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RESUMO

O céancer, uma doenca caracterizada pelo crescimento descontrolado de
células mutantes, representa um desafio significativo, com a previsao de 700 mil
novos casos no Brasil entre 2023 e 2025. A modulagdo epigenética,
particularmente por meio da regulacdo da acetilacdo e desacetilagdo de
histonas, tem sido foco de estudos para o desenvolvimento de novas terapias.
Os inibidores de histonas desacetilases (HDACI), que atuam na expressao
génica, tém mostrado grande potencial no tratamento do cancer, principalmente
devido a sua capacidade de modular a transcricao génica. Este estudo revisa 0s
avancos na obtenc&o de novos grupos ligantes de zinco (ZBGs), componentes
fundamentais da estrutura de inibidores de HDACs, como alternativas aos ZBGs
convencionais, incluindo hidroxamatos e benzamidas, que embora eficazes,
apresentam desafios como baixa seletividade e efeitos adversos causados pela
pan-inibicdo de outras metaloenzimas. Além disso, o trabalho discute os desafios
farmacocinéticos e toxicocinéticos desses inibidores, avaliando suas taxas de
inibicdo, seletividade entre as diferentes isoformas de HDACSs, e propriedades
de biodisponibilidade e solubilidade. Foram analisadas moléculas promissoras
com novos ZBGs, como hidrazidas, amidas, cetonas, e oxadiazdis, comparando-
as com 0s compostos ja estabelecidos. Espera-se que esta revisdo contribua
para a compreensdo dos novos ZBGs, oferecendo perspectivas sobre sua
aplicabilidade no tratamento do cancer, com énfase em melhorar a eficacia e

reduzir efeitos adversos, incentivando futuras pesquisas na area.



ABSTRACT

Cancer, a disease characterized by the uncontrolled growth of mutant
cells, represents a significant challenge, with a projected 700,000 new cases in
Brazil between 2023 and 2025. Epigenetic modulation, particularly through the
regulation of histone acetylation and deacetylation, has been the focus of studies
for the development of new therapies. Histone deacetylase inhibitors (HDACI),
which act on gene expression, have shown great potential in cancer treatment,
mainly due to their ability to modulate gene transcription. This study reviews the
advances in obtaining new zinc binding groups (ZBGs), fundamental components
of the structure of HDAC inhibitors, as alternatives to conventional ZBGs,
including hydroxamates and benzamides, which, although effective, present
challenges such as low selectivity and adverse effects caused by pan-inhibition
of other metalloenzymes. Furthermore, the work discusses the pharmacokinetic
and toxicokinetic challenges of these inhibitors, evaluating their inhibition rates,
selectivity among different isoforms of HDACs, and properties of bioavailability
and solubility. Promising molecules with new ZBGs, such as hydrazides, amides,
ketones, and oxadiazoles, were analyzed, comparing them to established
compounds. It is expected that this review will contribute to the understanding of
new ZBGs, offering perspectives on their applicability in cancer treatment, with
an emphasis on improving efficacy and reducing adverse effects, encouraging

future research in the field.
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1 INTRODUCAO

7

Cancer é um termo que abrange mais de cem doencas, todas
relacionadas ao crescimento descontrolado e desordenado de células com
mutacdes que impedem o ciclo celular adequado. O desenvolvimento do cancer
resulta de danos a estrutura do DNA e a maquinaria celular encarregada de sua
manutencgdo e reparo (KASHYAP, 2022).

O céancer é uma doenca maligna localizada inicialmente em um tecido
especifico. No entanto, as células mutadas podem migrar para outros locais do
corpo em um processo conhecido como metastase e continuar com sua

replicacdo desenfreada nesse novo local (KASHYAP, 2022).

No Brasil, é estimado um nimero de 700 mil novos casos de cancer entre
0s anos de 2023 e 2025, sendo os tipos mais comuns o cancer de prostata em
homens e o de mama em mulheres, excluindo o cancer de pele ndo melanoma
(SANTOS et al, 2023).

O tratamento mais eficaz contra a doenga consiste na remocéo cirargica
do tecido tumoral, frequentemente complementada pela radioterapia e
guimioterapia. Estas ultimas podem ser aplicadas isoladamente ou em conjunto,

tanto antes quanto apos a cirurgia (BRASIL, 2022).

A guimioterapia faz uso de agentes citotdxicos cujo objetivo € levar as
células cancerigenas a morte. Por conta da sua alta taxa de replicacdo, os
mecanismos envolvidos na regulacao da sintese e replicagdo do DNA séo alvos
da quimioterapia, a saber a propria molécula de DNA e enzimas envolvidas na
sua replicacdo. O uso de agentes citotoxicos que tém como alvos células em
intensa replicacdo e crescimento torna a quimioterapia ndo seletiva e nao
especifica, ou seja, o farmaco utilizado néo fara distincdo entre as células
cancerigenas que estdo em constante replicacdo e as células de tecidos que
também possuem alta taxa de duplicacéo celular, como as células do sistema

imune formadas na medula éssea (ANAND et al., 2023).



13

Nos ultimos anos, percebeu-se que alteracfes epigenéticas aberrantes
também estdo relacionadas com o surgimento e a progressao de tumores
malignos e, assim, alvos epigenéticos passaram a ser considerados no
enfrentamento ao cancer. Modificagfes pos-traducionais em histonas modulam
a transcricdo génica remodelando a cromatina e promovendo a progressao de
tumores. A acetilacdo de histonas € a modificacdo poés-traducional mais
estudada, sendo controlada pela acdo das acetiltransferases (HAT) e das
histonas desacetilases (HDAC). A remocéao de grupos acetila das histonas pelas
HDAC:s interfere na transcricdo de oncogenes e genes supressores de tumor (LI
& SETO, 2016).

As HDACs séo divididas em quatro diferentes classes, sendo as classes
[, Il e IV metal-dependentes para sua acao catalitica, enquanto a classe Ill tem o
NAD* como cofator. As HDACs dependentes de metal, especialmente do ion
Znz*, apresentam sequéncias conservadas entre suas classes, incluindo um
motivo (motif) comum que compreende um dominio desacetilase. Este dominio
€ caracterizado pela presenca de um ion divalente de zinco (Zn?*) coordenado
por uma triade de aminoéacidos, composta por dois residuos de aspartato (Asp)
e um de histidina (His) (LOPEZ et al., 2016). A superexpressio ou o
recrutamento anormal de HDACs tém importante papel em uma variedade de
doencas, incluindo o cancer. Essa caracteristica torna as HDACs um alvo
atrativo para o desenvolvimento de inibidores especificos, uma vez que a

interagdo com o ion zinco é essencial para a atividade catalitica da enzima

Os inibidores de HDACs (HDACIs) possuem uma estrutura em comum
(farmacoéforo) sendo formados por um cap, um linker e um zinc binding group
(ZBG). Cada regido exerce uma funcéo para o efeito inibidor das HDACs. O cap
e o linker interagem com residuos de aminoacidos no sitio ativo da enzima,
contribuindo para a interacdo entre o ligante e o receptor afetando a seletividade
dos HDACIs. Por outro lado, o ZBG interage diretamente com o Zn?* e residuos
adjacentes exercendo o papel fundamental na inibicdo da atividade catalitica da
(ROY et al., 2023).

Atualmente, existem quatro HDACis aprovados pela Food and Drug

Administration (FDA) para o tratamento do céancer. acido hidroxamico
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suberoilanilida (SAHA) ou vorinostate (Zolinza®), romidepsina (Istodax®)
belinostate (Beleodag®) e panobinostate (Farydak®) (DENG, et al., 2023). No
gue tange ao planejamento e desenvolvimento de novos HDACIs, a grande
maioria das modificacdes é realizada no cap e no linker desses inibidores. No
entanto, modificagdes no ZBG tém grande potencial para introduzir novas

moléculas ao mercado.

