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RESUMO

Cancer ¢ a atribuicao dada ao crescimento e a proliferacdo descontrolados de células anormais capazes
de invadir e destruir o tecido adjacente. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o
crescimento global de casos de céncer atingira a marca de 60% até 2040, totalizando em torno de 37
milhdes de casos. No Brasil, estimativas divulgadas pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA) projetam
gue aproximadamente 66 mil novos individuos sejam acometidos por cancer de prostata (CaP) em 2022.
No caso do tipo metastatico e horménio-refratario (MHRPC, metastatic and hormone-refractory
prostate cancer), as células ndo se mostram responsivas ao tratamento convencional. De forma a
contornar esta situacdo, o uso de terapias citotdxicas tendo como alvo os microtibulos (MTSs) consiste
em uma op¢do consagrada na préatica clinica. Os MTs sdo elementos estruturais constituidos pela
proteina dimérica tubulina, a qual desempenha funcdes celulares por meio de sua capacidade intrinseca
de instabilidade dindmica: polimerizacdo e despolimerizacdo. Alteracdes nesta dindmica levam ao
blogueio da mitose e da migracdo celular, direcionando a célula para apoptose. Este comportamento
pode ser induzido pelo uso de agentes moduladores em sitios conhecidos da mesma, configurando uma
conduta promissora quando se trata do desenvolvimento de antitumorais. Neste contexto, a unido de
grupos farmacoforicos para gerar moléculas hibridas emerge como alternativa inovadora. Assim, o
presente trabalho traz resultados a respeito da triagem in vitro de ligantes bioativos para o tratamento do
MHRPC. Uma linhagem de CaP (DU-145) e trés ndo-tumorais [fibroblastos humanos (HFF-1) e murinos
(FC3H), e células epiteliais de prdstata humana (RWPE-1)] foram submetidas a ensaios de viabilidade
celular para avaliacdo da poténcia de 10 hibridos de quinazolina-chalcona (AQCs) a partir de seus
valores de ICso e CCxo. Para as amostras selecionadas, tais valores foram utilizados na determinacdo do
indice de seletividade (SI, selectivity index). Trés hibridos (AQC-02, AQC-04 e AQC-08) foram ativos
na linhagem de CaP (ICso <20 uM) e seletivos frente as ndo-tumorais (SI > 5) e por isso encaminhados
para ensaios celulares envolvendo analise de caracteristicas observadas na cascata metastatica. Os 3
hibridos inibiram a migragdo em ensaios qualitativos wound healing em concentragdo Unica (> 50%) e
concentracdo x efeito. Além disso, por meio de um estudo transwell baseado em camara de Boyden, foi
possivel quantificar e confirmar o efeito inibitério dos hibridos na migracdo e invasdo de células
tumorais (ambas com ICso < 10 uM). Ensaios cinéticos direcionados ao alvo molecular corroboraram
para a classificacdo dos hibridos como inibidores de polimerizacao da tubulina, bem como viabilizaram
a determinagdo de seus valores de ICso (5,71 + 0,09; 9,04 + 0,40 e 8,40 + 0,31 M, respectivamente).
Ensaios de competicdo sugeriram que os hibridos possivelmente interagem com a tubulina nas
proximidades do sitio da colchicina ou nele proprio. Adicionalmente, ensaios de fluorescéncia
reforcaram a agdo dos compostos em desestabilizar a diviséo celular e promover a fragmentagéo nuclear
de DU-145. Este trabalho, portanto, evidencia resultados promissores que, em consonancia, suportam a
identificacdo de compostos lideres elegiveis para ensaios in vitro e in vivo de ADME (Absorcéo,
Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo) objetivando a selecdo de candidatos a novos farmacos para a
quimioterapia do mHRPC.

Palavras-chave: Cancer de Prostata. Quimica Medicinal. Descoberta e Desenvolvimento de Farmacos.
Tubulina. Agentes Direcionados aos Microtibulos. Moléculas Hibridas. Quinazolina. Chalcona.



ABSTRACT

Cancer is the attribution given to the uncontrolled growth and proliferation of abnormal cells capable of
invading and destroying the adjacent tissue. According to the World Health Organization (WHO), the
global growth in cancer cases will reach the 60% mark by 2040, totaling around 37 million cases. In
Brazil, estimates released by the National Cancer Institute (INCA) project that approximately 66
thousand new individuals will be affected by prostate cancer (PC) in 2022. In the case of the metastatic
and hormone-refractory type (mMHRPC), the cells are not responsive to conventional treatment. In order
to circumvent this situation, the use of cytotoxic therapies targeting microtubules (MTs) is a well-
established option in clinical practice. MTs are structural elements constituted by the dimeric protein
tubulin, which performs cellular functions through its intrinsic capacity for dynamic instability:
polymerization and depolymerization. Changes in this dynamic lead to blockage of mitosis and cell
migration, directing the cell to apoptosis. This behavior can be induced by the use of modulating agents
in known sites of tubulin, configuring a promising conduct when it comes to the development of
antitumor drugs. In this context, the union of pharmacophoric groups to generate hybrid molecules
emerges as an innovative alternative. Thus, the present work brings results regarding the in vitro
screening of bioactive ligands for the treatment of mMHRPC. A cell line of PC (DU-145) and three non-
tumor ones [human (HFF-1) and murine (FC3H) fibroblasts, and human prostate epithelial cells
(RWPE-1)] were submitted to cell viability assays to evaluate the potency of 10 quinazoline-chalcone
hybrids (AQCs) from their 1Cso and CCs values. For the selected samples, these values were used to
determine the selectivity index (SI). Three hybrids (AQC-02, AQC-04 and AQC-08) were active in the
PC cell line (ICso < 20 uM) and selective against non-tumor ones (SI > 5), and therefore referred to
cellular assays involving analysis of characteristics observed in the metastatic cascade. The 3 hybrids
inhibited migration in qualitative wound healing assays at single concentration (> 50%) and
concentration x effect. Furthermore, through a transwell study based on Boyden's chamber, it was
possible to quantify and confirm the inhibitory effect of hybrids on tumor cell migration and invasion
(both with ICsp < 10 uM). Kinetic assays directed to the molecular target corroborated the classification
of the hybrids as tubulin polymerization inhibitors, as well as made it possible to determine their 1Cso
values (5.71 = 0.09; 9.04 £ 0.40 and 8.40 + 0.31 uM, respectively). Competition assays suggested that
the hybrids possibly interact with tubulin near or at the colchicine site itself. Additionally, fluorescence
assays reinforced the action of the compounds in destabilizing cell division and promoting the nuclear
fragmentation of DU-145. This work, therefore, shows promising results that, in consonance, support
the identification of lead compounds eligible for in vitro and in vivo ADME (Absorption, Distribution,
Metabolism and Excretion) assays, aiming at the selection of candidates for new drugs for the mHRPC
chemotherapy.

