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ORGANISMOS MARINHOS COMO FONTE DE NOVOS FARMACOS: HISTORICO & PERSPECTIVAS
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MARINE ORGANISMS AS A SOURCE OF NEW PHARMACEUTICALS: HISTORY AND PERSPECTIVES. Though sharing
only a short part on the natural products timeline, the studies on marine products has already handed in four new drugs to the clinical
arsenal and brought up a long and promising list of unique molecules to pre-clinical and clinical trials. Thus, as the available analytical
resources improve and the interest of large pharmaceutical companies arises, medical use of marine products has definitely become

a reality.
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INTRODUCAO

Os produtos naturais tém sido a maior fonte de inspiracdo para
diversas dreas da quimica e da ciéncia de um modo geral. Usando,
copiando ou modificando as moléculas sintetizadas pelos seres vivos,
0 homem tem obtido inovagdes para o seu beneficio em diversas dreas
e, entre elas, a produg@o de fiarmacos. Do analgésico morfina, ao
antibidtico penicilina, passando pelo anticincer paclitaxel (Taxol®),
estima-se que 80% dos farmacos em uso sdo produtos naturais ou
foram inspirados pela natureza.

Existem vdrias revisdes recentes que podem ser consultadas
para uma visdo da contribui¢do dos produtos naturais na inddstria
farmacéutica.'* Neste contexto, os organismos terrestres (principal-
mente micro-organismos e plantas) sdo os responsdveis por quase a
totalidade dessas substancias, enquanto que os organismos marinhos,
apesar de promissores, passaram a ser investigados de maneira sis-
temdtica apenas recentemente. Nesta breve revisdo comentaremos
alguns aspectos histéricos dos estudos quimicos e farmacoldgicos
realizados com organismos marinhos e suas implica¢des cientificas,
como a descoberta de novos produtos naturais com a¢@o em alvos
moleculares peculiares, além da utiliza¢do desse conhecimento pela
inddstria farmacéutica no processo de pesquisa e desenvolvimento
(P&D) de farmacos.

HISTORICO

Mares e oceanos ocupam mais de 2/3 da superficie da Terra
e abrigam quase todos os grupos de organismos vivos, incluindo
representantes de 34 dentre os 36 filos descritos. Sendo assim, os
ecossistemas marinhos podem ser considerados como detentores da
maior biodiversidade filética, com potencial biotecnoldgico associado
praticamente ilimitado.>*

Até os anos 50, este ecossistema escapou do interesse dos cien-
tistas de produtos naturais, principalmente devido ao dificil acesso
as suas profundidades. Com o avanco das técnicas e o advento dos
equipamentos seguros de mergulho, na década de 70, algas e inver-
tebrados marinhos puderam dar inicio as suas historias nas bancadas
dos laboratérios de quimica e farmacologia.’

*e-mail: lvcosta@secrel.com.br

O pesquisador Werner Bergmann da Universidade de Yale
(E.U.A.) foi um dos pioneiros, na década de 50, no estudo dos produ-
tos naturais marinhos. Um dos exemplos histéricos no desenvolvimen-
to de farmacos marinhos teve origem no seu trabalho de isolamento
dos nucleosideos espongouridina (1) e espongotimidina (2) da esponja
Tethya crypta (Cryptotethya crypta). Andlogos sintéticos, como a
adenina-arabinosideo (ara-A) (3) e a citosina-arabinosideo (ara-C)
(4), discutidos a seguir, sdo até hoje utilizados na terapéutica.'*!!
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No entanto, apenas ap0s a descoberta de grandes quantidades de
prostaglandinas (5ab) no octocoral Plexaura homomalla, em 1978,
por Alfred J. Weinheimer e Robert L. Spraggins da Universidade de
Oklahoma (E.U.A.), foi que o interesse e o investimento de inddstrias
farmacéuticas em laboratérios de pesquisa de produtos naturais na
busca de novos farmacos de origem marinha foram despertados.'?

5a R=H; 5b R =Ac

O estudo de produtos marinhos, pelos 20 anos que se seguiram,
respondeu com uma excitante explosdo de moléculas peculiares,
trazendo estruturas complexas até entdo desconhecidas, além de
potentes atividades bioldgicas e interagdes com alvos celulares
inusitados.'®!?

Nos 10 anos seguintes veio a calmaria, resultante da falta de
interesse da inddstria farmacéutica, que, a época, preferiu apostar na
sintese e na quimica combinatdria para a descoberta de novos farma-
cos.'* Nesta altura, nenhum farmaco oriundo do mar tinha alcangado
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as prateleiras das farmdcias. Hoje, e desde o inicio do século corrente,
vem-se testemunhando o que pode configurar o renascimento do
campo dos produtos naturais marinhos.'>?

Os avancos nas técnicas de isolamento e caracteriza¢do quimica,
0s progressos e a sofisticacdo dos bioensaios, que se mostram cada
vez mais especificos e acurados, receberam, ainda, o reforco de mais
um importante grupo de proficuos produtores de moléculas interes-
santes: os micro-organismos marinhos.®**?¢ Quase a metade (45%)
dos produtos naturais de micro-organismos marinhos foi isolada
ap6s o ano 2000, demonstrando o interesse recente nesta drea.”> Os
micro-organismos marinhos tiveram implicagdes revoluciondrias
nos estudos com produtos naturais, ndao apenas pela diversidade
quimica mas, principalmente, pela perspectiva de sustentabilidade,
associada a possibilidade de fermentag@o para producdo de material
suficiente para as etapas pré-clinicas e clinicas do desenvolvimento
de farmacos.”

A Figura 1 resume a evolucao no isolamento de produtos naturais
marinhos ao longo dos dltimos cinquenta anos. Apesar das cerca
de 18.500 substancias isoladas entre 1965 e 2006, calcula-se que
menos de 3% do total estimado de organismos marinhos ja tenha
sido estudado.”
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Figura 1. Quantidade de novos produtos naturais marinhos isolados de 1965
a 2006. Adaptada das ref. 22 e 23

Além de suas estruturas peculiares, produtos naturais marinhos
possuem uma extraordindria diversidade de alvos moleculares com
seletividade marcante, o que aumenta sobremaneira o potencial
farmacoldgico e terapéutico dessas moléculas (ver exemplo das
conotoxinas, discutido a seguir).!*

Considerando apenas os protdtipos em fase de testes clinicos, po-
demos reconhecer alguns alvos terapéuticos: canais idnicos, enzimas,
microtibulos, DNA, lisossomos, calmodulina, proteossomos, além
de indugdo de estresse oxidativo e modulagao do sistema imunoldgi-
c0.192 A grande maioria dos alvos identificados apresentam-se como
relevantes no tratamento do cancer e € exatamente no estudo e na
terapéutica dessa doenca que podemos visualizar o maior impacto
das substancias de origem marinha.'®*-3

ESTADO DA ARTE: A INDUSTRIA FARMACEUTICA
E 0S FARMACOS DE ORIGEM MARINHA
COMERCIALIZADOS

Todo o conhecimento acumulado do estudo, principalmente no
meio académico, de produtos naturais marinhos ressalta o potencial
terapéutico dessas moléculas.

A industria farmacéutica representa o setor investidor principal
das etapas de ensaios pré-clinicos e clinicos no processo de P&D
de farmacos, o que, de certa forma, determina quais moléculas tém
potencial para atingir o mercado.’!*> Os custos envolvidos nesse pro-
cesso sdo extremamente elevados, podendo envolver gastos da ordem
de 2 bilhdes de reais (900 milhdes de ddlares), no caso de farmacos
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anticancer.**3* Além disso, o processo é muito demorado, levando
cerca de 15 anos da descoberta da molécula a prateleira da farmacia
(Figura 2).%3* Como mencionado anteriormente, a contribui¢ao dos
produtos naturais nesse processo € marcante, visto que a maioria das
novas entidades quimicas introduzidas no mercado para tratamento
de doencas tem, em ultima instancia, origem natural.

