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P-GLYCOPROTEIN AND MULTIDRUG RESISTANCE: STRUCTURE-ACTIVITY RELATIONSHIPS OF MODULATORS.
Multidrug resistance, MDR is a major obstacle for cancer chemotherapy. MDR can be reversed by drugs that vary in their chemical

structure and main biological activity. Many efforts have been done to overcome MDR based on studies of structure-activity

relationships and in this review we summarize some aspects of MDR mediated by P-glycoprotein (P-gp), as the most experimentally

and clinically tested form of drug resistance. The most significant MDR mechanisms revealed until now are shortly discussed.
Physicochemical and structural properties of MDR modulators, measures of the MDR reversal, and QSAR studies are included.
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INTRODUCAO

Um dos maiores obstdculos para o sucesso da quimioterapia no
tratamento de alguns tipos de neoplasias € o desenvolvimento, por
parte das células tumorais, do fendmeno de resisténcia aos firmacos
utilizados, ndo havendo resposta ao tratamento' em cerca de 90%
dos casos de cancer metastdtico. A resisténcia a quimioterapia ¢
responsdvel pelo insucesso no tratamento. S@o reconhecidos dois
tipos de resisténcia: a intrinseca, quando ndo hd resposta mesmo no
primeiro ciclo do tratamento, e a adquirida, quando surge no segundo
ciclo (p6s-terapia).>?

Dada a importincia do fendmeno de resisténcia procuramos nesta
revisdo reunir os resultados de varios estudos centrados na compreen-
sdo do fendmeno, no estabelecimento das relagdes estrutura-atividade
de agentes moduladores da resisténcia e na evolugao da geragdo destes
agentes. As medidas de atividade moduladora e ensaios bioldgicos
relacionados a investigacdo de novos moduladores também estiao
citados nesta revisdo.

A resisténcia a maltiplas drogas (MDR) € um caso de resisténcia
adquirida, observada em cé€lulas tumorais, in vivo e in vitro, que
consiste na auséncia de resposta aos quimioterapicos, tanto aquele
que foi utilizado inicialmente, quanto a outros empregados como
alternativa. Uma das caracteristicas mais intrigantes da MDR € que
os quimioterdpicos envolvidos néio tém analogia estrutural nem far-
macoldgica como, por exemplo, a vimblastina, que € um alcaloide
bisindélico, e a doxorrubicina, que é uma antraciclina.* A Figura
1 apresenta alguns quimioterapicos frequentemente envolvidos no
fendmero de resisténcia a miltiplas drogas.

Este fendmeno de resisténcia a multiplas drogas pode estar
relacionado a uma série de fatores que nao sio plenamente compre-
endidos. Os principais fatores envolvidos sdo o transporte da droga
através da membrana plasmatica,’ alteracdo nas enzimas-alvo,’ al-
teragdo no metabolismo da droga,” aumento na repara¢do do DNAS®
e incapacidade para sofrer apoptose.’ Dentre estes, o primeiro € a
principal forma de resisténcia e estd relacionado com a presenga de,
no minimo, trés bombas que transportam ativamente o quimioterdpico
para fora da célula (bombas de efluxo).'”

Linhagens celulares que apresentam fendtipo de resisténcia a
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Figura 1. Quimioterdpicos envolvidos no fenémeno MDR

multiplas drogas apresentam baixa concentragdo intracelular do
farmaco.!" Este fato estd relacionado a amplificacdo génica e/ou ao
aumento da expressao de algumas proteinas pertencentes a superfa-
milia ABC (ATP-binding cassette), cujo mecanismo de transporte é
ATP-dependente. Em células humanas, os genes denominados mdr1
e mdr2 tém sido caracterizados,'?> mas apenas o mdrl estd envolvido
com o fendmeno de resisténcia multipla a drogas.”® O resultado da
expressao do gene mdrl em mamiferos € um tipo de glicoproteina,
a glicoproteina-P (P-gp), que utilizando a energia proveniente da



Vol. 33, No. 10 Glicoproteina-P, resisténcia a multiplas drogas 2149
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proteina estd localizada predominantemente na membrana plasmatica
de células, exibindo o fendtipo de resisténcia a multiplas drogas.
Atualmente, vdrias outras proteinas relacionadas 8 MRP1, incluindo
nove humanas, foram descobertas em eucariotas.'”'