Keywords: Prostate Cancer. Medicinal Chemistry. Drug Discovery and Development. Tubulin.
Microtubule-targeting Agents. Hybrid Molecules. Quinazoline. Chalcone.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

Estimativas do Instituto Nacional de Céncer José Alencar Gomes da Silva (INCA)
apontam que o Brasil terd mais de 600 mil novos casos de cancer em 2022 (INCA, 2020). Trata-
se de neoplasmas malignos resultantes do crescimento e proliferagdo descontrolados de células
capazes de invadir e destruir o tecido circundante (NURMIK et al., 2020). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), estima-se que 0 mundo registrara um crescimento de
60% dos casos de cancer até 0 ano de 2040, ultrapassando a marca de 30 milhdes de individuos
acometidos, o que reforca a gravidade desta problemaética de saude publica (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

O carater maligno das células tumorais decorre de uma condicdo de desequilibrio de
todo o ambiente que o cerca, o qual desempenha notavel participacdo no desenvolvimento
tumoral, especialmente em relacdo a iniciacdo e metastase (NURMIK et al., 2020). Crescimento
seletivo, vantagem proliferativa, alteracdo da resposta ao estresse, vascularizacdo sustentada
pela angiogénese, invasdo tecidual e metastase, modificacbes metabdlicas e modulagdo
imunolégica sdo algumas das principais alteracdes responsaveis pela manifestacdo de tumores
(FOUAD; AANEI, 2017). Tais marcadores tumorais encontram-se representados na Figura
1A. O potencial de replicacdo € mantido por mecanismos dindmicos e eficientes de evasdo da
apoptose, autossuficiéncia em sinais de crescimento e insensibilidade a sinais inibitérios de

proliferacdo, garantindo sua sobrevivéncia (HANAHAN, 2022).

Em células saudaveis, o ciclo celular é caracterizado por quatro fases: gap 1 (G1),
sintese (S), gap 2 (G2) e mitose (M); as quais estdo sujeitas a uma minuciosa regulacdo por
proteinas e moléculas sinalizadoras (ZHENG et al., 2019). Modificacfes genéticas sdo capazes
de influenciar diretamente na progressao desordenada deste ciclo de crescimento e divisdo.
Caso sejam detectadas anomalias, mecanismos competentes sdo acionados para corrigi-las.
Todavia, quando essa correcdo ndo é capaz de solucionar tais irregularidades, a célula é
induzida a se autodestruir em um evento bioldgico denominado de apoptose (ALIMBETOQOV et
al., 2018). Em fungdo de alteracdes genéticas, células tumorais tornam-se capazes de esquivar-
se desse processo e de mecanismos de regulacdo e controle do ciclo celular, multiplicando-se
irrestritamente (Figura 1B) (FOUAD; AANEI, 2017). Dessa forma, a progressao entre as fases
destas celulas atipicas constitui um campo importante de interferéncia por agentes antitumorais,

visto que podem resultar no bloqueio da proliferacdo descontrolada (LIU et al., 2019).
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Figura 1 — A) Principais modifica¢Oes relacionadas & malignidade do cancer. B) Mutagdes no material genético
sdo responsaveis pela natureza descontrolada de crescimento e proliferacdo verificada em células tumorais.
Fonte: Elaborada pelo autor. Criada com BioRender e baseada em Fouad e Aanei (2017).

1.2 Cancer de Prostata

O cancer de prostata (CaP) consiste no segundo diagndéstico de cancer mais frequente
entre os homens e a quinta principal causa de morte por esta doenca no mundo (INCA, 2020;
IARC, 2020; SUNG et al., 2021). Anualmente, mais de 1,5 milhdo de individuos sdo
diagnosticados e cerca de 366 mil morrem a nivel mundial em decorréncia de suas
complicacdes, sobretudo relacionadas ao comportamento metastatico (PERNAR et al., 2018).
De acordo com dados apresentados pelo INCA, estima-se que mais de 65 mil novos individuos
foram afetados com este tipo de cancer no Brasil em 2021. Segundo estimativas recentes da
International Agency for Research on Cancer (IARC), o mundo registrard um aumento de
71,6% dos casos de CaP nas proximas duas décadas, enquanto o Brasil excedera essa marca
com um crescimento de 83,2%, alcancando mais de 178 mil casos em 2040 (IARC, 2020). Esta
alta incidéncia evidencia a necessidade de se buscar alternativas terapéuticas que reduzam seu
impacto na salde publica no futuro (RAWLA, 2019).

A depender da linhagem e do estagio patologico, as alternativas indicadas de tratamento
do CaP incluem (1) radioterapia, castragdo por (11) métodos cirurgicos de remocao completa da

prostata ou testiculos, ou por (I11) vias medicamentosas que inibem a sintese de testosterona
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(bloqueio hormonal). Entretanto, além de serem intervencbes invasivas, 0s resultados
observados na pratica clinica sdo pouco favoraveis e repletos de efeitos adversos — que muitas
vezes levam a descontinuacao por parte do paciente (FU et al., 2012). A manifestacdo inicial
do CaP ocorre na forma dependente de andrdgeno, sendo passivel de ser tratada com sucesso
por meio de terapia de privagdo hormonal. Todavia, um comportamento mais agressivo e letal,
com resisténcia a castracdo e com maior propensdo a ocorréncia de metastase, pode ser
eventualmente desenvolvido apds alguns anos do tratamento bem-sucedido (AYTES et al.,
2018).

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo e a negligéncia em relacdo a
realizacdo de exames periodicos, mais homens idosos eventualmente padecerdo pelos efeitos
da incidéncia tumoral (CHANG et al., 2017). As taxas de mortalidade mantém-se elevadas
mesmo apds tratamento com as estratégias tradicionais mencionadas. Para os casos de CaP
metastatico, tais taxas sdo ainda mais expressivas e as opg¢des terapéuticas sdo restritas as
guimioterapias que asseguram sobrevida média pouco superior a um ano. Dessa forma, novas
e promissoras terapias sdo requeridas para o tratamento de formas malignas recorrentes que se
revelam ap0s emprego de procedimentos convencionais, como é o caso do cancer de prostata
metastatico e hormonio-refratario (MHRPC, metastatic and hormone-refractory prostate
cancer). Entre os principais insumos farmacéuticos ativos reconhecidos pelo FDA (U.S. Food
and Drug Administration) para o tratamento do CaP, treze agem na forma refrataria da doenca
(Quadro 1) e sdo conhecidos como de segunda geracao (65%), sendo apenas o cabazitaxel e o
docetaxel (15%) moduladores classicos da proteina tubulina (FU et al., 2012; LEUNG et al.,
2021; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2021).