Os ZBGs mais utilizados nos HDACIs, chamados de ZBGs classicos,
abrangem os hidroxamatos, as benzamidas e acidos carboxilicos. O acido
hidroxamico € o ZBG mais utilizado devido a sua alta afinidade de ligac&o ao ion
Zn?*, realizando uma quelagdo, geralmente, bidentada ao ion. A alta capacidade
de quelagéo do &cido hidroxamico esta relacionada a sua pan-inibi¢cdo pela falta
de seletividade entre as classes de HDACSs, refletindo na alta poténcia desse
ZBG e a provavel ocorréncia de efeitos adversos. Ademais, podem ocorrer
efeitos indesejaveis causados pela ligacdo do acido hidroxamico com outras
enzimas zinco-dependentes como, aminopeptidases, metaloproteases de matriz
e anidrase carbbnica. J4 a benzamida possui alta seletividade pela classe | da
HDAC em comparacdo ao acido hidroxamico, provocando menos efeitos
adversos, contudo, facilitando o surgimento de células tumorais resistentes ao
farmaco. Os &cidos carboxilicos, devido a sua baixa afinidade pelo ion zinco, tém
recebido menos atencdo como inibidores de HDAC em comparagdao com
compostos contendo acido hidroxamico ou benzamida. Acidos graxos de cadeia
curta, como o acido valproico, mostraram eficacia limitada em ensaios in vitro,
no entanto seu potencial terapéutico no tratamento de tumores ainda esta sendo
avaliado (ZHANG et al., 2018).
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2 OBJETIVO

Esse trabalho tem como objetivo revisar os avangos na descoberta,
planejamento e desenvolvimento de novos ZBGs para uso em HDACIs. Essa
revisdo teve foco nas propriedades farmacodinamicas, farmacocinéticas e
toxicocinéticas demonstradas pela taxa de inibicdo das HDCAs, os efeitos
adversos decorrentes da inibicdo inespecifica e otimizacdo dos perfis de

solubilidade e biodisponibilidade dessas novas moléculas.
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3 METODOLOGIA

Essa revisao de literatura baseia-se na pesquisa em banco de dados
como ScienceDirect, Scielo, Pubmed, Portal de Periddicos Capes e no Banco de
Teses e Dissertacdes USP, buscando artigos e materiais publicados nos ultimos
10 anos com dados e informacdes sobre pesquisa e desenvolvimento de novos

ZBGs e informacfes comparativas dos ZBGs ja existentes.

Os critérios de inclusao sao: artigos, teses e livros publicados nos ultimos
10 anos; disponiveis na integra ou gratuitamente ou pelo acesso ao VPN da
USP; encontrados nas bases de dados citadas; cujo idioma seja ou 0 inglés ou
0 portugués. Para pesquisa nos bancos de dados foram utilizados os seguintes

termos: “cancer treatment”, “epigenetic targets”, “ZBG”, “zinc binding group”,
“‘novel ZBG”, “HDAC inhibitors” e “HDACI in cancer treatment”.

Os critérios de exclusdo sao: artigos, teses e livros com mais de 10 desde
a sua publicacao; artigos néo disponiveis de forma gratuita em bases abertas ou

pelo VPN USP; artigos em idioma diferente do inglés e do portugués.
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4 RELACAO ENTRE AS HDACS E A FISIOPATOLOGIA DO CANCER

4.1 Visao geral sobre as HDACs

A regulacdo da expressdo génica é de suma importancia para a
manutencdo dos seres vivos. Por outro lado, dentre as regulagdes génicas, as
modificagdes pos-traducionais (MPTs) desempenham papel relevante no
surgimento de doencas, como o cancer. Algumas dessas modificacbes séo
dindmicas e reversiveis, como a metilagcdo, fosforilacdo, acetilacdo e
ubiquitinagdo. A metilacdo e a acetilagao foram originalmente identificadas como
modificagdes nas caudas de histonas nucleossomais regulando o acesso ao

DNA por meio de alteracdes na estrutura da cromatina (PARBIN et al., 2014).

O DNA dos organismos eucarioticos possui elaboradas formas de
compactagdo em cromossomos. Essa compactacéo envolve proteinas histonas
e proteinas cromossdmicas nao-histonas formando um complexo dessas
classes de proteinas com o DNA chamado de cromatina. O acesso a molécula
de DNA depende do grau de compactacédo da cromatina, logo a regulagéo desse
acesso define se determinado trecho do genoma serd acessivel para a

transcricdo e posterior traducdo (ALBERTS et al., 2017).

A acetilacdo é uma MPT reversivel, enzimaticamente catalisada, na qual
um grupo acetil é ligado a posicdo Ne de uma lisina de cadeia lateral. As lisina
acetil transferases catalisam a acetilacdo de lisinas usando acetil-CoA como
cofator, e as histonas desacetilases metal-dependentes (HDACSs) catalisam a
hidrélise do grupo acetil para regenerar lisina e acetato livre. As HDACs tém sido
descritas como repressores transcricionais uma vez que a desacetilacdo de
histonas aumenta o grau de compactacao da cromatina, impedindo o acesso da
maquinaria de replicagéo celular ao DNA (LOPEZ et al., 2016).

Os processos de acetilacdo e desacetilagdo ndo sédo exclusivos das
proteinas histonas, muitas outras proteinas como fatores de transcri¢ao,

enzimas de reparo de DNA, mediadores de sinais e proteinas estruturais também
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sdo reguladas por esse mecanismo. Assim, as HDACs se envolvem na
regulacdo génica, estrutura da cromatina, interacdo DNA-proteinas e na
transcricdo génica influenciando diversos outros processos fisiologicos e
patol6égicos (HO et al., 2020).

As HDACs abrangem grande numero de enzimas, dividido em quatro
familias baseadas na sua homologia primaria com HDACs de leveduras,
localizacdo celular e atividade enzimatica. A classe | (43-45 kDa) possui o fator
regulatorio de transcricdo Rpd3 semelhante ao de leveduras e inclui as isoformas
de HDAC 1, 2, 3 e 8. A estrutura da classe Il (120-130 kDa) possui similaridade
com outra desacetilase presente em leveduras, sendo dividida em duas
isoformas, lla (HDACs 4, 5, 7 e 9) e IlIb (HDACs 6 e 10). A classe IV possui
apenas a isoforma da HDAC 11. As classes |, Il e IV sdo enzimas dependentes
de ion zinco para sua acdo catalitica, sendo também chamadas de
metaloproteinas. Por outro lado, as HDACs da classe lll, conhecidas como
sirtuinas (SIRT1-SIRT7), sdo enzimas que dependem de NAD* para sua
atividade catalitica. Essas sete isoformas diferem das HDACs das outras classes
em termos de localizagcao celular e fungdes enzimaticas (tabela 1). Além disso,
apesar de estarem envolvidas em varios processos biolégicos, como regulacéo
metabolica e envelhecimento, sua relacdo com a fisiopatologia do céancer €&
distinta das HDACSs classicas, ndo sendo diretamente associadas a oncogénese
em muitos contextos (DENG et al., 2023). Por esse motivo, a classe Ill ndo é

abordada nesta revisao.

Tabela 1 — Classificacdo das HDACs de acordo com suas isoformas.
Classes de HDAC e suas isoformas

1
HDAC1 HDAC4 HDAC6 HDAC11 SIRT1

HDAC2 HDACS5 HDAC10 SIRT2
HDACS HDACY SIRT3
HDACS HDAC9 SIRT4
SIRT5
SIRT6

SIRT7
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4.2 O mecanismo de desacetilagdo das HDACs

O mecanismo de desacetilacdo de histonas pelas HDACs metal-
dependentes se inicia a partir da entrada da cadeia lateral de acetil-lisina no
canal hidrofébico do sitio catalitico da enzima, em vez do reconhecimento da
estrutura principal da proteina. A natureza compacta da ligacdo ao substrato é
uma vantagem para o planejamento de inibidores, pois podem ser pequenas
moléculas que mimetizam o residuo de acetil-lisina, em vez de uma sequéncia

de peptideo mais longa.
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Figura 1. Mecanismo de desacetilacéo pela HDAC. Os residuos de aminoacidos envolvidos na
reacdo estdo em azul, o ion zinco em vermelho e o residuo N-terminal da histona em preto. A
carbonila do grupo acetil sofre ataque nucleofilico da agua no sitio catalitico, restituindo a
carbonila e liberando a cadeia N-terminal com um grupo amina e uma molécula de acetato (SETO
e YOSHIDA, 2014).

A coordenacdo entre o cation zinco (Zn%*) do sitio ativo da enzima e a
acetil-lisina € de extrema importancia para a ligacdo do substrato e a catalise
(Figura 1). O nucleo catalitico das HDACs consiste de um bolsédo contendo o ion
Zn?* e residuos de tirosina (Y297) e de histidina (H131 e H132) que participam
do processo catalitico. O grupo acetil da cadeia N-terminal da histona ao se
acomoda no bolséo ao interagir com o residuo de tirosina Y297 por ligacdo de
hidrogénio e com o ion zinco por quelacdo. Em seguida, uma molécula de agua
molécula de agua ativada pela histidina H131 realiza um ataque nucleofilico a
carbonila do grupo acetil. Esse ataque resulta na movimentac&o dos elétrons da
dupla ligacdo da carbonila e na formacdo de um intermediario oxianion

tetraédrico, que se liga de forma bidentada ao ion zinco. Por fim, ocorre um
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rearranjo eletrénico no oxianion, restituindo a carbonila e rompendo a ligacao
amidica, enquanto a histidina H132 captura um préton, completando a restituicdo

da cauda N-terminal da histona.

