente o processo de design de novos farmacos foi revolucionado, com a introducdo de
novas areas como a proteémica, gendémica e bioinformatica e ainda de tecnologias eficientes
como a quimica combinatéria, estudos in silico ADME entre outras. Estes novas técnicas ou
meios permitem testar num estadio inicial da investigacdo de um farmaco, quais as moléculas
com maior potencial de desenvolvimento. As moléculas selecionadas sdo entdo sintetizadas e
isto permite uma maior reducdo de tempo e gastos consumidos, a farmacocinética por outro lado

também é avaliada logo no processo inicial da investigacdo (Patrick, 2009; Sharma et al., 2013).

Varios farmacos aprovados pelo FDA possuem na sua constituicdo residuos de agucares, seja
para melhorar a farmacodinamica ou a farmacocinética do farmaco, por exemplo a
doxorrubicina, um farmaco anticancerigeno pertencente ao grupo das antraciclinas, atuam
intercalando-se com as cadeias de DNA e no qual a porcdo glicosidica, um amino-agUcar
desempenha uma papel importante na estabilizagdo do complexo farmaco-DNA (Airley, 2009;
Klyosov, 2012).
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Existem também farmacos que sdo oligossacaridos complexos como a acarbose, farmaco
utilizado no tratamento de diabetes mellitus tipo 2, este composto ativo é formado por um
conjunto de residuos de acgucares ligados entre si que inibem reversivelmente a enzima o-
glicosidase no lumen intestinal, impedindo que os oligossacaridos sejam hidrolisados a
trissacaridos e de dissacaridos a glucose, retardando absor¢do de acucar depois de uma refeicao
( Deuiter, 2003; Klyosov et al; 2012).

Apesar destes farmacos e outros com base em glicidos ja existirem no mercado desde algum
tempo, o interesse no design de aglcares como farmacos alvo tem sofrido um crescimento brutal
recentemente com a descoberta mais aprofundada do papel dos gldcidos nos sistemas biolégicos

(del Carmen Fernandez-Alonso et al, 2012).

A capacidade de varios tipos de residuos de aglcares estabelecerem ligagdes entre si, 0 tipo de
ligacdo anomérica e ainda a capacidade poderem ramificar e estabelecer ligacGes com outras
moléculas como as proteinas, torna os aclcares bastante complexos e diversificados.
Atualmente sdo conhecidas diversas funcdes que os aglcares desempenham no organismo. Para
além do armazenamento de energia e de fazerem parte de varias estruturas celulares, os agucares
também encontram-se conjugados com proteinas e lipidos na superficie das células, estando
envolvidos em diversos processos importantes como o reconhecimento celular, regulacdo e
crescimento celular. AlteracBes nas estruturas destes aglcares estdo associados geralmente a
doencas auto-imunes e também ao cancro ( Morrison e Boyd 1992; Patrick, 2009; Ghazarian et
al, 2011).

Acidos sialicos e residuos de fucose, sdo dois aglicares que se encontram na parte terminal dos
de muitos epitopos e que estdo expressos de forma excessiva em diversos tipos de cancro,
embora seja ainda desconhecido o mecanismo. Atualmente os cientistas acreditam que este

excesso de fucose esta relacionado com a progressdo do tumor e metastizacdo (Lin et al, 2012).

Neste trabalho irdo ser abordadas de forma sumaria algumas estratégias de design de farmacos
com base em derivados de glicidos no tratamento do cancro e mais detalhadamente os

inibidores das fucosiltransferases com base numa revisdo de varias literaturas.
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Aplicagdo de Derivados de Glicidos no Design de Farmacos

1. IMPORTANCIA DOS GLUCIDOS NOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Os gldcidos constituem uma das classes de moléculas organicas mais abundante nos
sistemas vivos. Durante anos &cidos nucleicos, lipidos e proteinas foram o principal
foco de investigacdo pelos cientistas na &rea celular, mas recentemente, 0s agucares ou
glucidos tém suscitado bastante interesse principalmente por estarem implicados em
diversas fungOes (Aldridge, 2008).

Os acgucares cuja formula empirica é [Cyx(H20),] sd@o compostos organicos muito
abundantes na natureza, quase todos os organismos sintetizam e/ou metabolizam estes

compostos (Khowala et al, 2008).

Os acucares fazem parte de muitas estruturas das células, como a celulose que é um
polimero de glucose que d& suporte as paredes das células vegetais, os acidos nucleicos
que codificam a informacdo genética e as glicoproteinas que sao recetores na superficie
das células. Estes s@o apenas alguns exemplos do papel dos aglUcares nos organismos
vivos. Para além disto, todos os agUcares constituem a principal fonte de obtencdo de

energia para a sobrevivéncia de todos os seres (Morrison e Boyd, 1992).

A partir dos monossacaridos podem ser construidos uma grande variedade de estruturas
glucidicas, esta complexa heterogeneidade dos aglcares nos organismos Vivos €
resultado de uma série de caracteristicas dos acucares como a capacidade dos
monossacaridos poderem estabelecer ligacbes glicosidicas atraves de varias posicoes
dos seus aneis de piranose ou furanose, o tipo de ligacdo anomérica e a presenca ou

auséncia de estruturas ramificadas (Morrison e Boyd, 1992; Patrick, 2009).

Duas moléculas de glucose podem formar onze dissacaridos diferentes enquanto duas
moléculas de glicina por exemplo, apenas podem formar um Unico dipéptido, o que
ilustra a variedade de compostos que os monossacaridos podem formar (Ghazarian et al,
2011).

Apesar da sua grande variedade nos sistemas biolégicos, os acucares ndo estdo
codificados no genoma como os &cidos nucleicos, as proteinas e os lipidos. O genoma
apenas codifica as enzimas glicosiltransferases e glicosidases, enzimas implicadas na
glicosilacdo dos glicolipidos e das glicoproteinas (Murphy et al, 2013; Witczak et al,
2014).
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Importancia dos Glucidos nos Sistemas Biol6gicos

Os glacidos possuem a capacidade de interagir com varios compostos, incluindo uma
grande familia de proteinas como as lectinas, anticorpos, transportadores de agUcares e
uma grande familia de enzimas (del Carmen Fernandez-Alonso et al, 2012).

Todas as células estdo revestidas por complexos de glucidos designados por glicanos
que formam uma camada com uma espessura entre 10 a 100nm, denominada de
glicocélice. Estes glicanos encontram-se na forma conjugada designando-se como
glicoconjugados, como as glicoproteinas, proteoglicanos e glicolipidos (Ernst e
Magnani, 2009).

Os glicanos tanto livres como conjugados nas superficies das células desempenham
vérias funcbes como moléculas sinalizadoras, moléculas de reconhecimento e moléculas
de adesédo (Witczak et al., 2014).

Apesar de se conhecer bem as propriedades fisicas e quimicas dos aglcares simples,
infelizmente ainda ndo ha muito conhecimento ou informacéo acerca dos agucares nos
sistemas vivos, devido a sua elevada complexidade. No entanto nos ultimos anos, tém-
se feito grandes avancos nesta area da glicobiologia, com aplicacdo de novas
tecnologias como a difracdo por raios X e a ressonancia magnética nuclear que tem
permitido conhecer a geometria da interacdo entre proteinas e glucidos a nivel atdmico

(del Carmen Fernandez-Alonso et al, 2012).

As unidades de monossacaridos utilizadas na construcédo dos glicanos nos vertebrados
sdo nove: a glucose, galactose, manose, N-acetilglucosamina, acido glucoronico, N-

acetilgalactosamina, acido sialico, fucose e a xilose (Varki et al, 2009).

Como ja foi referido acima, os oligossacaridos podem encontrar-se livres ou ligados a
proteinas e lipidos na superficie das células. Os oligossacaridos que formam ligacGes
glicosidicas com as proteinas podem fazé-lo através de dois tipos de ligacdo, a N-
ligacdo quando envolve a N-acetilglucosamina do oligossacarido e o grupo amida da
asparagina, e a O-ligacdo que se estabelece entre o carbono 1 da N-acetilgalactosamina

e o grupo hidroxilo da serina ou treonina (Stanley et al, 2009).

A producdo das glicoproteinas ocorre no reticulo endoplasméatico e no complexo de
Golgi, onde se situam as enzimas glicosiltransferases e glicosidases que catalisam

reacdes de remocao e adicdo dos monossacaridos (Varki et al, 2009).
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Aplicagdo de Derivados de Glicidos no Design de Farmacos

Como estes glicoconjugados desempenham importantes papéis no funcionamento
bioldgico, alteragdes nos padrdes de glicosilagdo, alteram as suas atividades estando
associados ao desenvolvimento de doencas crénicas como o cancro (Ghazarian et al.,
2011)
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Figura 1: Representacdo da complexidade e heterogeneidade dos gllcidos nas proteinas e lipidos
inseridos na membrana plasmaética. Os residuos de fucose e acidos sialicos localizam-se geralmente na
extremidade dos gliconjugados. Adaptado de: Ghazarian et al, 2011.

1.1.Interacdo entre as lectinas e os glucidos

As lectinas sdo definidas como proteinas ou glicoproteinas, ndo imunologicas, que
reconhecem e se ligam especificamente aos epitopos glucidicos das glicoproteinas,
glicolipidos e também a oligossacaridos livres circulantes, sem no entanto os modificar.
Esta ligacdo é muito especifica, como de um anticorpo-antigénio ou enzima substrato
(Ambrosi et al, 2005).

No entanto as interacBes entre as lectinas e 0s monossacaridos sdo muito fracas, com
constantes dissociacfes na ordem dos micromolar aos milimolares (del Carmen
Fernandez-Alonso et al, 2012).

A descoberta das lectinas teve inicio em 1888 por Herrmann Stilmark, um estudante

doutorado da Universidade de Dorpat na Estonia. Este cientista demonstrou que uma
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Importancia dos Glucidos nos Sistemas Biol6gicos

determinada proteina presente na semente Ricinnus Comuni, era a causa da aglutinagdo
dos eritrocitos. As plantas segregam lectinas como mecanismo de defesa contra
parasitas e predadores. Atualmente, sabe-se que as lectinas estdo presentes em todos 0s
organismos vivos incluindo plantas, micoorganismos, animais e seres humanos
(Ambrosi et al, 2005; Fonseca e Soto-Blanco, 2014).

As lectinas possuem uma regido constituida por uma determinada sequéncia de
aminoécidos designadas por dominio de reconhecimento de glucidos (carbohydrate
recognition domain, CRD) ao qual se ligam os glicidos (Wood-Charlson e Weis, 2009)

As lectinas enddgenas estdo envolvidas em muitos processos bioldgicos, sendo
responsaveis pelo reconhecimento celular, desenvolvimento embrionario, crescimento
celular, apoptose, adesdo celular e migracdo, imunomodulacdo e inflamagéo, inducao

mitogénica e homeostase (Wood-Charlson e Weis, 2009).