Insumo Farmacéutico Ativo

Nome Comercial

Fabricante

Acetato de Abiraterona Zytiga® Janssen
Apalutamida Erleada® Janssen
Cabazitaxel Jevtana® Sanofi

Camsilato de Rucaparibe Rubraca® Clovis Oncology
Cloridrato de Mitoxantrona Novantrone® Pfizer
Darolutamida Nubega® Bayer
Dicloreto de Rédio, ?*Ra Xofigo® Bayer
Docetaxel Taxotere® Sanofi
Enzalutamida Xtandi® Astellas
Estramustina Emcyt® Pfizer
Olaparibe Lynparza® AstraZeneca
117 u-PSMA-617 Pluvicto™ Novartis
Sipuleucel-T Provenge® Dendreon

Quadro 1 — Principais insumos farmacéuticos aprovados pelo FDA para o tratamento da forma refratéria do CaP.
Resultados referentes & busca realizada até 19 de abril de 2022.
Fonte: Elaborado pelo autor com base em Leung et al. (2021), National Cancer Institute (2021) e FDA (2022).
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Sabe-se que os androgenos exercem papel crucial no crescimento, desenvolvimento e
manutencdo da prostata. Como tratado anteriormente, constata-se que as formas de CaP
priméarias dependem amplamente dos andrégenos para crescerem e sobreviverem, tal qual se
verifica no desenvolvimento natural da prostata. Os efeitos deste horménio se ddo por meio do
receptor de andrégeno intracelular (AR, androgen receptor), um ativador transcricional
dependente de ligante. Por conseguinte, a primeira classe de alvos terapéuticos utilizada para o
tratamento do CaP foi constituida por andrégenos e AR, e os farmacos aprovados conhecidos

como de primeira geracdo (FU et al., 2012).

Apesar dos avangos alcangados com a aprovacgéo de terapias voltadas ao AR, 0s casos
de resisténcia farmacoldgica persistem como um empecilho a ser superado para o
desenvolvimento de um tratamento eficiente e seguro. Neste contexto, a linhagem DU-145
destaca-se como modelo ideal para avaliar os efeitos e mecanismos de novos agentes anticancer
para 0 mMHRPC, pois corresponde as células de CaP isoladas de metastase cerebral e resistentes
aos farmacos tradicionais por serem independentes de andrégeno humano. Trata-se de uma
linhagem com uma das maiores manifestacdes de agressividade do CaP, sendo reconhecida por
sua contundente capacidade de migragéo e invaséo tecidual (STONE et al., 1978; SANLI et al.,
2009; KAUR et al., 2021). Além disso, é caracterizada por ndo manifestar antigeno prostatico
especifico (PSA, prostate specific antigen), uma glicoproteina usualmente expressa pelo tecido
da proéstata e cujos niveis plasmaticos sdo utilizados, em consonancia com o exame de toque
retal, para o diagnostico do CaP (DHANYAKRISHNAN et al., 2018; WU et al., 2018;
RAWLA, 2019). Desse modo, considera-se a linhagem DU-145 como uma das referéncias mais

estudadas na busca de alternativas terapéuticas para 0 mHRPC.

1.3 Metastase

O processo denominado de metastase configura no comportamento mais complexo e
agressivo na tumorigénese, na qual a migracao celular desempenha papel crucial. Praticamente
todos os 6bitos por CaP sdo acarretados por metastases manifestadas em estagios avangados e
que usualmente séo resistentes aos tratamentos habituais (AYTES et al., 2018). Trata-se da
capacidade de células atipicas de se desassociarem do local de origem do tumor e migrarem por
diferentes regides, invadindo-as e provocando a ocorréncia de tumores secundarios. Nos novos
locais, as células tumorais provenientes do tumor primario usufruem de distintos mecanismos
para se manterem viaveis, reconfigurando suas demandas metabdlicas em detrimento das fontes

disponiveis. O crescimento metastatico estd sujeito a varios fatores que favorecem mudancas
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adaptativas essenciais ao novo microambiente, como agdo de macrofagos, autofagia
desequilibrada e eventos inflamatdrios secundarios (MAJIDPOOR; MORTEZAEE, 2021).

A metastase € considerada uma condicdo sistémica, distinguindo-se de um tumor
priméario local passivel de ser tratado por quimioterapia, cirurgia ou radioterapia, sendo
responsavel por 90% dos casos que levam os pacientes a 6bito (LI; KING, 2012; FARES et al.,
2020). As etapas da disseminacdo metastatica incluem (Figura 2): (1) escape celular do tumor
primario pela invasdo de tecidos adjacentes com a degradacao da matriz extracelular (MEC) e
subsequente migracdo em direcdo aos vasos sanguineos; (1) infiltracdo das células em tais
vasos (intravasamento); (111) movimentagao das células na corrente sanguinea; (1V) adeséo das
células cancerosas as endoteliais, extravasando da corrente sanguinea e adentrando tecidos ou
orgdos afastados do local de origem (extravasamento); (V) sustentacdo da sobrevivéncia,
adaptacdo e colonizacdo do microambiente, propiciando a manifestagdo de um novo tumor
(KLEIN, 2008; CHAFFER; WEINBERG, 2011; MAJIDPOOR; MORTEZAEE, 2021).

. célula Tumoral ‘, Neutréfilo Macréfago Matriz Extracelular (MEC)

—  Células Epiteliais
“:_" Marcadores Tumorais @ CélulaT - .. Plaqueta (Ativa) & Plaqueta (Inativa) ‘

Migragao Celular (ﬁ
Lot mane Tumor Secundario

- . Sustentagdo e

’ ’ ) ~ @ Extravasamento Colonizagao
© © * ® ®

. . . ~ 3 —J®Circulaz;§n . . .

Figura 2 — Etapas centrais compreendidas no processo de metastase.
Fonte: Elaborada pelo autor. Criada com BioRender e baseada em Fares et al. (2020).

A invasdo ocorre na interface entre o tumor e a frente invasiva por meio da migracao de
uma unica célula ou por invaséo coletiva. No primeiro caso, as células atipicas alteram sua
forma e padrGes de fixacdo para adquirirem um fenotipo invasivo, enquanto no segundo, 0
processo se da pela coesdo de um corddo multicelular que mantém as células aderidas
(MAJIDPOOR; MORTEZAEE, 2021). O mecanismo por invasdo coletiva se mostra menos

frequente, mas destaca-se por exibir maior eficiéncia quando comparado com a migragéo de
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uma unica célula, visto ser capaz de adotar uma rota metastatica mais competente (STRILIC;
OFFERMANNS, 2017).

No caso do CaP metastatico, verifica-se que as células tumorais se organizam em torno
da prética migratdria coletiva (KIM et al., 2017; LO et al., 2020), apresentando propriedades
semelhantes as verificadas em células epiteliais, como a capacidade de adesdo entre si. Essa
caracteristica viabiliza com que elas migrem conjuntamente e alcancem a circulacao sanguinea
como aglomerados celulares (MAJIDPOOR; MORTEZAEE, 2021). Os ossos e linfonodos
constituem os locais mais frequentes de metastase do CaP, ainda que pulmé&o e figado estejam
se tornando variantes severas atreladas ao aumento da letalidade e prognostico desfavoravel
(HALABI et al., 2016).

