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BISPHOSPHONATES AS OSTEOTROPIC CARRIERS FOR DESIGNING SITE-DIRECTED DRUGS. Drug therapy involving
bone tissue diseases is difficult, calling for the design of specific drugs. The present paper is a brief review of a new site-directed

system termed ODDS (osteotropic drug delivery system), based on a latenciation process, using bisphosphonates as bone carriers.

This is an important tool for the rational prodrug design for obtaining selective drugs.
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INTRODUCAO

A liberagao seletiva de farmacos no local de agio via pré-farmacos
tem gerado interesse considerdvel para aumentar a poténcia e dimi-
nuir os efeitos adversos dos protétipos dos quais derivam. Embora
muitas formas de pro-farmacos seletivos tenham sido desenvolvi-
das, o tecido 6sseo ainda permanecia como um alvo limitado, devido
as suas propriedades bioldgicas e a falta de um sistema circulatério
semelhante ao de outros tecidos'.

O tecido 6sseo adulto € distinguido de outros tecidos pela pre-
senca de fosfato e cdlcio mineral, como a hidroxiapatita
[Ca, (PO,),(OH),], que incorpora em sua estrutura outros fons e sais,
sendo o principal componente mineral constituinte do osso e o ele-
mento essencial responsdvel pela fung¢do de apoio mecénico**.

Devido a dindmica do tecido ésseo, este € continuamente
desgastado pela atividade osteocldstica e substituido pela atividade
osteobldstica, ambas reguladas por fatores sistémicos e locais®®.

Como qualquer outro tecido, os 0ssos sdo suscetiveis a doengas
que influenciam a atividade osteocldstica, como o hiperparatiroidismo
e cancer, sendo a hipercalcemia resultado de destruicdo direta e lo-
calizada do tecido 6sseo por células neoplasicas’. Exemplos prima-
rios sdo a artrite reumatdide (AR) e a les@o espinhal, nas quais se
observa a perda gradual e rdpida de massa Gssea®’.

Recentemente, propds-se um novo e promissor sistema de libe-
racdo de farmacos para atingir o tecido dsseo via pré-farmacos de-
nominado “Osteotropic Drug Delivery System (ODDS)”, que utili-
za os bifosfonatos como transportadores'.

Os bifosfonatos (BFs) sdo conhecidos por sua alta afinidade pela
hidroxiapatita. Esta propriedade tropica éssea dos BFs possibilitou
sua utilizagdo no planejamento de formas latentes de liberacdo de
farmacos nas estruturas sseas ou na medula dssea'.

Os pirofosfatos (P-O-P) sdo reguladores fisiolégicos da
calcificac@o e reabsor¢@o dssea, naturalmente presentes no soro € na
urina. A a¢@o dos bifosfonatos deve-se a sua semelhanga estrutural
com este grupo de compostos''"' (Figura 1).
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O trabalho nesta drea tem-se concentrado na liberagcdo de
radiois6topos, mas, atualmente, as pesquisas compreendem a libera-
¢do de outras moléculas, cuja atividade farmacoldgica € bem defini-
da. Estas incluem agentes antineopldsicos, anabolizantes,
antiinflamatdrios e, recentemente, proteinas* .
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Figura 1. Estrutura quimica dos dcidos bifosfonico e pirofosforico

A descoberta de que os BFs podiam inibir a reabsorc¢io éssea foi
realizada em 1960, apds tentativas para identificar agentes que fos-
sem semelhantes ao pirofosfato e que pudessem também regular a
calcificagdo Ossea, sendo, assim, potencialmente uteis para a pre-
vencdo de calcificagdo heterotdpica'? .