Descoberta Desenvolvimento Estudos Clinicos Aprovagio
Pré-Clinico
Testes in vitro 1 Farmaco
A F dinami —
5000 substancias > [Ammacochi®? > Fase1 > Fase2 > Fase 3 =
Toxicologia .
(Protétipo)  (Protétipo Otimizado)
3-5 anos 3 anos 6 anos 3 anos

Figura 2. Esquema ilustrativo das etapas envolvidas no processo de pesquisa
e desenvolvimento (P&D) de novos farmacos

Se as grandes industrias farmacéuticas haviam perdido o in-
teresse pelos produtos naturais marinhos, elas estdo comecando a
recuperd-lo, ainda que com alguma cautela, na forma de colabora-
¢des com pequenas companhias ou laboratdrios institucionais. Uma
andlise do pipeline das grandes industrias farmacéuticas mostra
que a maioria delas tem investido no desenvolvimento de farmacos
baseados em produtos naturais marinhos.* Vale mencionar que 13
novos farmacos relacionados a produtos naturais foram aprovados
entre 2005 e 2007, sendo que cinco representam novas classes de
farmacos, incluindo os produtos marinhos trabectedina (Yondelis®)
e ziconotideo (Prialt®).*

Nos tltimos anos algumas companhias foram fundadas com o
objetivo de desenvolver novos farmacos com protétipos de origem
marinha. E o caso da PharmaMar, fundada em 1986 e, hoje, uma
divisdo do grupo Zeltia, que nos dltimos 20 anos investiu mais de
1,2 bilhdo de reais (420 milhdes de euros) na pesquisa em farmacos
de origem marinha com potencial para tratamento do cancer. A
PharmaMar conta com uma colecio de mais de 65.000 organismos
marinhos, de onde ja foram isoladas 700 novas entidades quimicas
e 30 novas familias de substancias ja foram descritas. Vale ressaltar
que atualmente existem 3 substincias em fase pré-clinica e 5 em fase
clinica de testes, sendo que a trabectedina (ET-743, Yondelis®) foi
recentemente aprovada pela Comissdo Européia para o tratamento
de sarcomas de tecidos moles em pacientes refratarios a antraciclinas
e ifosfamida.®

Outra companhia fundada sob a inovadora prerrogativa de
prospeccdo de farmacos a partir de micro-organismos marinhos € a
Nereus Pharmaceuticals.’” Fundada em 1998, ja possui 2 protétipos
em fase 1 de testes clinicos para o tratamento de cancer, incluindo a
salinosporamida A (ver Quadro 11), que carrega o trunfo de ter sido a
substancia a percorrer mais rapidamente a fase de testes pré-clinicos:
desde a sua descoberta até o inicio dos testes clinicos contam-se
apenas 3 anos.**¥

Atualmente jd existem 4 farmacos relacionados a substancias de
origem marinha em uso clinico - como anticancer [ara-C (Citarabi-
na®) e trabectedina (Yondelis®)], antiviral [ara-A (Vidarabina®] e
analgésico neuropatico [ziconotideo (Prialt®].

Ara-C (Citarabina®) e Ara-A(Vidarabina®)

Como mencionado anteriormente, os nucleosideos isolados por
Bergmann e Feeney’ inspiraram a sintese de moléculas como a cito-
sina arabinosideo [4, ara-C (Citarabina®)] e a adenina arabinosideo
[3, ara-A (Vidarabina®)], firmacos com acGes anticincer e antiviral,
respectivamente.***! Ara-C (4) € usada principalmente na terapia da
leucemia aguda ndo linfobldstica, enquanto que ara-A (3) ¢ utilizada
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na forma de colirio para tratamento de infec¢des oftalmoldgicas
com o virus Herpes simplex.** De acordo com Newman e Cragg,'”
o grande impacto da descoberta dessas moléculas foi demonstrar,
pela primeira vez, a ocorréncia de nucleosideos naturais bioativos
contendo agucares diferentes da ribose e da deoxirribose. Pode-se
dizer ainda que essa constatagdo deu origem a toda uma geragdo de
nucleosideos incomuns e ndo naturais com potencial terapéutico,
incluindo o farmaco anti-HIV, azidotimidina ou AZT.®#

Vale ressaltar que € exatamente nessa caracteristica que reside
o mecanismo de agdo dessas substancias que “enganam” a maqui-
naria de divisdo celular e, uma vez incorporadas ao DNA durante a
replicagd@o, levam a inibi¢ao do processo de sintese e consequente
bloqueio da proliferagdo.*

Trabectedina (Ecteinascidina-743, ET-743, Yondelis®)

Trabectedina (6, ET-743, Yondelis®) € um alcaldide tetra-hidro-
quinolinico isolado da ascidia caribenha Ecteinascidia turbinata e
cujo mecanismo de alquilagdo de DNA difere da grande maioria dos
outros agentes alquilantes. Esta molécula liga-se a guanina em sequén-
cias especificas de bases nas fendas menores da dupla hélice, causando
uma dobra nas fitas de DNA.*“¢ Este dobramento tem diversas conse-
quéncias celulares que sdo refletidas na desorganizagao do citoesque-
leto, bloqueio da divisdo celular e interferéncia no reconhecimento e
ligacdo normal de fatores de transcri¢@o ou proteinas ligantes ao DNA,
causando ativagdo ou inibi¢do de determinados genes.*’#* A inibicao
da transcricdo do gene MDR1 € um dos principais e mais relevantes
efeitos desta substancia, sendo este gene responsdvel pela produgao de
glicoproteina-P, uma proteina que realiza o bombeamento de diversos
quimioterdpicos para fora das células e pode estar superexpressa em
células tumorais. A glicoproteina-P confere as células tumorais um
perfil de resisténcia a multiplas drogas (MDR), o que pode vir a ser
prevenido pelo tratamento com trabectedina.*>°

A via de reparo TC-NER (reparo por excisdo de nucleotideos
acoplados a transcri¢do, Transcription Coupled Nucleotide Excision
Repair) também parece exercer um papel essencial na atividade da
trabectedina.*’ Esta via estd envolvida no reparo de dano ao DNA
induzido por raios UV, determinados carcindgenos e alguns qui-
mioterdpicos, como os agentes alquilantes e cisplatina. As células
deficientes nesta via de reparo aparecem resistentes ao efeito deste
tratamento, o que sugere que esta seja uma via chave na morte ce-
lular induzida por trabectedina. Foi demonstrado que as proteinas
produzidas pelas células TC-NER proficientes induzem quebras em
DNA de fita simples, enquanto que as proteinas mutadas sdo menos
toxicas as células.’'>*

Os primeiros ensaios clinicos com trabectedina foram complica-
dos devido a severa toxicidade e algumas mortes. Entre as principais
reacoes adversas, podem ser citadas neutropenia, transaminite e,
mais gravemente, rabdomidlise. Consequentemente, varios estudos
foram realizados para o entendimento das reagdes relacionadas a
toxicidade e para o ajuste de doses, 0 que atrasou a sua progressiao
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normal pelos ensaios clinicos. Entretanto, as modificacdes adotadas
melhoraram substancialmente o perfil toxicolégico do farmaco, com
a grande vantagem de induzir apenas uma mielotoxicidade residual
nas doses terapéuticas.*

Trabectedina foi o segundo protétipo desenvolvido pela Phar-
maMar e o primeiro firmaco a ser aprovado para uso clinico no
tratamento de sarcoma de tecidos moles, tendo recebido autorizacio
da agéncia EMEA (Agéncia Européia de Medicamentos, European
Medicine Agency) para a comercializagio pela Unido Européia em
setembro de 2007.°° Atualmente, segue cumprindo outros protocolos
de ensaios clinicos e encontra-se em fase 3 para tratamento de cancer
de ovario e em fase 2 para cancer de prdstata e mama, osteossarcoma
e tumores sélidos pedidtricos.”’

A Ecteinascidia turbinata foi cultivada com sucesso, mas, para
os testes clinicos, o detentor do prémio Nobel de Quimica de 1990,
E. J. Corey, desenvolveu, em colabora¢do com outros quimicos, um
método eficiente de sintese que, patenteado por Harvard, foi licencia-
do a PharmaMar. Sua produgdo € hoje realizada em 4 etapas a partir
da cianosafracina B, proveniente da cultura da bactéria Pseudomonas
Sfluorescens.® O sucesso da aquacultura e do processo de sintese do
ET-743, sem didvida, foi um dos fatores que agilizaram a realizacéo
dos testes clinicos e sua consequente aprovacdo como farmaco.