A metéstase pode ser comprometida por falhas em alguma de suas complexas etapas.
Cada uma exibe diversos alvos passiveis de serem explorados nos quais diferentes moduladores
podem atuar com o objetivo de interferir neste processo. Como destacado, a migracéo celular
configura um destes importantes alvos, assumindo notavel relevancia na disseminacéo
cancerigena. Por essa razéo, propriedades antimigratorias tém demonstrado grande importancia
no desenvolvimento de candidatos a antitumorais, visto serem capazes de influenciarem tal
fendtipo (SMALL et al., 2002; YAMAGUCHI; WYCKOFF; CONDEELIS, 2005). A
compreensdo de todo o evento de metastase e de suas causas é fundamental para identificacao
de seus principais alvos. Estratégias que busquem suprimir sua ocorréncia ou reduzir sua
extensdo estdo entre os grandes desafios atuais no desenvolvimento de tratamentos eficientes e
seguros de tumores metastaticos (ESPOSITO; GANESAN; KANG, 2021).

1.4 Ensaios Celulares

Os ensaios com culturas de células sdo comumente utilizados em fungdo de sua alta
reprodutibilidade, rapidez e sensibilidade, sendo primordiais no processo de triagem de
compostos candidatos a novos farmacos, pois geram variadas interpretacées concomitantes, tais
como viabilidade celular e seletividade. As linhagens empregadas nestes ensaios permitem a
identificacdo de propriedades especificas de células tumorais ao interagirem com moléculas de
interesse farmacoldgico. A permeabilidade da membrana plasmatica configura um desses
fatores a serem considerados no desenvolvimento de novos medicamentos, visto que muitos
atuam em alvos terapéuticos intracelulares (YANG; HINNERD, 2014; ALLAVALLE et al.,
2020). Nesse contexto, a maquinaria celular € imprescindivel nas analises relacionadas com o
planejamento de farmacos, pois considera adversidades que devem ser superadas por um ligante

bioativo e que ndo podem ser avaliadas em ensaios contra um alvo molecular isolado, como a
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propria membrana plasmética e mecanismos de efluxo celular, promovendo apenas a sele¢éo

de moléculas que sejam aptas a ultrapassar tais resisténcias (HAIDER et al., 2020).

1.5 Alvo Terapéutico

Uma série de funces celulares esta relacionada com elementos estruturais dindmicos
do citoesqueleto denominados de microtibulos (MTs), tais como formagéo do fuso mitético,
deslocamento de componentes intracelulares e migracéo. Essas estruturas sdéo compostas por
heterodimeros a e B da proteina tubulina, um dos principais alvos moleculares validados e
investigados para o desenvolvimento de terapias antitumorais (TANGUTUR et al., 2017). A
polimerizacéo e despolimerizacdo desta proteina asseguram um complexo dindmico do aparato
mitotico, de ancoragem de organelas, diferenciacdo celular e do movimento intracelular. A
instabilidade desse sistema, representado na Figura 3, é requerida para que a proteina exerca
suas funcdes devidamente (BROUHARD; RICE, 2018).

Polimerizagao

Extremidade (+)

Dimeros a e B tubulina

oo L

ap

Protofilamento )
. - ' 3
Microtubulo 00000%” g 9’

Despolimerizagao

Figura 3 — Dimeros livres de tubulina associados formam protofilamentos que interagem lateralmente para
organizacéo da estrutura dindmica dos MTs. Moléculas de GTP presentes na superficie da B-tubulina promovem
uma maior taxa de adicdo de novos dimeros na extremidade (+). O equilibrio entre polimerizacdo e
despolimerizacdo controla diversas fungdes celulares.

Fonte: Elaborada pelo autor. Criada com BioRender e baseada em Brouhard e Rice (2018).

Perturbac6es na dinamica de funcionamento dos MTs podem reduzir o alcance de sua
atividade e promover blogueio da mitose, da migracéo celular e da angiogénese, levando a
célula @ morte (CERMAK, 2020; GUDIMCHUK; MCINTOSH, 2021). Agentes capazes de
interferir no desempenho dos polimeros pela modulacdo da proteina tubulina podem afetar
processos vitais a tumorigénese. Multiplas caracteristicas das células cancerigenas associam-se
ao perfil de polimerizacdo da tubulina, as quais podem ser potencialmente investigadas por
novas terapias anticancer que tenham tal proteina como alvo (LI et al., 2018).

Nesse contexto, compostos capazes de modularem os MTs consistem em uma

alternativa evidente para o desenvolvimento de farmacos com propriedades antitumorais



17

(GIANNAKAKOU; GALLETTI, 2017). A tubulina apresenta sete sitios de ligacdo para tais
moléculas, sendo eles: colchicina; gatorbulina; laulimalida/pelorusida; maitansina; pironetina;
taxanos e vinca (MATTHEW et al., 2021; SHUAI et al., 2021). Os moduladores que se ligam
em tais regiGes podem ser categorizados em duas classes: desestabilizadores ou estabilizadores
(TANGUTUR et al., 2017; MATTHEW et al., 2021). O equilibrio entre os MTs é modificado
pela interacdo destes ligantes com a tubulina, resultando na interrupc¢éo do fuso mitético e na
transicdo critica do ciclo celular, o que provoca apoptose (SHUAI et al., 2021). O Quadro 2

rene 0s agentes que mais se destacam e suas respectivas classificacbes de acordo com a

natureza da modulagdo de cada sitio.

Sitios da Tubulina Agentes Moduladores de MTs Classificacdo
Colchicina Colchicina, Combretastatina A4 e Plinabulina Desestabilizador
Gatorbulina Gatorbulina-1 Desestabilizador
Maitansina Maitansina Desestabilizador
Pironetina Pironetina Desestabilizador

Vinca Vimblastina, Vincristina, Eribulina e Dolastatina 10 Desestabilizador
Laulimalida/Pelorusida Laulimalida e Pelorusida Estabilizador
Taxanos Paclitaxel, Docetaxel e Epotilona B Estabilizador

Quadro 2 — Sitios de modulacéo da proteina tubulina: exemplos e classificacéo de seus respectivos agentes.
Fonte: Elaborado pelo autor com base em Matthew et al. (2021) e Shuai et al. (2021).

No caso do mHRPC, os tumores ndo respondem ao tratamento convencional de
supressdo hormonal, mantendo a proliferacdo celular. Assim, a terapia citotoxica com alvos
compartilhados entre células saudaveis e tumorais destaca-se como uma alternativa, ainda que
a seletividade represente uma adversidade fundamental a ser considerada. Embora poucos
farmacos moduladores de tubulina tenham sido aprovados para 0 mHRPC, estes continuam
sendo considerados como terapias de primeira escolha na préatica clinica (OLZIERSKY;
LABIDI-GALY, 2017). Desse modo, a busca por moléculas aptas a modularem a tubulina com
eficiéncia e seletividade superiores as demais disponiveis clinicamente desponta como uma
estratégia terapéutica excepcionalmente promissora (SHELLEY et al., 2006; CHANG; KIBEL,
2009).