As lectinas podem ser proteinas dependentes de Ca**, ter um ou mais CRDs e podem
estar associados a glucidos ou ndo. Vérias sequéncias altamente conservadas de CRDs
ja foram identificadas, o que permitiu aos investigadores agruparem as lectinas em
superfamilias e familias. As lectinas tipo C, CTLs, séo as superfamilias de lectinas mais
abundantes nos animais. Esta superfamilia esta dividida em trés familias: as selectinas,

colectinas e galectinas (Holmskov et al, 2003).

A familia das selectinas incluem as E-, L- e P-selectinas e ligam-se especificamente a
dois tipos de oligossacaridos as sLe* e sLe® e participam nas funcdes de defesa do
sistema imunitario contra a invasdo de agentes patogénicos ou agentes estranhos ao
organismo. Estas selectinas L e P por exemplo encontram-se abundantemente na
superficie dos linfécitos T imaturos, estas selectinas reconhecem e ligam-se
especificamente as células das vénulas endoteliais altas para chegarem aos nddulos
linfaticos onde os linfocitos sofrem depois maturacdo. Os linfocitos ativados néo
possuem selectinas, isto permite que se escapem para os tecidos inflamados (Ley,
2003).

As galectinas sdo proteinas ndo glicosiladas, soliveis e independentes de Ca** e podem
ser encontradas no espaco intra e extracelular. Atualmente foram ja identificadas 15
tipos de galectinas e todas se ligam as N-acetil-lactosaminas ao reconhecerem 0s

residuos de beta-galactose. As galectinas estdo envolvidas numa grande variedade de
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Aplicagdo de Derivados de Glicidos no Design de Farmacos

funcgdes bioldgicas que incluem o splicing do RNAm, regulacdo do crescimento celular,
adesdo celular, embriogénese, inflamagdo, funcdo imunitaria e apoptose (Klyosov,
2014).

Varios estudos identificaram um aumento da expressdo de galectinas 3 em varios tipos
de tumores, como da tiroide, colorectal e outros, existindo um forte indicacdo de que as
galectinas possam estar envolvidas no processo de crescimento das células tumorais e

também na metastizacdo (Danguy et al, 2002).

As colectinas sdo lectinas que estdo envolvidas no reconhecimento do virus de infecdo
respiratéria de bactérias patogénicas. Os MBPs (manose-binding-proteins) sdo um
exemplo de colectinas importantes na defesa imunitéaria. Estas lectinas reconhecem
residuos de manose presentes na superficie das bactérias e fungos. A interacao
resultante entre eles permite a adesdo do microrganismo a célula hospedeira que por sua
vez ativa o sistema complemento imunitario, aumentando a opsonizagao, fagocitose e

neutralizacdo dos patogénicos pelos macréfagos (Holmskov et al, 2003).

Por outro lado, para os patogenicos iniciarem uma infecdo ligam-se aos glicanos das
células do hospedeiro. A Escherichia coli (E.coli), por exemplo liga-se aos residuos de
manose, o virus influenza liga-se aos acidos sialicos das celulas do hospedeiro e o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) interage com os recetores CD4 das células T através
da glicoproteina 120 (gp-120) que € altamente glicosilada com oligomanose (Queeg et
al, 1994).
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Figura 2: Representacdo de possiveis interacdes que existem entre lectinas e oligossacaridos. (a)
glicoproteinas e glicolipidos projetam os glicanos na matriz extracelular para que possam interagir com as
lectinas de outras células (b) lectina do virus influenza reconhece a glicoproteina da célula do hospedeiro
e adere para iniciar a infecdo (c) toxinas de bactéria por exemplo da célera ou toxina pertussis da tosse
convulsa ligam-se aos glicolipidos antes de entrarem na célula (d) bactérias como a H.pylori aderem aos
oligossacéridos da célula hospedeira para depois colonizarem ou infetarem as células animais (e)
interacdo entre a selectina-P e o linfocito quando hd uma infecdo (f) o recetor contendo manose 6-fosfato
recém-sintetizado no complexo de Golgi, liga-se ao oligossacarido das enzimas lisossomais, este

complexo é de seguida transferido para os lisossomas. Adaptado de:Queeg et al, 1994.

Como a maior parte das patologias tem inicio na interacao entre glicidos e proteinas, a
exploracdo de novos farmacos tem sido amplamente estudada de forma atingir estes

alvos (Klyosov et al, 2012).

Uma das estratégias consiste na terapéutica anti-adesiva. Atendendo a que muitos
organismos patogénicos utilizam os glicanos dos recetores das células do hospedeiro
para aderirem e iniciar a sua infecdo, o design de moléculas de glucidos que mimetizem
esses glicanos para se ligarem as lectinas dos microrganismos, tem sido desenvolvido
para impedir a sua adesdo as células. Esta terapéutica anti-adesiva oferece muitas
vantagens relativamente a terapia convencional pois pode reduzir significativamente os
efeitos adversos e evitar a emergéncia de estirpes resistentes aos antibioticos (Ernst e
Magnani, 2009).
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Outras aplicagdes incluem o desenvolvimento de vacinas com base em glucidos contra o
HIV. Embora estejam a ser investigadas desde algumas décadas vacinas para prevenir o
HIV, nenhuma foi ainda aprovada pelo FDA. Uma das grandes limitagcdes deve-se ao
fato de existirem vérias estirpes e subtipos do virus HIV e também a sua grande
capacidade de mutar (Haynes et al, 2014).

Geralmente o sistema imunitario reconhece as proteinas de um virus produzindo como
resposta ao invasor, anticorpos especificos para eliminar o virus do organismo. No
entanto o virus HIV apresenta um revestimento muito denso de glicidos que encobre as
proteinas e como os glicidos sdo muito pouco imunogénicos, acabam por funcionar
como um escudo que impede de o sistema imunitéario reconhecer os antigénios do virus
e produzir os anticorpos necessarios para erradicar o virus. Com base nesta abordagem
tem sido avaliadas novas vacinas que contenham glacidos que fagam parte do virus HIV
combinadas com um adjuvante que potencie a resposta imunitaria (Klyosov et al, 2012;
Raska et al, 2014).

O uso de glacidos no desenvolvimento de farmacos anticancerigenos também tem sido
bastante explorado. O cancro é uma patologia bastante complexa, envolvendo diversos
fatores, e dependendo do tipo de cancro pode atingir qualquer idade ou sexo e é fatal em
muitos casos. E considerada mesmo por muitos autores como a doenca atual e do futuro
por haver cada vez mais casos. A aplicacdo de derivados de glucidos no design de

farmacos anti-cancerigenos serd mais detalhada para a frente (Klyosov et al, 2012).
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2. INTRODUCAO AO CANCRO

O cancro € uma doenca bastante complexa e heterogénea, sendo uma das maiores
causas de morte em todo o mundo. E uma doenca bastante atual e considerada por
muitos a doenca do futuro (Ledoux e Cloutier, 2012)

Uma grande parte dos diagndsticos de cancro ocorre a partir dos 65 anos ou mais. A
International Agency for Research on Cancer (IARC) apenas com base no
envelhecimento da populacéo prevé um aumento de 13,7% de novos casos para a Unido
Europeia. Estima-se também que futuramente o nimero de mortes por cancro possa
aumentar dramaticamente a ndo ser que novas e melhores formas de prevenir, tratar e

detetar sejam desenvolvidas (Lives, 2012).

Desde o0 nascimento até a vida adulta existe um controle genético que regula o equilibrio
entre 0 nascimento e a morte celular através de producdo de fatores de crescimento,
inibicdo do crescimento e morte celular. No entanto quando ocorrem mutagdes no DNA
devido por exemplo a uma exposi¢do longa a carcinogenios, em que 0S mecanismos de
reparacao do DNA séo ineficazes, pode haver um descontrole entre o crescimento e a

proliferacdo celular (Lodish et al, 2004).

Mutacbes em duas grandes classes de genes estdo na origem da perda da regulacdo
celular, os proto-oncogenes e 0s genes supressores tumorais. MutacGes nos proto-
oncogenes levam a ativacdo dos oncogenes que causam estimulacdo excessiva do
crescimento celular. Os genes supressores tumorais sd@o genes que limitam o
crescimento e portanto a sua mutacdo leva a um descontrole e a um crescimento

excessivo das células (Lopes et al, 2002; Lodish et al, 2004).

Pode haver uma pré-disposicdo genética para a pessoa desenvolver cancro, no entanto a
principal causa sdo os fatores ambientas como as radiac@es ultra-violeta, estilo de vida
alimentar (consumo de acidos gordos poli-insaturados que conduzem a formacdo de
radicais livres que podem danificar o DNA), o alcool, sendo estes os fatores causadores
de cancro predominantes nos paises desenvolvidos. Existem também tipos de cancro
despoletados por agentes infeciosos como o virus da hepatite B, o papiloma virus e a
bactéria Helicobacter Pylori que podem levar ao desenvolvimento do cancro do figado,

cancro do colo do utero e cancro do estbmago, respetivamente (Garéfolo et al, 2004).
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As mutacdes ocorrem na maioria nas células somaticas e ndo nas células germinativas, e
por isso ndo passam as geracdes seguintes. Quando ocorre nas células germinativas, as
mutacdes tornam-se hereditarias e aumentam a probabilidade da descendéncia originar o
cancro. Portanto o cancro pode ser considerado uma doenca genética multifatorial
(Ledoux e Cloutier, 2012).

Geralmente o cancro deve-se a uma série de mutagdes em varios genes e ndo s num.
Estas mutagdes criam um tipo celular com capacidade proliferativa descontrolada e
rapida, assim estes erros genéticos sdo passados as células filhas durante a divisdo e
assim sucessivamente gerando um clone de células denominado de tumor (Loeb et al,
2000; Lodish et al, 2004).

Outra alteracdo fenotipica nas células cancerosas € o facto de conseguirem escapar ao
sistema imunitario de vigilia, alteracGes ao nivel dos glicanos que revestem a superficie
das células constitui outra importante diferenca entre as células malignas e as células
normais. Alteragdes ao nivel dos agucares na superficie das células sdo comuns nas
células malignas. Esta alteracdo pode estar relacionada com mutacdes nos genes que
expressam as enzimas responsaveis pela glicosilacdo. Os acidos sialicos e os residuos de
fucose sdo aclcares que se encontram tipicamente na posicao terminal de varias classes
de moléculas glicanos mas nos tumores parece haver uma expressao maior destes
glucidos. Estas alteracfes nos padrdes de glicosilacdo sugerem haver um envolvimento

dos acucares no potencial de metastizacdo das células malignas (Ghazarian et al., 2011).

As celulas malignas podem ter a capacidade de disseminar pelo corpo através da
corrente sanguinea, formando tumores noutras partes do corpo. Esta capacidade de
metastizacdo € uma das principais caracteristicas que distingue os tumores benignos dos

malignos (Ledoux e Cloutier, 2012).

O sucesso de uma célula metastatica desenvolver um novo tumor noutro local do
organismo depende do tipo de tecido invadido e também da sua capacidade para
produzir fatores de crescimento e angiogénicos para dar origem a novos Vvasos

sanguineos gque consigam dar o aporte nutricional necessario (Ledoux e Cloutier, 2012).

