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ADENOSINE A, RECEPTORS: A NEW THERAPEUTIC APPROACH IN CANCER. Cancer is a multi-factorial disease linked
with different initiating causes, cofactors and promoters, and several types of cellular damage. Advancing knowledge on the cellular
and molecular biology of the processes that regulate cell proliferation, cell differentiation and cellular responses to external signals,

has provided a wealth of information about the cancer cell and how it differs from a normal one. These findings make available a

number of potential targets for new therapeutic approaches. The Medicinal Chemistry artwork performed so far in the development
of selective and potent adenosine receptor A, ligands, a current cancer target, will be highlighted in this work.
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INTRODUCAO
Os receptores da adenosina

Na ultima década a adenosina (Ado) foi reconhecida como uma
molécula de sinalizagdo celular, a qual se liga a receptores especificos
presentes na superficie da célula regulando, desta forma, alguns pro-
cessos fisiologicos. Os receptores da adenosina (RA) encontram-se
acoplados a sistemas de transducio intracelulares, por intermédio de
proteinas G. Atualmente sdo conhecidos quatro subtipos de receptores
da adenosina (RA), denominados A, A,,, A,; e A,."?

Os receptores da adenosina, em analogia com outros receptores
acoplados a proteinas G, tém sete dominios transmembranares cons-
tituidos por aminodcidos hidrofébicos, formando cada um deles uma
a-hélice de aproximadamente 21 a 28 aminodcidos. Os dominios
transmembranares estdo ligados por trés loops intracelulares (IL1, IL2
e IL3) e trés loops extracelulares (EL1, EL2 e EL3). O N-terminal do
receptor encontra-se na parte extracelular da membrana e o C-terminal
na membrana interna. O local de ligacdo aos diferentes ligantes ¢
formado por um arranjo tridimensional dos dominios da o-hélice
transmembranares.® O segmento intracelular do receptor interage com
a proteina G, com subsequente ativa¢do do mecanismo intracelular
de transducio do sinal.

Os 4 subtipos de receptores sdo classicamente definidos, através
da sua ac@o no sistema da adenilil ciclase.* Os receptores A, e A, in-
teragem com proteinas G, inibindo a adenilil ciclase com consequente
inibicdo da produgdo de cAMP (Adenosina Monofosfato ciclico)
intracelular. No entanto, o mecanismo de sinalizagdo dos receptores
A,, e A ; envolve proteinas da familia G ou G, as quais estimulam a
adenilil ciclase promovendo um aumento de cAMP intracelular.’ No
entanto, outros mensageiros e mecanismos de transducgio podem estar
associados a transducdo de sinal mediado pelos RAs. Por exemplo,
a Ado pode exercer uma acio fisiolégica em enzimas como cinases
como, por exemplo a fosfatidilinositol 3-cinase, a tirosina cinase e
cinases mitogénicas ativadas (MAPKs - Mitogen-Activated Protein
Kinases), assim como pode ativar a fosfolipase C.*” A regulagao
indireta das MAPKs pode ter efeitos nos processos de diferenciagdo,
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proliferacdo e na apoptose celular. Os RAs podem também estar
indiretamente correlacionados com os canais idnicos, por exemplo
a ativagdo dos receptores A, e A, pode afetar o influxo de célcio ou
o efluxo de potdssio. Estes receptores podem ainda afetar a cascata
da arrestina, que possui um duplo papel de transmissao de sinal e de
autorregulacdo do receptor.?

Os receptores A, da adenosina (RA A;) e o cincer

O crescimento e a multiplicag@o celular € um processo deter-
minado, por um lado, pela sua capacidade de replicagdo e con-
sequente divisdo, e por outro, pelos mecanismos apoptéticos que
levam a morte celular. De forma geral, o funcionamento normal das
células pode sofrer alteragdes no crescimento e apoptose celular,
podendo conduzir a processos de carcinogénese. Perceber os me-
canismos que estdo na base da prolifera¢do e morte celular € uma
drea de extrema importancia, pois o seu conhecimento melhora a
eficdcia das terapias direcionadas para um alvo especifico. Apesar
de ja existirem aplicacdes clinicas de inibidores do ciclo celular
subsiste ainda uma necessidade urgente e emergente de procura de
novos alvos, assim como do desenvolvimento de novas entidades
quimicas que possam interagir especificamente em varios locais
do ciclo celular.??