1.6 Planejamento de Novos Farmacos

Ainda que estejam listados como medicamentos essenciais ao tratamento, a baixa
seletividade dos moduladores de tubulina configura a principal causa de efeitos adversos
relacionados a quimioterapia (LANORE; DELPRAT, 2004). Ademais, os farmacos no mercado
contam com o desenvolvimento de resisténcia, em decorréncia da superexpressdo de distintas
isoformas das a e P tubulinas e de bombas de efluxo das membranas celulares (DUMONTET;

JORDAN, 2010; GALMARINI et al., 2018; NING et al., 2018; HEMMAT; CASTLE; ODDE,
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2018). Até o momento, os medicamentos moduladores de tubulina aprovados para tratamento
anticancer interagem nos sitios dos taxanos e da vinca — descritos anteriormente no Quadro 2
e representados na Figura 4A (SHUAI et al., 2021). Entretanto, a classe de ligantes do sitio da
colchicina tem sido alvo de acentuado estudo nos ultimos anos, pois exibe vantagens em relacédo
aos demais, como menor propensdo aos mecanismos de resisténcia, além de baixa
complexidade estrutural e menor peso molecular de seus moduladores, contribuindo com a
otimizacdo de parametros farmacocinéticos (LI et al., 2018; FEDERICO et al., 2020). A
estrutura da colchicina, potente agente desestabilizador de MTs, encontra-se disposta na Figura
4B. Dessa forma, o planejamento de inibidores para este sitio configura uma abordagem
interessante no tratamento do MHRPC dada sua ndo-responsividade a intervencdo tradicional
baseada em hormonioterapia (STENGEL et al., 2009).
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Figura 4 — A) Heterodimero a e  de tubulina com seus sete sitios de ligacdo: maitansina; taxanos; laulimalida;
colchicina; gatorbulina; pironetina e vinca. B) Estrutura da colchicina: agente desestabilizador de MTs.
Fonte: Adaptada de Matthew et al. (2021).

O planejamento de insumos farmacéuticos ativos baseia-se em um vasto estudo da
fisiopatologia e das vias metabdlicas das doengas, bem como na selecéo e validacédo de alvos
terapéuticos. Com base nestes conhecimentos, a biotecnologia e a fisica biomolecular visam a
integracdo de metodologias experimentais com eventos bioquimicos e celulares patologicos
(GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). Tais informagdes e estratégias associadas,
juntamente aos avancos notadveis das ciéncias 6micas, geram informacgfes relevantes a
identificagdo funcional e/ou estrutural de moléculas candidatas a novos medicamentos. Essa

estratégia integrada favorece reducdes de tempo e custos das fases de desenvolvimento as quais
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se destinam, e direciona a selecdo dos melhores compostos a serem avaliados
(ANDRICOPULO; MONTANARI, 2005; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

1.7 Quimica Medicinal

Nos ultimos anos, a Quimica Medicinal tornou-se um dos campos mais empenhados na
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. O planejamento e a sintese de novas
moléculas capazes de interagir com alvos moleculares pré-definidos ocupam a centralidade na
pesquisa de potenciais tratamentos. Embora existam avancos promissores, 0s ligantes bioativos
precisam ser constantemente otimizados de acordo com pardmetros toxicoldgicos,
farmacocinéticos e de seletividade, impactando consideravelmente patologias humanas de
maior complexidade, como o cancer (PLOWRIGHT et al., 2017).

Ainda que muitos farmacos com atividade anticancer tenham sido desenvolvidos,
muitos ainda se encontram em fases clinicas e exibem as limitagcGes descritas anteriormente,
como resisténcia e efeitos adversos severos (LIANG et al., 2021). Neste contexto, a técnica de
hibridizacdo molecular surgiu como uma estratégia notavel em pesquisas recentes para
descoberta de novos farmacos. Trata-se da unido covalente de grupos farmacoféricos de acao
independente para obtencdo de moléculas com afinidade e atividade aprimoradas. Agentes
hibridos anticancer contam com grande interesse terapéutico, uma vez que podem
potencialmente superar a maioria das desvantagens farmacocinéticas de outras convencionais e

contornar restri¢ces de cada classe quimica original (KERRU et al., 2017).

As principais vantagens de sintetizar estas estruturas consistem no aprimoramento da
especificidade, atenuacdo da quimiorresisténcia e dos efeitos adversos, atingindo diretamente e
eficientemente células tumorais. Desse modo, a integracdo bem-sucedida de principios
bioldgicos, farmacéuticos e médicos da Quimica Medicinal pode contribuir significativamente
com o avango de estudos que relacionam estrutura e atividade a fim de aperfeicoar o

planejamento de novas moléculas (KERRU et al., 2017).

1.8 Hibridos de Quinazolina-Chalcona

A presenca de dois ou mais farmacoforos biologicamente ativos em uma Gnica molécula
pode favorecer a sinergia da atividade bioldgica, ampliando sua capacidade de interagir com
alvos moleculares e sua agdo farmacoldgica. A quinazolina consiste em um heterociclo de
nitrogénio de grande importancia medicinal por exibir propriedades diversificadas, como
efeitos antimicrobiano, antiviral, antimalarico, anticonvulsivante, anti-inflamatorio,
antioxidante, anti-hipertensivo e principalmente anticancer (AUTI; GEORGE; PAUL, 2020).
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Farmacos com poténcia elevada e resisténcia restringida podem ser obtidos por meio de
analogos hibridos constituidos de quinazolina e outros grupos farmacoforicos ativados,
apresentando relevancia para terapias antitumorais. Apesar de demonstrarem aprimoramentos
de eficacia ao serem comparados com o nucleo estrutural original, nenhum analogo hibrido
desta natureza quimica atingiu fases de testes clinicos para o CaP, reforgando a importancia de
se buscar novas combinacdes de ligantes (SHAGUFTA; AHMAD, 2017; AUTI; GEORGE;
PAUL, 2020).

Nos ultimos 20 anos, alguns derivados de quinazolina foram aprovados como farmacos
anticancer pelo FDA, destacando-se os seguintes: (I) afatinibe (Gilotrif®); (11) erlotinibe
(Tarceva®); (111) gefitinibe (Iressa®); (1V) lapatinibe (Tykerb®); (V) vandetanibe (Caprelsa®)
(MASS; DUARTE; RUSSOWSKY, 2021). O numero de hibridos de quinazolina descritos
ainda e pequeno e suas propriedades farmacocinéticas, bem como seletividade frente aos seus
alvos, carecem de caracterizagdo. Além disso, maiores refinamentos de sua diversidade
estrutural sdo necessarios para que potenciais agentes farmacoldgicos possam ser devidamente
selecionados. Desse modo, estudos continuos proporcionardo conhecimentos adicionais e
essenciais para o desenvolvimento de insumos ativos com estruturas hibridas de quinazolina
com indices de seletividade superiores, resisténcia farmacologica superada e mecanismos de
acao diversos (AUTI; GEORGE; PAUL, 2020).