Uma vez que mais de 30% dos cancros sdo causados pelo estilo de vida e fatores
ambientais nocivos, uma maneira de reduzir a probabilidade de desenvolver um cancro

sera a prevencgdo (Lodish et al, 2004).
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O tratamento do cancro passa pela cirurgia, quando a remocéo do tumor é possivel,
outra opcao € a radioterapia combinada com farmacos antineoplasicos (Lu e Mahato,
2009).

O tratamento do cancro pode ser bem sucedido através da cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, quando as células malignas formam um tumor confinado a uma area
limitada. No entanto quando ja existem metéastases o tratamento torna-se mais dificil,

sendo a principal causa de morte por cancro (Lu e Mahato, 2009).

Existem farmacos antimetabolitos, alquilantes, inibidores mit6ticos ou hormonas, e
todos eles de alguma maneira interferem com a replicagdo do DNA, reparacdo e divisao
da célula. Existem ainda outros farmacos novos, como os anticorpos monoclonais. Os
anticorpos anti-VEGF, por exemplo, ligam-se ao fator de crescimento do endotélio
vascular impedindo a formacgéo de novos vasos sanguineos, portanto tem um efeito anti-

angiogénico (Society, 2013)

Um dos grandes problemas destes farmacos deve-se a sua falta de especificidade. S&o
farmacos que atingem mais facilmente as células tumorais por serem células mais
permeaveis uma vez gque estdo em constante divisdo, no entanto existem outros tipos de
células que também proliferam rapido como as células da medula dssea levando a
anemia, os foliculos pilosos provocando queda de cabelo e outros mais. Para além
destes efeitos adversos, e da margem seguranca pequena, existem outros problemas
como o surgimento de resisténcias, principalmente nos farmacos citostaticos (Lu e
Mahato, 2009).

Com o intuito de diminuir os efeitos colaterais, varios estudos tém sido feitos no sentido
de desenvolver novos farmacos que sejam mais especificos para o alvo terapéutico e o
desenvolvimento de farmacos com base em glucidos tem sido uma grande aposta numa

nova abordagem a terapéutica anticancerigena (Carversesi e Hergenrother, 2014).

Atualmente existem varios farmacos no mercado que contém glicidos nas suas
formulagdes, seja como principios ativos como a acarbose e a epirrubicina ou como
excipientes, como a ciclodextrina utilizado como sistema de libertacdo do farmaco. No
entanto no design de farmacos com base em glucidos é necessario ter em consideracéo
algumas caracteristicas destes compostos organicos, uma delas é a sua elevada

polaridade. Moléculas muito polares ndo conseguem atravessar passivamente a camada
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de enterdcitos que reveste o intestino, pré-requisito necessario para farmacos de via oral,
mesmo no sistema sistémico, administrado por via parental, os glucidos sao

rapidamente eliminados por via renal (Ernst e Magnani, 2009; Klyosov et al, 2012).

Geralmente quanto maior for a lipofilicidade do farmaco maior é a absor¢do mas menor
é a solubilidade nos fluidos géastrico e intestinal. Desta maneira um balango entre
lipofilicidade e hidrofilicidade no desenvolvimento de farmacos com base em agucares
é crucial (Patrick, 2009).

Estrategicamente o design de derivados de glucidos com grupos funcionais que
aumentem a natureza lipofilica € uma mais valia, pois aumenta a biodisponibilidade e

consequentemente os efeitos antineoplasicos (Carversesi e Hergenrother, 2014).
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3. NOVAS TECNOLOGIAS NA AREA DA MEDICINA NUCLEAR
UTILIZAM GLUCIDOS

Em 1920 dois cientistas, Otto Warburg e Herbert Crabtree trouxeram novos
conhecimentos sobre o metabolismo das células cancerosas. Warburg realizou varios
estudos sobre a respiracdo celular, inicialmente utilizou ratos para os seus estudos
comparando a taxa de respiracdo celular entre ratos saudaveis e ratos com cancro
(Koppenol et al, 2011; Hockenbery et al, 2013).

As suas experiéncias revelaram que os tecidos cancerigenos dos ratos doentes
consumiam mais glicose do que os ratos saudaveis, havendo uma taxa glicolitica
bastante elevada e ainda a presenca de lactato nas células malignas. Warburg estendeu
0s seus resultados ao ser humano e concluiu que as células cancerigenas metabolizam a
glicose pela via glicolitica anaerébica mesmo em condigdes aerobicas. Esta descoberta
ficou conhecida como o ‘“efeito de Warburg” e foi bem aceite pela comunidade
cientifica tendo-lhe valido um prémio nobel em 1931 (Brand, 2010; Hockenbery et al,
2013).

Anos mais tarde em 1969 Peter Pedersen interessado no trabalho de Otto Warburg,
desenvolveu varios trabalhos cientificos na tentativa de perceber porque sucedia o efeito
de warburg nas células malignas, este cientista defende que o efeito de Warburg ocorre
nas células cancerigenas porque as mitocondrias apresentam uma capacidade reduzida
de funcionamento e também por existir uma elevada atividade das enzimas hexocinases
2, levando consequentemente a uma alta taxa de glicolise que depois segue a via da
fermentacdo em vez do ciclo de Krebs e cadeia respiratoria nas mitocéndrias (Vendrell
et al, 2011).

Para além disto, diversos estudos apontam que as células malignas apresentam uma taxa
glicolitica mais elevada que as células normais, devido ao aumento da expressao dos

transportadores de glicose na superficie destas células, os GLUTs (Aparicio et al, 2010).

E com base no efeito de warburg que se desenvolveu um analogo de glucose associado
a um composto radioactivo que permite diagnosticar tumores ainda com poucos

milimetros (Hockenbery et al, 2013).

A combinacdo de PET e TAC é atualmente utilizada na area da medicina nuclear, no

diagnostico de tumores e doencas metabdlicas, esta tecnologia permite identificar e
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localizar tumores ainda em fase muito precoce, dando a possibilidade aos doentes de
iniciarem o tratamento o mais rapidamente possivel, evitando a evolugdo da doenca
(Robilotta, 2006).

A introducdo da tomografia computadorizada (TC) deu-se em 1972, inicialmente
denominada de tomografia axial computadorizada (TAC). Esta técnica consiste em
passar um feixe de raios x de baixa intensidade em forma de leque em torno do
paciente, as imagens sdo introduzidas no computador que por sua vez constrdi uma

imagem de seccdo transversal completa do corpo humano (Seeley et al, 2007).

O sistema combinado PET/CT, para além de permitir extrair uma imagem anatémica,
fornece informagdes do ponto de vista metabdlico (Seam et al, 2011)

Devido a meia-vida fisica extremamente curta dos emissores de positres viaveis e ao
alto custo de implantacdo e execucdo da tecnologia PET, sO em 1990 é que esta
tecnologia se fixou definitivamente nos paises desenvolvidos (Robilotta, 2006).

O analogo & glicose marcado com um elemento radioactivo, inicialmente com **C por
Louis Sokoloff e a sua equipa e posteriormente com *®F por Tatuo Ido e colaboradores,
resulta num radiofarmaco especifico para doencas oncoldgicas, designado por fluor
deoxi-glicose ou FDG (Robilotta, 2006).

O FDG ¢é injetado no corpo e é reconhecido pelo organismo como glicose sendo
distribuido por todo o corpo. A glicose ird acumular-se em maior quantidade nas células
mais ativas e que requerem assim mais energia para desempenhar as suas fungdes (Ahn
et al, 2014).

As células cancerigenas, uma vez que estdo em constante divisdo necessitam de bastante
energia e como também ndo seguem o processo normal da respiracdo celular, por cada
molécula de glicose em vez de gerar 36 ou 38 ATPs, gera apenas 2 ATPs pela via da
fermentacdo, necessitando de muita glicose para compensar. Esta diferenca no consumo

de glicose permite identificar um possivel tumor (Aparicio et al, 2010).

O FDG ¢ transportado para dentro das células e fosforilado de maneira similar a glicose
natural, no entanto o FDG fosforilado ou seja 0 FDG-6-fosfato ndo é um substrato da

enzima glicose-6-fosfato-isomerase, e assim este composto acaba por ficar retido na
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celula atingindo um estado de equilibrio proximo a cerca de 60 minutos apos a injecdo
(Seam et al, 2011).

O elemento radioactivo decai e os positroes ficam livres para interagir com os electrdes

ao redor. As cargas opostas aniquilam-se e a emissdo da radiacdo sob forma de fotGes é

detetada pelo scanner PET (Seam et al, 2011).
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Figura 1: Representacdo de um pet/tac com FDG num individuo com linfoma de Hodgkin. a) num
individuo saudavel, o FDG é captado maioritariamente pelo cérebro e bexiga, enquanto que no individuo
com cancro, as células cancerigenas sdo as células que mais consomem glucose, o FDG esté representado
a vermelho; b) mostra 0'® FDG PET de um individuo com linfoma de Hodgkin;c) representa uma mulher

com cancro da mama. Adaptado de: Calvaresi e Hergenrother, 2012.
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Figura 2: Representacdo de um pet/tac de um paciente do sexo feminino de 48 anos com linfoma de

Burkitt. A imagem revela que ha um consumo muito ativo na medula 6ssea e estende-se até ao iliaco,
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ambos os lobos da tiroide e o figado também estdo afetados, existindo ja uma metastizacdo do cancro.
Adaptado de: Seam et al, 2011.
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4. VARIAS LINHAS DE TRATAMENTO NO CANCRO

O acucar é a principal fonte de energia usada pelos animais, no entanto uma vez que a
membrana celular é impermeével a moléculas polares, para que o aglcar entre na célula

é necessario haver proteinas transportadoras (Aparicio et al, 2010).

Existem duas familias de transportadores de agucar, os GLUTS (solute carrier family2) é
um tipo de transporte facilitado e portanto sem gasto de energia e 0os SGLT (solute
carrier family 5) é um co-transportador de sodio/glucose e requer energia (Machado,
1998).

Dentro da familia GLUT existem diferentes tipos de transportadores que partilham uma
sequéncia homologa entre eles, mas afinidade para os agucares € diferente e a sua
expressdo nos diferentes tecidos tambem difere, por exemplo os GLUT1s sdo mais
abundantes no tecido eritrocitario, os GLUT2s no figado, os GLUTs3 no cérebro e os
GLUTSs4 sdo transportadores sensiveis a insulina e estdo expressos em tecidos com
elevada sensibilidade a insulina. Consoante o tipo de transportador os substratos podem

ser a glucose e a frutose, sendo a glucose a mais comum (Macheda et al, 2005).

Como ja foi referido anteriormente as células cancerigenas utilizam a via glicolitica para
a degradacdo da glicose devido a possiveis anomalias no mitocondrias que impedem o
catabolismo oxidativo e como o processo fermentativo requer mais glicose para
produzir a mesma quantidade de energia que o0 processo oxidativo, as células

cancerigenas requerem um consumo maior de glicose (Lépez-lazaro, 2008).

Estudos demonstraram também que ha um aumento da atividade das enzimas
glicoliticas, principalmente a enzima hexocinase, que fosforila a glucose permitindo
desta forma manter o gradiente transmembranar e evitando que a glucose saia da célula
(Koppenol et al, 2011).