Apesar dos estudos apontarem vdrias proteinas relacionadas ao
fenomeno de MDR, a MRP1, ou simplesmente MRP, e a glicopro-
teina-P sdo as mais importantes e conhecidas como promotoras do
efluxo de quimioterdpicos."

Nos ultimos anos, grandes esforcos foram dispensados para se
descobrir farmacos efetivos e atoxicos capazes de modular a resisténcia.
Estes sdo chamados de reversores, moduladores da MDR ou, ainda,
quimiossensibilizadores. As principais pesquisas estao concentradas na
exploragdo direta do segundo uso de farmacos, ou seja, ativos farma-
céuticos que sdo utilizados em funcdo de uma atividade farmacoldgica
principal, mas que t€m como propriedade secunddria a capacidade de
reverter o fendomeno MDR. Quando estes farmacos ndo sdo empregados
diretamente, eles ainda desempenham um papel extremamente impor-
tante como protdtipos para o desenvolvimento de outros moduladores.
Para exemplificar, pode-se citar o verapamil, nimedipina e amiodarona,
utilizados como antiarritmicos; trifluoperazina, como neuroléptico; qui-
nina como antimaldrico e a ciclosporina A, um imunossupressor (Figura
2), todos classificados como moduladores de primeira geracdo. No caso
do verapamil, a estratégia para transformar o efeito secunddrio (MDR)
no mais importante € o emprego do enantidmero R, como modulador
da resisténcia. O eutdmero para a atividade bloqueadora dos canais de
cdlcio, e por isso indicado como antiarritmico, € o enantidmero S, que é
equivalente ao R em atividade reversora da MDR. Entretanto, a poténcia
deste ultimo como bloqueador de canais de cdlcio € muito inferior ao
primeiro. O (R)-Verapamil (dexverapamil) ¢ um modulador de segunda
geracdo. Nos demais exemplos, o segundo efeito (modulador da MDR)
torna-se significativo pelo aumento da dose, o que leva também a
exacerbagdo do efeito principal, tornando-os toxicos para o paciente.

Esta amostragem, por si s6, j indica a variedade estrutural dos
moduladores, assim como os substratos da P-gp (Figura 1), o que
torna um desafio o estabelecimento das relagdes entre a estrutura
quimica e a atividade moduladora. O conhecimento destas REA (re-
lagdes estrutura-atividade) € de grande importancia no planejamento
de novos moduladores.” Para o sucesso deste planejamento, varias
areas de estudo precisam ser exploradas, destacando-se o conheci-
mento do alvo, no caso a bomba de efluxo, seu(s) sitio(s) ligante(s);
o mecanismo de efluxo e, também, as propriedades fisico-quimicas
e requisitos estruturais importantes para a acdo moduladora.

RESISTENCIA MEDIADA PELA GLICOPROTEINA-P

A resisténcia a quimioterdpicos promovida pela glicoproteina-P
¢ a forma de resisténcia mais estudada in vitro, in vivo e na clinica
e, consequentemente, um grande nimero de farmacos e compostos
recentemente sintetizados sdo investigados pelas suas habilidades em
afetar o fendmeno. A resisténcia estd associada com uma expressao
aumentada de uma proteina transmembrana chamada glicoproteina
P (P-gp). A P-gp tem um peso molecular de aproximadamente 170
kDa, € constituida por 1280 aminodcidos e se apresenta com duas
sub-unidades, cada uma com 12 segmentos transmembrana (TM).
Ela foi descoberta primeiramente em células tumorais ovarianas
resistentes em hamsters chineses'* e detectada posteriormente em
vdrias outras células tumorais resistentes em animais e humanos.?'
A proteina também estd presente na membrana celular de alguns te-
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Figura 2. Moduladores da MDR de 1 gerac¢ao

cidos normais, por exemplo, rins, figado, célon, endométrio de titero
e células endoteliais da barreira hemato-encefélica. A habilidade da
P-gp em bombear compostos funcionalmente ativos do cérebro para
a corrente sanguinea representa um mecanismo importante pelo qual
o sistema nervoso central controla o periférico.?>%

As variedades estrutural e funcional dos substratos e modula-
dores da P-gp levantam a questdo de como funciona esta proteina
e como pode ser explicada a ampla especificidade dos substratos/
moduladores. As perguntas tornam-se ainda mais complicadas
quando € considerado o fato de que alguns moduladores (verapamil,
ciclosporina A, diltiazem, etc.) se ligam a esta proteina e por ela
sdo transportados, enquanto que outros moduladores (por exemplo,
progesterona) que, mesmo se ligando a esta proteina e bloqueando
o transporte dos agentes citotoxicos para fora, ndo conseguem ser
transportados por ela.