De forma geral, todos os inibidores de HDAC de alta afinidade, exceto os
modificadores covalentes, alcangam sua poténcia por meio da coordenagéo com
0 zinco, funcionando como ligantes monodentados ou bidentados imitando o
intermediario oxianion tetraédrico. Esse intermediario é essencial para a

eficiéncia catalitica da reacdo de desacetilacdo (HO et al., 2020).
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5 INIBIDORES DE HISTONAS DESACETILASES

Levando em consideracdo as caracteristicas do mecanismo de
desacetilagdo das HDACs, uma molécula capaz de inibir a enzima pode ser
planejada considerando mimetizar o intermediario oxianion tetraédrico formado
no sitio catalitico e as interagdes no canal de ligacao do substrato. Assim sendo,
o farmacoforo (Figura 2) de um inibidor de HDACs pode ser composto de um
grupo ligante de zinco (ZBG), um conector hidrofébico (linker) e um cap com

interacdes adicionais a borda do bolséo catalitico (HO et al., 2020).

Figura 2. Representacdo esquematica do farmacoforo um inibidor de HDAC. Adaptado de:
ZHANG et al, 2018.

5.1 Produtos naturais como inibidores de HDACs: o surgimento da classe

A tricostatina A (TSA) foi o primeiro inibidor natural de HDAC identificado,
descoberta a partir de culturas de cepas de Streptomyces, a TSA é um
metabdlito secundario que se destacou pela capacidade Unica de inibir a
atividade das HDACs (YOSHIDA et al., 1990). A descoberta de Yoshida ha trés
décadas, teve um importante papel na pesquisa e no desenvolvimento de
inibidores de HDAC devido a sua estrutura e mecanismo de acéo posteriormente

bem caracterizados.

No contexto da pesquisa sobre inibidores de HDAC para o tratamento do
cancer, a tricostatina A € de particular relevancia. Sua estrutura quimica serviu
como um modelo de como os elementos do farmacoéforo de HDAC podem ser
otimizados para o desenvolvimento de novas moléculas. A TSA contém um &cido
hidroxdmico como ZBG, atuando como um quelante de zinco bidentado,

essencial para a inibicdo da HDAC. Essa caracteristica foi confirmada por
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estudos de cristalografia de raios X, que demonstraram a ligacédo da TSA ao sitio
ativo da HDAC (SCHUETZ, 2008).

Além disso, a TSA possui um dieno rigido como linker, que se ajusta
precisamente ao canal de ligacdo do substrato da enzima. Esse linker é
essencial para a orientacdo adequada da molécula dentro do sitio ativo da
HDAC, assegurando sua eficacia. A estrutura da TSA € complementada por um
anel fenil substituido, que atua como o cap do farmacoéforo. O substituinte de
amina terciaria presente no cap nao apenas favorece a interacdo com a enzima,
mas também contribui para a solvatacdo do farmaco em ambiente aquoso,

aumentando sua solubilidade e biodisponibilidade (Figura 3).

Outro inibidor de HDAC de origem natural, a psammaplin A, € um proé-
farmaco inicialmente isolado de uma esponja marinha. Essa molécula tem uma
estrutura simétrica que passa por reducao in vivo do grupo dissulfeto para formar
a molécula ativa, que possui o farmacoéforo de trés pontos composto pelo ZBG,
linker e cap. Como os ti6is apresentam baixa biodisponibilidade, a protecéo por
dissulfeto garante maior estabilidade e permeabilidade celular antes da ativacéo
metabodlica. O pro-farmaco de tiol também aparece em outra familia de
depsipeptideos com capacidade de inibicdo de HDACS, seja como um dissulfeto
redutivel nos produtos naturais derivados de bactérias, como a romidepsina e a
espirocostatina A, ou como um tioéster labil, como no largazol, produzido por
cianobactérias. Apés o metabolismo, o tiol livre presente em todos os trés

produtos naturais atua como o grupo ligante de zinco (Figura 3 (KIM et al., 2007).

HOL OH

o) o o wo|
OH Br s N
T e
N o
\I‘|\I HO “OH

Tricostatina A Psammaplin A

(o) [o] (o) [o]
J OJS_( /o 0 o N
HN HN HN /\/\/\)k “~ . -,
S, o S‘S OH S/\/\“" o -
{S HN™Y £ HN )\/ 0

Romidepsina Espirocostatina A Largazol

Figura 3. Inibidores naturais de HDACs. Os ZBGs estao destacados em vermelho.
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5.2 Aspectos estruturais entre os inibidores de HDAC

Levando em consideracdo o aspecto estrutural, particularmente seus
ZBGs, pode-se organizar os inibidores de HDACs em diferentes classes, como
acidos hidroxamicos, benzamidas, acidos graxos de cadeia curta, peptideos
macrociclicos, entre outros. Como relatado anteriormente, esses inibidores de
HDACs dependentes de Zn?* compartilham uma estrutura farmacoférica em
comum como ja vista: um cap (geralmente um grupo hidrofébico aromatico que
interage com residuo adjacentes ao sitio de ligacdo), um linker saturado ou
insaturado de cadeia linear ou ciclica, fazendo a unido entre cap e ZBG) e 0 ZBG
ou grupo quelante ao zinco (mais comumente &cidos hidroxamicos, acidos
carboxilicos ou benzamidas) (MANAL et al., 2016).

ModificagOes estruturais tém sido testadas com éxito em todos 0s grupos
do farmacoforo dos inibidores de HDACSs, mas, de modo geral, alteracdes no cap
e no linker estdo relacionadas a maior especificidade por uma isoforma
especifica de HDAC e alteracdes no ZBG representam maior afinidade refletindo
em menores valor de ICso. Atualmente, h4 quatro moléculas aprovadas pelo FDA
para uso como inibidores de HDACs no tratamento de linfomas de células T
cutaneos e periféricos, além de mieloma multiplo, em regime combinado com
outros farmacos. Trés dessas moléculas possuem o acido hidroxamico como
ZBG, enquanto uma apresenta o tiol como ZBG, gerado a partir da quebra de

uma ligacéo dissulfeto (Figura 4).
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Figura 4. Estruturas quimicas de moléculas aprovadas como inibidores de HDACs.
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5.3 ZBGs Classicos

Os grupos ligantes de zinco mais utilizados, acido hidroxamico,
benzamida, acido carboxilico e tiol, sdo chamados de ZBGs classicos. Algumas
moléculas contendo esses grupos em suas estruturas ja foram aprovadas pela
FDA ou se encontram em ensaios clinicos, conforme apresentado na Figura 5
(HO et al., 2020). A sequir, a classificacdo dos farmacos baseando-se no tipo de

ZBG é apresentada.

5.3.1 Acido hidroxamico

O primeiro inibidor de HDAC aprovado pelo FDA, o vorinostate (Zolinza®),
possui 0 acido hidroxamico como ZBG. Outros compostos ja aprovados e em
fase de testes clinicos mantém similaridade com o vorinostate e o produto natural

tricostatina A (Figura 5).

A preferéncia pelo uso do acido hidroxdmico como grupo quelante de
zinco (ZBG) deve-se as suas vantagens em relacdo a outros ZBGs, como a
capacidade superior de se ligar ao ion zinco, resultando em maior poténcia. Além
disso, apresenta estabilidade razoavel in vitro, boa solubilidade e é relativamente
facil de sintetizar. Essas caracteristicas desejaveis guiam a pesquisa de novos
grupos que possam atuar como ligantes de zinco em inibidores. No entanto,
algumas desvantagens também precisam ser consideradas. Devido a sua alta
afinidade por metais, a seletividade dos hidroxamatos é questionada, sendo
classificados como pan-inibidores, o que significa que sua a¢ao nao se restringe
apenas as HDACs, mas também abrange outras metaloproteases. Essa pan-
inibicdo é um dos fatores responsaveis por efeitos adversos, resultantes da
inibicdo de aminopeptidases, metaloproteases de matriz e outras enzimas
dependentes de zinco. Para superar esses desafios de seletividade e melhorar

as propriedades farmacocinéticas dessas moléculas sdo comumente realizadas
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alteracOes estruturais nas regides de cap e linker dos inibidores de HDACs que

possuem o acido hidroxamico como ZBG (ZHANG et al., 2018).
5.3.2 Benzamida

Os derivados de benzamida (Figura 5) compde uma importante classe de
inibidores de HDACs e em relagdo aos compostos que fazem uso do acido
hidroxamico, tém maior seletividade pelas HDACs da classe |, sendo o
diferencial desse grupo como ZBG. Geralmente, as benzamidas demonstram

valores de ICso variando de nanomolar a micromolar (FRUHAUF et al., 2021).