O aumento da expressdo de recetores GLUTs também é uma condicdo caracteristica
das células cancerigenas e parece haver uma relacdo entre o nivel de expressdo destes
recetores com a gravidade do cancro. A desregulacdo da expressdo destes recetores
advém da mutacdo da proteina p53 que € uma das proteinas mais importantes na
supressdo do tumor promovendo a apoptose nas células com anomalias. Esta proteina

também ¢é capaz de reprimir a transcricdo da GLUT1 e GLUT4. Outros fatores de
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sinalizacdo também estdo implicados no controle da expressdo dos transportadores
(Macheda et al., 2005)

O aumento do consumo de glicose pelas células cancerigenas permite-lhes estar em
continua divisdo, uma vez que gastam bastante energia neste processo. Com base neste
fato vérios sdo os alvos atrativos para o desenvolvimento de novos farmacos
anticancerigenos. Alguns cientistas procuram desenvolver farmacos que impecam as
células cancerigenas de se alimentarem de glicose bloqueando os fatores que alteram a
expressdo dos GLUTS ou inibindo as enzimas glicoliticas. No entanto, estas ideias séo
pouco plausiveis devido a sua falta de especificidade, pois atingem qualquer célula. A
producdo de um analogo da glicose mas ndo metabolizavel, é considerada uma opcao
bastante valida uma vez que as células cancerigenas usam primeiramente a glucose

enquanto as restantes células podem utilizar outros agucares (Aparicio et al, 2010).

O agente 2-Deoxi-D-glucose, é um derivado de acUcar promissor para impedir o
metabolismo da glucose, este analogo de glucose é toxico para certas células
cancerigenas mesmo em dosagens baixas. O seu mecanismo de acdo inclui deplecédo da
energia celular, aumento do stress oxidativo e inducdo da autofagia. Este possivel
farmaco apresenta uma desvantagem que é ser pouco eficaz em monoterapia. Estudos
estdo a ser efetuados para associar este composto a farmacos anticancerigenos existentes
(Zhang et al., 2014).

Outra estratégia em fase de estudo consiste em bloquear as proteinas transportadoras.
Esta ideia € interessante para alguns investigadores, que tém-se dedicado ao design de
varias moléculas que consigam inibir os diferentes tipos de proteinas transportadoras de
acucar. Esta estratégia poderia ser usada para o tratamento de tumores que apresentam
tipos de transportadores especificos e onde a sua expressao é anormal. No entanto

nenhuma destas estratégias apresenta atualmente resultados crediveis.(Chen, 2012).

As terapéuticas correntes ndo foram desenhadas para diminuir o consumo de aclcar
pelas células cancerigenas. No entanto este efeito é alcancado como efeito secundario
através de alguns farmacos como por exemplo o sunitinib, com excelentes resultados
devido ao seu efeito antiangiogenico, a diminuicdo da vasculatura dos tumores diminui
0 aporte de acUcar, impedindo a sua divisdo e o tumor acaba por degenerar.(Aparicio et
al, 2010).
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4.1.Acucares como ligandos para direcionar farmacos

Para além da area das GLUTs e alvos baseados no efeito de warburg, existem outras
estratégias a serem investigadas como é o caso da terapéutica direcionada no qual
farmacos anticancerigenos estdo confinados a nanoparticulas ou nanofarmacos (Lima et
al, 2012).

Apesar dos farmacos convencionais para o cancro serem eficazes, existem varios
problemas inerentes, como a libertacdo rédpida do agente e consequentemente a seu
tempo reduzido de acdo terapéutica. Outro grande problema que ja foi referido ao longo
do trabalho ¢ a falta de especificidade acabando por danificar células saudaveis. Devido
a reduzida especificidade, para aumentar a biodisponibilidade no local do tumor é
necessario aumentar a dose e consequentemente os efeitos adversos sdo maiores
(Ananthula, 2014).

A terapéutica direcionada veio resolver problemas relacionados com especificidade e
disponibilidade. Esta terapéutica pode ser passiva ou ativa. A transformacdo destes
farmacos em pro-farmacos poliméricos conjugados reduz a toxicidade sistémica,
aumenta o index terapéutico e ainda aumenta o direcionamento do farmaco para o sitio-

alvo através do efeito aumentado de permeabilidade e retencdo (Jong, 2008).

O efeito de permeabilidade e retengéo esta relacionado com a capacidade de que certas
moléculas de determinado tamanho tém em acumular-se nos tecidos tumorais, mais do
gue nos tecidos normais, como é o caso de nanoparticulas, lipossomas e farmacos

macromoleculares (Kobayashi et al, 2014).

Os farmacos de baixo peso molecular nos tecidos saudaveis ou normais, circulam
através de uma rede vascular bem organizada, comecando nas artérias, seguido das
arteriolas e acabando nos capilares, 0s quais atravessam a partir de pequenos poros que
existem entre as células para os tecidos. Estes poros possuem aproximadamente entre 5
a 10nm de didmetro deixando escapar moléculas de farmaco livres com determinado
tamanho mas impedindo as proteinas do plasma de atravessarem. O farmaco €
distribuido homogeneamente entre o0s tecidos de acordo com o gradiente de

concentracdo (Rajor et al, 2014; Kobayashi et al, 2014).

Nos tecidos tumorais existe necessidade de uma formacéo rapida de novos vasos que se

estendem a partir de vasos sanguineos ja existentes para que o aporte de oxigénio e
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nutrientes seja assegurado. No entanto durante a sintese dos novos vasos existe um
desequilibrio entre fatores pro e anti-angiogenicos nas diferentes partes do tumor
criando uma rede vascular desorganizada, tortuosa e dilatada (Yin et al, 2014)

Nos vasos dos tumores ndo existe hierarquia, pois ndo ha distin¢do entre o0s vasos. Em
consequéncia o fluxo de sangue no tumor € heterogéneo que acaba por interferir
também na distribuicdo do farmaco. Nos vasos normais as células que constituem o
endotélio sdo coesas enquanto nos vasos tumorais o endotélio apresenta muitas lacunas
entre as células e descontinuidade dos vasos, permitindo a passagem de macromoléculas
para 0 tumor e consequentemente um aumento da pressdo intersticial. Este fator
juntamente com a falta de drenagem linfatica caracteristica dos tumores agrava também

a hipertenséo intersticial (Munson e Shieh, 2014).

Na terapéutica direcionada passiva 0s nanofarmacos sdo acumulados nos tumores
solidos porque as fenestracfes dos neovasos sao bem maiores, com tamanho entre 100 a
780nm. Desta forma os nanofarmacos com tamanho médio de 200nm conseguem
escapar nas fenestraces mais largas dos neovasos dos tumores provocando uma maior
acumulacdo de farmaco no sitio do tumor do que nos tecidos saudaveis e a drenagem
linfatica deficiente permite que o farmaco fique mais tempo retido, todo este mecanismo
é designado de efeito de retencdo e permeabilidade aumentada (enhanced permeability
and retention-EPR) (Shohdy e Alfaar, 2013).

Intra-tumor pressure

Figura 3: Representacdo das caracteristicas fisiologicas do tecido tumoral e vasculares que facilitam a

entrada do fArmaco no tumor. Adaptado de: Kobayashi et al, 2014.
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Diversas moléculas transportadoras tém sido utilizadas para direcionar os farmacos
antineoplasicos aos sitios de tumores como por exemplo o PEG (polietilinoglicol), PGA
(&cido poliglutamico) e o copolimero HPMA. Estes transportadores melhoram
significativamente a farmacocinética do farmaco e consequentemente a sua
biodisponibilidade e eficacia. Uma vez que s6 o PGE é biodegradavel, o PGA e HPMA
foram limitados entre 40 a 45 kDa de modo a poderem ser eliminados via renal (Feng,
2010).

O copolimero HPMA conjugado, é uma molécula biocompativel, ndo imunogénica, ndo
toxica e sollvel em é&gua. Atualmente existe um numero de HPMA conjugados com
farmacos disponiveis para o tratamento do cancro e muitos outros estdo a ser

desenvolvidos para que se possam utilizar no futuro (Feng, 2010).

A conjugacdo de pequenas moléculas terapéuticas com HPMA confere muitas
vantagens como o aumento da solubilidade, facil conjugacdo com diversos farmacos,
aumento da biodisponibilidade perto dos tumores reduzindo a toxicidade sistémica
devido ao efeito de permeabilidade e retencdo e consequentemente aumento da eficacia
terapéutica (Duncan, 2006; A. David, 2010).

Em relacdo a terapéutica direcionada ativa, as nanoparticulas ou nanofarmacos séo
conjugados com ligandos, cujos recetores s6 existem ou s6 S0 expressos na sua maioria
nas células tumorais o que permite que o farmaco seja libertado no tumor e ndo nos

tecidos saudaveis (Kopeckova, 2001).

Durante muitos anos investigou-se um numero de ligandos alvo desenhados para
associar ao copolimero HPMA, como as lectinas, péptidos e anticorpos. SO
recentemente os glucidos comecaram a ganhar especial interesse, uma vez que 0 seu
conhecimento esta mais aprofundado e sabe-se que desempenham funcBes importantes
no reconhecimento de uma grande variedade de moléculas como as toxinas, lectinas,

virus, enzimas, hormonas e bactérias (A. David, 2010).

A exploracdo de glacidos como forma de alcancar o alvo terapéutico tem sido estudada
desde de 1990, tendo a maior parte das estratégias sido direcionada para o
reconhecimento das lectinas enddgenas expressas na superficie das células (Carveresi e
Hergenrother, 2014).
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As lectinas enddgenas como ja foi referido na parte da importancia dos glucidos nos
sistemas bioldgicos, sdo uma classe de glicoproteinas que possuem sitios especificos de
ligacdo ndo covalentes a glucidos definidos. Estas lectinas podem ser encontradas em
muitos tecidos tanto saudaveis como patolégicos e desempenham funcgdes fisiolégicas
importantes conforme descrito anteriormente no trabalho. Nas células tumorais existe
uma elevada expressdo destas glicoproteinas e varios estudos revelam que existe uma
relacdo entre o seu nivel de expressdao com o crescimento do tumor e potencial para a
metastizacdo (Kayser et al, 2003; Gupta et al, 2009).

Tém sido investigadas propriedades farmacolégias do HPMA conjugado com varios
tipos de glucidos para alcancar diferentes lectinas enddgenas nomeadamente
asialoglicoproteinas (ASGP-R), galectinas 1 e 3, selectinas e recetores de manose
(Gupta et al, 2009; Minko et al, 2004).

Os recetores ASGP-R sdo muito atrativos como alvos terapéuticos, pois sdo recetores
endociticos reciclaveis encontrados nas células hepaticas e reconhecem especificamente
os glacidos B-galactose ou N-acetilgalactosamina que se encontram nas glicoproteinas

circulantes ou nas células (A. David, 2010).