Os receptores da adenosina tém vindo a ser extensivamente
estudados como potenciais alvos para o tratamento de inimeras
doencas, como a de Parkinson, a esquizofrenia e a isquemia.'®!
Na dltima década surgiram evidéncias do envolvimento da Ado na
apoptose e no ciclo celular. Acresce-se que o receptor A, se encon-
tra com uma expressao elevada nos tecidos tumorais e que os seus
niveis de expressdo, em variadissimos tipos de tumor, podem estar
correlacionados com o grau de severidade da doenga. Os dados
obtidos até a data permitiram colocar a hipdtese do controlo da
morte celular ser mediado pelo receptor A,.">'* Diversos autores
demonstraram ainda que baixas concentracdes de agonistas do RA
A, tém efeitos protetores, enquanto que concentracdes elevadas
podem induzir apoptose. E sabido que a estimulagdo do receptor
A,com agonistas como o IB-MECA (N°(3-iodobenzil)-adenosina-
5’-N-metiluronamida) e o tio-Cl-IB-MECA inibem a proliferacio
celular de diferentes células cancerigenas.'>!
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Uma das maiores dificuldades no tratamento das doengas on-
coldgicas mais incidentes na populacdo (cincer do célon, pulmaio,
mama e prostata) € o fato de se formarem tumores sélidos. As células
cancerigenas crescem a um ritmo mais acelerado e descoordenado
e, por isso, a sua rede vascular € normalmente inadequada, pouco
difusa e os vasos sanguineos sdo normalmente insuficientes e de
calibre insuficiente. Desta forma, a maioria dos tumores sélidos ndao
recebe oxigénio suficiente e as células encontram-se em hipdxia.'>!¢
Nestas condi¢des, e devido a vdrios mecanismos, que ocorrem siner-
gicamente, como a regulacdo das enzimas envolvidas na biossintese
e o transporte da Ado intracelular para o meio extracelular, ocorre a
acumulag@o de Ado extracelular com consequente elevagdo dos seus
niveis no fluido extracelular de tumores.'>!” Por outro lado, como
resultado da resposta celular ao estado de hipéxia o fator HIF-1
(fator induzido por hipdxia) ¢ estabilizado. Existem duas isoformas
deste fator, uma constitutiva (HIF-1f) e outra induzida (HIF-1cv).
Foi demonstrado, por ensaios imuno-histoquimicos, que a isoforma
HIF-10 se encontra em elevadas concentra¢des em tumores humanos,
tendo um importante papel na atividade bioldgica tumoral, como a
angiogenese, invasividade e alteracdes energéticas e metabdlicas.'* O
aumento da producio de HIF-1o via ativag@o do receptor da adenosina
A, e adicionalmente um aumento de angiopoetina-2 em mastdcitos e
c€lulas melanomicas, permite pressupor que a Ado esteja intimamente
ligada com o processo de angiogenese.'*?° Assim, tendo em conta
os efeitos descritos foi proposta uma nova abordagem terapéutica no
tratamento de alguns tipos de cincer, através do uso de antagonistas do
receptor A,. Especula-se que estes possam de alguma forma bloquear
aprodugdo de HIF-1 o e angiopoietina-2.!* Apesar de existirem cada
vez mais estudos relativos ao envolvimento da adenosina em proces-
SOs tumorais, existem ainda muito poucos compostos cujo screening
como potenciais agentes anticancerigenos esteja a ser avaliado com
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base no “sistema adenosinérgico”.
LIGANTES DOS RECEPTORES A, DA ADENOSINA

O desenvolvimento de novos ligantes (agonistas, antagonistas ou
alostéricos) capazes de modular o RA A, € hoje em dia uma drea de
pesquisa emergente na Quimica Medicinal. Assim, neste trabalho,
optou-se por apresentar os resultados de pesquisa no desenvolvimento
de ligantes RA A, considerados mais promissérios. A divisdo de
classes efetuada foi adaptada dos trabalhos recentemente publicados
por Jacobson et al.® e Baraldi et al..* As modificagdes introduzidas
permitem, no nosso entender, que o investigador possua uma visao
mais simplificada da arte da descoberta e desenvolvimento dos
ligantes AR A,.

De salientar que dos quatro receptores da adenosina o RA A, €
o0 que apresenta maior dependéncia da espécie.?® Esta variabilidade
¢é considerada de particular importancia para os estudos de relacio
estrutura-atividade (REA).

Agonistas RA A,

Os agonistas desenvolvidos para o RA A, foram essencialmente
baseados na estrutura da adenina. No entanto, é importante referir
que outros tipos de ligantes foram também propostos, sendo por esta
razdo descritos neste trabalho. A investigacio desenvolvida até a data
permitiu obter ligantes potentes e seletivos para os RA A; alguns dos
quais j4 estdo em fase clinica.