Prialt® (ziconotideo, ®-conotoxina MVIIA)
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O ziconotideo (7) ou w-conotoxina MVIIA (Prialt®) é um
peptideo analgésico de 25 aminodcidos isolado do molusco Conus
magnus na década de 80.%¢° Como outros peptideos, o ziconotideo
¢ sintetizado a partir de aminodcidos naturais.

Utilizadas para paralisar suas presas, as toxinas de Conus tém
sido estudadas para diversas aplicacdes na medicina e s30 um exem-
plo da diversidade de alvos encontrada para os produtos de origem
marinha e de sua seletividade. Estima-se que cada espécie contenha
até 200 diferentes peptideos biologicamente ativos que se ligam em
canais ionicos dependentes de voltagem ou ativados por ligantes
externos.® % Como exemplos, podemos citar as o-conotoxinas que
inibem competitivamente receptores nicotinicos com uma seletivida-
de impressionante entre os seus diversos subtipos, enquanto que as
Y-conotoxinas atuam como inibidores ndo-competitivos nesse mesmo
alvo.® As 6-conotoxinas antagonizam receptores de serotonina 5-HT,,
enquanto as conopressinas sao agonistas de receptores de vasopressi-
na.®”% Com relac@o aos canais idnicos dependentes de voltagem, as
m-conotoxinas bloqueiam seletivamente diferentes subtipos de canais
de calcio, as x-conotoxinas bloqueiam canais de potassio, enquanto
que as p-conotoxinas bloqueiam canais de sddio.? 63656

Com sua seletividade com relacio ao alvo molecular, o zicono-
tideo bloqueia, em concentragdes picomolares, o canal de cdlcio do
tipo N das fibras nociceptivas tipo A-d e tipo C nas l1aminas I e II da
raiz dorsal do cord@o nervoso de mamiferos, apresentando analgesia
em vérios modelos de nocicep¢do.’®”!

O extraordindrio potencial antinociceptivo das m-contoxinas
(o ziconotideo € mil vezes mais potente do que a morfina) emerge
de duas propriedades: a particular sensibilidade das fibras tipo C a
essas substancias, como mencionado, e a auséncia de tolerancia ao
tratamento com esses peptideos. Em contraste com os opioides, que
sdo agonistas de receptores acoplados a proteina G e que levam a
diminui¢do no nimero de receptores apds tratamento continuado e
a consequente dessensibilizacdo, o tratamento com ziconotideo nio
induz tolerancia apds uso cronico.o>6%72
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O primeiro teste clinico com ziconotideo (Prialt®) em pacientes
com dor severa teve inicio em 1995, sendo que somente em 2004 a
agéncia norte-americana FDA (agéncia dos E.U.A. para controle e
aprovagio de medicamentos e alimentos, Food and Drug Adminis-
tration) aprovou este farmaco de administracdo intratecal no controle
da dor severa, incluindo aqueles pacientes refratérios a tratamentos
com opioides.”” Esse medicamento é comercializado pela Elan
Pharmaceuticals.”

PROTOTIPOS EM ESTUDOS CLINICOS: DESAFIOS,
SOLUCOES E PERSPECTIVAS

Apesar do reduzido nimero de farmacos de origem marinha,
existe um ndmero considerdvel de substincias em fase de testes
pré-clinicos e clinicos para tratamento de doengas, o que ressalta o
potencial destas moléculas na cura de doengas. Durante o processo
de P&D de farmacos, de cada 5000 substancias que entram em fase
de testes pré-clinicos apenas 5 passam aos estudos clinicos e uma
s6 molécula resulta num medicamento.** Embora o grande gargalo
da evolugdo dos estudos com as substincias de origem marinha
tenha sido o suprimento de quantidades adequadas para os testes
em humanos, o fator limitante da utilizacdo na terapéutica reside na
toxicidade associada ao uso.?3*

De fato, a funco ecoldgica das moléculas farmacologicamente
ativas isoladas de fontes marinhas parece ser a de assegurar o sucesso
do hospedeiro na competi¢do por espago ou na defesa contra preda-
dores ou micro-organismos patogénicos, tanto que foram os animais
sésseis ou com reduzida capacidade de locomocdo, de corpo macio
e desprovidos de estruturas fisicas de defesa, como esponjas nao-
calcdreas, ascidias, corais moles, algas e alguns grupos de moluscos
sem concha, que cederam grande parte das moléculas que estdo,
atualmente, em estudos pré-clinicos ou clinicos.'>” A bioatividade
das moléculas de origem marinha, ndo raro, € extremamente potente,
o que refor¢a a hip6tese da sua fungdo protetora, ja que elas devem
superar a incrivel capacidade diluente da 4gua do mar para alcancar
o seu alvo e surtir efeito.’® Entretanto, no processo de transformagio
das “armas quimicas” dos organismos marinhos em firmacos para
uso humano, essa particularidade repercute na alta toxicidade destas
moléculas ou em intolerdveis efeitos colaterais. O baixo rendimento
do material, a frequente complexidade estrutural dos produtos naturais
e sua consequente dificuldade de sintese somam-se ao rol dos motes
que abalizam o desenvolvimento de fairmacos de origem marinha.

A histéria das substincias que estdo ou passaram pela fase de
testes clinicos, de certa forma, ilustra os diferentes aspectos relacio-
nados ao desenvolvimento de farmacos a partir de fontes marinhas.
A geracdo de moléculas andlogas ou congéneres para avaliar as
relacdes entre estrutura e atividade e as modificagdes estruturais
para otimizar os pardmetros farmacocinéticos e farmacodinamicos
sdo recursos geralmente disponiveis para a superacdo da questdo da
toxicidade.*

Quando se trata de amostrar material para meros estudos quimicos
ou de screening farmacolégico, a convengao rege que a colec@o entre
500 e 1000 g (considerando o peso imido) de cada organismo € uma
quantidade bastante razodvel e suficiente para camprir todas as etapas
da prospeccio sem causar impacto ecoldgico. Entretanto, quando se
chega a molécula bioativa isolada e se vislumbra avangar nos estudos
pré-clinicos e, principalmente, nas etapas clinicas, deve-se considerar
alternativa outra que a coleta do animal selvagem.'>3*

A questdo do suprimento de material assombrou o desenvolvi-
mento da drea de produtos naturais marinhos desde os seus dias mais
remotos. A discussdo acerca deste entrave era mais frequente em
revisdes sobre produtos marinhos publicadas até por volta da virada
do século corrente que, a altura, era bastante pertinente.>!>¢7% O
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que se experimenta nos dias de hoje ja sdo fases de superagdo deste
aspecto, seja pelo avanco de métodos de sintese e aquacultura ou
pelos avancos da biologia molecular, que viabilizou a utilizacio de
bactérias geneticamente modificadas na produgdo de substincias de
estrutura mais complexa.”33

A cultura de células dissociadas dos organismos hospedeiros
parecia uma solugdo dbvia para a produgdo das moléculas bioativas,
jé que esta técnica € empregada com maestria na produgdo em larga
escala de diversas biomoléculas, como anticorpos e hormonios,
usando reatores bioldgicos. Experimentos com esponjas marinhas
chegaram a ser conduzidos durante mais de uma década e atrairam o
interesse de grupos de ponta da drea de produtos naturais marinhos.”
Entretanto, apds muito investimento dispensado para a implemen-
tacdo das linhagens imortais e de alguns casos bem sucedidos nas
tentativas de aumentar a concentracao intracelular natural da molécula
de interesse,**2 ndo foi possivel expandir este modelo para culturas
de maior porte.