Os bifosfonatos parecem prevenir a calcificacdo por um meca-
nismo fisico-quimico, agindo como cristais apds adsor¢io na super-
ficie 0ssea. Atuam, também, inibindo a reabsorcao do osso por efei-
to nas células dos osteoclastos, conforme mostra a Figura 2'>'4,

O pirofosfato e os polifosfatos sdo incapazes de inibir a
calcificac@io ectdpica in vivo, quando administrados oralmente, de-
vido a hidrélise do pirofosfato no trato gastrintestinal. Os BFs sdo
andlogos ndo-hidrolisdveis de pirofosfato, porque contém ligacoes
estaveis P-C-P no lugar de ligacdes labeis P-O-P. Constituem-se,
portanto, em compostos com as propriedades antidesmineralizantes
do pirofosfato, mas resistentes a hidrélise'”.

A capacidade dos BFs em se ligar ao 0sso, prevenindo o cresci-
mento e a dissolugdo de cristais, € maior quando R = OH (etidronato)
ao invés de Cl (clodronato)'>'>1°,

Embora a estrutura da cadeia lateral de R, seja a maior determinante
de poténcia anti-reabsorcéo, ambos os grupos fosfonatos também sdo
necessdrios para a atividade dos farmacos. Alteragdes em um ou outro
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Figura 2. Remodelagem dssea e bifosfonatos (BF): a) agdo dos osteoclastos
na reabsor¢do dssea, b) e c¢) atividade dos osteoblastos na formagdo dssea
utilizando os bifosfonatos e d) final da remodelagem

grupo fosfonato reduzem a afinidade para os ossos. Por exemplo, a
substituicdo de um grupo hidroxila de um dos fosfonatos por um gru-
po metila formando fosfonofosfinato, notadamente reduz a afinidade
e potencia a anti-reabsorcdo Gssea'>!”. Alteracdes nos dois grupos
fosfonatos, resultando em bifosfinato, conduzem a perda da afinidade
Ossea e da atividade anti-reabsorcao in vivo'*!3.

Os dois grupos fosfonatos, em conjunto com o grupo hidroxila
da cadeia lateral R, conferem alta afinidade para o osso e atuam
como um ‘gancho nos ossos’, permitindo direcionamento eficiente e
rapido dos BFs para a superficie do osso. Uma vez localizado dentro
do osso, a estrutura e conformagao tridimensional da cadeia lateral
R,, bem como os grupos fosfonatos, determinam a atividade biol6-
gica da molécula e influenciam na capacidade dos farmacos de
interagir com alvos especificos'.

Diversos farmacos da classe dos bifosfonatos foram sintetiza-
dos, nos quais os grupos substituintes R e R, variaram, sistematica-
mente (Figura 3), com propdsitos definidos:

e aumentar a afinidade Ossea;

* melhorar o perfil terapéutico: poténcia, seletividade e toxicidade;
* adquirir nova atividade farmacoldgica e

* alterar a biodisponibilidade da molécula.

Os BFs que contém um atomo de nitrogénio primdrio em uma
cadeia alquilica (pamidronato e alendronato) podem ser de 10 a 100
vezes mais potentes que o etidronato e o clodronato, enquanto os
derivados destes compostos que contém um nitrogénio tercidrio
(ibandronato e olpadronato) sdo, geralmente, mais potentes em ini-
bir a reabsor¢do Gssea'®!$20,

Entre os BFs mais potentes que inibem a reabsor¢ao dssea estao
aqueles contendo o dtomo de nitrogénio em um anel heterociclico
(risedronato e zoledronato)'®!$2,

Os primeiros BFs aprovados para uso terapéutico foram clodro-
nato dissédico (doenga de Paget), pamidronato dissédico (doenca de
Paget), alendronato de sédio (osteoporose) e risedronato de sédio
(osteoporose). Zoledronato encontra-se em fase experimental para
tratamento de céncer de préstata’. Além do emprego nessas
disfuncdes, tais compostos podem ser utilizados em hipercalcemia
maligna e metéstase Gssea'!>.
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Figura 3. Estruturas representativas da classe de compostos bifosfonatos
(BFs)

Recentemente, comprovou-se que os BFs podem agir como
substratos de enzimas biosintéticas (por exemplo, proteina tirosina
fosfatase, esqualeno sintase, entre outras), sendo incorporados em
metabdlitos celulares?' 22,

Em razdo de sua propriedade anti-reabsortiva, os BFs também
estdo sendo investigados como inibidores da destrui¢@o das articula-
¢des, com possivel uso no tratamento da artrite reumatéide (AR).
Adicionalmente a sua capacidade de inibir a reabsor¢ao dssea, mos-
traram atividade antiinflamatdria em modelos animais de AR, bem
como em humanos®.