Derivados de purinas modificados

A abordagem inicial para identificar e otimizar, em relagdo a
poténcia e seletividade, os primeiros agonistas A; envolveu um scre-
ening extenso de viérios derivados nucleosidicos e estudos de REA.**
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Derivados de adenina

Tendo como base a molécula da Ado efetuaram-se vdrias
modificacdes na sua estrutura, tendo-se concluido que os deriva-
dos mais potentes como agonistas RA A, eram N°-monoamino e/
ou 5’-N-etilcarboxamido substituidos.!®> Ao longo deste tipo de
estudos foi ainda demonstrado que a combinagdo dos dois tipos
de substituicdes numa sé estrutura conduzia, de forma geral, a um
aumento da afinidade do ligante ao receptor. O primeiro agonista
resultante deste tipo de estudos, apesar de ndo seletivo, foi o NECA
(Adenosina-5’-N-etilcarboxamida). A sua seletividade para o RA
A, foi posteriormente melhorada com a introdugdo de uma cadeia
metiluronamida em 5’- e um grupo retirador de elétrons na posicdo
3- da cadeia lateral do grupo N°®-benzila. Esta combinacéo de substi-
tui¢des levou ao desenvolvimento de um novo agonista, denominado
N°-(3-iodobenzil)-adenosina-5’-N-metiluronamida (IB-MECA), atu-
almente usado como o agonista padrdo para os estudos de screening
biolégico para o RA A,. A introdu¢@o de um halogénio em C2 na
estrutura do IB-MECA deu origem ao 2-CI-IB-MECA e um aumento
significativo na seletividade e afinidade para os RA A,. Este com-
posto estd em estudos clinicos de fase II para o tratamento de artrite
reumatoide e cancer.” De referir ainda um derivado do IB-MECA
(I-AB-MECA) o qual ¢ amplamente usado como radioligante para
os estudos RA A;.

Outros estudos para o desenvolvimento de agonistas do tipo nu-
cleosideo foram efetuados centrando-se em modifica¢des na posicao
N°, C2 e ribose da Ado.

Uma ampla série de derivados da adenosina modificados em N°
como, por exemplo, derivados N®-aril(alquila) substituidos foram
sintetizados e a sua atividade avaliada.”?® O estudo REA permitiu
concluir que uma monoamino substitui¢do em N°® por um grupo me-
tila (composto 1, Figura 1A) ou metoxila (composto 2, Figura 1A)
permitiu aumentar quer a poténcia quer a seletividade dos derivados
parao RA A,. E no entanto importante salientar que a substituicdo
na referida posi¢ao por cadeias com maior nimero de carbonos, quer
lineares quer ramificadas, conduz a uma diminuicdo da seletividade.
Estes estudos demonstraram ainda que o derivado N-benziladenosina
(composto 3, Figura 1A) revelou ser um agonista seletivo para o RA
A,. Este fato conduziu ao estudo da influéncia de substitui¢des de
natureza quimica diversa no anel N°- benzilico, concluindo-se que a
introdugdo de um halogéneo (Cl ou I) (composto 4, Figura 1A) na
posicdo 3- do anel aromdtico melhorava a seletividade para o receptor.
Importante salientar que os estudos efetuados permitiram verificar
que a introdugdo de um grupo feniletila em N° originava um aumento
da atividade agonista e uma perda de seletividade.? Variagdes estru-
turais efetuadas em torno do referido derivado como, por exemplo,
a introducdo de um grupo ciclopropila (composto 5, Figura 1A),
restringindo assim a rotacdo da molécula, deram origem a um agonista
potente e seletivo. A adi¢do de um grupo CF, na posi¢do para do anel
aromdtico presente em N° originou também um agonista potente e
seletivo.”’ Baraldi et al.”” sintetizaram derivados cuja substituicao em
N° envolvia grupos aminossulfonilfenila (composto 6, Figura 1A)
tendo verificado um incremento de seletividade com a modificacio
estrutural do grupo sulfonamida (e.g. inclus@o de cadeias alquilicas
curtas como o grupo etila ou alila). A adi¢do de anéis heterociclicos
saturados, como a piperidina ou a morfolina, ao grupo sulfonamida
também levou a um aumento de seletividade para o RA A;.

As modificagdes estruturais na posi¢ao C2 da adenina (Figura
1B) foram inicialmente efetuadas com o objetivo de desenvolver
ligantes mais potentes para o RA A,,.?® No entanto, algumas altera-
¢oes efetuadas, como a introdug@o de cloro na posi¢do 2 (composto
7, Figura 1B), levaram a obtencio de compostos seletivos para o RA
A, E ainda importante salientar que a introducio do grupo -SCH,
na posicido C2, quando ndo acompanhada por outras modificacdes




Vol. 34, No. 8

HN HN HN
N N A N A
4 N 4 N 4 N
HO <N L J HO <N [ HO <N L J
o N o N o N
OH OH OH OH OH OH
1 2 3 SO2NH,

ey ey ey
HoON’/) HoON'/) HoON/)