A principal molécula dessa classe é a chidamida (Epidaza®), aprovado
pela National Medical Products Administration (NMPA) para o tratamento de
Linfoma de Células T Periférico (XU et al., 2017). Outras moléculas contendo
benzamida como ZBG tém sido desenvolvidas e testadas como inibidores de
HDACs, é o caso do entinostate e do mocetinostate que tém sido objeto de
diversos ensaios clinicos em canceres hematologicos (FRACZEK et al, 2013). A
tacedinalida aparece em estudos clinicos para mielomas mudltiplos, cancer de

pulmao e cancer pancreético, no entanto sem resultados publicados.
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Figura 5. Estruturas quimicas de moléculas inibidoras de HDACs com benzamida como ZBG.
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5.3.3 Acido carboxilico

Os inibidores de HDACs derivados de acidos carboxilicos englobam um
pequeno grupo devido a sua fraca capacidade de ligacdo ao Zn?* (Figura 6), logo
pouca atencdo € dada a essa classe. Os representantes mais importantes que
apresentam ICso na faixa de yM sdo os acidos graxos de cadeia curta, como o
acido valpréico, o &cido butirico (KRAUZE et al., 2015; KUENDGEN et al., 2004)
e o fenilbutirato (AVIRAM et al.,1994).
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Figura 6. Estruturas de quimica de moléculas inibidoras de HDACs com &cido carboxilico como
ZBG.

5.3.4 Tiol

O grupo tiol é frequentemente utilizado para se ligar a metais no
desenvolvimento de farmacos, sendo o captoprii um exemplo classico. Os
inibidores contendo tiol como ZBG compde a maioria dos inibidores de origem

natural discutidos anteriormente e apresentados na Figura 3 (HO et al., 2020).
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5.4 Desafios farmacocinéticos de farmacos aprovados e que possuem

ZBGs classicos

Um dos maiores desafios, sendo o0 maior, no planejamento e
desenvolvimento de novos farmacos se encontra durante a fase de estudos pré-

clinicos, especialmente nos testes farmacocinéticos e de toxicidade.

O primeiro inibidor de HDAC aprovado pela FDA para tratamento de
Linfoma Cutaneo de Células T refratario, o vorinostate (Zolinza®) possui um
perfil metabdlico e farmacocinético ndo muito desejado. A solubilidade aquosa
da molécula é em torno de 190 pg/mL (CAI et al., 2010) com permeabilidade
celular de 2x107® cm/s em células Caco-2 (KANTHARAJ et al., 2011). Essas
caracteristicas da molécula a classifica como um medicamento da classe IV no

sistema de classificacdo biofarmacéutica.

Em estudos realizados em caes e ratos, 0 vorinostate exibiu uma alta taxa
de depuracéo plasmatica, isto é, a eficiéncia com qual o farmaco é metabolizado
e eliminado do organismo com uma meia de apenas 12 minutos apresentando
uma biodisponibilidade oral de 11% em caes e 2% em ratos (SANDHU et al.,
2007). Em termos de metabolismo, o vorinostate apresentou rapida e extensa
metabolizacdo por O-glucoronidacdo, metabolizacdo que facilita e excrecdo do
farmaco e impede a sua interagdo com a HDAC alvo. O farmaco ainda pode
sofrer B-oxidacdo e seu metabdlito pode ser hidrolisado. No entanto ndo exibiu
inducéo ou inibicdo de CYPs (KANTHARAJ et al., 2011).

Aprovado pela FDA em 2014, o belinostate (Beleodaq®) é o segundo
inibidor de HDAC baseado em acido hidroxamico aprovado, indicado para o
tratamento de linfoma periférico de células T refratario (PTCL). Em relacdo ao
vorinostate, o belinostate apresenta menor solubilidade em agua, com uma
solubilidade aquosa de 140 pg/mL e dados sobre sua permeabilidade celular
encontram-se indisponiveis sendo assim somente estimar sua classe no sistema
declassificacdo biofarmacéutica como classe Il ou IV. Dados pré-clinicos de
ADME para o belinostate séo limitados e a maioria dos estudos realizados utiliza

administragao intravenosa (IV) ou intraperitoneal (IP) (MARQUARD et al., 2008;
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PLUMB et al., 2003; WARREN et al., 2008), possivelmente devido a sua baixa
solubilidade aquosa ou biodisponibilidade limitada. Apesar disso, foi realizado
pelo menos um estudo com administracdo oral em caes, que indicou uma
biodisponibilidade de 30% a 35% (STEELE et al., 2011). A taxa de depuracédo
também é elevada, no entanto, o belinostate apresenta meia-vida de
aproximadamente 60 minutos em cées, enquanto em camundongos a meia-vida
foi de 24 minutos (MARQUARD et al., 2008). Similar ao vorinostate, a
glucuronidacgao, predominantemente mediada pela UDP-glicuronosiltransferase
1A1, é a principal via metabdlica, sendo a inativacao tao significativa que a FDA
recomenda a reducao da dose em individuos com alelos mutantes dessa enzima,

conforme indicado na bula do medicamento (WANG et al., 2013).

O inibidor de HDAC aprovado mais recentemente € o panobinostate
(Farydak®) que, além da indicacdo de tratamento para linfomas de células T,
também é indicado para mielomas multiplos refratarios. Os dados de ADME
disponiveis para o panobinostate sdo tdo limitados quanto os dados para o
belinostate. O panobinostate é apenas ligeiramente solivel em agua. Estudos
pré-clinicos em ratos e caes demonstraram uma baixa biodisponibilidade oral,
sendo de aproximadamente 6% em ratos e 30% em caes, respectivamente.
Esses dados indicam uma absorcdo limitada do farmaco apdés administracao
oral. (KONSOULA et al., 2009). Por sua vez, a meia vida da molécula € mais
longa quando comparada ao vorinostate ou belinostate, 174 minutos em
camundongos e consideraveis 30 horas em ratos, quando administrado por via
intravenosa (KANTHARAJ et al., 2011). A metabolizacdo do panobinostate &
semelhante aos seus dois antecessores, o0 farmaco € extensivamente
metabolizado por glicuronidases. Assim, os principais metabolitos encontrados
sdo o farmaco O-glucoronidesos e os produtos de B-oxidacdo ou hidrélise

resultantes dessa glucuronidacdo (MCCLURE et al., 2018).

A romidepsina, um ciclotetrapeptideo utilizado no tratamento de Linfoma
Cutaneo de Células T refratario, é insolivel em agua podendo ser administra
somente por via intravenosa. Sua meia vida € relativamente longa em
camundongos, 348 minutos (GRAHAM et al., 2006). Ndo ha dados sobre
administracao oral dessa molécula por conta da sua baixa solubilidade em agua
e assim ndo ha dados relevantes sobre biodisponibilidade. A romidepsina é
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altamente ligada as proteinas plasmaticas em humanos, é substrato da
glicoproteina P (XIAO et al., 2005) e, além disso, é extensivamente metabolizada
no figado pela CYP3A4 (SHIRAGA et al., 2005).

A chidamida (Epidaza®) é um inibidor de HDAC contendo benzamida como
ZBG aprovado pela NMPA. Estudos farmacocinéticos mostraram que a
chidamida alcanca sua concentracdo plasmatica maxima entre 0,5 e 2 h,
dependendo da dose, sendo quantificavel por até 72h. A meia vida de eliminacéo
variou entre 16 e 18 h e o farmaco demonstrou alta capacidade de ligacédo as
proteinas plasmaticas. A metabolizacao ocorre por acdo da monoxigenase e por
hidrélise da ligacdo amidica, sendo a maior parte da chidamida excretada na

forma de seus metabdlitos tanto nas fezes quanto na urina (XU et al., 2017).
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6 NOVOS ZBGS: AVANCOS NA INIBICAO DE HDAC PARA O
TRATAMENTO DO CANCER

A procura por inibidores mais potentes e seletivos entre as isoformas de
HDACs é uma area de interesse. De modo geral, o desenvolvimento desses
inibidores foca em modificagdes moleculares nas regides do cap e do linker
mantendo o ZBG, na maioria dos casos, 0 acido hidroxamico. A prevaléncia do
acido hidroxamico deve-se a sua alta afinidade de ligacdo as enzimas
dependentes de zinco, como as HDACs. Devido a essa alta afinidade, o acido
hidroxdmico ndo possui preferéncia por isoforma de HDACs sendo assim um
pan-inibidor. Essa caracteristica ndo é apreciavel pois a pan-inibicdo pode levar
a efeitos adversos quando enzimas em fungcdo normal, tanto HDACs quanto
outras metaloenzimas, sao inibidas indiscriminadamente. Outro obstaculo
enfrentado pelos hidroxamatos é sua farmacocinética pobre que se evidencia
pela curta meia-vida e baixa biodisponibilidade oral dos HDACs com base no

acido hidroxamico.