Enquanto isso, os argumentos ja pouco favoraveis a cultura de
células de esponjas para a obtengdo de moléculas bioativas foram
reforgcados pelas crescentes evidéncias de que muitos dos metab6-
litos isolados dos invertebrados marinhos seriam, na verdade, pro-
duzidos por micro-organismos associados. Sem divida, a simbiose
ou o comensalismo que plantas e animais marinhos mantém com
vérios micro-organismos ¢ uma relacio ecoldgica bem conhecida e
amplamente documentada. Os micro-organismos marinhos desen-
volveram um aparato metabdlico bastante peculiar que €, de certo
modo, muito mais promiscuo que o de seres multicelulares. Essa
fenomenal capacidade adaptativa ndo sé garantiu a sua sobrevivéncia
em ambientes as vezes extremos, mas também proporcionou um
recurso para a producdo de metabdlitos nunca antes observados para
organismos terrestres.® Isso explica muita coisa. Ora, assim como
ja foram isoladas substancias quimicamente semelhantes a partir de
organismos filogeneticamente distantes, outras originadas por vias
biossintéticas completamente distintas achavam-se presentes numa
mesma espécie.®

O potencial dos micro-organismos marinhos na busca de novos
farmacos € também fundamentado na importancia histérica dos micro-
organismos terrestres como fonte de farmacos. A rigor, algum esforco
ja foi empreendido neste sentido e inimeros metabdlitos secundarios
interessantes ja foram isolados a partir desses grupos, mas presume-se
que ainda haja um desmesurado nimero de substincias por desco-
brir.* E, embora sejam necessdrias técnicas diferenciadas, muitos dos
principios que embasam a fermentacdo industrial podem ser aplicados
para a obten¢do dos metabdlitos secunddrios em larga escala, o que,
em tese, resolveria a questéo do suprimento de material.®"$

No entanto, para os protétipos ainda em fase de ensaios clinicos
ou farmacos j4 aprovados, a sintese quimica ainda € o recurso de
escolha da industria farmacé€utica para obter a quantidade de material
necessdria para atender 2 demanda do mercado. Além do mais, a sin-
tese garante a independéncia da industria frente a vulnerabilidade dos
recursos bioldgicos. Entretanto, a complexidade estrutural da maioria
dos produtos naturais marinhos acaba por dificultar a elaboracio
de um processo comercialmente vidvel.”3*” A grande saida para as
moléculas de arquitetura mais complexa € investir na elucidacdo do
mecanismo de a¢do, determinar o grupo farmacoférico e tentar a sin-
tese de moléculas mais simples, de bioatividade comparavel e, quem
sabe até, com menor toxicidade. Esse processo € chamado ““simplifi-
cagdo estrutural” ou sintese “‘orientada pela fungdo”.®* Alids, com os
avangos nas técnicas de sintese e modelagem molecular, a tendéncia
¢é que a estrutura original dos produtos naturais passe a servir princi-
palmente como a base para o desenvolvimento de fairmacos ao invés
de serem eles préprios o principio terapéutico.?3*91%2

A produgdo de andlogos a partir de estruturas lider como a dide-
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mnina B, dolastatinas, halichondrina B e briostatina sio exemplos
de protdtipos que sofreram modificagdes para facilitar ou melhorar o
rendimento da sua sintese ou reduzir a toxicidade sem experimentar
diminuicdo da sua poténcia. De qualquer sorte, algumas moléculas
de ocorréncia natural que estdo percorrendo os ensaios clinicos foram
bem sucedidas nas tentativas de sintese total ou parcial, entre elas
a trabectedina, ®-conotoxina, aplidina, discodermolido, kahalalido
F e espisulosina.

A didemnina B (Quadro 1), um depsipeptideo ciclico isolado da
ascidia caribenha Trididemnun solidum,” é considerada efetivamente
a primeira substancia natural marinha a entrar para testes clinicos,
nesse caso, como um agente anticancer. Nos estudos in vitro e in
vivo, esta substancia demonstrou uma potente atividade antiviral,
imunossupressora e anticancer, surpreendendo com a CL de 1 nM,
em média, e com uma notavel atividade antitumoral contra leucemias
e melanomas.>** O mecanismo de a¢do da didemnina B é complexo e
ainda estd por ser completamente esclarecido. Independentemente, os
resultados animadores dos estudos com linhagens de células tumorais
e camundongos com tumores transplantados foram razdo suficiente
para iniciar os ensaios clinicos, em 1986.%4%

Apesar dos iniimeros e variados esquemas de tratamento propos-
tos e dos diversos tumores experimentados, a didemnina B mostrou
ser por demais toxica, também desapontando no quesito eficicia,
para prosseguir com os ensaios clinicos, que foram interrompidos
na fase 2 em meados da década de 90. Alguns autores argumentam
que a logistica envolvida no ajuste de doses e nos esquemas de
administragdo utilizados ndo teria sido otimizada para favorecer a
atividade antitumoral e adequava-se melhor aos protocolos de estudo
de agentes imunomoduladores.”® Seja como for, a didemnina B foi
retirada dos testes clinicos deixando uma preciosa contribuigéo para
a formacdo de quimicos e farmacologistas basicos e clinicos da area
de produtos naturais marinhos.

Todavia, este ainda ndo € o final da histdria. A aplidina (Qua-
dro 1), isolada da ascidia mediterranea Aplidium albicans, € um
depsipeptideo ciclico similar a didemnina B e também sabida por
de-hidrodidemnina B.?® A aplidina demonstrou ser a mais ativa num
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estudo relacionando estrutura e atividade antiviral e citotxica de uma
série de 42 didemninas andlogas naturais ou sintéticas, entre as quais
a didemnina B.”” Em modelos in vivo, a aplidina conseguiu reduzir
drasticamente o volume de diversos tumores, inclusive daqueles
resistentes a didemnina B, enquanto demonstrava uma significativa
melhoria da toxicidade associada ao uso.”® Seu mecanismo de agao
¢ bastante peculiar e envolve vdrias vias que levam a apoptose, mas
ainda ndo estd completamente esclarecido. Sabe-se que seus efeitos
implicam principalmente no bloqueio da divisdo celular (devido a
inibicdio da sintese de DNA e proteinas) e no enfraquecimento da
angiogénese tumoral (pela diminui¢do da secrecdo de VEGF e da
expressdo do receptor VEGF-r1 e a inibi¢do da enzima ornitina-
descarboxilase).”-1%!

A aplidina foi licenciada para a PharmaMar sob o registro de
Aplidin® (plitidepsina) e ingressou nos testes clinicos em 1999, vin-
do a se beneficiar diretamente das informacdes geradas nos estudos
com didemnina B. Interessantemente, a simples oxidacao do radical
2-hidroxipropanoil a 2-oxopropanoil transforma substancialmente o
seu perfil toxicoldgico.!*** De modo geral, o tratamento com aplidina
tem sido bem tolerado e a toxicidade neuromuscular, seu principal
fator limitante, pode ser contornada com a coadministracido de
L-carnitina.'”” Vale ressaltar que reacdes tipicamente associadas a
quimioterapia do cancer, como mucosite, alopecia e mielossupressao,
sdo incomuns neste tratamento, que se encontra em fase 2 para uma
variedade de tumores sdlidos e hematoldgicos como terapia Unica e
em fase 1 para terapia combinada com outros quimioterapicos e para
o tratamento de leucemias pedidtricas agudas .71

Para os diversos kahalalidos (A-Q), outra série de depsipepti-
deos, ja foram registradas suas atividades anticancer, antimalarial,
antipsoriase, tuberculostatica, antifingica e antiviral, mas foi apenas
o kahalalido F (KF, Quadro 2) que apresentou significativa atividade
contra linhagens de células tumorais humanas, inclusive pulmao e
colon, e contra alguns micro-organismos comumente oportunistas
de pacientes portadores de HIV.!04106

KF atua na membrana dos lisossomos, alterando sua fungio basal
e induzindo a morte celular preferencialmente por oncose,'”'” um

Quadro 1

OMe

Didemnina B: X = o-OH, H
Aplidina: X =0

Aplidin® (aplidina, plitidepsina)
Depsipeptideo ciclico isolado da ascidia mediterranea Aplidium
albicans, com grande semelhanga estrutural a didemnina B.

Mecanismos de acao

Inibi¢do da sintese de DNA e proteinas, levando ao bloqueio da
divisdo celular, e enfraquecimento da angiogénese tumoral pela
diminuicdo da secre¢do de VEGF e da expressdo do receptor
VEGF-r1 e a inibi¢do da enzima ornitina-descarboxilase. Inducio
de apoptose celular por diversas vias.

Comentarios
Aplidina: desenvolvido pela PharmaMar. Modo de acdo

Tipo de cancer

Fase de estudo clinico
1 2 3

ainda ndo ¢ totalmente esclarecido. Demonstra maior efi-
cécia e melhor perfil toxicolégico que a didemnina B. Nao
induz mielossupressdo, mucosite ou alopecia. Recebeu da

Mieloma multiplo, ALL, linfoma periférico
de células T e linfoma ndo-Hodgkin

EMEA e do FDA a designacdo de “medicamento 6rfao”
para a terapia de mieloma multiplo e leucemia linfobldstica
aguda (ALL).