OH OH OH OH OH OH
4 5 6
B NH, NHz
N A RN
N 4
¢l <l
HO HO. NN
o N o o N o
OH OH OH OH
7 8
NH, NHz
N x
N p N
% N <
HO AL HON oL o
° NN
N =N
OH OH N/ OH OH
9 10
! S
c \
=
“NH NH, NH
N N A N A
N N o N
T T ¢ f
HO HO._ .. -
s\ N e N N RSN o
OH OH OH OH OH OH

1 12 13

Figura 1. Modificagoes estruturais na posi¢ao N° (A), na posi¢do C2 (B) e
no niicleo da ribose (C) de agonistas baseados na adenina

estruturais, origina uma diminuigio da afinidade ao receptor.?* A
maioria das modifica¢des estruturais realizadas na posi¢do 2- ori-
ginaram um decréscimo da afinidade para o RA A;. No entanto, a
introdugdo em C2 de substituintes com fun¢des do tipo éter como,
por exemplo, a introducdo de um grupo feniletiloxila (composto 8,
Figura 1B), revelou serem muito produtivas para a ligacio ao receptor.
Outro tipo de derivados possuindo substituintes do tipo heterociclo
como, por exemplo, a 2-triazol-1-il-5’-N-etiluronamida adenosina
(composto 9, Figura 1B), revelou serem agonistas potentes e seletivos
para RA A, 2%

Foram ainda sintetizados compostos cujas modificacdes foram
realizadas nas posi¢oes N° e C2 do anel da Ado. Ohno ef al.’' des-
cobriram que a combinacio do grupo 2-ciano com diferentes subs-
tituintes na posicdo N°®conduzia a efeitos farmacoldgicos distintos:
0 2-ciano-N°®-(3-iodobenzil) adenosina, € um antagonista, enquanto
que o 2-ciano-NS-metiladenosina (composto 10, Figura 1B) é um
agonista seletivo para o RA A, >

Nos estudos anteriormente descritos o ntcleo da ribose foi
geralmente mantido intato. No entanto, este anel foi modificado em
diversos estudos, tendo-se concluido que os grupos hidroxila nas
posicdes 2°-e 37- eram necessdrios para a sua ligac@o, por ligacdo
de hidrogénio, a0 RA A,.”® Posteriormente foi verificado que no
caso dos derivados N°-substituidos o grupo hidroxila em 3°- pode
ser substituido por outros grupos funcionais (e.g. grupo amina) sem
perda da atividade farmacolégica. ¥ E ainda importante salientar
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que os estudos de relagdo estrutura-atividade permitiram concluir que
a posicdo 5” do nicleo da ribose deve possuir alguma flexibilidade
conformacional. A presenca de uma uronamida ou N-alquiluronamida
nesta posi¢do parece proporcionar os graus de liberdade necessarios
ao ligante quando da ativagdo do receptor.>* Outras modificagdes
quimicas efetuadas nesta posi¢do (e.g. introdu¢do de um grupo al-
quiltioéter) também conduziram a obtengdo de agonistas RA A,. Para
alguns derivados verificou-se ainda que oxigénio endociclico pode ser
substituido por um dtomo de enxofre (composto 11, Figura 1C) ou por
um grupo metilénico (composto 12, Figura 1C).*** Os derivados tio
apresentam regra geral a mesma poténcia, ou sdo ligeiramente mais
potentes que os seus andlogos oxigenados. No entanto, ¢ importante
salientar que as modificacdes estruturais efetuadas nas posi¢cdes N°
e C2 podem modular a ac@o destes compostos transformando-os em
potentes antagonistas.?

Destes estudos destaca-se o composto 13 (Figura 1C) o qual é
usado como radioligante em estudos do RA A ;. Este composto possui
uma estrutura mista entre os agonistas anteriormente referidos e os
derivados metanocarbonucleosideos.

Derivados da xantina

Para além dos derivados da Ado uma outra classe de compostos,
denominada genericamente como derivados da xantina-7-ribosideo
(composto 14, Figura 2A), foi usada como protétipo para o desen-
volvimento de agonistas RA A,. Apesar da 1,3-dialquilxantina ser
classicamente considerada um antagonista dos RA verificou-se que
a introdugdo de um agticar na posi¢do 7 resulta em agonismo rela-
tivamente a RA A,. A afinidade destes compostos para o receptor &
dependente do tipo de substituintes localizados nas posigdes N' e
N°. Por exemplo, a introdugdo do grupo butila produz um aumento
na afinidade para o receptor A, assim como introdugio da cadeia
5’-metilcarboxamida na ribose.'***
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Figura 2. Agonistas baseados no niicleo da xantina (A) e do tipo ndo nu-
cleosidico (B)

Agonistas ndo nucleosidicos

Apesar da maioria dos agonistas dos RA terem derivado de mo-
dificacdes do ligante endégeno, a adenosina, uma série de agonistas
ndo nucleosidicos foram recentemente descobertos. As modificagdes
quimicas efetuadas em derivados da piridina-3,5-dicarbonitrila (e.g.
composto 15, Figura 2B) permitiram desenvolver agonistas potentes,
do tipo ndo seletivo, para RA A,.%7