Vérios modelos j4 foram propostos para explicar o0 mecanismo
de efluxo promovido pela P-gp. Um dos modelos mais populares € o
denominado “aspirador hidrofébico”,'®% no qual as duas sub-unidades
da P-gp formam um tnico canal de transporte, pelo qual o farmaco ¢
expelido, quer seja na sua forma neutra, quer seja na forma carregada.
Uma adaptac@o deste modelo foi proposta por Stein,? que considera
a ocorréncia de mudancas conformacionais na proteina através da hi-
drdlise de ATP. Estas mudancas conformacionais levariam a abertura
de um “canal” pelo qual o quimioterdpico seria expelido.

Higgins® propds, em 1994, que a agdo da P-gp € semelhante ao
de uma flipase. Atualmente, 0 modelo mais aceito € o que mescla as
propostas de Higgins e Stein (Figura 3): o substrato € particionado da
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bicamada lipidica para uma parte mais interna da proteina, chamada de
“folheto interno”, entrando em um bolsdo que constitui o sitio ligante.
O ATP liga-se ao NBD (sitio de ligacdo de nucleotideo), causando uma
grande mudancga conformacional, expondo o sitio ligante para o lado
extracelular. Este modelo, com pequenas variagdes, € aceito para a maio-
ria das protefnas transportadoras pertencentes a superfamilia ABC.*"2

P meio -
ﬂ extracelular ﬂ

& ATP <z» sitio ligante @ substrato
Figura 3. Modelo de Higgins para a atuagdo da P-gp como flipase

ESTRUTURA DA P-GP E BASE MOLECULAR DA
INTERACAO COM OS SUBSTRATOS

A glicoproteina-P tem uma incomum poliespecificidade, reco-
nhecendo milhares de compostos, variando de 300 a 4000 daltons.

A determinagdo das estruturas de transportadores da superfamilia
ABC presentes em bactérias,””? e a caracteriza¢ao da P-gp por mi-
croscopia eletronica com baixa resolugdo™ foram avangos importantes
para a elucidacdo completa da estrutura da P-gp. Mais recentemente,
Aller et. al*' descreveram estruturas cristalograficas de uma P-gp de
camundongo ligada a substratos, apresentando 87% de homologia
com a P-gp humana. A estrutura da P-gp apresenta-se como um ar-
ranjo conformacional de duas metades, cada uma com seis segmentos
transmembrana, totalizando 12 TM, que entram perpendicularmente
na membrana plasmatica (136 A, perpendicularmente e 70 A, no plano
da bicamada), e com um sitio de ligagio para nucleotideo (NBD) em
cada metade, na por¢io citosélica da P-gp, separados por 30 A. Dois
“portais” permitem o acesso direto de moléculas hidrofébicas a partir
da membrana celular. Estes portais sdo formados pelo segmentos
TM4-TM6 e TM10-12. Uma cavidade interna, dentro da bicamada
lipidica, com volume bastante substancial (~6000 A) pode acomodar,
no minimo, dois substratos simultaneamente.*? A regido do sitio ligan-
te é formada em sua maioria por residuos aromadticos e hidrofébicos.
Dos 73 residuos indicados por acessibilidade de solvente, 15 sdo
polares, sendo que apena 2 (His60 e Glu871), localizados na por¢do
N-terminal, sdo potencialmente carregados.

A P-gp diferencia estereoisdmeros de peptideos ciclicos, indican-
do diferentes sitios de ligagdo. A Figura 4 ¢ um diagrama de Venn,
representando as regides ligantes para os dois estereoisomeros do
peptideo ciclico QZ59 e verapamil. Conforme pode ser observado, os
sitios ligantes dos trés substratos apresentam em comum dois residuos:
valina (V978) e fenilalanina (F724). Embora alguns residuos da P-gp
possam interagir com ambos os isdmeros QZ59, existem regides de
estereoespecificidade: os residuos aromadticos de tirosina (Y303) e
fenilalanina (F728) e de serina (S975) interagem especificamente com
o enantidmero R,R,R, enquanto aminodcidos néio aromaticos predomi-
nam na interag@o especifica com o enantiomero S,S,S: leucina (330,
758), glicina (G985), glutamina (Q986) e serina (989). As regides mais
hidrofébicas encontram-se na por¢éo mais alta da cavidade interna da
P-gp (mais préxima a camada mais externa da membrana celular),
enquanto a parte mais inferior apresenta residuos polares (histidina e
glutdmico), permitindo a interago com substratos carregados.
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Figura 4. Diagrama de Venn representando a relagdo entre os sitios ligantes
da P-gp para QZ59 e verapamil