BIFOSFONATOS COMO TRANSPORTADORES DE
RADIOISOTOPOS

Radioisétopos dirigidos aos tecidos dsseos t€m sido estudados
principalmente para fim de diagndstico. O isétopo radioativo de
tecnécio, 99m-tecnécio (™ Tc), foi o isétopo escolhido devido ao
seu espectro de emissdo satisfatério e meia-vida curta. Os comple-
xo0s *™Tc-BF (tecnécio-bifosfonato), formados pela associagio fisi-
ca entre ®™Tc (IV) e um BF, sdo amplamente usados para imagens
de lesdes de tumor osteolitico™.

O complexo *™Tc-BF néo s6 exibe alta concentragdo no 0sso
em relacéio aquela no tecido mole, mas também preferéncia pela lo-
calizagdo na lesdo comparativamente aquela no osso normal* .

Os BFs inicialmente utilizados como transportadores (Figura 4)
foram o 1-hidroxietilideno-1,1-difosfonato (HEDP), metileno-1,1-
difosfonato (MDP), 1-hidroximetano-1,1-difosfonato (HMDP) e 2,3-
dicarboxipropano-1,1-difosfonato*>.

Além do emprego em diagndstico, os complexos BFs-radio-
isétopos direcionados aos 0ssos tém sido crescentemente explora-
dos para fins terapéuticos em pacientes com tumor 6sseo. Os resul-
tados terapéuticos foram alivio da dor e inibi¢do da progressao do
tumor?.

Outros radiois6topos utilizados neste sistema sdo 'I e 2!'At,
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Figura 4. Estruturas quimicas de transportadores bifosfonatos

devido a alta estabilidade da liga¢@o is6topo-BF, permitindo melhor
eficdcia de direcionamento e reten¢io osteolitica local”’. Os BFs utili-
zados em complexos com esses isétopos sdo mostrados na Figura 5.
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Figura 5. Os BFs 1 e 2 sdo usados para a liberagdo de radioisétopos '3'1 e
2l1AL, que estdo ligados ao anel benzénico

AGENTES ANTINEOPLASICOS DIRIGIDOS PARA OS
0OSSOS

Os BFs previnem a atividade osteolitica induzida por tumor, mas
sdo, geralmente, ineficazes como agentes antineopldsicos contra
metdstase 0ssea. Os agentes antineopldsicos, por outro lado, apre-
sentam ag¢do limitada na metdstase ssea, devido ao extenso volume
de distribui¢do resultante de efeitos secunddrios em locais extra-
esqueleto. Um complexo BF-agente antineopldsico tem agdo poten-
cial como um farmaco para cancer de tumores localizados em teci-
dos dsseos. Tais tumores podem-se originar em 0ssos ou podem sur-
gir como um resultado da expansdo metastdsica de outros 6rgaos,
como seio e prostata®.

A Figura 6 mostra a estrutura de alguns pré-firmacos antineo-
plasicos.

A pesquisa inicial sobre BFs citotéxicos foi relatada, em 1986,
por Winger e colaboradores®. O primeiro conjugado, diglicidil-[3-
(3,3-difosfonato-3-hidroxipropilamino)-2-hidroxipropil]-urazol
(DDU), consistiu na combinacdo de pamidronato e 1,2,4-triglici-
dilurazol, atingindo-se direcionamento 6sseo similar ao do pami-
dronato®.

Um segundo conjugado, 4-[4-[bis(2-cloroetil)amino]fenil]-1-
hidroxibutano-1,1-4cido bifosfonico (BAD), foi preparado pela
derivatizagdo do melfalano com um BF?'. Embora o BAD apresente
atividade, a eficdcia ndo foi claramente superior a do melfalano, uma
vez que altas doses do composto foram necessdrias para se observar
o efeito terapéutico.