Antagonistas do RA,

Nos tltimos anos foram reunidos esfor¢os no desenho racional
e desenvolvimento de potentes antagonistas dos RA A,.>1%% As ten-
tativas iniciais de descoberta de antagonistas A, foram inicialmente
focadas no screening de derivados da xantina e andlogos das purinas,
os quais nao possuiam quer afinidade quer seletividade significati-
va para o receptor A, da adenosina.” Partindo destas observagdes
experimentais outras classes de compostos, foram sintetizadas e
biologicamente avaliadas, tendo sido varios compostos identificados
como antagonistas RA A,. Estes compostos do tipo heterociclico
foram classificados em vdrias familias quimicas: derivados de fla-
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vonoides; derivados da 1,4-di-hidropiridina, da piridina e da pirimi-
dina; derivados da triazoloquinazolina; derivados da isoquinolina e
quinazolina e, derivados da pirazoloquinolina, triazoloquinoxalina e
pirazolotriazolopirimidina.

Heterociclos com oxigénio

Flavonoides e derivados

Os flavonoides e derivados foram considerados estruturas pro-
missoras como antagonistas do receptor A,, visto terem evidenciado
possuir uma afinidade de ordem nanomolar para o receptor A,. Estes
compostos apresentaram uma seletividade para o receptor A, humano
significativamente superior a obtida nos ensaios efetuados em camun-
dongo.* De salientar que a variabilidade interespecifica nas afinidades
de ligacdo € consistente com a baixa homologia entre as sequéncias
proteicas do receptor da adenosina A, humano e de camundongo.*'

Os estudos de relacdo estrutura-atividade efetuados para este
grupo de compostos (Figura 3) permitiram verificar que a presenca
de grupos hidroxilas livres leva a uma diminuicdo de afinidade para o
RA A,. Por exemplo, a galangina (composto 16, Figura 3) tem menor
afinidade para RA A;que o seu derivado metoxilado, (composto 17,
Figura 3). Verificou-se ainda que quanto mais extenso for o nimero
de grupos metoxila maior € a seletividade para o hA, (composto 18,
Figura 3).* Tendo como base a otimizagao do nicleo flavona outros
derivados foram sintetizados. Assim, observou-se que a substituicio
do grupo OCH, da morina (composto 17, Figura 3) pelo grupo -OC,H,
(composto 19, Figura 3) levou a um incremento da afinidade para
receptores hA;, com uma perda concomitante da seletividade em
relagdo aos outros subtipos de receptores da adenosina.*’ Os mes-
mos autores demonstraram que a introducéo de atomos de cloro nas
posi¢des 3 e 6 do nicleo flavonoide levou a um aumento da relagdo
poténcia vs seletividade (compostos 20 e 21, Figura 3). Um aumento
da seletividade foi também verificado como resultado da introducéo
de grupos volumosos nas posi¢des orto do grupo fenila posicionado
em C2 (composto 21, Figura 3).
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Figura 3. Antagonistas derivados de flavonoides
Heterociclos com nitrogénio

Derivados da 1,4-di-hidropiridina, piridina e pirimidina

As di-hidropiridinas apresentam afinidade para varios locais de
ligacdo, tendo sido extensivamente estudadas como potentes blo-
queadores dos canais de Ca** do tipo L (composto 22, Figura 4A).*
Os estudos de relagdo estrutura-atividade para o RA A, efetuados
para este tipo de derivados permitiram verificar que a introdug@o de
grupos nas posicdes 4-, 5- e 6- do anel heterociclico € bem tolerada
(compostos 23-25, Figura4A). A inclusdo de um espacador na posicio
4-, nomeadamente o grupo estiril (composto 23, Figura 4A), conduz
a um aumento da afinidade para RA A,." Por sua vez, a introdugio
de um grupo feniletinila na posi¢do 4- e de um grupo éster benzilico
na posicao 3- do anel heterociclico também se traduziu num aumento
de afinidade e seletividade para o RA A, (compostos 24 e 25, Figura

Quim. Nova

4A). Verificou-se também que a introdugdo de um grupo retirador
de elétrons (como o grupo nitro) na posi¢do 4’ do éster benzilico
do composto 24 (Figura 4A) originou um aumento na seletividade
e afinidade para o receptor A, humano (composto 25, Figura 4A).%
Outras modificacdes estruturais efetuadas, como a inclusao de grupos
heterociclicos na posi¢do 4- e de grupos aminolaquila e tioalquila nas
posigdes 3- e 5-, ndo foram consideradas benéficas quer em termos
de afinidade quer de seletividade.?