ESTUDOS DAS RELACOES-ESTRUTURA ATIVIDADE
REVERSORA MDR

Zamora, Pierse e Beck® realizaram um dos primeiros estudos
visando estabelecer uma relag¢@o entre atividade moduladora da MDR
aos alcaloides da Vinca de uma série de compostos com estruturas
quimicas variadas e algumas de suas propriedades. Os seus coefi-
cientes de parti¢do octanol-dgua, expressos como logaritmos (LogP e
LogD em pH 7.4, para os compostos ionizdveis) foram medidos e as
refratividades molares (R,,) calculadas. Os resultados mostraram que
os valores de RM eram muito varidveis e que ndo havia relagio direta
com a atividade moduladora da MDR. Uma correlagdo moderada (R?
= 0,62) foi obtida entre os valores de LogD de 17 reversores. Em-
bora neste estudo alguns moduladores altamente eficazes como, por
exemplo, a reserpina, tenham sido excluidos, os autores concluiram
que a solubilidade lipidica no pH 7.4 e a presenca de formas idnicas
protonadas eram caracteristicas importantes para a atividade anti-MDR.

Em 1997, a primeira andlise de QSAR-3D para fenotiazinas e com-
postos estruturalmente relacionados, conhecidos por inibir a atividade da
P-gp, foi descrita.** Apés este estudo, varios outros surgiram na literatura
e foram extensiva e cuidadosamente discutidos por Wiese e Pajeva.*

Apesar da grande variedade estrutural de substratos envolvidos na
MDR, € consenso que muitos deles compartilham algumas proprie-
dades comuns. A maioria deles € formada por compostos lipofilicos,
porém apresentando grupos que garantam alguma hidrofilicidade. A
presenga de grupos protonaveis em pH fisiolégico em extensdo vari-
avel (bases fracas) também € uma caracteristica estrutural frequente
nestes compostos. A seguir, apresentamos um resumo dos requisitos
estruturais e principais propriedades fisico-quimicas relacionados a
capacidade moduladora da MDR.

Hidrofobicidade

Esta propriedade parece ser comum entre muitos reversores da
MDR. Em vidrios estudos, foi possivel determinar uma boa correlagao
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entre coeficiente de parti¢do e atividade anti-MDR, embora a importan-
cia da presenca de grupos funcionais que ndo sejam polares ndo tenha
uma relacdo direta com a parti¢do, mas sim com a interagdo com regides
hidrofébicas na P-gp. Assim, a presenga de campos hidrofébicos em
estudos de modelagem € muito mais representativa para a atividade
anti-MDR do que medidas de coeficiente de parti¢do (LogP ou LogD).*

Peso molecular e requerimento estérico

A complementaridade na forma e no tamanho entre um ligante e
seu receptor sempre foi considerada como um fator importante para
que haja uma interagdo efetiva ligante-receptor. O mesmo € verdade
para as interagdes entre P-gp e seus potenciais substratos. O efeito
do tamanho da molécula sobre a atividade anti-MDR foi inicialmente
estudado em 1970 por Biedler e Riehm? e, 20 anos depois, confirmado
por Selassie et al..’’

Diferentes pardmetros s@o utilizados para quantificar as pro-
priedades estéricas de drogas e fairmacos, mas a determinacio mais
elementar € pelo seu peso molecular. Moléculas muito pequenas
ndo sdo substratos nem inibidores para a P-gp, e o intervalo de peso
molecular considerado apropriado € 250-2000. Um estudo baseado na
muta¢do do segmento TM1, no qual o residuo His61 foi substituido
por aminodcidos de cadeias laterais de tamanhos varidveis® sugere
que cadeias menores criariam um bolso que permitiria a interagio
com substratos maiores como, por exemplo, a vimblastina, enquanto
os de cadeia maior seriam adequados para a acomodagdo de subs-
tratos menores. O ponto sensivel deste estudo € que a modificacio
na natureza dos aminodcidos presentes neste segmento TM1 poderia
levar a mudancas conformacionais e, estas sim, seriam responsaveis
pela acomodag@o de um substrato em detrimento de outro.