A versao modificada de BAD, 3-[bis-(2-cloroetil)-amino]-4-
metilfenil-hidroximetano-1,1-acido bifosfonico (BCMP) foi também
preparada, mostrando maior efeito citostdtico do que aquele apre-
sentado pelo BAD*.

Andlogos de cisplatina, como o AMDP, foram preparados usan-
do modelo de osteossarcoma transplantado. Este foi tao eficaz quan-
to a cisplatina na redugdo do volume do tumor e mais ativo que a
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Figura 6. Agentes antineopldsicos conjugados a BFs

cisplatina no prolongamento da vida. Também, mostrou-se mais efi-
caz que pamidronato, 3-N,N-dimetilamino-1-hidroxipropilideno-1,1-
difosfonato e 3-N,N-dimetilamino-1,1-hidroxibutilideno-1,1-
difosfonato, retardando o crescimento do tumor em modelo animal®.

Conjugados metotrexato-BF (Figura 6) foram estudados por
Sturtz e colaboradores*, que observaram que os conjugados 3 e 4
apresentavam atividade superior em doses menores comparativamente
aos derivados 4-5.

LIBERACAO DE AGENTES TERAPEUTICOS PARA
AUMENTAR A MASSA OSSEA

Agentes terapéuticos capazes de inibir a reabsorc¢do e estimular
a formacdo dssea sdo duas classes de substincias cuja eficicia pode
ser significativamente aumentada através da liberacdo seletiva para
0s 0ss0s. S@o benéficos em situacdes clinicas nas quais 0 aumento
do tecido mineralizado € necessdrio devido ao desequilibrio meta-
bdlico sistémico, como na osteoporose pos-menopausa. Eles podem,
também, ser uteis em condi¢des degenerativas locais, como na doen-
ca de Paget, ostedlise de tumor local ou osteonecrose, em que a rege-
neragdo dssea local necessita de estimulo®.

Trés conjugados de 17B-estradiol e alendronato, com ligagdes
sensiveis a esterases, foram preparados por Bauss e colaboradores®,
como agentes osteotrépicos. Os conjugados diferem no tipo de liga-
¢do entre o 17pB-estradiol e o alendronato, levando a uma diferenga
na velocidade de cisdo do pré-farmaco para formagao da porgdo ati-
va, no soro**.

A cisdo da ligac@o éster dos conjugados de 17f-estradiol-BF
encontra-se dependente da porc¢ao adjacente da ligagdo éster. O deri-
vado do é4cido dimetilglutarico (6, Figura 7) nao foi metabolizado,
ao contrario dos derivados do acido dimetilsuccinico e cicloexano
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(7 e 8, respectivamente, Figura 7), que ocorreram na extensdo de 4,8
e 33%, respectivamente, em 48 h. Estes dados estiio de acordo com
os resultados de atividade biol6gica no estimulo da formacao dssea,
sendo o composto 6 inativo. Este estudo sugere a necessidade de
metabolizacio lenta da ligag¢@o éster para que haja a liberagdo do
17B-estradiol**.

Outros dois BFs conjugados com 17f-estradiol, 9 e 10 (Figura
7), foram também relatados por Page et al.*>*°, onde a porgdo
bifosfonica foi colocada nas posi¢des 3 ou 17 deste farmaco, porém,
seu efeito biolgico ndo foi demonstrado.