Anélogos da colchicina, como tratado previamente, revelam atuacdo promissora como
potenciais agentes anticancer capazes de interagir com a proteina-alvo tubulina, inibindo sua
polimerizacdo em MTs. Entretanto, o uso clinico destes compostos para o tratamento
antitumoral se mostra comprometido devido aos seus expressivos niveis de toxicidade (NAAZ
et al., 2019). Diversas pequenas moléculas derivadas de quinazolina foram descobertas com a
capacidade de atuar no sitio da colchicina, promovendo a inibicdo de distintas linhagens
tumorais (LI et al., 2019). A descoberta de novos inibidores seletivos da polimerizacdo da
tubulina foi impulsionada pela triagem de moléculas com nacleo quinazolinico. Estudos
mecanisticos sugeriram que tais derivados podem exibir capacidade de manter a maioria das
células cancerigenas na fase G2/M do ciclo celular, paralisando os MTs por meio da competicdo
em sitios de ligacdo da tubulina. Dessa forma, o desenvolvimento de hibridos sintéticos de
quinazolina pode auxiliar na investigacdo de novas séries quimicas com propriedades
anticancer (SHAGUFTA; AHMAD, 2017).

Nesse contexto, outra classe de interesse farmacoterapéutico é aquela composta pelas

chalconas, uma vez gque, assim como as quinazolinas, também possuem a capacidade de se ligar
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a proteina tubulina e impedir sua polimerizacdo. Ao interromper abruptamente a montagem do
fuso mitético, verifica-se um comprometimento funcional do citoesqueleto, promovendo o
bloqueio da mitose (MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015). Por essa razdo, derivados
sintéticos de chalconas podem apresentar propriedade antiproliferativa contra linhagens
tumorais pela inibicdo da polimerizacdo da tubulina, mantendo as células em fase G2/M do
ciclo celular, incluindo aquelas resistentes & multiplos farmacos. Ademais, moléculas desta
classe ja demonstraram potencial de inibi¢do da migracéo celular de tumores metastaticos (L1U
et al., 2022). Analises de docagem molecular constataram derivados com capacidade de
interagir no sitio de ligacdo da colchicina na tubulina, manifestando atividade citotoxica potente
(MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015).

Ao realizar uma busca de publicacdes que relacionam as classes quinazolina e chalcona
ao tratamento do CaP na base de dados PubMed® (NCBI, National Center for Biotechnology
Information) até julho de 2022, foram encontrados os resultados apresentados no Apéndice A.
Os achados revelam um crescente interesse no estudo de hibridos como antitumorais, bem como
de tais classes quimicas independentes para este fim. Entretanto, foi verificada a auséncia de
publicacdes com o modelo hibrido de quinazolina-chalcona, refletindo o ineditismo de tais

combinag@es estruturais na producdo de conhecimento cientifico.

Diante do que fora destacado, € plausivel identificar diversos beneficios em se avaliar
possiveis propriedades antitumorais de hibridos de quinazolina-chalcona. A combinacao destas
classes pode promover a otimiza¢cdo da modulacdo de processos de divisdo e migragdo de
células tumorais pela inibi¢do da polimerizacdo da proteina tubulina, contendo a proliferacéo
descontrolada e a ocorréncia de metédstase. Além disso, o estudo de tais atividades
antiproliferativa e antimigratoria de hibridos inéditos consiste em uma profunda contribuicgéo
para a Quimica Medicinal, podendo evidenciar, cientificamente, candidatos favoraveis ao
tratamento do mHRPC.

1.9 Racional para Uso de Moduladores de Tubulina

O presente trabalho de pesquisa é resultado de um abrangente estudo realizado por
pesquisadores do Laboratério de Quimica Medicinal e Computacional do Instituto de Fisica de
Sdo Carlos na Universidade de Séo Paulo (LQMC-IFSC/USP) em colaboragdo com diversos
parceiros cientificos do Centro de Pesquisa e Inovacdo em Biodiversidade e Farmacos (CIBFar
— CEPID/FAPESP). Inumeros avancos foram alcangados por meio da bioprospeccao de novas
moléculas originarias da valiosa biodiversidade brasileira, incluindo a identificacdo de produtos

naturais com extenso espectro de propriedades bioldgicas, bem como a selecdo de ligantes
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bioativos promissores para sintese organica e pesquisas voltadas para a relacdo entre estrutura
e atividade. Tal perspectiva moderna de exploracdo racional da biodiversidade viabiliza com
que estudos pré-clinicos de eficacia e toxicologia in vitro sejam executados para avaliacao e

otimizacdo de parametros desejaveis a novos farmacos no pais.

Nos ultimos 15 anos, projetos inovadores de identificagdo, planejamento e
caracterizacdo de novas entidades quimicas com propriedades antitumorais foram
desenvolvidos por pesquisadores do LQMC a partir da integracdo de ensaios celulares e
biogquimicos com metodologias de modelagem molecular na area da Quimica Medicinal. A
proteina tubulina destaca-se como um dos principais objetos de estudo do grupo de pesquisa
por se tratar de um alvo molecular validado para o desenvolvimento de tratamentos anticancer,
como apresentado anteriormente. Por essa razao, uma vasta triagem de compostos naturais e
sintéticos de distintas classes quimicas foi realizada durante anos visando a obtencdo daqueles
capazes de modular a polimerizacéo dessa proteina ao interagirem com seus sitios de ligacgéo.
Os trabalhos concluidos, bem como em andamento, estdo sumarizados com suas respectivas

classes quimicas investigadas nos Quadros 3, 4 e 5.

Livia de Barros Salum (2007)
e Projeto: Estudos in silico no Planejamento de Candidatos a Novos Farmacos na Terapia do Cancer de
Mama e de Reposi¢do Hormonal (CNPQ).
e  Compostos Quimicos:
o Diidrobenzoxatiinas;
Flavonoides;
Diidrobenzoditiinas;
Fenilnaftalenos;
Fenilquinolinas.
Luma Godoy Magalhaes (2014)
e Projeto: Identificagdo e Caracterizacdo de Novos Agentes com Propriedades Anticancer (CNPq).
e Compostos Quimicos:
o Acridinonas sintéticas baseadas na podofilotoxina.