Como a afinidade dos glucidos aos recetores proteicos € muito fraca, as dissociagoes
entre o ligando e o recetor sdo muito frequentes. Uma maneira de ultrapassar esta
situacdo consiste em criar multiplos grupos ligandos para poderem simultaneamente
ligar-se a mais do que um recetor ou aos CRDs todos expostos pelo recetor, uma vez

que 0 ASGP-R apresenta mais do que um CRD (Kovar et al, 2010).

O farmaco anti-cancerigeno e varios ligandos glucidicos sdo ligados ao copolimero
transportador HPMA por um agente espacante. A existéncia de agente espacante
geralmente um oligopeptido, permite que o farmaco seja libertado apenas
intracelularmente, pois € bastante estavel no plasma mas é rapidamente clivado dentro

da célula pelas enzimas lisossomais (Borgman et al, 2010).
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Figura 4: Representacdo esquemaética do que acontece num HPMA conjugado quando chega a célula
alvo. Primeiramente a porcdo glucidica reconhece o recetor, seguidamente ocorre a internalizacdo do
recetor ligado ao HPMA conjugado formando um endossoma que se funde posteriormente ao lisossoma
secundario que contem enzimas digestivas, 0 pH é mais baixo aproximadamente de 5, criando-se as
condicgBes necessarias para a hidrdlise das ligagbes peptidicas, o farmaco é entdo libertado e dirige-se para

o0 alvo onde ira exercer a sua funcdo citotoxica. Adapatado de: David, 2010.

O copolimero HPMA-DOX-Gal foi o primeiro polimero glicosilado a ser testado no ser
humano. O conjugado continha Glicina-fenilalanina-leucina-glicina como espacador. Os
ensaios foram realizados em pacientes com carcinoma hepatocelular no qual num
determinado grupo foi administrado DOX livre, noutro 0 HPMA-DOX e por fim, no
altimo grupo com HPMA-DOX-Gal. Para melhorar a afinidade para o recetor, foi
incorporado mais do que uma molécula de galactose. Os resultados foram promissores
para 0 HPMA-DOX-Gal pois apresentou maior tempo de semivida no plasma em
relacdo a DOX livre e também menos efeitos adversos. Em comparacdo com 0 HPMA-
DOX, o HPMA-DOX-Gal mostrou ser mais ativo uma vez que a galactose o torna mais
seletivo (Duncan, 2009).
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Existem contudo alguns problemas ainda por ultrapassar antes de os copolimeros
conjugados com glacidos serem aprovados para o uso clinico. Primeiro é dificil a
obtencdo de oligossacaridos naturais purificados como ligandos alvo e a sintese de
moléculas com base em glicidos depende de um conjunto de procedimentos e técnicas
complexas. Outro problema é o fato dos recetores para ligandos glucidicos estarem
expressos tanto nas células cancerigenas como nas células normais e portanto o farmaco

continua atingir as celulas saudaveis (A. David, 2010).

Outro alvo terapéutico sdo as galectinas que, como ja foi referido sdo lectinas que
possuem afinidade para os residuos D-galactose. Estes recetores estdo expressos em
grande quantidade em alguns tipos de cancro e parecem estar envolvidos em processos
de inflamacdo, angiogenese, resposta imunitaria e migracdao das células cancerigenas.
Muitos compostos tém sido sintetizados para bloquear as interagdes entre as galectinas e
os glacidos, principalmente inibidores das galectinas 1 e 3 (Sorme et al, 2002; Ege et al,
2010; Laurent e Dimitroff, 2012).

Anna Tevyashova et al, nas suas experiéncias alongou o grupo glucidico da
doxorrubicina com D-Galactose. O composto obteve a designacdo de Doxo-Galactose e
demonstrou numa experiencia efetuada com ratinhos com leucemia ser menos toxica e

mais eficaz em comparacdo com a doxorrubicina ndo conjugada (Klyosov, 2014).

Outro derivado da doxorrubicina foi testado, a doxorrubicina conjugada com um
polisscarido linear, galactomanano, cujo nome comercial ¢ DAVANAT ou GM-CT-01.
O galactomanano é extraido das sementes da planta Cyamopsis teragonoloba e é
constituido por moléculas de manose e galactose. Este composto interage com a
galectina-1, ligando-se ao longo de uma area relativamente grande, impedindo que o
ligando natural se ligue e exerca a sua fungcdo. O DOX-DAVANAT ainda nao foi
aprovado pela FDA, encontrando-se atualmente na fase 2 de ensaios clinicos em

pacientes com cancro colorectal (Miller et al, 2009).

Apesar da maioria das estratégias na terapéutica direcionada ter como alvo as lectinas
enddgenas, existem outros recetores de interesse como é o caso dos recetores para 0
NAG (N-acetil-glucosamina)(Cai et al, 2010).

O NAG é um potente candidato como ligando para direcionar os farmacos aos tumores

porque as células tumorais apresentam elevado nimero de recetores para NAGs. Como
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0 NAG é um acucar muito solivel em agua, ao conjugar com um copolimero existe um

aumento geral da solubilidade e da capacidade de internalizacdo celular (Pawar, 2012).

Pawar et al, conjugaram a doxorrubicina com o sistema de libertagio PEG
(polietilenoglicol) para melhorar a farmacocinética, 0 NAG como ligando e a glutationa
como espacador. A glutationa apresenta grupos funcionais diferentes, um grupo tiol,
uma amida e dois grupos carboxilos que Ihe permitem desta maneira conjugar com
diferentes compostos, neste caso para conjugar com o PEG, DOX e NAG

respetivamente.

PEG Maleimide

Figura 5. Representacdo esquematica do pro-farmaco conjugado com o polimero PEG, o NAG,

glutationa e o fArmaco doxorrubicina (Pawar et al., 2012)

Segundo estes autores 0 NAG liga-se ao recetor NAG expressos maioritariamente nas
células tumorais seguindo a internalizacdo de todo o complexo polimero-recetor, através
da endocitose. A comparacdo in vitro da citotoxicidade entre a doxorrubicina livre e 0
PEG glicosilado utilizando como método de avaliagdo a microscopia confocal
demonstra que existe uma maior concentracdo do farmaco conjugado do que o farmaco

livre nas células tumorais.

O farmaco livre é internalizado na célula por difusdo simples mas o polimero conjugado
de elevado peso molecular é internalizado por endocitose. Este processo € mais lento e
requer uma maior concentracdo de farmaco para atravessar a membrana plasmatica. No
entanto o processo pode ser acelerado ao adicionar um grupo ligando cujo recetor se
encontre muito expresso nas células cancerigenas. Desta maneira 0 mecanismo de
internalizacdo em vez de ser pelo processo de endocitose simples ocorre pela endocitose
mediado por recetor e aumenta também a permeabilidade celular resultando num

aumento da citotoxidade do pré-farmaco (Davis e Robinson, 2002)
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Outra estratégia que tem sido bastante investigada pelos cientistas consiste em inibir as
glicosiltransferases. Como foi ja referido ao longo do trabalho, existe uma glicosilagdo
anormal nas células cancerigenas, havendo um excesso de alguns epitopos como o sLe”.
AlteracGes da expressdo de alguns epitopos parecem estar relacionados com a
progressdo do tumor e metastizacdo. Os residuos de fucose e &cidos sialicos, sdo dois
acucares que fazem parte da maioria dos epitopos (Kritzer et al, 2005). Neste trabalho
irei  focar mais sobre o design de derivados de glucidos inibidores das

fucosiltransferases.
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5. ENZIMAS FUCOSILTRANSFERASES E FUCOSIDASES
5.1.Fungdes da L-fucose

A L-fucose é uma 6-deoxi-L-galactose, distinguindo-se dos outros monossacaridos de
seis carbonos por ter falta de um grupo hidroxilo no carbono 6 e pela sua configuragédo
L. E considerado o aglcar mais lipofilico. Tanto a fucose como os &cidos sialicos sio
componentes comuns dos N e O-glicanos e dos glicolipidos e estdo posicionados
frequentemente nos terminais dos glicoconjugados da superficie das células (Becker e
Lowe, 2003).

A fucosilacdo e a sialilagdo dos glicanos dos recetores, desempenham importantes
papéis bioldgicos. Estdo implicados por exemplo nas interaces patogénico-hospedeiro,
sinalizagdo celular e migracdo dos leucocitos (Rillahan et al, 2012).

A fucose entra na constituicdo do tetrassacarido siali Lewis (NeuAc alfa2-3Gal betal-4
(Fuc alfal-3)-GIcNAc) abreviado sLe*. Este tetrassacarido é muito conhecido pela sua
importéncia fisiologica, por exemplo, no recrutamento de leucocitos quando existe uma
lesdo ou inflamacdo, os sLe* expressos na superficie dos leucdcitos reconhecem e
ligam-se as selectinas P e E expressas na superficie das celulas endoteliais ativadas,
ocorrendo de seguida a extravasdo dos leucdcitos para os tecidos, provocando
inflamacdo. Novos farmacos que mimetizam estes agucares para impedir a interacao
entre as selectinas e os sLe*, estdo a ser desenvolvidos como anti-inflamatérios para o
tratamento de doencas inflamatorias cronicas como a artrite reumatoide e a psoriase
(Norman et al, 1998).

Os sLe” sdo também fundamentais no processo de fertilizacéo, pois encontram-se em
abundancia na superficie dos odcitos permitindo a ligagdo com o0s espermatozoides
(Clark, 2014).

Os residuos de fucose fazem parte também dos antigénios H que se encontram nos
precursores dos eritrocitos. A fucose é adicionada ao residuo terminal de galactose
formando um trissacarido (fuca2GalB4GIcNAc) que esté ligado por sua vez a um grupo
R que pode ser uma proteina ou um lipido. A transferéncia de um residuo de N-
acetilgalactosamina forma um tetrassacarido que se define como antigénio A. As
pessoas do grupo sanguineo do tipo B possuem uma enzima diferente especifica para a

transferéncia de galactose formando um tetrassacarido diferente do A. O sistema
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imunitério é capaz de distinguir estas pequenas diferencas provocando uma reacdo de
rejeicdo quando existem transfusdes de sangue de grupos sanguineos incompativeis. O

antigénio H ndo modificado é expresso nas células do tipo O (Mak e Saunders, 2011).

Os antigénios Lewis® (Galpl,3GIcNAc) expressos nas células do epitélio gastrico
contém residuos de fucose ligados via a(1,2) e a(1,4). A Helicobacter pylori liga-se aos
antigénios Le® e inicia a sua infecdo podendo desencadear uma tlcera péptica. (Aguiar
et al, 2002; Liu et al, 2009).

Existem também evidéncias da influéncia dos glicanos fucosilados no desenvolvimento
embrionéario, principalmente na neurogénese. Epitopos de Lewis* foram encontrados em
diversas areas do tecido cerebral embrionario. Embora ainda se desconheca o seu
mecanismo de acgdo, existe uma elevada expressao deste epitopo nos varios estadios de
desenvolvimento embrionario o que leva os cientistas a crerem que o antigénio é crucial

para a neurogénese (Shimoda et al., 2002).

Os exemplos de antigénios apresentados sdo apenas alguns dos muitos acgucares

fucosilados que se encontram nas terminacdes das glicoproteinas e glicolipidos.