A questdo do papel do tamanho do potencial substrato para a P-gp
sobre a atividade anti-MDR continua em discuss@o. Os estudos mais
recentes na literatura correlacionam o tamanho da molécula com a
capacidade de sofrer endocitose® e suas propriedades mecéanicas
da membrana plasmatica,” o que ndo estd diretamente relacionado
a possibilidade de se ligar ou ndo a um dos sitios ligantes da P-gp.

Aceptores para ligacoes de hidrogénio

A relevancia da presenca destes aceptores foi comprovada por
estudos QSAR-3D, empregando um modelo de andlise comparativa
de campo molecular (CoMFA).*! Um estudo realizado por Seelig®
determinou a importancia da presenca de multiplos aceptores, geral-
mente oxigénio carbonilico e grupos alcdxi, por exemplo metoxilas,
separados por uma distancia entre 2,5-4,6 A, sendo uma caracteris-
tica comum a muitos moduladores da resisténcia. A importancia da
presenca de grupos HBA (hydrogen bond accepting) é bem discutida
na literatura.*?

Presenca de nitrogénio basico

Dentre os grupos farmacoféricos propostos anteriormente por
Zamora et al.,*® estd um dtomo de nitrogénio bésico. Embora vdrios
moduladores de fato compartilhem esta caracteristica, alguns outros
igualmente potentes ndo a apresentam.* Assim, Chiba ef al.* investi-
garam a importincia do 4tomo de nitrogénio na estrutura de uma série
de compostos, utilizando como protdtipo a molécula da propafenona.
Todos os compostos estudados apresentaram uma excelente correla-
¢do entre a inibi¢do do efluxo de rodamina 123 e da daunorrubicina
(r=0,995). Como espécies representativas, eles incluiram compostos
nitrogenados com grau varidvel de pKa, dos quais selecionamos
alguns exemplos (Figura 5) para ilustrar as conclusdes de Chiba e
colaboradores: as aminas terciarias GP05, GP29 ¢ GP62, anilinas
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(GP240), amidas (GP360) e outros que apresentam mais de um tipo
de nitrogénio na mesma estrutura (GP388).

GP 05, pKa = 8,44
ECsq (rodamina 123) = 1,45 umol/L
ECsq (daunorrubicina) = 0,65 umol/L

GP 240 (R, = H), pKa = 3,25

ECsq (rodamina 123) = 17,61 pmol/L
ECsq (daunorrubicina) = 6,47 umol/L

GP 360, pKa = -1,46 GP 62, (R = fenila); pKa = 7,56
ECs (rodamina 123) = 2,57 umol/L ECs (rodamina 123) = 0,11umol/L
ECg (daunorrubicina) = 1,65 umol/L  ECso (daunorrubicina) = 0,06 pmol/L
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GP 388, pKa = 6,67
ECs, (rodamina 123) = 0,36 umol/L
ECsq (daunorrubicina) = 0,13 pmol/L

GP 29, (R = benzila); pKa = 7,45
ECs, (rodamina 123) = 0,62umol/L
ECsq (daunorrubicina) = 0,39 umol/L

Figura 5. Alguns compostos nitrogenados usados em estudo para determinar
a importancia do nitrogénio

A partir da andlise da Figura 5, podemos observar que ndo hd uma relagao
direta entre a diminui¢ao da basicidade do nitrogénio e o poder inibitério do
efluxo darodamina 123. Embora a diminui¢do do pKa de GP0S para GP240
tenha sido acompanhada da diminuigo da inibicao do efluxo (aumento do
EC,,), 0 mesmo ndo € observado, comparando-se GP0S € GP360. Neste
caso, a menor basicidade foi superada pela introdugdo de um grupamento
funcional que pode participar de ligagdes de H. GP29 e GP388 se diferen-
ciam pela presenca da carbonila neste ultimo, mudanca estrutural que foi
acompanhada por um significativo aumento no poder inibitério do efluxo
de rodamina. A importancia da presenca de grupos participantes de ligacoes
de hidrogénio fica ainda mais patente quando da observacao do efeito anti-
MDR de GP62. Embora os autores afirmem neste trabalho que a presenca
de um nitrogénio ionizdvel ndo € requisito para a atividade, € necessario ter
certa cautela nestas conclusdes, pois 0 composto mais ativo, GP62, além de
apresentar o grupo hidroxila, tem também um 4tomo de nitrogénio ionizavel.
A amida GP360 ndo ¢ a mais ativa, mesmo tendo o grupo carbonila.