Desse modo, a pesquisa e o0 desenvolvimento de novos ZBGs com
poténcia similar ou melhor em relagcé&o ao 4cido hidroxamico e com seletividades

distintas entre as isoformas é desejavel.

6.1 Hidrazida

Dentre os ZBGs descobertos mais recentemente, destacam-se as
hidrazidas. As hidrazidas constituem um grupo funcional caracterizado pela
presenca de uma amida N-substituida com um grupo amino. A por¢ao hidrazina
(-NHNH,) do grupo confere particular reatividade, permitindo sua participacéo
em reacdes de acoplamento e na formacdo de complexos com metais. Essa
propriedade torna as hidrazidas particularmente valiosas no desenvolvimento de

farmacos, especialmente como inibidores enzimaticos (WANG et al., 2015).
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O uso de hidrazidas ja é realizado no planejamento de farmacos ha mais
de 70 anos. O farmaco isoniazida, amplamente utilizado em tuberculse, possui
perfis de toxicidade e seguranca bem conhecidos, com baixa taxa de
hepatotoxicidade e poucos eventos adversos. Estudos farmacocinéticos
demonstraram maior biodisponibilidade oral e valores de area sob a curva (AUC)

duas vezes maiores em comparac¢ao com o acido hidroxamico (LI et al., 2020).

Estudos de docking molecular indicaram gque a hidrazida interage com o
ion zinco por meio de uma quelacao bidentada, onde a carbonila e a amina da
porcdo hidrazina sdo as responsaveis (Figura 7). Os estudos utilizaram
estruturas com hidrazidas substituidas por grupos alquil na amina terminal e,
provavelmente, os resultados se aplicam a hidrazidas substituidas (LI et al.,
2018).

HN

Figura 7. Docking molecular do composto 6 no sitio catalitico da HDAC1. Nota-se a quelagao
bidentada na qual a hidrazida interage com o zinco com dois pontos de ligacédo, o oxigénio da
carbonila e o nitrogénio da amina (LI et al., 2018).

A cadeia carbbnica ligada a amina do grupo hidrazina possui relacéo
provavel com a seletividade da molécula. Na Figura 8, € possivel observar a
hidrazida n&o-substituida 1, a qual apresentou atividade somente para as
HDACs 1 e 2. Ja as moléculas com o nitrogénio da hidrazida substituido por
cadeias carbénicas longas (C15-16), compostos 2 e 3, inibiram somente a
HDAC11 em uma baixa concentracdo. Por outro lado, as moléculas com
substituicdo por grupos alquil menores, como propil e butil, exibiram seletividade
pelas HDACs da classe I, com IC5, na faixa de picomolar para a HDAC3. Os

compostos 4, 5, 6, 7 e 8 apresentaram todos ICs, abaixo de 100 nM para as
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HDACSs da classe | (LI et al., 2018; WANG et al., 2015; MCCLURE et al., 2016),
apresentando resultados semelhantes aos observados com hidrazidas néao-
substituidas (AL-SANEA et al., 2020), conforme a Tabela 2.
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Figura 8. Estruturas quimicas de moléculas inibidoras de HDAC em potencial contendo
hidrazida como ZBG. A porc¢éo hidrazida esta destacada em vermelho.

Tabela 2 — Valores de ICso para compostos contendo hidrazida como ZBG

Isoformas de HDAC (ICso em nM ou pM)

Comp. “USAC1T  HDAC2 HDAC3 HDAC4 HDAC6 HDAC8 HDACIL
1 1143nM 537 nM - - - - -
2 >100 M ] ; > 100 uM - >100 uM 910 nM
3 >100 pM - ; > 100 uM >100 uM 830 nM
4  460nM 133 nM 190 nM - 9,09 M  2,83uM 44,5 UM
5 11.8nM  9545nM 0,95 nM ; ; - )
6 63,3 nM 287,1 nM 57 nM - 10 uM - -
7  954nM 2804nM  1.41nM ; ] 557 nM ;
8 4,69 nM 46,0 nM 0,28 nM >10 uM >10 uM 1,75 uM -

As células destacadas em verde apresentam valores de ICso excelentes (inferior a 100 nM), em

azul, valores bons (inferior a 1uM) e em vermelho valores ruins (superior a 1uM).
Os inibidores de HDAC podem ser classificados de acordo com sua
velocidade de inducéo de acetilacdo pela ligacdo as HDACs e pelo tempo até a

liberacdo da enzima. Os acidos hidroxamicos sao classificados como inibidores

de HDAC de acéo rapida (fast-on) e liberacdo rapida (fast-off), enquanto as
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benzamidas sédo considerados de ac¢ao lenta (slow-on) e liberacdo lenta (slow-
off) (BECONI et al., 2012; CHOU et al., 2008; SCARPELLI et al., 2013).

A interacdo entre inibidores, como o vorinostate (acido hidroxamico),
entinostate (benzamida), romidepsina (tiol) e a molécula 4 (hidrazida), com
HDACSs foi testada in vitro, expondo células de uma linhagem celular de cancer
de célon humano (HCT1160). Diferentes culturas de células foram expostas a
uma das moléculas citadas para se avaliar a inducéo de acetilagdo de histonas.
O vorinostate e a romidepsina induziram acetilagéo dentro do periodo de 6 horas
de exposicao. No entanto, apds a remo¢do dos compostos, observou-se um
declinio rapido na acetilagcdo nas células expostas ao vorinostate, enquanto nas
expostas a romidepsina, o efeito durou cerca de 24 horas. O entinostate
apresentou um efeito diferente, com a inducdo de acetilacdo sendo notada
apenas 18 horas ap6s a remocao da molécula da cultura celular, persistindo por
48 horas. Ja para o composto com hidrazida como ZBG, a inducéo da acetilacao
durante o periodo de incubacdo manteve-se estavel por 96 horas, podendo ser

classificado como um inibidor de ligacao rapida e liberacao lenta (WANG, 2015).

Estudos farmacocinéticos e mutagénicos foram feitos com a molécula 8
em comparacdo com o panobinostate (HDACi hidroxamato). O composto foi
administrado via intravenosa (IV) e oral e apresentando meia-vida (t12) de 15,2
horas por via IV e 7,5 horas por via oral, significativamente que a do
panobinostate que possui ti2 de 3 horas por via oral. O valor de area sob a curva
(AUC, do inglés Area Under the Curve), uma medida que representa a exposi¢cao
total do organismo a um farmaco ao longo do tempo, e que se relaciona com a
eficicia e a duracdo da agéo, para o composto o 8 administrado via oral em uma
dose de 20 mg/kg é de 265 ng/mL, o que é duas vezes maior que o valor
observado para o panobinostat (126 ng/mL), mesmo administrado em uma dose
superior de 50 mg/kg. A biodisponibilidade da hidrazida 8 é consideravelmente
maior que a do farmaco comparado: 19,8% e 4,62%, respectivamente (LI et al.,
2020).

Tendo em vista as observagBes farmacocinéticas das hidrazidas,
principalmente em relacdo a outros farmacos com diferentes tipos de ZBGs, sua
aplicacdo nos inibidores de HDAC aparenta ser promissora. A Tabela 1

apresenta os valores de ICso para a série de moléculas da Figura 9, nota-se que
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inibidores contendo hidrazida tém efeito contra boa parte das isoformas de
HDACSs, com taxa de inibicdo na faixa de nM e pM. Essas caracteristicas podem
permitir uma melhor relagéo risco/beneficio na aplicacdo de farmacos contendo
hidrazidas, com doses otimizadas em regimes de administragdo mais eficazes,
especificidade na inibicdo enzimatica, menos efeitos adversos e maior

probabilidade de desfecho positivo no tratamento do cancer.

6.2 Amida

Inibidores contendo amidas com diferentes padrdes de substituicdo foram
propostos como grupos quelantes de zinco (ZBG), e observou-se uma
capacidade promissora para essa fungdo em algumas moléculas (FRUHAUF et
al., 2021).

A molécula 9 (Figura 9) foi identificada e selecionada como um potencial
inibidor seletivo de HDAC8 em um extenso estudo in silico conduzido por
Debnath e colaboradores (2019). Os autores propuseram cinco hipoteses
farmacoféricas geradas a partir de 32 inibidores ja conhecidos e construiram um
modelo 3D QSAR, que apresentou um excelente coeficiente de correlacdo e
capacidade preditiva. Este modelo foi utilizado em uma triagem virtual de uma
base de dados contendo aproximadamente 4,3 milhdes de moléculas, resultando
na identificacéo de varias moléculas protatipo (hits). Os hits foram otimizados por
meio de estudos de docking e de um software de predicdo de propriedades
farmacocinéticas. Nos ensaios in vitro, a molécula 9 demonstrou um valor de ICso
de 9 nM (Tabela 3), estabelecendo-se como uma excelente candidata para
futuros ensaios in vivo (DEBNATH et al., 2019).
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Figura 9. Estruturas quimicas de moléculas contendo amida como ZBG, este encontra-se
destacado em vermelho.