Tumores sélidos e leucemias pedidtricas
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Quadro 2
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Comentarios

Desenvolvido pela PharmaMar. Apresentou significativa atividade
antitumoral contra diversas linhagens celulares de carcinoma de
prostata (PC-3, DU-145, DHM e RB), mas foi inativo contra a
linhagem hormonio-dependente LnCAP. A atividade citotéxica
de KF esta relacionada a expressdo basal de Erb-B3. Também
estd sendo avaliado para o tratamento de psoriase severa.

Mecanismos de acao
Alteracdo da funcdo basal da membrana dos lisossomos, indu-
zindo morte celular por oncose.

Kabhalalido F (KF)
Depsipeptideo ciclico isolado do molusco sacoglosso havaiano

Fase de estudo clinico

Tipo de cancer

hidroaminobutirico e D-Val

Elysia rufescens.que carrega aminodcidos atipicos como Z-de- | NSCLC, melanoma e carcinoma hepa-
tocelular

2

processo mais tipico, mas ndo restrito, a células do tecido dsseo,
que geralmente € resultante de uma isquemia celular devido a falha
no bombeamento i6nico que pode ser causada por agentes téxicos
que bloqueiam a gera¢do de ATP ou aumentam a permeabilidade da
membrana plasmadtica, e que evolui, finalmente, para um processo
de necrose.'’ A atividade citotoxica de KF independe de p53 ou da
expressdo do perfil MDR e estd correlacionada a expressdo basal de
Erb-B3.1”

Durante a fase 1 dos ensaios clinicos, KF foi avaliado em cancer
de préstata andrégeno-refratdrio e apresentou-se bastante tolerdvel e
sem efeitos adversos sé€rios. Atualmente, o suprimento de kahalalido
F ¢ viabilizado através de sintese e esta molécula encontra-se na fase
2 de testes clinicos para o tratamento de carcinoma hepatocelular,
NSCLC (cancer de ndo pequenas células de pulmao, Non-Small Cell
Lung Cancer) e melanoma maligno avangado, além de estar sendo
avaliado para o tratamento de psoriase severa.’

Outra classe de peptideos importantes sao as dolastatinas naturais
e seus derivados (Quadro 3), peptideos lineares encontrados em pe-
quenas quantidades no molusco Dolabella auricularia e que agem em
concentracdes picomolares em diversos tipos de células tumorais.'!-!!?
As dolastatinas ligam-se a tubulina no sitio dos alcaléides da Vinca,
mas em um dominio diferente, o que gerou o entusiasmo para inicio
dos estudos clinicos.!'*!* A sintese da dolastatina 10, a mais potente
da série, possibilitou o ingresso desta molécula nos estudos clinicos
de fases 1 e 2 pelo NCI (National Cancer Institute - Instituto Nacio-
nal do Cancer dos Estados Unidos). Embora a toxicidade tenha sido
tolerada nas doses administradas na maioria dos casos, os estudos
clinicos, j4 em fase 2, cessaram de fato por auséncia de resultados
significativos.'> A partir de um estudo estrutura-atividade, foram
desenvolvidos uma série de andlogos com o objetivo de manter ou
melhorar a citotoxicidade e reduzir a toxicidade. Atualmente 3 deri-
vados sintéticos das dolastatinas encontram-se em estudos clinicos
contra varios tipos de tumores.

O TZT-1027, também conhecido por soblidotina ou auristatina
(Quadro 3), é¢ um andlogo sintético da dolastatina 10 licenciado pela
Daiichi Pharmaceuticals.** Ap6s um estudo clinico de fase 1 para
determinar a toxicidade em pacientes com tumores sélidos, seguiram-
se os estudos de fase 2 para tratamento de NSCLC e sarcoma de
tecido mole em estado avancado ou metastdtico. O TZT-1027 foi

considerado seguro e bem tolerado, porém néo apresentou atividade
antitumoral.''¢118

LU-103793 (ou cemadotina) e ILX-651 (ou sintadotina ou
tasidotina) sdo andlogos sintéticos da dolastatina 15 desenvolvidos
pela BASF Pharma. Nos testes clinicos, a cemadotina (Quadro 3)
mostrou-se segura nos estudos de fase 1 e melhorou a qualidade de
vida de alguns pacientes com cancer de pulmdo em fase 2, porém néo
demonstrou resultados objetivos contra os tumores.'!*1?’

A sintadotina (Quadro 3) € uma dolastatina de 3* geracdo que
age estabilizando microttibulos, porém com um mecanismo singular,
distinto das outras dolastatinas ou mesmo dos taxanos. O ILX-651
traz grandes vantagens, como ser ativo por via oral e possuir uma
janela terap€utica maior que a da cemadotina. A atividade em modelos
xenograficos com tumores resistentes a terapia com taxanos também
foi muito apreciada porque, ndo raro, pacientes com melanoma
desenvolvem resisténcia a quimioterapia.'®'** Em 2000 a ILEX
comprou os direitos da BASF Pharma sobre a sintadotina, gerando
uma expectativa de aceleracio dos estudos clinicos devido a expertise
desta inddstria no desenvolvimento de quimioterdpicos anticancer. Em
fase 1, o ILX-651 demonstrou boas respostas, havendo até cura de
um paciente com melanoma metastdtico e estabilizacdo da doenca em
outros casos. Estes resultados animaram bastante os pesquisadores,
sobretudo porque hd poucas opcdes para o tratamento de melanoma
metastatico. Além do melanoma, também foram tratados tumores
sélidos recorrentes e NSCLC, com bons resultados ainda em fase
1.13" Com relag@o a toxicidade, a sintadotina foi considerada segura
e bem tolerada, sendo relatados apenas efeitos colaterais de menor
importincia como alopecia, nduseas, vomitos e fadiga.'”® Os estudos
de fase 2 estdao em andamento.'*

A sintese estereosseletiva dessas substancias, assim como de outros
peptideos marinhos, é de fundamental importancia uma vez que os
mesmos possuem aminodcidos incomuns como, por exemplo, D-valina,
Z-de-hidroaminobutirico, N,N-dimetilvalina e (2R, 3R,4S)- dolaproina.
A sintese de peptideos, relativamente simples para aqueles contendo
aminodcidos comuns, ¢ uma técnica jd bem desenvolvida pelos qui-
micos. Cabe ressaltar, entretanto, o trabalho de sintese recente em
excelente rendimento e estereosseletividade de aminoacidos incomuns
dos peptideos de dolastatinas, recentemente publicado pelo grupo do
Prof. Hélio A. Stefani da Universidade de Sao Paulo.">'3
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Entre os policetideos, o mais importante pela sua histéria € a
briostatina, uma das duas substincias em fase de testes clinicos

Quadro 3

Dolastatinas
A dolastatina 10 foi o peptideo mais ativo isolado do molusco
Dolabella auricularia em 1970 na India.

Mecanismo de acdo
Inibicdo da polimeriza¢@o da tubulina através de ligag@o no sitio
dos alcal6ides da Vinca.