5.2.Fucosiltransferases e fucosidases

Fucosiltransferases e fucosidases sdo as enzimas responsaveis pela adicdo e remocao,

respetivamente, dos residuos de fucose aos glicanos (Otero-estévez et al, 2013).

A a-L-fucosidase, € uma enzima que pertence a classe das hidrolases, esta enzima
codificada pelo gene FUCAIL, remove residuos de L-fucose que se encontram
maioritariamente ligados aos terminais ndo reduzidos dos glicanos. As a-L-fucosidases
localizam-se nos lisossomas, onde promovem juntamente com outras hidrolases a
degradacdo dos recetores ou antigénios da superficie da célula (Otero-estévez et al,
2013).

A alteracdo da atividade alfa-L-fucosidase esta associada a muitas desordens no
metabolismo podendo conduzir a inflamacéo, cancro, fibrose cistica e fucosidose (Tu et
al, 2013).
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Existem informagdes da estrutura tridimensional da o-L-fucosidase da Thermogota
maritima, B. thetaiotaomicron e Bifidobacterium, no entanto de mamiferos ainda é
desconhecida. (Wright et al, 2013).

As fucosiltransefrases, sdo enzimas que pertencem a grande familia de
glicosiltransferases, encontrando-se na sua grande maioria no aparelho de Golgi e
catalisam a transferéncia de um residuo de L-fucose de um substrato dador, a guanosina
difosfato B-L-fucose (GDP-Fuc) para os oligossacaridos dos glicoconjugados. Segundo
a CAZY, as FUCTs estdo extensamente expressas desde bactérias e plantas aos
invertebrados e vertebrados ( Vries et al, 2001).

Todas as fucosiltransferases apresentam especificidade para 0 mesmo substrato dador, a
fucose-GDP, e portanto o sitio ativo ao qual o substrato se liga deve ser semelhante para
todos os tipos de fucosiltransferases, a diferenca reside no reconhecimento do substrato

aceitador e no tipo de ligacdo glicosidica formada (Vries et al, 2001).

As FucTs séo classificadas de acordo com o tipo de ligacdo glicosidica formada, assim
existem as o-1,2; a-1,3/4, a-1,6 e O-FucTs. Fucosilagdes a-1,2 e a-1,3/4, geralmente
ocorrem na posicao terminal dos oligossacaridos, enquanto na a-1,6 e na O-fucosilagédo

ocorrem na zona mais interna das glicoproteinas ( Breton et al, 1998; Tu et al, 2013).

Os genes futl e fut2 codificam as a-1,2-FucTs, as enzimas FucT-l1 e FucT-lI
respetivamente e catalisam a transferéncia de fucose para o residuo galactose da N-
acetilactosamina (LacNAc) via a-1,2. Embora o tipo de ligacdo seja a mesma, estas
enzimas possuem especificidade para diferentes substratos aceitadores. A FucT-I possui
afinidade para o acucar tipo | (Galpl,3GIcNAC) e tipo 11 (Galfl,4GIcNAc). A FucT-II
prefere tipo | e tipo Il (Galpl,3GalNAc) (Breton et al, 1998; Nicholas Pettit et al,
2012).

43



Enzimas Fucosiltrasnferases e Fucosidases

o
N
NH
2
n i Py
HaCc7 =07 0 F-o-F-o N7 N7 TNH
OH O o]
poCH
OH OH
GDP-Fuc
HO OH OH
HO _OH OH HO O o o]

O o o]

o
HO ’é\qm HO AcHN
HO 1,3-FucT
HO AcHN OH “ Uc\ HaCF;Qi
OH
o OH

LacNAc

44

Figura 6: Representacdo esquematica da fucosila¢do catalisada pela a-1,3-fucosiltransferase. A enzima
catalisa a transferéncia de uma L-fucose de um substrato doador para um substrato aceitador N-acetil-

lactosamina com formacdo de um trissacéarido Lewis x (Le*) e GDP. Adaptado de: Tu et al, 2013.

Os genes fut 3,456,7 e o fut9 codificam seis enzimas a-1,3 FucTs (FucT-
HLIV,V,VLVII e FucT-1X) A FucT-1ll e FucT-V possuem ainda a capacidade para
ligagbes o-1,4, adicionando L-fucose aos substratos aceitadores tipo | e tipo Il. As
enzimas a-1,2; a-1,3/4 sdo responsaveis pelo ultimo passo na sintese dos antigenios de
Lewis como Le*, LeY, Le? Le” sLe* e sLe®. FucT-11l, V e VI podem reconhecer
acucares sialilados (NeuAc) e ndo sialilados. FucT-1V e FucT-IX preferem o aclcar ndo
sialilado tipo Il LacNAc, enquanto o VI prefere o acucar sialilado tipo Il (Kimura et al,
1997; Ma et al, 2006).
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Figura 7: Estruturas de antigénios de Lewis fucosilados pelas enzimas a-1,2 e a-1,3- fucosiltransferases.

A sublinhado estdo os aclcares tipo Il e tipo I. Adaptado de: Ma et al, 2006.

O gene fut8 codifica a enzima FucT-VIII, a unica enzima responsavel pela a-1,6-
fucosilacdo. A FucT-VIII, ao contrario das outras enzimas que promovem a fucosilagédo
nas posicoes terminais dos glicanos, fucosila regibes mais internas dos N-glicanos,
transferindo L-fucose para as N-acetil-glucosaminas mais profundas dos N-glicanos
(Ma et al, 2006).

Estas enzimas encontram-se amplamente expressas nos tecidos de mamiferos e os seu
produtos, oligossacaridos com nucleos fucosilados sdo encontrados em muitas
glicoproteinas de diversos tecidos principalmente do tecido cerebral (Ihara et al, 2006;
Muinelo-Romay et al, 2008).

A estrutura cristalina da o-1,6-fucosiltransferase foi determinada pela primeira vez por
Brzezinski, Dauter et al, 2011 da Bradyrhizobium sp., uma bactéria Gram-negativa do

solo que fixa nitrogénio (Brzezinski et al, 2012).

A presenca de fucose nos N-glicanos desempenha importantes papéis no enrolamento

das proteinas e estabilidade das glicoproteinas. (Muinelo-Romay et al, 2008).
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As O-FucTs transferem residuos de fucose diretamente para 0s residuos de
aminoécidos, serina ou treonina da glicoproteina (Schuster-Gossler et al, 2009).

Existem dois tipos de O-FucTs, a PO-FucT-1 e a PO-FucT-IlI codificadas pelos genes
futl2 e futl3 respetivamente. Estas enzimas residem no reticulo endoplasmatico ao
contrério da maior parte das glicosiltransferases que se localizam no complexo de Golgi
(Schuster-Gossler et al, 2009).

A O-fucosilacdo das proteinas é essencial para o enrolamento de proteinas alvo e no
papel destas proteinas-alvo no desenvolvimento embrionéario e homeostase do tecido
adulto (Lira-Navarrete et al, 2011).

Navarrete e sua equipa foram os primeiros investigadores a descrever a estrutura
cristalina da PO-FucT-I sozinha e também na forma de complexo com o GDP-fuc (Lira-
Navarrete et al, 2011).

Linkage FucTs Tissue distribution Substrates Products

o-1,2- FucT-I Erythrocyte membrane, Typeland II H-type I (H-antigen) & H-type II,
vascular endothelium B-blood group antigen, Le”

8l-1,2- FucT-II Epithelial cells, body fluids Type I and I1I H-type I (H-antigen), A-blood

group antigen
o-1,3- FucT-II Milk, kidney, colon (Sialyl) type Land I, (s)Le”, Le¥, (s)Le?, Le”
fucosyl type I and II

8-1,3- FucT-IV Leukocytes, brain, myeloid cells Type II Le*, Le'

o-1,3- FucT-V Plasma, milk, liver (Sialyl) type I (s)Le*, Le’

8-1,3- FucT-VI Plasma, kidney, liver, colon (Sialyl) type T and 1T (s)Le”, (s)Le’

o-1,3- FucT-VII Leukocytes, high endothelial venules Sialyl type II sLe*

o-1,6- FucT-VIII Liver, brain, placenta, lung, stomach GleNAcp1,4-GalNAc Fucal,6-GleNAcp1,4-GalNAc

ol-1,3- FueT-IX Brain, stomach, spleen Type II Le*

o-1,0- PO-FucT-I Heart, brain, placenta, lung, liver EGF-like repeats Fucosyl-protein

o-1,0- PO-FucT-1I Fetal liver, spleen, brain, heart THBS-like repeats Fucosyl-protein

Tabela 1: Distribuicdo das diferentes fucosiltransferases nos tecidos, 0s seus respetivos substratos

aceitadores e produtos resultantes. Adaptado de: Tu et al, 2013.
5.3.Sintese da GDP-Fucose, via de novo e via salvage

A fucose tal como os outros acUcares utilizados para a construcdo glicosidica dos
recetores sdo obtidos maioritariamente a partir da dieta, embora alguns possam ser

sintetizados pelo proprio organismo a partir da glucose (Kashyap et al, 2013).

Todas as FucTs utilizam a fucose na forma de nucle6tido ativado. Existem dois

processos para a sintese da GDP-fucose nas células de todos os mamiferos, designados
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por via de novo e via salvage e ambos se desenrolam no citosol da célula (Becker e
Lowe, 2003; Zhai et al, 2015)

Na via de novo a GDP-fuc ¢ sintetizada a partir do GDP-manose. A manose entra na
célula e no citosol é fosforilada transformando-se em GDP-manose que por sua vez é
convertida em GDP-Fucose ao fim de trés reacfes enziméticas na qual participam duas
enzimas a GDP-manose 4,6- desidratase (GMD), a qual requer a presenca do cofator
NADP e a segunda enzima a GDP-keto-6-deoximanose 3,5-epimerase,4-redutase,
também conhecida por proteina FX. Quando hd uma grande concentragdo de produto
final, a via de novo fica blogueada devido ao efeito feedback negativo. A GDP-fucose
funciona assim como um potente inibidor competitivo da GMD (Zhai et al, 2015).
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Figura 8: Representacdo esquematica das duas vias de biossintese de GDP-fucose nas células mamiferas.
Adaptado de: Becker e Lowe, 2003.

Na via salvage a fucose ¢é diretamente convertida em GDP-fucose. A fucose exdgena
atravessa a membrana celular por difusdo facilitada especifica para a fucose. Para além
da dieta a fucose também pode ser obtida pelo catabolismo das glicoproteinas e
glicolipidos no compartimento lisossomal. A fucose resultante da degradacdo dos
recetores € libertada para o espaco lisossomal e sai para o citosol por difusdo
facilitada(Becker e Lowe, 2003; Baumgartner et al, 2013; Zhai et al, 2015).
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Na conversdo de fucose em GDP-fucose estdo envolvidas duas enzimas, a enzima
fucose cinase do qual resulta a fucose-1-fosfato com gasto de ATP e libertacdo de ADP,
e a GDP-fucose fosforilase que catalisa de seguida a condensacédo reversivel da fucose-
1-fosfato com GTP para formar a GDP-fucose (Sanz et al, 2013).