Tabela 3 — Valores de ICsp para compostos contendo amida como ZBG
Isoformas de HDAC (ICso em nM ou pM)

Comp. HDAC1  HDAC2 HDAC3  HDAC6  HDACS8
9 . - - >100 yM 9,0 nM
10 1,3 UM - 26 nM - -

1la 742 nM 2,9 uM - - -
11b 449 nM 1,3 uM - - -
12 - - - - 101 nM
13 260 nM 135 nM >10 uM - 98 nM
As células destacadas em verde apresentam valores de ICso excelentes (inferior a 100 nM), em
azul, valores bons (inferior a 1uM) e em vermelho valores ruins (superior a 1JM).

Com o objetivo de desenvolver um inibidor seletivo para HDACS,
Bresciani e colaboradores (BRESCIANI et al., 2019) planejaram uma série de
compostos baseados em amidas N-substituidas e etilcetonas. O estudo utilizou
variacdes nas estruturas do cap e do linker, chegando na estrutura da molécula
10 (Figura 9), uma etilamida que apresentou valor de ICsode 26 nM para HDAC3,
em comparacgao a 1,3 uM para HDAC1 (Tabela 3). O composto ainda apresentou
boa estabilidade in vitro, com tempo de meia-vida (t12) superior a 4 horas, tanto
em plasma quanto em hepatdcitos de camundongos e humanos, apesar da
auséncia de mais dados farmacocinéticos, essa molécula aparenta ser
promissora (BRESCIANI et al., 2019).
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Um novo padrdo de substituicdo foi identificado em estudos de novos
inibidores de HDAC contendo amida como grupo de ligacdo a metal (ZBG),
especificamente nas a-amino amidas. Trés pesquisas resultaram em moléculas
com capacidade de inibi¢ao in vitro promissora, com valores de ICso na faixa de

nanomolar (Figura 9).

A busca por compostos derivados de cumarina como agentes
anticancerigenos levou ao planejamento e a sintese de algumas moléculas
capazes de atuar como inibidor de HDACs. Os autores propuseram o uso do
derivado de cumarina como cap e a-amino amidas como ZBG espacados por
um linker hidrocarboneto. Na série de compostos sintetizados e testados, as
moléculas 11a e 11b apresentaram ICso de 742 nM e 448 nM (Tabela 3),
respectivamente, frente a HDAC1 (TAN et al. 2017).

Greenwood e colaboradores (2019) também planejaram e desenvolveram
uma série de compostos contendo a-amino amidas como grupo ligante de zinco
para novos inibidores de HDACs. Entre os compostos estudados, o0 composto 12
(Figura 9) se destacou, apresentando um ICso de 101 nM para a isoforma HDAC8
(Tabela 3), enquanto os demais compostos exibiram ICsp na faixa micromolar
(GREENWOOD et al., 2019).

Pidugu e colaboradores sintetizaram e testaram uma série de compostos
a partir do oxadiazol di-substituido contendo hibridos de glicina e alanina como
ZBG. Um dos derivados, a a-amina amida 13 (Figura 9), apresentou resultados
promissores na inibicdo da classe | das HDACSs, inibindo as HDACs 1, 2 e 8 com
ICs0 na faixa de nanomolar (Tabela 3). Estudos in silico sugerem que a quelacéo
seja monodentada com importante participacao da carbonila na interagdo com o
zinco e dos nitrogénios da amida e da amina interagindo com residuos de

aminodcidos vizinhos adjacentes no sitio de ligacao (PIDUGU et al., 2016).

A Figura 10 gerada a partir do docking da molécula 13 no sitio catalitico
da HDACS ilustra as interacfes intermoleculares que ocorre entre o inibidor de
HDAC e enzima. Nota-se que a carbonila do ZBG a-amina amida é a responsavel
por quelar o zinco, enquanto 0s nitrogénios restantes interagem com um residuo

de glicina. Vale destacar a importancia do cap e do linker que interagem por meio
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de ligagdes Ttr-stacking com residuos de fenilalanina, garantindo melhor

acomodacédo da molécula dentro do sitio catalitico.

AsP
=)
P = a2 &

130 143 263

v
100 NH
ors
. 1ss
-
o
o
MET
— N/_ o
N

HE
152

[
s0a

Protein: HDAC8 "™ Dock score: -7.918 Kcal/mol
Ligand: Compd 10b  [Cs: 98 nM

Figura 10. Docking molecular do composto 13 demostrando as intera¢g8es no sitio catalitico da
HDACS, ¢é possivel notar a quelagdo monodentada feita pela carbonila no ion zinco (PIDUGU
et al., 2019).

Os compostos contendo amida como ZBG aparentam ser promissores
para o tratamento de neoplasias, no entanto ainda carecem de ensaios
farmacocinéticos de forma para que essas moléculas possam ser melhoradas e

seguir para ensaios clinicos.

6.3 Cetona

As cetonas exibem um alto potencial inibitério das HDACs devido a sua
capacidade de quelar o ion zinco. O fendbmeno ocorre principalmente pela
formacdo de um diol geminal em meio aquoso, em equilibrio com a forma
cetbnica. A formacéo desse diol € influenciada pela substituicdo nos carbonos
adjacentes a carbonila; grupos retiradores de elétrons, como flior e outros
haletos, aumentam a eletrofilicidade da carbonila, facilitando a hidratacao.
Assim, mesmo em pH fisioldgico, a formacao do diol geminal intermediario pode
ocorrer durante a quelacdo do ion zinco, no entanto 0s compostos que
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apresentaram melhores resultados como inibidores nédo apresentam haletos em
sua composicao (Figura 11), potencializando a atividade inibitéria das cetonas
sobre as HDACs (MADSEN et al., 2014).
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Figura 11. Esquema visual da quelacdo bidentada por meio de formacé&o de diol geminal em
cetonas. A molécula em questéo possui um grupo retirador de elétrons vizinho a cetona o que
facilita a formagé&o do diol (ILIES et al., 2011).

Moléculas que possuem o0 grupo cetona como ZBG exibem menor
seletividade em comparac&o com outras classes, inibindo HDACs das classes |,
lla e llb com concentracdo na faixa de nanomolar. A falta de seletividade pode
ser contornada por alteracbes nos outros componentes do farmacoéforo da
HDAC, como o cap e o linker, e também da substituicdo adjacente a cetona (YU
et al., 2020).

Compostos cetdnicos apresentam problemas farmacocinéticos do ponto
de vista terapéutico. Esse grupo é caracterizado pela instabilidade no plasma
com curtas meia-vidas inferiores a 15 minutos sendo rapidamente reduzidos ao

seu alcool correspondente por carbonil redutases (SCARPELLI et al., 2008).

Diante dos desafios e possibilidades ao se usar uma cetona como ZBG,
algumas moléculas foram propostas e sintetizadas com objetivo de inibir as
HDACSs (Figura 12). Bresciani e colaboradores propuseram o uso de etil cetonas
como ZBG com linker alcano e cap composto por grupos aromaticos com
algumas variacdes. Os compostos 14a, 14b, 15a e 15b exibiram alta poténcia,
mas baixa seletividade, inibindo concomitantemente as HDACs 1, 2 e 3 com a
mesma faixa concentracdo em torno de 1 a 2 nM (Tabela 4). Nota-se a
significante influéncia dos grupos presentes no linker e no cap no aumento da
poténcia desses inibidores (BRESICIANI et al., 2019).
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Figura 12. Estruturas quimicas de moléculas contendo cetona como ZBG. A cetona esta
destacada em vermelho.

Tabela 4 — Valores de ICso para compostos contendo cetona como ZBG

Isoformas de HDAC (ICso em nM ou pM)

Comp. “U5ACI  HDAC2Z  HDAC3 HDAC4 HDAC5 HDAC6  HDACY HDACS

1l4a 13 nM 18 nM 13 nM >10 uM >1 uM 680 nM >10 uM > 10 uM
14b 1,7 nM 2,8 nM 1,1 nM >5uM >5uM 177 nM >5uM -
15a 1,5nM - - - -

15b 12,2 nM - - - - - - -
16a 0,19 nM 1,40 nM 0,19 nM - - 157 nM - >1 uM

16b 1,5nM 4,7 nM 1,5 nM - - 197 nM - >10 uM
16¢c 0,9nM 4,5 nM 0,6 nM - - 137 nM - >10 uM
17a 0,3 nM 0,4 nM 0,3 nM - - 350 nM - >5uM
17b 0,35nM 1,3nM 0,3 nM - - 460 nM > 20 uM
18 1,9 nM 18,1 nM 2,5 nM - - >5uM - > 5 uM
19 3,8 nM 19,7 nM 2,9 nM - - >20 uM - > 10 uM
20 0,08 nM 0,47 nM 0,09 nM - - - - 3,0 nM

As células destacadas em verde apresentam valores de ICso excelentes (inferior a 100 nM), em
azul, valores bons (inferior a 1uM) e em vermelho valores ruins (superior a 1uM).