Além de 17B-estradiol, Gil et al.¥’ relataram o estudo de uma
série de conjugados BFs e prostaglandina E, (PGE,), planejados para
estimular a formacdo dssea na osteoporose. A PGE, € um agente
anabodlico, que tem sido usado em combinacdo com BFs (alendronato
e risedronato) para estimular a formagao Gssea®®*.
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Figura 7. Conjugados de 17-f-estradiol ineficaz (6) e eficazes (7-10) para
a prevengdo da perda ossea

AGENTES ANTIINFLAMATORIOS DIRIGIDOS PARA OS
0SSOS

O primeiro relato de um farmaco antiinflamatério nao-esterdide
(AINE) planejado para ser direcionado aos ossos foi em 1991. Con-
sistiu na conversdo do grupo carboxila do pirazolaco em uma porcéo
bifosfonica. O conjugado mostrou-se eficaz em modelos de ratos e
cavalos artriticos. Entretanto, diferencas na via e dose administrada
(oral vs. intravenosa) ndo permitiram comparagio da eficicia do
pirazolaco e do derivado com o BF¥.

Conjugados de BFs com corticosterdides, como prednisolona,
hidrocortisona e cortodoxona, também foram preparados por
Guervenou e Strurtz*", em 1994 (11, Figura 8).

O diclofenaco (DIC) € usado clinicamente no tratamento do reu-
matismo articular cronico mas, para se obter bons resultados
terapéuticos, sdo inevitdveis administracdes repetidas. Como o uso
desse, assim como de outros AINEs, leva a graves danos gastrin-
testinais, Hirabayashi e colaboradores', sintetizaram um novo pré-
farmaco bifosfonico do DIC (DIC-BF - Figura 9), demonstrando as
propriedades de tropismo dsseo e liberacdo prolongada do pro-
farmaco DIC-BF (Figura 10) que, além de aumentar os efeitos
farmacoldgicos do diclofenaco, preveniu, simultaneamente, os efei-
tos toxicos gastrintestinais. Esses pesquisadores também conclui-
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Figura 8. Prednisona (antiinflamatorio esterdide) latenciado com bifosfonato

ram que o sistema ODDS do diclofenaco era promissor como méto-
do para se alcancar alta eficédcia, reduzindo o niimero de administra-
coes.
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Figura 9. Pro-farmaco diclofenaco-bifosfonato (DIC-BF)

PROTEINAS DIRIGIDAS AOS OSSOS

Agentes terapéuticos baseados em proteinas e peptidios s@o uti-
lizados para aumentar a aceitagdo do tratamento de doencgas
musculoesqueléticas. A calcitonina, hormonio da paratiredide, e agen-
tes inflamatdrios de inibicdo protéica (Fator de Necrose Tumoral e
Interleucina-1) sdo efetivos no tratamento de osteoporose e artrite
reumatdide, respectivamente. Entretanto, o uso clinico tem sido li-
mitado por duas barreiras fundamentais: meia-vida pequena na cir-
culac@o devido a sua rdpida remocéo para o figado, rins e bago, e
efeitos colaterais indesejdveis***.

A idéia de BFs conjugados a proteinas foi divulgada através de
uma patente utilizando polietilenoglicol (PEG) hidrofilico como
ligante. Entretanto, a afinidade aos ossos ndo foi comprovada®.

Uludag e colaboradores*, utilizando albumina sérica bovina
(ASB) como proteina modelo, demonstraram in vitro que a afinida-
de da proteina modificada € diretamente proporcional a extensio de
conjugacdo (5 BFs por proteina). O conjugado aminoBF (BF-ASB)
mostrou ter alta afinidade dssea in vivo apds injecdo intra-dssea (ti-
bia) em ratos®.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que a utilizacdo do sistema bifosfonato como
transportador para os ossos (ODDS), apesar de recente e ainda em
experimentagdo, apresenta grandes vantagens devido as caracteristi-
cas do proprio osso e sua localizacdo, que dificultam a acdo dos
farmacos. Constitui-se em sistema, com certeza, muito promissor de
transporte de farmacos, digno de estudos que envolvam o direcio-
namento de compostos e, conseqiientemente, a seletividade destas
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BP e DIC regenerado, respectivamente. Reproduzida da ref. 1, com permissao

da Elsevier

substancias nos 0ssos, aumentando, significativamente, a esperanca
de se encontrar derivados eficazes e menos toxicos com aplicacio
terapéutica em doencas Osseas.
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