31

Figura 4. Antagonistas derivados da 1,4-di-hidropiridina (A), da piridina
(B) e da pirimidina (C)

No caso dos derivados da piridina verificou-se que os grupos
volumosos que foram introduzidos na posi¢ao 4- das di-hidropiridinas
(que aumentam a afinidade para o receptor A,) ndo tiveram o0 mesmo
efeito na atividade. A diferenca dos efeitos observados foi justificada
pela modificagio da hibridizagdo em C-4, de sp® para sp?, e conse-
quente alteragio do dngulo da ligagio C5-C4-R4.% Dos varios estudos
efetuados concluiu-se que para se manter a afinidade e seletividade
RA A, devem ser introduzidos grupos menos volumosos, os quais
ndo exer¢am um impedimento estérico significativo (compostos 26-
30, Figura 4B). De salientar que o composto mais potente desta série
(composto 30, Figura 4B) possui na posi¢io 4- grupos alquila.*’ Os
derivados da piridina referidos apresentam ainda seletividade para o
receptor A, de camundongo, contrariamente aos compostos descritos
anteriormente, sendo por isso mais usados em estudos in vitro do
papel fisiolégico do receptor A,."

O desenho racional de derivados da pirimidinas foi efetuado a
partir de estudos de REA desenvolvidos apds uma pesquisa efetuada
a partir de uma base de dados. O composto mais ativo foi o composto
31 (Figura 4C), o qual possui substituintes do tipo propilsulfanila,
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acetoamino e fenetiléxido nas posi¢des 2-, 4- e 6- do niicleo pirimi-
dinico, respetivamente.*’

Heterociclos biciclicos

Derivados da triazoloquinazolina

A descoberta desta classe de compostos como antagonistas RA
A, foi baseada nos dados experimentais obtidos com o composto 32
(Figura 5A), o qual se liga ao receptor com elevada afinidade, mas
no entanto sem a seletividade pretendida. Tomando o composto 32
como lider de série, foi efetuado um estudo de REA em que o gru-
po amino foi acilado (compostos 33-38, Figura 5A).* O resultado
deste estudo permitiu concluir que a introducio de uma cadeia acila
favorece a afinidade e seletividade para o receptor A;. Estudos de
REA quantitativos (REAQ) efetuados posteriormente permitiram
verificar que as carateristicas eletronicas e espaciais, em oposi¢ao
as propriedades hidrofébicas, dos substituintes dos derivados das
triazoloquinazolinas tém uma importante contribui¢do na ligagio do
ligante ao receptor. Com base nestes dados procedeu-se a remogao
do atomo de cloro situado na posi¢do 9- e fez-se a substituicdo dos
grupos S-fenilacetomida e 2-furila por uma cadeia linear e um anel
4-bromofenila, respetivamente. Obteve-se assim o composto 39 (Fi-
gura 5SA) como um potente e seletivo antagonista RA A%
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Figura 5. Antagonistas derivados da triazoloquinazolina (A), da isoquinolina
e quinazolina (B)

Derivados da isoquinolina e da quinazolina

Os estudos de relacdo estrutura-atividade efetuados para
os derivados da isoquinolina mostraram que para se obter um
incremento na afinidade e seletividade para o receptor A, € es-
sencial a presenca de um grupo fenila na posicdo 1-, ligado por
um espacador do tipo amidina, do nicleo central da isoquinolina
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(compostos 40 e 41, Figura 5B). 332 A substitui¢ido do espagador
amidina por um grupo amida (compostos 42-43, Figuras 5B e C)
levou a obtencdo de derivados com propriedades semelhantes aos
descritos anteriormente, no entanto, a introdu¢do de um grupo
doador de elétrons (-OCH,) na posic¢do para do grupo fenila
(composto 43, Figura 5B) levou a um incremento de atividade,
quer de afinidade quer de seletividade, para o receptor A;. A
presenca do grupo benzamido faz com que estes compostos
possam existir sob duas formas tautoméricas - a forma amida
ou a forma iminol - tendo sido verificado que a presenca de um
grupo doador de elétrons no grupo fenila existente no espagador
¢é capaz de determinar a forma tautomérica predominante do
ligante. Como resultado de diversos estudos conformacionais e
de ressonancia magnética nuclear foi possivel obter o composto
44 (Figura 5B), o qual possui um grupo piridinila na posi¢éo
2- e um grupo fenila, substituido na posi¢do 1-, ligado ao nicleo
da isoquinolina por um espagador do tipo ureia?* Os estudos de
biososterismo realizados permitiram concluir que o incremen-
to de dtomos de nitrogénio no heterociclo ndo originava uma
melhoria significativa da interacdo com o receptor A,. Destes
estudos salienta-se o composto 45 (Figura 5B) que possui uma
afinidade para o receptor na ordem de nanomolar ¥