A GDP-fucose resultante das duas vias migram entdo para o complexo de Golgi onde
irdo ser utilizados. Estudos quantitativos demonstraram que no metabolismo da fucose
nas células HeLa, 90% da GDP-fucose é obtida pela via de novo, mesmo quando as
células sdo alimentadas com fucose marcada radioactivamente. (Becker e Lowe, 2003).

5.4. A relacédo entre a fucosilacéo e doencas, especialmente o cancro

Alteracdes da expressdo dos glicanos na superficie das células estdo relacionadas com
varias doencas, como doencas inflamatorias crénicas, doencas autoimunes, fibrose

cistica e neoplasias (Orczyk-Pawitowicz, 2007).

Na fibrose cistica existe um aumento da atividade das a-1,3-fucosiltransferase
resultando numa excessiva fucosilacdo dos glicanos nas células epiteliais que revestem
as vias aereas. A hiperfucosilacdo das mucinas aumenta a probabilidade de ocorrer uma
infecdo bacteriana pela pseudomonas aeruginosa, sendo esta uma das causas principais

de morte nos doentes com fibrose cistica (Scanlin e Glick, 1999; Rhim et al, 2004).

E frequente observar-se um aumento da expressdo das glicosiltransferases como as N-
acetil-glucosaminatransferases, fucosil-transferases e siali-transferases em varios
tumores (X. Sun, 2013).

O aumento dos niveis de glicosil-transferases conduz ao aumento da sua atividade e
consequentemente existe a uma elevada expressao de certas estruturas glicosiladas na
superficie das células. O sL? sLe*, Le, por exemplo, séo epitopos cuja sua elevada

expressao esta correlacionada com um estado de tumor avancado. (Weston et al, 2011).

Os antigénios A e B dos grupos sanguineos sdo muito reduzidos em varios tumores e 0s
antigénios H e Le” bastante expressos, alteracdes que também estdo associadas ao

aumento da gravidade do tumor (Becker e Lowe, 2003).
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Dentro dos epitopos, o sLe* é dos mais abundantes e mais associados a doengas, é muito
comum encontrar uma elevada expressdo nos tecidos neoplasicos incluindo cancro da

mama, do colon, do figado e dos pulmdes (Weston et al, 2011).

A elevada concentracdo dos antigénios sLe também foi observada na doenca de Crohn,
psoriase, artrite reumatoide e diabetes. O aumento significativo da expresséo dos sLe* e
Le* juntamente com o aumento da transcricdo das fucosiltransferases-I11 e 1V foram
registados no cancro hepatocelular. A fucosiltransferase-VI promove o crescimento
celular e atua também como um promotor tumoral. A FucT-1V, FucT-VIl e o sLe* estdo
associadas a um agravamento do cancro dos plumdes (Tu et al, 2013).

Diversos estudos demonstram que o aumento do sLe* e sL® aumentam o risco de
metastizacdo do tumor. Estes antigénios presentes nas células cancerigenas ligam-se as
células endoteliais dos vasos sanguineos através das selectinas E- e P- e vdo circulando
ao longo dos vasos até chegar a outros locais do organismo onde se instalam e formam

uma nova colonia neoplésica (Banquy et al, 2008).

O desenvolvimento de inibidores de fucosiltransferases como potentes farmacos anti-
inflamatdrios e anti-tumorais, sd0 uma das estratégias bastante promissoras para o
futuro. No entanto para o design de novos inibidores € necessario conhecer a estrutura
da enzima, o tipo de ligacdes estabelecidas bem como os grupos funcionais envolvidos

na interacdo da enzima com o substrato (Rillahan et al, 2012).

5.5.Estrutura e mecanismo das fucosiltransferases

Até a data a Unica estrutura obtida por cristalografia raios x da a-1,3-FucT é da bactéria
H.pylori. A estrutura da enzima foi avaliada na forma complexada com o substrato
aceitador e também com o produto final. Todas as fucosiltransferases requerem um
substrato dador, a GDP-fucose, um id0 Mn** e um substrato aceitador (Wright et al,
2013).

A ligacdo do GDP-fuc a FucT envolve as cargas positivas dos aminoacidos lisina-250 e
arginina-195. Estes dois aminoacidos estabelecem interacdes eletrostaticas com as
cargas negativas do grupo pirofosfato e ligagdes de hidrogénio, facilitando a clivagem
da ligacéo glicosidica (Vries et al, 2001; H. Sun et al, 2007).

49



Enzimas Fucosiltrasnferases e Fucosidases

A N-acetil-lactosamina estd localizada no dominio N-terminal, com o grupo 3-OH
proximo da posicdo anomerica da GDP-fucose. O acido glutamico-95 encontra-se
também no dominio N-terminal. Este amino4cido com caracteristicas basicas aumenta a
nucleofilicidade do 3-OH da N-acetil-lactosamina, fazendo com que este ataque o
carbono anomérico da GDP-Fuc (H. Sun et al, 2007; Wang et al., 2009)

A transferéncia glicosidica é acompanhada da partida do grupo GDP e a formagéo de
um oxocarcatido que constitui o estado de transi¢do. A Glu-245, é o aminoacido que vai
estabilizar o i&o oxocarbocatido (H. Sun et al, 2007).
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Figura 9: Representagdo do mecanismo catalitico da o-1,3-FucT da H.pylori. as linhas a tracejado

representam as pontes de hidrogénio. Adaptado de: H. Sun et al, 2007.

5.6.Inibidores das fucosiltransferases

Os inibidores das fucosiltransefrases parecem ser uma grande promessa no design de
farmacos dirigidos para o cancro, doencas auto-imunes e inflamatdrias. No entanto
existem algumas limitacdes no seu desenvolvimento, dai que apenas alguns compostos
apresentam interesse terapéutico. Alguns fatores limitantes sdo a complexidade do
estado de transicdo que envolve um acucar nucle6tido (substrato dador), um substrato
aceitador e um ido metalico como cofactor. Segundo, a dificuldade de sintetizar um

inibidor com caracteristicas de ambos os substratos aceitador e dador. Outro fator
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limitante deve-se a falta de informacdo sobre a enzima complexada com o substrato
aceitador. Geralmente, as enzimas tém uma afinidade baixa com o0s substratos
aceitadores, com valores do Km na ordem dos sub-milimolares aos milimolares. Por
este motivo a informacdo disponivel de raios-x € muito limitada e consequentemente €
dificil sintetizar analogos (Rillahan et al, 2012; Lin et al, 2012; Merino et al, 2012;
Seelhorst et al, 2014).

Dado que as o-1,3-FucT estdo implicadas na sintese dos sLe* e Le* que sdo epitopos que
se encontram em grande quantidade em varios tecidos neoplasicos, muitos cientistas
procuram criar inibidores para estas enzimas de modo a impedir a formacgédo destes

acucares (Seelhorst et al, 2014).

Para o design de um inibidor de enzima, é necessario conhecer as interacfes que
existem entre o sitio ativo da enzima e o substrato. As interacfes entre o substrato e
enzima devem ser suficientemente fortes para que ocorra a reacdo mas também devem
ser fracas o suficiente para que o produto se liberte. Um inibidor competitivo deve
estabelecer as mesmas interagdes que o substrato natural ou até mesmo interacdes
adicionais que permitam ligar a enzima mas sem que depois ocorra reagdo, assim a
enzima fica ocupada, bloqueando temporariamente o0 acesso ao substrato natural
(Patrick, 2009).

Os inibidores das fucosiltransefrases podem-se dividir em trés categorias, : 0s analogos
dos substratos dadores, analogos dos substratos aceitadores e os inibidores bisubstratos
(Tuetal, 2013).

Vaérios foram os compostos sintetizados como analogos dos substratos dadores como 0s
analogos contendo atomos de fldor, os carba-acuUcares e ainda analogos do estado de
transicdo. Para uma inibi¢do potente o GDP tem de estar presente em todos os derivados
sintetizados uma vez que este grupo contribui significativamente para uma ligacdo forte
do substrato a enzima, estabelecendo as ligacGes de hidrogénio e interacdes

eletrostaticas necessarias com a enzima (Merino et al, 2012).

Os atomos de fluor sdo frequentemente introduzidos nos farmacos ou inibidores
enzimaticos devido a sua elevada eletronegatividade e a estabilidade pela ligacdo C-F
ser forte (Tu et al, 2013).
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Wong e seus colegas sintetizaram dois compostos contendo fluor, o GDP-2F-Fuc e a
GDP-6F-Fuc, e testou a sua atividade inibitdria in vitro. A carga negativa do &tomo de
fluor repela a carga negativa do &cido glutamico 245, consequentemente ha uma
destabilizacdo do carbocatido e a clivagem da ligagdo glicosidica é afetada. Os
resultados do teste in vitro revelaram que os andlogos fluorinados GDP-fucose possuem
valores de Ki na ordem dos 1-36micro molares para a FucT-Il1, V e VII (Burkart et al,
2000).
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Figura 10: Representagdo do GDP-2F-Fuc. Fonte: Burkart et al, 2000.
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Figura 11: Representacdo do GDP-6F-Fuc. Fonte: Burkart et al, 2000.

No entanto existe o problema destes compostos ndo conseguirem atravessar a
membrana plasmatica devido a carga negativa do grupo difosfato do nucledtido (Tu et
al, 2013).

Rillahan et al, inspirados num estudo no qual se demonstrava que a 5-tio-N-acetil
glucosamina (5-tio-GIcNAc) podia ser convertida no citoplasma da célula pela via
salvage em UDP-5-tio-GIcNAc e seletivamente inibir a atividade da O-GIcNAc
transferase, resolveram aplicar este conhecimento aos analogos de fucose (Rillahan et
al, 2012).

Estes investigadores experimentaram os compostos 2F-Fuc e o 6F-Fuc peracetilados. A
peracetilacdo permite aumentar a permeabilidade dos inibidores na membrana celular.
Os inibidores foram introduzidos numa cultura de células HL-60 (células de leucemia

humanas) e verificou-se que estes compostos atravessavam a membrana celular
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provavelmente por difusdo passiva. J& no citoplasma das células os derivados sdo
desacetilados e convertidos pela via salvage nos substratos dadores, GDP-2F-Fuc e
GDP-6F-Fuc. Anticorpos e lectinas com marcadores fluorescentes foram usados para
detetar epitopos fucosilados através da técnica de citometria de fluxo. Os resultados
demonstraram uma reducdo significativa da expressdo de Le* e sLe* na superficie de
células colocadas num meio com inibidor 2F-Fuc. Para além de atuarem como
inibidores competitivos do substrato natural inibindo as fucosiltransferases no complexo
de Golgi, estes inibidores blogqueiam a sintese natural do GDP-Fuc via de novo por
feedback negativo, ou seja a concentracdo elevada de GDP-2F-Fuc e GDP-6F-Fuc
bloqueia a biossintese de mais GDP-Fuc (Rillahan et al, 2012).