Quadro 3 — DissertacBes de Mestrado desenvolvidas por pesquisadores do LQMC, expandindo o estudo de
moduladores da tubulina para o tratamento antitumoral.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O O O O

Livia de Barros Salum (2011)

e Projeto: Planejamento Racional de Novos Ligantes da Beta-Tubulina Candidatos a Farmacos com

Propriedades Antitumorais (FAPESP - Processo 2007/07294-9).
e  Compostos Quimicos:
o Anélogos sintéticos do discodermolideo;

Intermediérios sintéticos da dictiostatina;
Diterpenos clerodanos (destaque para caseobliquinas);
Derivados sintéticos de indois (fenilinddis, aroilindéis, ariltionddis e seus anélogos);
Benzotiofenos e benzofuranos;
Chalconas sintéticas;
Derivados de N-acil-hidrazonas e tiosemicarbazonas.

O O O O O O
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Wanessa Fernanda Altei (2013)
e Projeto: Triagem Bioldgica, Identificacdo e Planejamento de Novos Candidatos a Agentes Anticancer
a Partir de Produtos Naturais e Compostos Sintéticos (FAPESP - Processo 2009/15320-5).
e Compostos Quimicos:
o Acidos galico e protocatecuico, e seus derivados ésteres;
o Derivados guanidinicos (alcaloides) sintéticos;
o Derivados indolicos e de espirocicloexadienonas;
o Chalconas e hidrazidas;
o Enidrina (lactona sesquiterpénica) e piplartina.
Ricardo Nascimento dos Santos (2015)
e  Projetos:
o Estudos Estruturais da Polimerizacdo de Microtibulos e sua Modulacdo pela Ac¢do de
Farmacos Anticancer (FAPESP — Processo 2013/11950-0).
o Planejamento Baseado na Estrutura do Receptor e do Ligante de Novos Agentes
Quimioterapicos para o Tratamento do Cancer (FAPESP - Processo 2010/06741-4).
e  Compostos Quimicos:
o Derivados indélicos (destaque para ciclopenta-B-indois);
B-Cetoesteres;
Espirocicloexadienonas;
Pirrolizidinonas e pirrolizidinas substituidas;
1,8-Naftiridinas substituidas;
Adutos de Morita-Baylis-Hillman;
Aciloinas;
Ftalideos;
1,2-aminoalcodis.
Luma Godoy Magalhaes (2019)
e Projeto: Planejamento e Caracterizacdo de Moduladores da Proteina Tubulina Candidatos a FArmacos
para o Tratamento do Cancer (CAPES).
e Compostos Quimicos:
o Acridinonas sintéticas baseadas na podofilotoxina.
David Leandro Palomino Salcedo (2021)
e  Projeto: Estudos de Modelagem Molecular de Moduladores de Microtdbulos Bioativos (CAPES).

Quadro 4 — Teses de Doutorado desenvolvidas por pesquisadores do LQMC, visando a investigacdo de
moduladores da tubulina para o tratamento anticancer.
Fonte: Elaborado pelo autor.

0O O 0O 0O 0O 0O O O

Matheus da Silva Souza (em andamento)
e Projeto: Descoberta de Novos Ligantes Bioativos com Propriedades Anticancer (FAPESP - Processo
2018/25289-7.

e  Compostos Quimicos:
o Ciclopenta[b]indois;
o Indolizinas;
o Oxadiazolas;
o Lactonas.

Quadro 5 — Tese de Doutorado em andamento no LQMC, tendo em vista a avaliacdo de moduladores da tubulina
como alternativas terapéuticas ao cancer.
Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com os resultados obtidos das triagens finalizadas, a proposicao de derivados
guinazolinicos como moduladores da tubulina consiste em uma abordagem inédita, visto ser
uma classe ainda ndo explorada pelo grupo de pesquisa e pouco caracterizada em termos de

suas propriedades antitumorais, sobretudo frente ao mHRPC. Ademais, a exploragcdo de



24

moléculas hibridas também se revela original e favoravel para o desenvolvimento de ligantes

com capacidade de associar beneficios terapéuticos de classes quimicas diferentes.

Nesse contexto, em consonancia com evidéncias da literatura cientifica, verifica-se que
a combinacao dos nucleos de quinazolina e chalcona em uma Unica estrutura quimica exerce
papel notavel na validacao de novos farmacos. Os compostos planejados apresentam expressiva
variabilidade estrutural, contribuindo com a geracdo de diversos compostos com funcdes
bioldgicas. Muitos hibridos de quinazolina-chalcona despontaram como moléculas fortemente
ativas in vitro frente vérias linhagens cancerigenas. Portanto, a utilizacdo destes é
potencialmente capaz de reduzir interagcdes medicamentosas, atingindo estados de
multifuncionalidade e efeitos sinérgicos (MASS; DUARTE; RUSSOWSKY, 2021).
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Realizacdo de triagens para identificacdo e caracterizacdo de moléculas hibridas

bioativas candidatas a novas terapias para o tratamento do mHRPC.

2.2 Especificos

Avaliacéo de hibridos das classes quinazolina-chalcona por meio de ensaios celulares
de citotoxicidade utilizando uma linhagem tumoral de mHRPC (DU-145);
Determinacgéo da seletividade dos compostos-teste frente DU-145 a partir de ensaios de
citotoxicidade em linhagens de fibroblastos humanos e murinos ndo-tumorais (HFF-1 e
FC3H, respectivamente) e em células epiteliais ndo-tumorais derivadas da prostata
humana (RWPE-1);

Investigacdo da atividade antimigratoria das moléculas em DU-145 com base em
ensaios qualitativos e semiquantitativos wound healing;

Determinacgdo de parametros quantitativos de inibicdo da migracéo e invasao celular por
meio de ensaios do tipo transwell baseados em camera de Boyden;

Verificacdo da atividade dos melhores candidatos selecionados frente a proteina-alvo
tubulina, empreendendo experimentos bioquimicos in vitro relacionados com o
processo de polimerizacdo e ensaios de competitividade pelo sitio da colchicina;
Avaliacdo da interferéncia dos hibridos na morfologia dos nucleos de células tumorais

a partir da marcacao fluorescente do material genético.
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3. METODOLOGIA

3.1 Linhagens Celulares

Para realizacdo dos ensaios fenotipicos in vitro, foram empregadas quatro linhagens: (1)
DU-145, células tumorais epiteliais de prostata humana; (11) HFF-1, fibroblastos ndo-tumorais
de pele humana; (111) FC3H, fibroblastos ndo-tumorais de figado de camundongo; (1V) RWPE-
1, células ndo-tumorais epiteliais de préstata humana. As linhagens (1) e (111) foram cultivadas
em meio de cultura RPMI 1640 (RoswellPark Memorial Institute — Cultilab®). A linhagem (I1)
foi mantida em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium — Cultilab®). Ambos o0s
meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco™). A linhagem (1V)
permaneceu em meio de queratindcito na auséncia de soro (Keratinocyte Serum-Free Medium,
K-SFM, Gibco™) inteirado com fator de crescimento epidérmico recombinante humano (5
ng/mL) e extrato de pituitaria humana (0,05 mg/mL). Para todos os cultivos, incorporou-se
estreptomicina (100 pg/mL), L-glutamina (2 mM) e penicilina (200 U/mL) (Sigma-Aldrich®).