H
OCHPO HaCO V\©

Dolastatina 10
Comentarios
3 derivados sintéticos em estudos clinicos (abaixo);
a sintadotina causa estabilizacdo dos microtiibulos semelhantemente
aos taxanos, porém ligando-se em um sitio diferente.
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Fase de estudo clinico

| 2 |
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Fase de estudo clinico

2|

Soblidotina (TZT-1027)

Sarcoma, pulmao

Cemadotina (LU-103793)

Melanoma, mama, NSCLC

Sintadotina (ILX-651)

Melanoma, préstata, NSCLC
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que sdo obtidas diretamente do organismo no seu ambiente natural
(briostatina 1 e o £-941). A briostatina 1 (Quadro 4), uma lactona
macrociclica, € considerada a molécula mais promissora da sua
familia tendo sido isolada do briozodrio Bugula neritina por Pettit
e colaboradores em 1970."% Devido a grande complexidade, sua
elucidagdo estrutural sé foi alcangada na década seguinte ao seu
descobrimento.'** Dentre as diversas atividades estudadas, destacam-
se a regulag@o da apoptose, sinergismo com outros quimioterapicos
anticancer e estimulagdo do sistema imunolGgico.'¥'* Atualmente,
o maior interesse dos estudos com a briostatina 1 € na quimioterapia
anticancer, ja se contando mais de 80 estudos clinicos de fase 1 ou 2
realizados ou em andamento.!*

Os estudos clinicos com briostatina 1 apresentaram, de forma
geral, melhores resultados nas abordagens associadas que nos es-
quemas de monoterapia.*® Possivelmente, o seu efeito modulador da
PKC favorece o sinergismo com outros quimioterdpicos e acentua a
resposta contra os tumores. Alguns exemplos de esquema de estudos
clinicos bem sucedidos com associa¢do da briostatina 1 sdo com:
alcaldides da vinca ou ara-C, demonstrando respostas importantes
contra leucemias em estudos de fase 1, 50% de resposta objetiva na
associagao com fludarabina em leucemia linfocitica cronica e linfo-
ma ndo-Hodgking e, ainda, alta remissdo, embora incompleta, com
paclitaxel em pacientes com NSCLC em estudos de fase 2.140141 A
mialgia € o principal efeito colateral relatado, mas, na maioria dos
casos, pode ser abordada pelas terapias convencionais. !4

A coleta de B. neritina do ambiente natural ndo € e nem deve ser
uma opc¢ao considerada para a obtencdo de briostatina 1. O baixo
rendimento do processo de extracdo ndo seria compativel com a
demanda do mercado e, principalmente, o desastroso impacto am-
biental tornaria essa pratica insustentdvel. SO para a realizagdo dos
estudos clinicos foram coletadas 13 toneladas de B. neritina - que
renderam miseros 18 g da molécula! Neste cendrio, o NCI financiou
um trabalho pioneiro para viabilizar a produgdo de briostatina 1 a
partir do cultivo artificial de B. neritina.'

Embora o cultivo de B. neritina em tanques tenha sido frustrante,
amaricultura no campo, i.e., o cultivo em estruturas montadas dentro
mar, foi um sucesso.>*'¥ De cada uma das 200 estruturas obteve-se
um rendimento anual aproximado de 200 mg de briostatina 1, o
suficiente para tratamento de 130 pacientes com leucemia por um
ano. Nao obstante, o custo do equivalente-grama de briostatina 1 foi
alto, chegando a bater os 140 mil reais (60 mil délares), sem contar
com os gastos com infra-estrutura de cerca de 35 milhdes de reais (15
milhdes de délares), extragdo, purificacio e formulagdo necessarios.
Ainda assim, essa € a tinica forma possivel de obtencdo dessa subs-
tancia em quantidade suficiente para suprir a demanda da clinica sem
causar impactos ambientais negativos. Por outro lado, uma andlise
custo/beneficio favorece a produgio de briostatina 1 por aquacultura
levando em consideragdo seu amplo potencial como adjuvante na
terapia do cancer e em enfermidades com comprometimento do
sistema imunoldgico.'*

Uma interessante observagao ecoldgica resultou numa formidédvel
descoberta que pode vir a ser uma alternativa mais razodvel para a
obteng¢do de briostatina 1 que a aquacultura do briozodrio hospedeiro:
apenas os exemplares de Bugula neritina coletados em profundidades
superiores a 9 m apresentavam quantidades detectdveis das briostati-
nas 1-3, enquanto que estes sinais ndo eram detectados nos animais
de dguas mais rasas. As briostatinas guardam grande semelhanca
com metabdlitos secunddrios bacterianos sintetizados pela via que
envolve a enzima policetideo sintase tipo 1 (PKS-1) e os estudos
apoiados em evidéncias moleculares revelaram que as briostatinas
sdo produzidas pela proteobactéria simbionte Candidatus Endobugula
sertula.'*¢!4” Apesar de esta bactéria ainda nao ter se rendido aos
meios de cultivo, os estudos com suas PKS aventaram, quicd, outra
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Quadro 4

COoMe

Briostatina 1
Lactona macrociclica isolada do briozodrio Bugula neritina em 1982
por Pettit e colaboradores.

Mecanismos de acao
Modulacdo de proteinas quinase C e atuacido em proteinas contendo
dominio C1 (RasGRP, Unc/munc e quimerinas).

Comentarios
Estudos clinicos (mais de 80) realizados com o produto na-

Tipo de cancer

Fase de estudo clinico

quimioterdpicos;

tural, sendo as melhores respostas com associacdo de outros | [eucemias, linfomas, trato gastrointes-

tinal, pancreas, ovdrio, mama, prostata,
cultivo de B. neritina bem sucedido e considerado uma alterna- | cabega e pescogo

1 | 2 | 3

tiva vidvel para comercializacio;

savel pela producio das briostatinas.

a bactéria simbionte Candidatus endobugula sertula é arespon- | Rim esdfago, tumores s6lidos

opcdo para a producdo de briostatinas e derivados por um processo
economicamente vidvel.

Os esforcos de alguns grupos de quimicos organicos tém se con-
centrado na simplificagdo e aumento da eficiéncia da sintese das brios-
tatinas. Recentemente, pesquisadores da Universidade de Stanford,
E.U.A., desenvolveram um método mais econdmico, constando de
apenas 39 etapas para a sintese da briostatina 16, alternativo as iniciais
70 etapas necessdrias.'* Mesmo assim, este ainda néio é um processo
economicamente vidvel para a produgdo em larga escala desta classe
de substincias.'**>! No caso da briostatina, o derivado briolog é um
exemplo de simplificagdo molecular e, consequentemente, de sua
sintese, em que a atividade farmacoldgica ¢ mantida.”*!>

J4 a aquacultura da esponja Discoderma dissoluta, produtora
do discodermolido, outro policetideo, ndo foi bem sucedida e os
esforgos se concentram em aprimorar sua sintese, bem como a de
seus andlogos.'™ 13 O discodermolido, um policetideo isolado em
1990 por Gunasekera e colaboradores,'® foi sintetizado e licenciado
pela Novartis Pharmaceuticals e entrou em estudos clinicos de fase
1 como agente anticancer em 2002.

Utilizando uma bactéria produtora de policetideos geneticamente
modificada e suas policetideos sintases, Burlingame e colaboradores

publicaram, em 2006, a sintese de um intermedidrio-chave quiral na
sua preparagdo. Este € um dos varios exemplos atuais do uso da ge-
némica em algumas etapas do desenvolvimento de farmacos.!®1¢!

O discodermolido € o agente estabilizante de microtibulos mais
potente ja descrito, apresentando seus efeitos via uma distintiva parada
do ciclo celular seguida de morte por apoptose. Embora o paclitaxel
e o discodermolido compartilhem do mesmo mecanismo de agdo, o
ultimo € eficiente contra linhagens resistentes ao primeiro, tanto in
Vitro como in vivo.'616+

O mesilato de eribulina (E-7389, Quadro 6) é um andlogo
sintético de outro policetideo natural, a halicondrina B. Produzida
pela Eisai Co Ltda, possui estrutura mais simples, porém com a
mesma poténcia do produto natural original.'®® A baixa toxicidade
é caracteristica marcante nos estudos clinicos e, devido aos resul-
tados positivos das fases 1 e 2 contra diversos tipos de tumores,
os estudos de fase 3 para cincer de mama jd se iniciam com boas
expectativas, sustentadas, inclusive, nas indica¢des pré-clinicas.!¢¢!¢7
A mielossupressdo e neutropenia sio os efeitos toéxicos de maior
relevancia, porém a eribulina induz uma neurotoxicidade menos
severa e menos frequente que os demais agentes conhecidos que
atuam em microtibulos.'?’

Quadro 5

Discodermolido
Policetideo isolado da esponja marinha Discodermia dissoluta em
1990 por Gunasekera e colaboradores.

Mecanismo de a¢ao
Estabiliza os microttibulos levando a parada na fase G2 do ciclo celular,
seguido de morte celular por apoptose.

Comentarios
Processo de sintese licenciado pela Novartis Pharmaceuticals;
efeito imunossupressor de poténcia semelhante a ciclosporina

. . Fase de estudo clinico
Tipo de cancer

1 2 3

Tumores sélidos
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Quadro 6

Maesilato de eribulina (E7389)
Cetona macrociclica derivada da Halichondrina B produzida pela
Eisai Co Ltda.