Os carba acucares sintéticos ou naturais, designados também por pseudoagucares sdo
frequentemente preparados para varias aplicacfes bioldgicas e na investigacdo
medicinal. Os carba agucares sdéo monossacaridos cujo atomo de oxigénio é substituido

pelo &tomo de carbono (Compain e Martin, 2001; Usami et al, 2008).

A ligacdo glicosidica que liga a fucose ao grupo guanosina difosfato e facilmente
hidrolisavel em meio acido ou através da clivagem por uma enzima. Quando o0 oxigénio
é substituido pelo carbono no anel fucose, ndo s6 aumenta a estabilidade contra a
hidrolise como também aumenta a afinidade para a enzima (Ki= 67.1 micromolar para
FucT-V) ( Mitchell et al, 2002; Tu et al, 2013).

Figura 12: Representacdo de um carba-agucar saturado. Fonte: Compain e Martin, 2001.

Os analogos do estado de transi¢cdo sdo compostos que apresentam as caracteristicas
principais do estado de transicdo. Os valores do ki dos analogos do estado de transicao
sdo mais baixos que os valores de Km dos substratos, ou seja a ligacdo entre a enzima e
0 substrato no estado de transicdo é mais forte do que a enzima ligada ao substrato antes
de atingir o estado de transicdo (Mitchell et al, 2002; Lee et al, 2003; Queneau et al,
2014)
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Os analogos do estado de transicdo devem possuir as seguintes caracteristicas: o anel de

fucose deve ter uma conformacdo em meia cadeira, a ligacdo glicosidica deve ser
extensa e deve desenvolver carga positiva para mimetizar a formagdo do oxocarbaniéo
(Mitchell et al, 2002; Queneau et al, 2014).

Com base nestes critérios Wong e a sua equipa sintetizaram dois carba aglcares que
possuem ambos ligacfes duplas e em comparagcdo com o GDP-carba-Fuc saturado
(composto acima representado) tem um efeito inibitério mais potente. A presenca de
uma ligacdo dupla permite que o composto adote uma conformacdo em meia-cadeira
como se pretende e a adigdo de um grupo metileno no segundo composto faz com que a
ligacdo glicosidica fique mais extensa. Todos 0s compostos apresentaram in vitro
resposta inibitoria potente in vitro. No entanto o composto com a ligacdo glicosidica
mais extensa apresentava maior atividade inibitoria (Mitchell et al, 2002; Merino et al,
2012).
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Figura 13: Representacdo de um carba agucar com ligacdo dupla. Adaptado de: Merino et al, 2012.
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Figura 14: Representagdo de um carba aglcar com ligacdo dupla e um grupo metil que liga o grupo
difosfato a fucose. Adaptado de: Tu et al, 2013.

Sintetizaram também os imino acgUcares ou azacUcares, representados na figura 15.
Estes andlogos a pH fisioldgico ficam protonados adquirindo carga positiva para
mimetizar o carbocatido do estado de transicdo. Ambos apresentam também um grupo
metil para alongar a ligacdo glicosidica tal como o composto anterior (figural4). Ambas
as moléculas possuem afinidade semelhante para a FucT-V e VI (Schuster e Blechert,
2001; Tu et al, 2013).
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Figura 15: Representagdo de dois analogos iminoagUcares ou Azagucares. Fonte: Mitchell et al, 2002.

Ainda em relacdo aos analogos de transicao, Lin e sua equipa sintetizaram os compostos
abaixo representados. A atividade inibitdria foi testada para trés a-1,3-FucT, a Fuct da
H.pylori e a FucT-1V e V do ser humano (Lin et al, 2012).
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Figura 16: Representacdo estrutural de trés compostos, analogos do estado de transicdo. Adaptado de:
Lin et al, 2012.

Lin et al, adicionou grupos aromaticos a GDP-fuc com o intuito de aumentar as
interacOes hidrofobicas. Segundo Lin e sua equipa, a analise do modelo computacional
da FucT da H.pylori complexada com o segundo composto, sugere existir uma fenda
profunda formada por residuos hidrofobicos fazendo parte os residuos Trp33, Trp34,
Phed2, Leu47, Phe71 e Tyr92, perto do sitio ativo (Lin et al, 2012).
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Phe71 & =S .

Leud?7
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Figura 17: Representacdo de um modelo computacional do composto 2 ligado ao sitio ativo da FucT-
pylori. No composto 2 0 amarelo evidenciado corresponde ao carbono, o vermelho ao oxigénio, o azul ao
nitrogénio, verde ao cloro e laranja ao fésforo. Os residuos hidrofobicos estdo representados a laranja e o
branco corresponde a outros residuos de aminoacidos que fazem parte da enzima. A fenda hidrofébica
consiste nos aminoécidos Trp33, Trp34, Val46, Leud7, Phe42, Phe7l e Trp92. As setas A, B e C
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correspondem a guanina, ribose e grupo difosfato, respetivamente. O residuo acido glutdmico atua como
acido/base na catalise. Adaptado de: Lin et al, 2012.

GDP-Fuc
Enzyme Ic, | K c, 2 K Ic, 3K K,
FucT-V 27 0.81+0.15 12 0.52+0.11 0.69 031+0.09 138423
FucT-VI 54 19407 21 11029 0094 0.029£0.009 132425
HP-FucT 39 09402 078 0.22+0.06 2% 78+07 11322

Tabela 2: Valores de IC50 e Ki dos compostos 3-5 para as varias FucTs. Fonte: Lin et al, 2012,

Desta experiéncia Lin e sua equipa concluiram que como o0s trés compostos
apresentavam atividade inibitdria para todas as fucosiltransferases entdo o sitio ativo da
enzima responsdvel pela ligagdo do GDP-Fuc €é semelhante em todas as
fucosiltranferases. Segundo estes autores, dentro destes compostos testados 0 composto
namero 3 mostrou ser o melhor inibidor, com valores de K; na ordem dos 29 nM e valor
de 1Cso mais baixo que 0s outros compostos, no entanto apresentou pouca afinidade para
a FucT H.pylori (Lin et al, 2012).

Para além dos analogos de substratos dadores, analogos dos substratos aceitadores,
também ja foram analisados e testados por Wong e seus colegas, uma série de derivados
de LacNAc para inibir a expressdo dos sLe*. Em comparacdo com o LacNAc
(km=4.6milimolar), os derivados do LacNAc exibem uma afinidade aumentada para a
FucT-VI. O composto abaixo apresenta uma Km de 64 micromolares, sendo
considerado pelos autores um bom substrato aceitador, competindo com a LacNAc.
Numa concentracdo de 50 micromolar, este composto causa 90% da inibicdo de sLex

expressas nas células U937 (células de linfoma humano) (Tu et al, 2013).

HO _OH OH
@] O
10 XEQ R 0~
e CC

Figura 18: Representacdo de uma N-acetil-lactosamina ligada a um grupo hidrofébico. Fonte: Tu et al,
2013.

Em relacdo aos inibidores bisubstratos sdo desenhados para conter ambos 0s dominios

do substrato dador e aceitador ao mesmo tempo.
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Figura 19: Representagéo de um inibidor bisubstrato. Fonte: Izumi et al, 2006.

O composto acima sintetizado por Wong e a sua equipa compreende um grupo 2-
hidroxietil-B-D-galactosido que mimetiza o substrato aceitador e um GDP que mimetiza
0 substrato dador. A ligacéo glicosidica entre estes dois grupos da-se por intermédio de
uma cadeia de etileno. O composto foi testado e demonstrou ser um potente inibidor da

a-1,2-FucT com wuma Ki de 2,3 micromolar (lzumi et al, 2006).
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6. CONCLUSAO

O desenvolvimento de inibidores de fucosiltransferases ainda estd muito comprometido

devido a varias limitagdes incluindo a pouca informacéo que existe destas enzimas.

Um inibidor ideal deve ter alta eficiéncia, uma constante de dissociacdo baixa, boa

afinidade, especificidade e seletividade.

Nas fucosiltransferases ao contrario do que acontece nas fucosidases o sitio ativo nao é
um sulco profundo e por isso para que o substrato fique bem ligado a enzima necessita
do nucledtido difosfato que Ihe confere uma ligacdo mais forte a esta. Atualmente os
inibidores das FucT mais potentes sdo aqueles que contém na sua composicdo o
nucleotido difosfato (GDP) para obter uma boa afinidade. No entanto estas moléculas
possuem elevada polaridade ou carga negativa o que torna dificil a sua penetracdo nas
membranas plasmaticas das células e ainda na membrana do aparelho de Golgi, uma vez

que sdo nestes organitos que se encontram as fucosiltransferases.

Outro obstaculo ao desenvolvimento de inibidores de fucosiltranferase como possivel
tratamento para o cancro € o fato de existirem 12 fucosiltransferases humanas. A
elevada atividade de certas fucosiltransferases esta associada com diversos tipos de
cancro e portanto € importante desenvolver inibidores potentes e seletivos para
fucosiltranferases especificas, de modo a que os efeitos adversos sejam 0s mais

reduzidos possiveis.

Os inibidores analogos dos substratos dadores apresentam a desvantagem de serem
pouco seletivos, uma vez que todas as fucosiltransferases apresentam afinidade para a
GDP-Fuc. Por outro lado os analogos dos substratos aceitadores apresentam baixa
afinidade para a enzima. O design de bisubstratos parece ser mais promissor, pois
apresenta elevada especificidade e afinidade, apresentando as caracteristicas tanto do

substrato doador como do aceitador.

O tratamento com um inibidor de sialitransferases resulta numa perda total de acidos
sialicos e num aumento significativo da fucosilacdo. Este aumento da fucosilacdo deve-
se ao fato das fucosiltransferases e sialitransferases competirem para 0 mesmo substrato

aceitador. Assim a inibi¢do seletiva da transferéncia dos &cidos sidlicos aumenta por
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outro lado a transferéncia de fucose. O inverso também pode ocorrer com a inibicdo das
fucosiltransferases, havendo um aumento de residuos de &cidos sialicos nos epitopos ou

antigénios.

O tratamento deve ser feito com ambos os inibidores para que haja uma reducdo
notavel de acidos sidlicos e fucose nos glicoconjugados. Este fato constitui outra
limitacdo, pois para além de desenvolver um inibidor potente para as fucosiltransferases
é necessario também desenvolver simultaneamente um inibidor para os &cidos sialicos.
Este tratamento duplo pode levar a uma alongamento das cadeias glicosidicas das
glicoproteinas por unidades repetitivas de N-acetil-lactosamina, devido a falta dos
acidos sialicos e fucose para fecharem as cadeias.

Diversas moléculas, nas ultimas décadas foram desenhadas e testadas in vitro para inibir
as fucosiltransferases. Contudo, como foi apresentado acima, existem varias barreiras
ainda a ultrapassar, para passar dos ensaios in vitro aos ensaios clinicos. Com o avanco
da tecnologia, o conhecimento mais aprofundado das interagdes entre estas enzimas e 0s
seus substratos serd possivel, e portanto prevé-se que num futuro proximo sejam
aperfeicoados os inibidores destas fucosiltransferases, de forma a serem mais selectivos,

eficazes e minimizando os efeitos adversos.
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