Experimentos para investigacdo da atividade moduladora
da MDR

Ensaios de inibi¢do da proliferacdo celular
A citotoxicidade do candidato a modulador, expressa através
da concentracdo inibitéria minima necessdria para inibir em 50% o



2152 Huber et al.

crescimento celular (CL, ou IC, ), deve ser medida. Inicialmente se faz
a avaliacdo da atividade antiproliferativa sobre a linhagem estudada,
para que um eventual efeito inibidor da proliferacdo promovido pela
prépria substancia-teste ndo dé um resultado falso-positivo para a
reversao da resisténcia ao quimioterdpico, além de permitir a deter-
minagio da concentragdo sub-t6xica para a linhagem. O verapamil é
o controle positivo utilizado e, em alguns casos, a reserpina.

Dois protocolos sdao conhecidos: um, em que as células sao incu-
badas previamente na presenc¢a do candidato a inibidor, em diferentes
concentracdes, e, apés um periodo que varia de 1 a 3 h, o quimio-
terdpico ao qual a linhagem € resistente, geralmente doxorrubicina
ou vimblastina, € adicionado e a contagem de células ou a leitura do
conteddo proteico € feita 48 h depois. Em outro protocolo, ndo ha
uma pré-exposicio das células ao potencial “sensibilizador”, e o que
se faz € adicionar simultaneamente o quimioterdpico e a substancia
teste. Em ensaios preliminares, a proporcao substancia teste/quimio-
terdpico € de 1:1 e, com base no resultado obtido, a propor¢ao podera
ser aumentada, caso ndo se observe nenhum efeito, ou diminuida, se
a linhagem tiver sido sensibilizada, até que se determine a propor¢io
minima para observagdo do efeito.*

Actimulo de quimioterdpico ou captag¢do da droga

Uma vez que tenha sido observada a sensibilizagio da linhagem
celular ao quimioterapico, € preciso demonstrar que o efeito € devido
ao aumento do actimulo do quimioterdpico no interior das células. Em
geral, as células sdo pré-incubadas com a substancia teste, por 15 min,
a 37 °C. Em seguida, daunorrubicina ou outro substrato fluorescente
para P-gp € adicionado e apds cerca de 180 h a fluorescéncia intrace-
lular é medida.*” O método ndo deve ser utilizado com qumioterdpicos
de baixa fluorescéncia. Em geral, doxorrubicina (adriamicina) é
utilizada e a fluorescéncia é medida em citometro de fluxo.*®

Ao final do experimento compara-se a reversao (indice de modu-
lacdo) com o aumento da capta¢iio do quimioterdpico para determinar
a dependéncia do processo.

Inibi¢do do efluxo pela P-gp

Esta é uma medida de afinidade da substancia teste pela P-gp. A
sintese e uso de andlogos fotoativos de agentes citot6xicos tém per-
mitido a identifica¢@o da P-gp como o alvo de alguns reversores da
MDR. Andlogos tritiados ou derivados iodados ('*I) da vimblastina,
de antraciclinas e do paclitaxel vem sendo utilizados, além do corante
rodamina 123.% A linhagem Caco-2 é empregada nestes experimentos
de transporte, e os protocolos estdo descritos na literatura.™

Medidas para expressar a atividade reversora

Na modulacdo farmacoldgica da resisténcia sao usados varios
critérios para identificar e avaliar a atividade antirresisténcia, cada
um fornecendo informagdes diferentes na atividade de modulacio e
tendo suas préprias vantagens e desvantagens. Em geral sdo:

Razdo MDR

Também conhecida como razao de modulacio, razao de sensibili-
zacdo ou ainda grau de potencializacdo, € definida pela razdo entre o
valor de IC, do agente citot6xico na auséncia do modulador (IC, q)

e 0 IC, na presenga do mesmo (ICSqu, Equacdo 1).
C
Raz&oMDR = —° ey
IC,

qm

Esse critério, usado na maioria dos estudos de modulagio da resis-
téncia, € uma avaliacdo da citotoxicidade geral do agente antitumoral
sobre uma determinada linhagem celular, quando um modulador da