Mecanismo de acdo

Semelhante ao da halichondrina B. Inibicdo da polimerizacdo dos
microtibulos através da ligagdo com tubulina no sitio dos alcaloides
da Vinca.

Comentarios

A halichondrina B, sua estrutura lider, foi isolada da esponja marinha
Halichondria okadai;

estrutura quimica mais simples que a halichondrina B, porém com
mesma poténcia;

foi idealizada através da remogdo de grupos desnecessarios a atividade
farmacoldgica do produto natural, na chamada “sintese orientada pela
fun¢@o” ou “simplificagdo estrutural”;

neurotoxicidade menor e menos frequente que outras substancias que
agem em microtibulos.

. ) Fase de estudo clinico
Tipo de cancer

Mama

1 | 2 | 3

Bexiga, uretra, mama, trompa de
falépio, ovario, préstata, perito-
nio, sarcoma, cabeca e pescoco,
pulmao, NSCLC, pancreas

Bexiga, uretra, tumores sélidos

A espisulosina (Quadro 7), inicialmente isolada do molusco
Mactromeris (= Spisula) polynyma em 1999, € hoje produzida através
de sintese e encontra-se em fase 1 de ensaios clinicos para pacientes
com tumores s6lidos, sob licenga da PharmaMar.'%®3 A sua estrutura
se parece muito com a dos esfingolipideos, lipideos complexos des-
providos de glicerol onde o dlcool € a esfingosina. As células tratadas
com espisulosina perdem a organizagio dos microfilamentos de actina
e entram em apoptose por vias diferentes daquelas induzidas pelos
esfingolipideos naturais. Com estas semelhangas, acredita-se que a
espisulosina tenha a¢do em receptores de esfingolipideos que, por sua
vez, modulam a atividade de proteinas RhoA 316170

Quadro 7

Espisulosina (ES-285)

Molécula sintética, inicialmente isolada do molusco bivalve
Mactromeris (= Spisula) polynyma em 1999 por pesquisadores da
PharmaMar.

OH

H3C(H2C)14
NHz*Cr
Mecanismo de acio
Desestabiliza¢do dos filamentos de actina, possivelmente devido
a interagdo com receptores de esfingolipideos e modulagido de
proteinas Rho.

Comentario
Estao sendo realizados estudos de fase 1 pela PharmaMar em
pacientes com tumores solidos.

O KRN7000 (Quadro 8) é um andlogo das agelasfinas, glicolipi-
deos isolados da esponja Agelas mauritanus, sob os esfor¢os da Kirin
Brewery Pharmaceuticals em 1993."! Assim como a eribulina, apresen-
ta baixa toxicidade nos estudos clinicos, embora seu mecanismo de agdo
seja diferente. Essa substancia possui uma nova o-galactosilceramida
ligada a uma cadeia de 4cido graxo longa (C,)) e uma esfingosina
(C,p)- Em estdgio pré-clinico, foi eficiente em diferentes modelos de

metéstase'”>!7 e, nos estudos clinicos de fase 1, ndo foram observados
efeitos colaterais limitantes. Interessantemente, apesar de apenas um
pequeno grupo de pacientes ter respondido ao tratamento, esse grupo
possuia grande nimero de células assassinas naturais (denominadas
natural killers). Por conta dessa observacio, o planejamento dos estudos
seguintes considerard uma pré-selec@o de pacientes com alta contagem
de assassinas naturais.'™ A potencial atividade imunoestimulante das
agelasfinas ja havia sido descrita e, na verdade, o direcionamento
dos estudos clinicos de fase 1 desenvolvidos na Europa e Asia com
KRN7000 foi para a imunoterapia do cancer.'”"!7

Zalypsis® € uma nova entidade quimica, completamente sintética,
mas baseada em produtos naturais marinhos (Quadro 9). Na etapa
pré-clinica, Zalypsis® demonstrou uma potente atividade citotxica in
vitro, tendo sido testado contra uma variedade de linhagens celulares
humanas derivadas de tumores sélidos ou hematoldgicos e apresen-
tando CI na casa de pico ou nanomolar.'”"'” Mais além, Zalypsis®
foi igualmente potente contra as linhagens MM1R e RPMI-LRS,
selecionadas pela sua resisténcia aos tratamentos convencionais para
mielomas.'® Para os ensaios in vivo, foram utilizados modelos muri-
nos xenograficos de tumores humanos de mama, préstata, estdmago,
rins e bexiga, apresentando resultados positivos tanto para a atividade
antitumoral como na avalia¢@o do perfil toxicoldgico. A citotoxicidade
desta substincia ainda ndo estd perfeitamente esclarecida, principal-
mente porque consiste de vdrios estidgios que envolvem o bloqueio
do ciclo celular, induzindo um acimulo de células nas fases G1/
GO, seguido de apoptose. Interessantemente, a citotoxicidade desta
substancia requer a sua ligacdo ao DNA, entretanto, esta ligacao ndo
ativa o ponto de checagem de “dano em DNA”, sugerindo que o seu
modo de acdo ndo estd ligado a danos a dupla-fita. 36176180181

Outro medicamento em potencial cujo suprimento € garantido pela
maricultura é o agente antiangiogénico Neovastat® (£-941, Quadro 10),
desenvolvido pela companhia canadense ZEterna Zentaris. Neovastat®
ndo € uma substancia isolada, mas um extrato liquido padronizado da
fragdo < 500 kDa da cartilagem do tubardo Squalus acanthias'™*'® e
que ja completou estudos de fase 3 para o tratamento de carcinoma
renal metastatico e para carcinoma pulmonar de células ndo-pequenas
em combinagdo com outros quimioterdpicos ou com radioterapia.”” O
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Quim. Nova

Quadro 8

HOOH

OH
(@) <
HO :
&O}' %ISCHz)24CH s

O HN O

(CHy)13CH;
OH

KRN7000

Glicolipideo sintético derivado das agelasfinas, o-galactosilceramidas
isoladas pela primeira vez da esponja marinha Agelas mauritianus
em 1993.

Mecanismo de acdo
Modula a resposta imune ativando e estimulando o crescimento de
células natural killer.

Comentarios

Tipo de cancer

Fase de estudo clinico

1 | 2 | 3

Produzido pela Kirin Brewery Pharmaceuticals;
também utilizado em estudos clinicos de fase 1 e 2I em pacientes

Mieloma

com hepatite C cronica.

Tumores solidos

Quadro 9

Zalypsis® (PM00104)

tunicados (e.g. trabectedina).

Mecanismo de a¢io

Alcaloide isoquinolinico sintético cuja estrutura estd relacionada a jo-
rumicina (isolada do molusco Jorunna funebris) e a outros alcaloides
isolados de bactérias (e.g. saframicina C), esponjas (renieramicinas) e

Liga-se ao DNA e induz acimulo de células nas fases G1/GO0, seguido
de morte por apoptose, sem, contudo, ativar o ponto de checagem de

Neovastat® (£-941)

Extrato padronizado da fragdo < 500 kDa da cartilagem do tubardo
Squalus acanthias.

Mecanismos de acao

Inibigdo da fun¢do de MMPs, bloqueio dos receptores de VEGF e
indugdo seletiva de apoptose em cé€lulas endoteliais.
Comentarios

Desenvolvida pela Eterna Zentaris;

comprovada eficicia em estabilizar a progressdo tumoral e em
aliviar a dor associada a metastase;

A comercializacido pode, a longo prazo, vir a ser um problema
ecoldgico, pois a produgdo do extrato depende diretamente do
sacrificio dos tubardes.

Fase de estudo clinico

Tipo de cancer

Carcinoma renal metastético,
mieloma multiplo e neoplasia
de células plasmaticas

1 2 | 3

NSCLC (em combina¢do com
carboplatina, cisplatina, pa-
clitaxel, vinorelbina ou radio-
terapia)

“dano em DNA”.

Fase de estudo clinico Comentérios
Tipo de cancer .