Derivados da pirazologuinolina, da triazoloquinoxalina e da
pirazolotriazolopirimidina

Colotta et al.* efetuaram estudos de REA em derivados de pirazo-
loquinolinas tendo concluido que o derivado com um substituinte do
tipo 4-benzoilamido (composto 46, Figura 6A) foi o que apresentou
melhor perfil como antagonista RA A,. Um estudo posterior * indicou
que a afinidade/seletividade do ligante podia ser incrementada pela
introdug@o na posi¢do 4- de grupos acilamino volumosos e lipofilicos.
Os estudos com isomeros estruturais efetuados por Baraldi e al.*®
conduziram também a descoberta de potentes e seletivos antagonistas
RA A;. Os derivados mais potentes e seletivos obtidos foram aqueles
que possuiam substituintes na posi¢@o 4- do anel N-2-fenila do tipo
metila ou metoxila.
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Figura 6. Antagonistas derivados da pirazoloquinolina (A), da triazoloqui-
noxalina (B) e da pirazolotriazolopirimidina (C)

O desenvolvimento de novos scaffolds baseados na triazoloquino-
xalina (composto 47, Figura 6B) para antagonistas RA A foi também
efetuado.*> O esforgo sintético desenvolvido e o estabelecimento
de REA associadas a estudos de modelagem molecular permitiram
a identificagdo dos requisitos estruturais adequados a otimizacdo do
lider (e.g. presenca de um grupo carbonila (extra) nuclear e grupos
4-acilamina volumosos e lipofilicos).
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Uma grande variedade de derivados da pirazolotriazolopirimidina
foram também sintetizados para efetuar estudos de REA. As modifica-
¢des quimicas envolveram, de forma geral, substitui¢des sistemadticas
nas posi¢des C2, C5, C9, N e N&. O composto 48 (Figura 6C) foi o
que exibiu a melhor relagdo de afinidade vs seletividade.*® No senti-
do de aumentar a sua solubilidade em dgua foi ainda efetuada uma
substituicdo bioisostérica do anel fenila do gupo 5-fenilcarbamoila
pelo grupo piridila (composto 49, Figura 6C). Os estudos posterior-
mente efetuados com os derivados obtidos, apoiados por estudos de
modelizagdo receptor-ligante, permitiram concluir que os objetivos
foram positivamente alcangados.’’

Derivados purinicos

Baseados na adenina

A primeira classe de antagonistas seletivos RA A, possuindo
uma estrutura biciclica baseada no nucleo da adenina foi proposta
em 2005 por Biagi er al..’® Os estudos de REA foram efetuados a
partir da otimizac@o sistemadtica da natureza quimica dos substituintes
localizados nas posi¢des 2, 6- ¢ 9 do composto heterociclico. Como
resultado deste estudo salienta-se como melhor candidato o composto
50 (Figura 7A). Com base no mesmo tipo de estudos Joshi er al.”
propuseram o composto 51 (Figura 7A), o qual possui um grupo
ciclo-hexila na posi¢do N® e um grupo feniloxila na posi¢do C2 da
adenina, como um bom antagonista RA A,. Triazolopurinas foram
ainda obtidas por Okamura et al..***® os quais propuseram o composto
52 (Figura 7A) como o mais interessante antagonista RA A,.
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Figura 7. Antagonistas derivados da adenina (A), xantina (B) e nucleosidos

(C)

Quim. Nova

Baseados na xantina

Os antagonistas de origem natural para os RAs, como a cafeina
e teofilina, tém de forma geral baixa afinidade para o receptor RA
A,. No entanto. € importante ressaltar que nesta tltima década vérios
derivados das xantinas foram descobertos como antagonistas A,.*2
A titulo de exemplo salientam-se os compostos 53 e 54 (Figura
7B) obtidos durante os estudos REA e de modelagem molecular
efetuados por Priego er al.®° e Baraldi et al.®! como potentes e
seletivos RA A,. Miiller er al.** também sintetizaram uma série de
derivados baseados no niicleo da xantina. Salienta-se deste estudo
o composto 55 (Figura 7B) que, para além da afinidade e seletivi-
dade para o receptor, se carateriza por uma melhor solubilidade,
devido a introdugdo de um dtomo de nitrogénio bdsico protondvel
em pH fisioldgico.

Derivados nucleosidicos

A manipulagio estrutural efetuada nas diferentes posi¢des da ade-
nosina, notadamente em C2, N° e nticleo da ribose, levou & obtencéo
de uma série de ligantes RA A, com diferentes perfis de poténcia,
seletividade e eficdcia. Ao longo desta ultima década os resultados
obtidos também demonstraram que a combinacdo destas modificagdes
modula o comportamento deste tipo de compostos como agonistas
ou antagonistas.