Quim. Nova

resisténcia € empregado. A razdo pode variar substancialmente para
o mesmo modulador dependendo da linhagem celular tumoral e do
quimioterdpico em questéio. Por exemplo, a razdo MDR ¢ por volta
de doze vezes maior na linhagem MFC-7 do que em P388, quando
doxorrubicina e transflupentixol sdo usados como quimioterdpico
e modulador, respectivamente. Ao mesmo tempo, razdes quase
equivalentes sdo observadas para as linhagens KB e MCF-7 quando
vimblastina € o quimioterdpico utilizado para a primeira linhagem e
doxorrubicina para a segunda e o mesmo trans-flupentixol € usado,
sugerindo alguma similaridade na forma como este modulador qui-
miossensibiliza essas linhagens celulares.’!

Indice do modulador (MI ou IM)

Também chamado de indice de modulagio, o conceito foi intro-
duzido para solucionar o problema da influéncia da concentracio do
modulador, que nio € considerada quando a modulacio € expressa
em razao mdr. Ele € definido como o quociente da razao MDR e a
concentragcdo molar do modulador (Equacdo 2). Entretanto, o uso
do conceito MI deve ser cuidadoso, pois ele sugere uma relacio
linear entre razdo MDR e concentracéio molar do modulador. Pearce
e colaboradores®® observaram que os valores de MI calculados para
trés diferentes concentragdes do mesmo modulador apresentavam
variagdes de até 10 vezes o valor.

razédo MDR
Mls=——— (@)

[modulador
Inibidores de terceira geracio

Muitas drogas e farmacos vém sendo investigados nos dltimos
anos para modular o transporte de quimioterdpicos pela P-gp e,
dentre eles, bloqueadores de canais de cdlcio, sendo o verapamil
o principal representante, como ja comentado. Estes compostos
ndo foram desenvolvidos especificamente para bloquear a P-gp, e
muitos deles sdo substratos para outros transportadores e sistemas
enzimaticos, resultando em intera¢des farmacocinéticas nio pre-
visiveis. Além disso, muitos destes inbidores da P-gp s6 o fazem
em doses bastante altas, apresentando muitas vezes um nivel de
toxicidade bastante elevado.”

A segunda geracdo de moduladores inclui o biricodar, valspodar,
dexverapamil, dexniguldipina, e derivados da indolizilsulfona e
triazinoaminopiperidina.>*** Estes, compostos, embora mais potentes
e menos toxicos que os de primeira geragdo, apresentam algumas
limitagdes significativas.® Por exemplo, biridacor e valspodar inibem
o metabolismo do quimioterdpico paclitaxel, via citocromo P450A4.

Face aos problemas relacionados a farmacocinética, especifici-
dade e toxicidade, a literatura vem sendo contemplada com muitas
publicagdes que retinem resultados de pesquisas voltadas para o
desevolvimento de novos inibidores, variando desde a investigacio
de requisitos estruturais minimos, proposi¢do de modelos farmaco-
foricos, mapas de auto-organizacao para identificagio de inibidores,*
até a sele¢do de modelos a partir de bibliotecas.

Muitos destes inibidores investigacionais empregam o verapamil
como protdtipo, geralmente mantendo-se o grupo dimetoxifenileti-
lamina. As succinimidas I e os aminoésteres II e III (Figura 6) sdo
alguns exemplos.

As succinimidas I foram mais potentes que o verapamil em inibir
o efluxo pela P-gp. A razdo de atividade de florescéncia da succini-
mida Ia foi o dobro da exibida pelo verapamil, em uma concentracio
10 vezes menor.” Estes resultados parecem estar relacionados com
as interagdes T que os dois anéis aromdticos do sistema policiclico
poderiam estabelecer com a proteina, além da presenca de grupos
HBA (hydrogen bond accepting). Os aminoésteres II e IIT também
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Figura 6. Moduladores da MDR baseados na estrutura do verapamil

compartilham estas caracteristicas, sendo que III foi o derivado mais
potente, cerca de 6 vezes o verapamil.®

A terceira gera¢do de moduladores € constituida por inibidores
como, por exemplo, o elacridar e tariquidar (Figura 7), que néo apre-
sentam interagdes farmacocinéticas com quimioterapicos e mostraram
alta poténcia e especificidade para a P-gp. Elacridar®¢? e tariquidar®©*
encontram-se em fase I e III de estudo, respectivamente.