Moléculas contendo etilcetona como ZBG foram propostas também por
Yu (2020) e Clausen (2020). As principais modificacdes foram feitas em relacdo
as moléculas anteriormente propostas se deram nos grupos aromaticos
heterociclicos presentes no linker dos compostos e na troca do grupo volumoso
lateral dos compostos (CLAUSEN et al., 2020; YU et al., 2020).
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As moléculas 16a, 16b e 16¢ foram modificadas nos heterodtomos do anel
de cinco membros, com imidazol em 16a e oxazol em 16b e 16¢c. O anel
piperidinico também foi alterado, com metilpiperidina em 16a e 16b, e
etilpiperidina em 16c. As moléculas 17a e 17b sofreram modificacBes
semelhantes, exceto pela conversédo do anel quinolina em 7-metilquinolina (YU
et al., 2020). Tais modificacbes afetaram o valor de ICso dessas moléculas e sua

seletividade frente as isoformas de HDACs (Tabela 4).

Clausen (2020) propbs moléculas preservando o ZBG etilcetona e o linker
com cinco carbonos, com base nas propostas de Bresciani (2019) e Yu (2020),
mesclando as modificagbes nos grupos volumosos feitas por esses autores e
sugerindo um novo grupo como cap. As moléculas projetadas incluiram
metilazetidina (18) e metilpiperidina (19) na cadeia lateral, com o cap de fenil (18)
e fldorfenil (19). Em ambas, o anel imidazol foi mantido, mas com substituintes
diferentes: amida na molécula 18 e ciano na molécula 19 (CLAUSEN et al.,
2020). Essas moléculas apresentaram excelentes valores de ICso abaixo de

20nM mantendo consideravel seletividade pelas HDACs de 1 a 3 (Tabela 4).

Yu (2020) também propds a molécula 20, que apresentou valores de ICso
abaixo de 0,5 nM para HDACs 1 a 3 e 3 nM para HDACS (Tabela 4). A principal
modificagcdo em relacdo as outras moléculas foi a troca do ZBG etilcetona por
metilisoxazolcetona, o0 que resultou em maior taxa de inibicAo enzimatica e
surgimento de efeito sobre HDACS8 (YU et al., 2020).

6.4 Trifluormetiloxadiazol e difluormetiloxadiazol

Duas classes interessantes e similares de ZBGs é a dos
trifluormetiloxadiazéis (TFMO) e dos difluormetiloxadiazois (DFMO), compostos
heterociclicos que aparentam realizar uma interagdo ndo quelante com o ion
zinco, com taxa inibitéria na faixa nanomolar (Figura 13). Os grupos TFMO
interage com o0 Zn2* por meio do oxigénio do grupo oxazol e do atomo de fldor
do grupo trifluormetil, com distancias de 3,0 A e 2,7 A, respectivamente
(LOBERA et al., 2013).
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Figura 13. Estruturas quimicas de moléculas contendo TFMO e DFMO (destacados em
vermelho) como ZBGs.

Tabela 5 — Valores de ICsp para compostos contendo TFMO como ZBG
Isoformas de HDAC (ICso em nM ou puM)

CoMP- 'BAC4  HDAC5  HDAC6 HDAC7  HDACO
21 157nM 97 nM >5uM  43nM 23 nM
22 3 nM 10 nM >5 uM 10 nM 10 nM
23 - ] 140M - )

24 10 nM 20 nM >20uM 20 nM 30 nM

As células destacadas em verde apresentam valores de ICso excelentes (inferior a 100 nM), em
azul, valores bons (inferior a 1uM) e em vermelho valores ruins (superior a 1uM).

O composto 21 foi identificado por Lobera e colaboradores (2013) como
um inibidor seletivo de histonas desacetilases (HDACs) da classe lla,
apresentando atividade inibitéria de 23 nM (HDAC9), 43 nM (HDAC7), 97 nM
(HDAC5S) e 157 nM (HDAC4) (Tabela 5). O composto 22, patenteado em 2013,
apresentou ICso abaixo de 10 nM, menor que o composto 21, mas com

seletividade semelhante (Hebach et al., 2013).

Os bons resultados obtidos por Lobera e colaboradores (2013) e Hebach
e colaboradores (2013) inspiraram os trabalhos de Lee (2017) e Stott (2021). A

molécula 23 foi desenvolvida a partir da modificacdo do grupo
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trifluormetiloxadiazol, com a troca de um atomo de fllor por um atomo de
hidrogénio, resultando no ZBG difluormetiloxadiazol. Curiosamente, essa
simples modificagdo alterou completamente a seletividade e a taxa de inibigdo
das isoformas de HDACs. O composto 23 foi patenteado como um inibidor
seletivo de HDACG6, com taxa de inibicdo de apenas 14 nM (LEE et al., 2017).

Para superar a instabilidade metabdlica do composto 22, devido a
presenca de uma amina lipofilica basica, foi proposto o composto 24, no qual a
amina foi substituida por um anel de pirrolidina substituido com um grupo metila.
Essa troca alterou a taxa de inibicdo das isoformas de HDACs, mas manteve 0s
valores de ICso na faixa nanomolar. Apesar disso, a seletividade permaneceu,
inibindo as HDACs 4,5, 7 e 9 (STOTT, 2021). Do ponto de vista farmacocinético,
0 composto 24 demonstrou propriedades satisfatorias, sendo estavel tanto no
plasma de camundongos quanto no plasma humano, além de em fluido gastrico
simulado. A molécula distribuiu-se preferencialmente no sangue em relacao ao
plasma (proporcdo de 3:1), com uma fragcdo nao ligada de 0,73 no sangue,
determinada por dialise de equilibrio. Nos estudos de farmacocinética, o
composto foi administrado por via intravenosa e oral em camundongos,
apresentando 100% de biodisponibilidade oral, alto volume de distribuicédo (3,8
L/kg) e alta depuracdo plasmética (4,2 L/h/kg), alcangcando a concentracéo

maxima no sangue em 0,5 horas.

6.5 Tiazolidinodiona

Historicamente, as tiazolidinodionas (TZDs) foram avaliadas por Mohan e
colaboradores (MOHAN et al., 2012) por seu potencial como grupo de ligacéo ao
zinco (ZBG), em estudos que investigaram sua eficacia contra células
cancerigenas do figado. Nesse estudo, as TZDs foram planejadas, sintetizadas
e testadas in vitro, resultando em aproximadamente 50% de morte celular apos
48 horas de incubagdo com concentragbes na faixa de micromolar. Essas
descobertas ajudaram impulsionar as TZDs como uma classe promissora de
ZBGs.



43

Essa constatacdo estimulou novas tentativas de planejamento e sintese
de compostos que incorporassem a estrutura TZD como grupos quelantes de
zinco em inibidores de histona desacetilases (HDACs). Recentemente, foram
desenvolvidas moléculas promissoras, como 0s compostos 25, 26, 27 e 28
(Figura 14), que apresentaram valores de ICso na ordem de micromolar para a
maioria das isoformas de HDACs, com alguns alcancando ICso na faixa de
nanomolar (Tabela 6) (TILEKAR et al., 2021).
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Figura 14. Estruturas quimicas de moléculas contendo TZD como ZBG, destacado em
vermelho. Todas estruturas propostas por TILEKAR et al., 2021.
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Tabela 6 — Valores de ICso para compostos contendo TZD como ZBG
Isoformas de HDAC (ICso em nM ou pM)

Comp. —IBAc HDAC3  HDAC4 HDAC6 HDAC7 HDACS
25 - - 1,7 uM - - 9,0 uM
26 - ; 1.1 UM ; ; 50 uM
27 18 uM 20 uM 4,9 uM 15 uM > 50 uM > 50 uM
28 7.4uM 3,1 uM 750nM 15 uM 13 UM 12 uM

As células destacadas em verde apresentam valores de ICso excelentes (inferior a 100 nM), em

azul, valores bons (inferior a 1uM) e em vermelho valores ruins (superior a 1uM).