O primeiro exemplo da aplicacdo de derivados da adenosina
como antagonistas RA A, foi descrito por Volpini et al..* A titulo de
exemplo, e como resultados dos estudos REA, evidencia-se o com-
posto 56 (Figura 7C), o qual possui uma cadeia alquinila na posi¢ao
C8 do nucleo da purina.

Dos vérios estudos efetuados nesta drea, os quais incidiram na
introdu¢do de modificagdes estruturais em N°® e C2, concluiu-se
que a substituicdo na posicdo N°® é determinante no controlo da
eficdcia, revertendo a atividade agonista de alguns derivados da
adenosina.?>?’

A influéncia da conformacio do anel de ribose na afinidade e
ativagdo dos RA A, foi também explorada tendo-se efetuado, por
exemplo, a sintese de andlogos do IB-MECA com restricdo de
rotagdo conformacional do anel do agucar (composto 57, Figura
7C).%* Posteriormente identificaram-se derivados 4 -tioadenosina
como novos scaffolds para o desenho de antagonistas RA A,.%
Interessante ainda realcar neste contexto, os estudos em que 0s
agonistas CI-IB-MECA e o seu andlogo 4’-tio foram convertidos
em antagonistas pela introducéo de um segundo grupo N-metila na
posic¢do 5°-uronamida (compostos 58 e 59, Figura 7C). A remogao
completa do substituinte em 4~ levou ainda a identificagdo de uma
nova série de potentes e seletivos antagonistas RA A, (composto
60, Figura 7C). Melman et al.*® propuseram ainda uma nova familia
de antagonistas nos quais ocorre a remog¢ao completa da funciao N-
metilcarboxamida (composto 61, Figura 7C). Os estudos efetuados
nesta drea ainda englobaram a substitui¢do da ribose por anéis nio
heterociclicos e a avaliacdo das preferéncias estereoquimicas da
interacdo ligante-receptor. De salientar que os enantidémeros do
tipo L apresentaram auséncia de afinidade para todos os tipos de
receptores.

Moduladores alostéricos

No sentido de aumentar a afinidade e eficdcia dos agonistas ou dos
antagonistas foi também efetuado o desenvolvimento de moduladores
alostéricos positivos (PAMs, - positive allosteric modulators) para o
RA A, Embora o nimero de compostos desenvolvidos seja ainda
reduzido salientam-se os resultados obtidos pela equipa de Jacobson
e colaboradores®®® e pela de Heitman ef al.,”° os quais propuseram
novos scaffolds para a obtengdo de PAMs.



Vol. 34, No. 8

CONCLUSOES

A resposta limitada dos tumores malignos a quimioterapia
convencional levou ao desenvolvimento de novas estratégias farma-
coldgicas baseadas no conhecimento de novos alvos terapéuticos os
quais se encontram envolvidos na motilidade de células cancerigenas,
invasdo e formacdo de metéstases.

O conhecimento adquirido até a data em relacéo aos receptores
da adenosina, nomeadamente em relagdo a biologia molecular do
RA A,, forneceu uma base sélida que levou a proposta deste receptor
como um novo alvo terapéutico para o cancer, possibilitando o dese-
nho racional, e ao desenvolvimento de ligantes potentes e seletivos
para o RA A,. E importante salientar que, como ainda ndo existem
dados cristalograficos do RA A, o avanco do conhecimento das suas
fun¢des bioldgicas e bioquimicas foi efetuado a partir da informacao
adquirida com os ligantes sintéticos. Na verdade, o desenvolvimento
de novos agonistas e/ou antagonistas e/ou moduladores alostéricos
RA A, tem tido um crescimento exponencial, sendo uma drea de
crescente interesse na Quimica Medicinal. O fluxo constante das
novas informagdes obtidas poderd conduzir, por um lado, a um me-
lhor conhecimento do receptor e, por outro, ao desenvolvimento de
candidatos para aplicagdo em terapia. Deve-se salientar que embora
tenha havido uma ativa investiga¢@o ainda nao se obteve o candidato
ideal, embora alguns compostos estejam em estudos de fase clinica
(e.g. IB-MECA e CI-IB-MECA).

O desenvolvimento paralelo das metodologias de modelagem
molecular do RA A;”'7 e de técnicas de REAQ" " a que atualmente
se assiste abre portas para uma melhor interpretagdo dos dados
de REA e uma otimiza¢ao mais eficiente dos compostos lideres.
Acredita-se também que o desenvolvimento de biased agonistas e a
aplicagdo dos conceitos e técnicas de nanotecnologia possam levar
aum novo impulso nesta drea de pesquisa. A recente descoberta de
dendrimeros que ativam simultaneamente dois receptores GPCR
(receptores A3 e o receptor purinico- P2Y14) ¢ uma validagao
deste novo desafio.”””
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