Embora estas substancias compartilhem a por¢do dimetoxitetrai-
droisoquinolina ligada a um grupo anillida por uma ponte etilénica,
os estudos das relagdes estrutura-atividade nao tém esclarecido com
seguranga a contribui¢do de cada um destes grupos para reverter a
MDR. Assim, muitos outros derivados vém sendo investigados.®

Recentemente, uma estratégia diferente para a modulacdo da
MDR surgiu na literatura. Apds a descoberta de que alguns excipien-
tes e aditivos comumente utilizados em formulagdes farmacéuticas
poderiam inibir a fungdo da P-gp intestinal, Talegaonkar ez.al.*® vis-
lumbraram a possibilidade de desenvolver novos sistemas de liberagao
de farmacos (DDS) para modular a resisténcia a miiltiplas drogas
mediada pela P-gp. Dentre estes sistemas se encontram microsferas,
lipossomas e nanoparticulas.

Sabendo que um determinado excipiente ou aditivo néo sofre
extrusdo pela P-gp, encapsular o quimioterdpico despontou como
uma possibilidade do farmaco passar pela membrana plasmdtica sem
ser reconhecido pela P-gp, chegando ao citoplasma da célula, onde é
liberado. Quimioterdpicos como o paclitaxel®” e doxorrubicina® t¢ém
sido encapsulados com base nesta estratégia, que também vem sendo
empregada para a liberacdo de moduladores, como o tariquidar, um
modulador de terceira geracdo.*

CONCLUSOES

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) € um grande problema
na terapia do cancer. Esta é um tipo de resisténcia adquirida, mas
que pode ser revertida por firmacos ou drogas conhecidos como
moduladores, reversores ou, ainda, sensibilizadores. Embora existam
varios mecanismos pelos quais a reversdo pode ocorrer, o principal e o
mais estudado € via proteinas transportadoras de membrana, cuja ati-
vidade promove o efluxo do quimioterdpico, evitando que este atinja
uma concentracgio intracelular terapéutica. Existem varias proteinas
envolvidas neste processo de efluxo do farmaco, mas a principal é
glicoproteina-P (P-gp), que se tornou um alvo importante para o
desenvolvimento de agentes moduladores da MDR. Os moduladores

Glicoproteina-P, resisténcia a multiplas drogas 2153

tariquidar

Figura 7. Elacridar e Tariquidar, moduladores de 3¢ gera¢do

de 1% gerag@o sdo farmacos conhecidos pelo seu uso terapéutico, tais
como alguns bloqueadores de canais de célcio, sendo o verapamil o
mais importante. Uma vez que as doses necessdrias para a reversiao
sdo muito altas, o aparecimento de efeitos indesejados e interagdes
farmacocinéticas levaram a busca de outros moduladores, utilizando
como protdtipo a estrutura do verapamil. Embora os estudos SAR
ndo sejam conclusivos, a busca pelo estabelecimento de um ou mais
modelos farmacoféricos pode minimizar as dificuldades na descoberta
de novos moduladores da MDR. Uma boa parte desta pesquisa foi
facilitada pela determinacdo estrutural da P-gp, assim como pelo
conhecimento de seus sitios ligantes. A importancia de algumas
caracteristicas estruturais e propriedades tém sido apontadas e estdo
presentes na grande maioria dos moduladores. Peso molecular entre
250 e 500, lipofilicidade e grupos aceptores de hidrogénio mantendo
uma distancia de 2,5-4,6 A sdo as principais caracteristicas.

Atualmente, dois moduladores da MDR, baseados na inibi¢ao da
P-gp estdo em fase avangada de estudo: o elacridar (fase I) e o tari-
quidar (fase III). Estratégias baseadas em formulacdes farmacéuticas
também sdo empregadas e sdo objeto de patenteamento e publicacdes
cientificas, em nimero crescente.

A literatura referente as implicacdes da glicoproteina-P no fe-
ndmeno de resisténcia a miltiplas drogas € rica, crescente, cobrindo
diferentes aspectos da pesquisa no campo da MDR envolvendo a
glicoproteina-P, tais como estudos cinéticos,” descoberta de novos
agentes moduladores naturais’' e sintéticos’ e aplica¢des potenciais
da inibicdo da atividade da P-gp.”
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