As moléculas 27 e 28 apresentam como principal modificacdo estrutural a
substituicdo do grupo naftil por um grupo piridinico. Essa alteragdo resultou em
uma mudanca no perfil de seletividade, uma vez que esses compostos
demonstraram atividade inibitoria para as isoformas HDAC1, HDAC3, HDAC4,
HDACG6, HDAC7 e HDACS, diferentemente dos compostos 25 e 26, que sao mais
seletivos para HDAC4 e HDACS8, apresentando valores de ICso
predominantemente na faixa de micromolar. Notavelmente, o composto 28 inibiu
a atividade da HDAC4 com uma concentracdo de 750 nM (Tabela 6). Estudos in
silico corroboram a quelacdo do Zn2* pela carbonila do TZD (TILEKAR et al.,
2021). Estudo realizado por Tilekar e colaboradores (2021) demonstrou a partir
de resultados de docking molecular que a quelacdo do zinco pelo TZD é
monodentada e que tanto o linker quanto o cap possuem papel fundamental na
acomodacédo da molécula dentro do sitio catalitico da HDAC (Figura 15).

PHE
A:168

Figura 15. Docking molecular demonstrando a quelacdo monodentada do TZD com o zinco.
Molécula proposta por Tilekar (2021) ndo selecionada para este trabalho (TILEKAR et al. 2021).

A farmacocinética dessas moléculas ainda nao foi publicada na literatura,
no entanto, considerando o status promissor do uso de tiazolidinediona (TZD)

como grupo de ligacédo de zinco (ZBG), € provavel que esses estudos sejam
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realizados em breve. A realizacao de pesquisas farmacocinéticas podera ampliar
0 entendimento sobre as aplicacdes terapéuticas de compostos existentes ou
até mesmo contribuir para o desenvolvimento de novas moléculas, abordando
os desafios farmacocinéticos que possam surgir. Essa perspectiva encoraja um
aprofundamento nas investigacdes e potencializa a exploracdo das propriedades

desses compostos no contexto clinico.
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7 DISCUSSAO

7z

A inibicAo da atividade das histonas desacetilases é uma estratégia
promissora no tratamento de neoplasias e tem recebido maior atengcdo nos
ultimos anos. Os inibidores de HDACs utilizados nessa abordagem tém seu
desempenho diretamente relacionado com sua capacidade de se ligar ao ion
zinco no centro catalitico da enzima e a especificidade com a qual inibe
diferentes isoformas de HDAC. A poténcia dessas moléculas € um fator de
relevada importancia, pois muitas outras enzimas existentes na nossa espécie
sdo metaloproteinas e podem ter sua atividade comprometida por essas
moléculas a depender da concentragdo administrada. Os aspectos
farmacocinéticos sdo determinantes na escolha da via de administragéo,
concentracdo e da determinacéo da relacao custo-beneficio ao se adotar o uso
de alguma nova medicacdo. De modo geral, essas caracteristicas se misturam
e precisam ser vistas em conjunto para se propor novos farmacos ou, neste caso,

novos grupos ligantes de zinco para compor um futuro tratamento clinico.

Os acidos hidroxamicos sdo os ZBGs mais utilizados em inibidores de
HDAC com algumas moléculas ja a provadas para uso na terapéutica. Sua alta
poténcia devida a alta afinidade pelo Zn?* é um dos fatores fundamentais para
seu uso, no entanto tal poténcia é acompanhada pela baixa seletividade entre
as diferentes isoformas de HDAC e outras metaloenzimas, sendo assim
conhecidos como pan-inibidores que culmina com o surgimento de efeitos
adversos significativos. Do ponto de vista farmacocinético apresenta baixa
biodisponibilidade oral e curta meia vida causa a necessidade de administracées

mais frequentes e por via intravenosa, limitando sua aplicagéo clinica.

Por outro lado, as benzamidas destacam-se pela alta seletividade para
HDACSs da classe | (HDAC1, 2, 3 e 8) sendo uma alternativa que causa menos
efeitos adversos, mas também limitada ao tratamento de neoplasias
relacionadas a outras isoformas da HDAC. Apesar disso, possui poténcia
aceitavel na faixa de nanomolar permitindo menores doses e com um perfil de

seguranca superior aos hidroxamatos. O perfil farmacocinético das benzamidas
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se mostra interessante, apesar da baixa disponibilidade oral possui um tempo de

meia vida relativamente longo.

Os tidis, por sua vez, se apresenta como um pro-farmaco no unico inibidor
aprovado pela FDA que contém um ZBG diferente do acido hidroxamico até o
momento. Demonstra uma alta poténcia, mas com grandes desafios
farmacocinéticos, ndo podendo ser administrado por via oral devido a sua
insolubilidade em agua e necessita de acdo enzimatica para metabolizacdo do

pro-farmaco para forma ativa da molécula.

Os desafios apresentados por essas moléculas servem como um norte
para o planejamento e desenvolvimento de novos farmacos com capacidade de
inibir HDACs. Atualmente, existem diversos novos grupos quimicos sendo
propostos e testados quando sua capacidade de inibicAo com maior poténcia,

seletividade e farmacocinética mais favoravel e viavel.

Nesse contexto, uma das classes mais promissoras é a das hidrazidas.
Sua aplicacdo como ZBG apresenta alta seletividade para isoformas da classe |
e para HDAC11 (classe V), poténcia elevada com ICso na faixa de nanomolar e
picomolar e com perfil farmacocinético melhorado, quando comparado com o
acido hidroxamico, exibindo maior biodisponibilidade oral e maior veia-vida. Tais
caracteristicas sdo desejaveis do ponto de vista clinico, pois podem significar

menos administragdes em menores doses e com menos efeitos adversos.

Moléculas usando cetona demostraram altissima poténcia, com diversas
moléculas atingindo valores de ICso na faixa de nanomolar e picomolar. Porém,
sua baixa seletividade, inibindo concomitantemente HDACs da classe | e [la com
poténcia similares, e ainda instabilidade farmacocinética (meia-vida inferior a 15
minutos) limitam sua aplicacéo clinica. No entanto, otimizacdes estruturais no
linker e cap de moléculas contendo cetona como ZBG podem viabilizar a o
desenvolvimento e aplicacdo desses compostos na terapéutica.

Uma classe interessante, tanto pelo seu potencial quanto pelo seu
mecanismo de inibicdo, € a dos trifluormetiloxadiazéis (TFMO), que apresenta
seletividade pela classe lla das HDACs, com poténcia na faixa de nanomolar.
Diferentemente dos outros ZBGs presentes nesta revisdo, o TFMO interage com

0 zinco de forma nao-quelante, o que pode significar menor inibicdo de outras
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metaloproteinas. Contudo, existe a caréncia de estudos para melhor definicdo
de seu estudo farmacocinéticos, os ensaios feitos at¢é o momento s&o
empolgantes, 0os compostos apresentaram alta biodisponibilidade oral e
estabilidade plasmatica. A maioria dos estudos englobou o perfil de inibicédo in
vitro, indicando que modificacdes estruturais feitas nos compostos podem
melhorar a seletividade sem comprometimento da poténcia, sendo um futuro

candidato a terapias mais seletivas e menos téxicas.

A classe das tiazolidinodionas (TZD) apresentou seletividade para HDACS8
e HDAC4, com inibicdo na faixa de nanomolar para uma das moléculas frente a
HDACS8 (9nM) e HDAC4 (750 nM). As modificacdes propostas demonstraram a
capacidade de variar a seletividade desse ZBG e direcionar a inibicdo. Ha
caréncia de estudos farmacocinéticos dessas moléculas, porém pode ser uma
alternativa interessante para tratamentos especificos e mais seguros em futuro

proximo.
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CONCLUSAO

A diversidade dos grupos ligantes de zinco (ZBGs) tem o potencial de
trazer avancos significativos para a terapéutica do cancer. A relacao direta entre
a superexpressao de isoformas especificas de HDAC e determinados tipos de
neoplasias ressalta a importancia de desenvolver tratamentos mais seletivos,
capazes de atuar de forma direcionada em diferentes tipos de céancer e com
menor risco de efeitos adversos. Isso € especialmente relevante considerando a
agressividade dos tratamentos quimioterapicos convencionais e 0s graves
efeitos colaterais, muitas vezes decorrentes da falta de especificidade dos alvos

terapéuticos.

Este trabalho de revisdo proporcionou uma ampla compreensdo dos
avangos recentes no planejamento e desenvolvimento de novos ZBGs aplicados
aos inibidores de HDACSs. ldentificou-se um vasto conjunto de novos ZBGs que
apresentam propriedades farmacocinéticas superiores as dos ligantes atuais,
seletividades aprimoradas entre as isoformas de HDAC e menores valores de
ICs0. Tais inibidores demonstram grande potencial para aprimorar a eficacia

terapéutica e despontam como candidatos promissores para ensaios clinicos.

Espera-se que esta revisdo contribua para o direcionamento de futuras
pesquisas voltadas ao desenvolvimento de inibidores de HDACs baseados nos
novos ZBGs apresentados, com vistas a sua aplicacao terapéutica no tratamento

de diferentes neoplasias.
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