1 2 3 Desenvolvido pela PharmaMar, resultante das buscas do seu programa de

P&D. Apresenta CI na grandeza de pico ou nanomolar. Foi ativo contra as
Tumores sélidos avancados e linhagens MM 1R e liQPMI-LRS, reconhecidas pela resisténcia aos tratamentos
linfomas convencionais para mieloma.
Quadro 10 extrato € produzido exclusivamente a partir de tubardes enquadrados

taxonomicamente ¢ mantidos em cativeiro sob pomposas condigdes
de sustentabilidade.'®* Todavia, a problematica do suprimento voltou
a tona neste caso em que ndo se reconhece qualquer outra possibili-
dade de obten¢do do material e, considerando o alastramento do uso
de Neovastat® com a comercializa¢do, a exploragdo a longo prazo de
espécies de tubardo cujas populagdes naturais ja estdo ameacadas €, do
ponto de vista ecolégico, no minimo, desaconselhavel.

Entre os protétipos de farmacos obtidos de micro-organimos ma-
rinhos, o exemplo da -lactona salinosporamida A (NPI-0052, Sal A,
Quadro 11) destaca, com particular evidéncia, o predicado que seria
a “carta na manga’ da prospecc¢ado de fairmacos no ambiente marinho.
O actinomiceto marinho-restrito Salinospora tropica, resgatado de
sedimento das Bahamas para produzir em laboratério a inusitada
molécula, alocou Sal A no pipeline da Nereus Pharmaceuticals Inc.*
Seu mecanismo de a¢@o consiste numa potente e seletiva inibi¢do da
funcdo catalitica dos proteossomos, estruturas celulares responsdveis
pela degradac@o de proteinas.'® Em 2003, os proteossomos foram
validados enquanto alvo para a quimioterapia do cancer com a
aprovacdo da bortezomida (Velcade®) para o tratamento de mieloma
multiplo.'831% Atualmente, Sal A estd passando pelo ajuste de dose
em alguns ensaios simultineos de fase 1.7 Apesar de esta molécula
ter atraido considerdvel atengdo por parte dos quimicos sintéticos por
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Quadro 11

A (NPI-0052)
B-lactona produzida pelo actinomiceto marinho (obrigatério) Salinos-
pora tropica, isolado de sedimento coletado nas Bahamas.

Mecanismo de acao
Inibi¢do irreversivel da fungdo catalitica das 3 subunidades (CT-L,
C-L e T-L) do proteossomo 20S.

NPI-2350

. R Fase de estudo clinico
Tipo de Cancer 1 2 | 3 Comentarios
~ Desenvolvida pela Nereus Pharmaceuticals, Inc. Eficaz pelas vias
NSCLC’ pancreas, melhanoma oral ou i.v. contra diversos modelos tumorais in vivo em doses muito
e l1nfon.1as em combinacdo baixas:
com vorinostat significativamente mais potente e de mais amplo espectro que a borte-
Tumores s6lidos avancados, zomida (Velcade®). O suprimento de material para os testes clinicos é
linfomas e mieloma mdltiplo realizado através da extracdo de caldos de crescimento de S. tropica.
Quadro 12
o]
NP1-2358 T ONH N=\ NPI-2358
HN A NH Dicetopiperazina sintética andloga da halimida (NPI-2350), uma
o substancia natural isolada de Aspergillus sp. de origem marinha

Mecanismo de acdo

Bloqueio da polimerizagio da B-tubulina soldvel no citosol com no-
téria seletividade para células endoteliais imaturas em proliferagdo,
responsdveis pela neovascularizagio tumoral.

Comentarios

Desenvolvida pela Nereus Pharmaceuticals, Inc. como agente antian-
giogénico um seletivo. O bloqueio da polimerizacio da tubulina &
iniciado apds poucos minutos de exposicdo a substincia, seguido de
um rdpido colapso e oclusio da teia vascular tumoral. Ndo afeta os
microttibulos j4 formados. Apresenta atividade antitumoral em diversos
modelos animais e em linhagens celulares MDR.

Fase de estudo clinico

Tipo de Cancer

1 3

NSCLC em combinagdo com
docetaxel

2

Tumores sélidos avangados e
linfomas

sua densa funcionalidade e baixo peso molecular,'s”'® ¢ de extrema
relevancia ressaltar que o suprimento de Sal A para os testes clinicos
é completamente obtido através da extrag¢@o de caldos de crescimen-
to de uma linhagem de S. tropica. Em outras palavras, € o produto
natural em si que estd percorrendo os testes clinicos e ndo o produto
sintetizado, apresentando a conjuntura em que a fermentacdo teve
o melhor custo/beneficio para a obtencio do principio ativo. Com
os ajustes realizados para superar os efeitos corrosivos da fermen-
tacdo salina e da instabilidade do anel -lactona em solugédo aquosa,
juntamente com a otimizacdo das condigdes de cultivo e extragado, €
possivel produzir até 450 mg de Sal A por cada L de meio de cultura
com grau de pureza >98% (o que € adequado para a realizagdo dos
testes clinicos e para a producdo comercial).*

NPI-2358 (Quadro 12) € uma molécula que também estd sendo
desenvolvida pela Nereus Pharmaceuticals Inc. Esta dicetopiperazina
é um dos cerca de 200 andlogos sintéticos obtidos a partir da halimida
(NPI-2350), um produto natural isolado de uma espécie de Aspergillus
sp. de origem marinha.”’

NPI-2358 liga-se a B-tubulina soldvel no citosol impedindo a sua
polimerizagdo, sem, contudo, afetar a dindmica dos microtibulos ja

formados. Os estudos in vivo determinaram uma notéria seletividade
de NPI-2358 para células endoteliais imaturas em proliferacdo, aque-
las responsaveis pela neovascularizacdo essencial para o suprimento
de sangue dos tumores s6lidos, mas salvando, entretanto, as células
do endotélio maduro. O bloqueio da polimerizagido da tubulina €&
iniciado ap6s poucos minutos de exposicdo a substancia, afetando,
portanto, forma, adesdo e proliferacdo das células do endotélio imatu-
ro, seguida de um rdpido colapso e oclusdo da teia vascular tumoral.
Finalmente, pela falta de nutri¢do, as células tumorais sdo levadas a
morte por necrose.'®

CONSIDERACOES FINAIS

As conquistas e o progresso da pesquisa de produtos naturais
marinhos ja fazem honrado o seu lugar na industria farmacéutica, e a
promessa de farmacos de origem marinha tornou-se, definitivamente,
realidade. Existe, claramente, um nimero consideravel de substincias
com potencial farmacéutico, traduzindo-se em novas alternativas tera-
péuticas, principalmente para o tratamento do cancer. Neste contexto,
a diversidade quimica dos produtos naturais de organismos marinhos
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associada a pluralidade dos alvos terapéuticos oferece perspectivas
inovadoras na abordagem clinica das neoplasias malignas. Muitas das
substancias aqui apresentadas atuam em células resistentes a multiplas
drogas. O antimitdtico discodermolido, por exemplo, apesar de atuar
na tubulina, tal os alcaléides da vinca e os taxanos, ndo € substrato da
glicoproteina-P. Isso significa mais uma frente no combate ao cancer
em pacientes que ja ndo respondem a terapia convencional.

Além disso, o desenvolvimento de muitos dos produtos que estdo
em fase de estudos clinicos estd intimamente atrelado ao surgimento
de métodos inovadores, particularmente, para garantir o suprimento
dessas substancias através de aquacultura, sintese parcial ou total,
incluindo novos derivados com propriedades farmacoldgicas aprimo-
radas. Contudo, essa drea ainda estd longe de atingir a maturidade,
e a busca por novas fontes e estratégias de producio em larga escala
continua. Bactérias, fungos e cianobactérias também despontam como
novas fontes, desafiam microbiologistas, e vislumbra-se na biologia
molecular a possibilidade da utiliza¢do da metagendmica para viabi-
lizar o estudo dos seus metabdlitos. O uso de técnicas de screening
in silico e a criagdo de bibliotecas direcionadas sdo estratégias para
acelerar o processo de descoberta de novas moléculas utilizando siste-
mas automatizados (high-troughput screening). A clonagem de genes
e expressdo em bactérias heter6logas ja € uma alternativa vidvel para
a sintese de alguns policetideos. Por fim, as metodologias de sintese
que incorporam reacdes enzimaticas complexas serdo fortes aliados na
obtenc¢do de quantidades suficientes das moléculas de origem marinha
para os estudos clinicos e eventual comercializagdo.
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