As células em cultura foram mantidas em estufa a 37 °C com 5% de COs,.

3.2 Série de Compostos

Os dez compostos analisados sdo representados por hibridos das classes quinazolina
(SELVAM; KUMAR, 2011) e chalcona (SZLISZKA et al., 2010). Uma amina é responsavel
por unir os ndcleos principais de ambas as classes, ligando-se ao carbono 4 da quinazolina e ao
carbono 3 (1) ou 4 (I1) do anel B da chalcona. As moléculas AQC-01, AQC-03, AQC-05, AQC-
07 e AQC-09 seguem o perfil estrutural I, adotando um padrdo meta do anel B (posigdo 1,3).
Por sua vez, os hibridos AQC-02, AQC-04, AQC-06, AQC-08 e AQC-10 assumem o perfil 11,
aderindo ao padrdo para do anel B (posicao 1,4). As duplas AQC-01/02, AQC-03/04, AQC-
05/06, AQC-07/AQC-08 e AQC-09/10 possuem 0s mesmos substituintes R1 e Rz ligados,
respectivamente, nas posi¢cdes 3’ e 4’ do anel A da chalcona. Entretanto, diferem entre si quanto
a caracterizacdo das posicdes das ligacdes do anel B, conforme explicacdo prévia. A estrutura
molecular dos compostos triados nos ensaios encontra-se descrita na Figura 5 em consonancia

com o Quadro 6.



27

1) Perfil estrutural 1

Chalcona

Quinazolina
Amina (Linker)

Substituintes

Il) Perfil estrutural 2

Anel B: Padréo para (posigdo 1,4)

Figura 5 — Perfis dos hibridos avaliados com os nucleos estruturais das classes quimicas chalcona (vermelho) e
quinazolina (azul) ligados por uma amina (roxo), seguindo os padrdes 1) meta (1,3) e Il) para (1,4) do anel B.
Fonte: Elaborada pelo autor com base em Kraege et al. (2016) e Mass, Duarte e Russowsky (2021).

As amostras foram sintetizadas pelo Laboratério de Sinteses Organicas (LSO) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob supervisdo do Prof. Dr. Dennis
Russowsky, um parceiro cientifico do grupo de pesquisa. As solu¢bes-estoque dos compostos
foram preparadas na concentracdo de 20 mM em 100% de DMSO. As amostras utilizadas foram
elaboradas a partir das solugdes-estoque em meio de cultura, a fim de se atingir a concentragéo
desejada para 0s ensaios e uma concentracdao final maxima de 1% de DMSO para que nédo

houvesse interferéncia nos resultados.

COMPOSTOS ‘ SUBSTITUINTES PERFIL ESTRUTURAL ‘
AQC-01 Ri=H, R2=H |
AQC-02 Ri=H R2=H 1l
AQC-03 Ri=H, R2=CHjs |
AQC-04 Ri=H, R2=CHs Il
AQC-05 R1=0-CH,-C=CH, R2=H |
AQC-06 R1=0-CH,-C=CH, R2=H Il
AQC-07 R1=H, R2 = O-CH,-C=CH |
AQC-08 R1=H, R2 = O-CH,-C=CH Il
AQC-09 Ri1 = O-CHs, R2 = O-CH,-C=CH |
AQC-10 R1 = O-CHs, R2 = O-CH,-C=CH Il

Quadro 6 — Substituintes R1 e R2 ligados ao anel A da porcéo chalcona dos hibridos, bem como a denotacéo do
perfil estrutural dos mesmos de acordo com os padrfes de ligacdo do anel B.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3 Ensaios de Viabilidade Celular

A andlise da citotoxicidade das moléculas planejadas frente as linhagens celulares
baseou-se em um teste colorimétrico sensivel que permite avaliar a viabilidade celular por meio
da reacdo de reducdo do composto resazurina — indicador de coloracdo azul (blue dye
fluorescent) — em resorufina — produto de coloragéo rosa (pink colored and highly fluorescent)
— por desidrogenases mitocondriais competentes em células vidveis (Figura 6A).

A) o?
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OH o . de células viaveis OH o o
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Figura 6 — A) Reducéo do corante resazurina em resorufina. B) Resultado do ensaio de viabilidade celular ap6s
incubacdo da placa de 96 pogos com resazurina: quanto mais intensa a colorag¢do rosa de um po¢o, maior o nimero
de células viaveis e, quanto mais azul, menor esse nimero.

Fonte: Elaborada pelo autor. Criada com BioRender.

Neste ensaio, foram adicionadas 4 x 10° células por pogo em placas de 96 pogos das
linhagens DU-145, HFF-1, FC3H e RWPE-1, respectivamente. Cada po¢o comportava 100 pL
de seus respectivos meios de cultura. Posteriormente, as placas foram incubadas durante 24 h
em estufa a 37 °C e 5% de CO.. Transcorrido este periodo, com o auxilio de uma pipeta
multicanal, adicionou-se 11 concentragdes (100-0,097 uM) dos compostos selecionados e do
controle colchicina (2-0,0019 uM) em diluicdo seriada. Em seguida, apos outro periodo de
incubacéo (72 h), adicionou-se 20 pL de resazurina por pogo e foi realizada a analise das placas
em fluorimetro SpectraMax Gemini EM (Molecular Devices, Estados Unidos) ap0s cerca de 4
h de incubag&o. O monitoramento da converséo se deu pela leitura da fluorescéncia em 588 nm
(Figura 6B).
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O parametro 1Cso € utilizado para indicar a concentra¢do dos compostos-teste necessaria
para diminuir uma resposta bioldgica ou bioquimica em 50%, fornecendo uma medida de
poténcia (quantitativa e comparativa) para os hibridos. Neste caso, refere-se a concentracao
capaz de inibir em 50% a viabilidade celular de DU-145. Por sua vez, o parametro CCso
corresponde & concentracdo apta a reduzir a viabilidade em 50% das trés linhagens néo-
tumorais. Os valores de 1Cso e CCso foram determinados pelo método de regresséo ndo-linear
de melhor ajuste, dispondo dos valores das porcentagens de inibicdo com o software GraphPad
Prism 8.2.1 (GraphPad Software Inc., Estados Unidos).

3.4 Migracéo e Invaséo Celular

3.4.1 Ensaio Wound Healing

Apb6s uma primeira selecdo de compostos com atividade citotoxica e seletiva, a
capacidade de inibi¢cdo da migracdo celular destes foi investigada por meio do ensaio qualitativo
e semiquantitativo wound healing com a linhagem DU-145 (YUE et al., 2010). Este baseou-se
na introducdo de uma fenda na monocamada celular a qual se fecha em razdo da migracdo das
células apds determinado periodo de incubacgdo. Para isso, as células foram plaqueadas a uma
densidade de 1 x 10° células por pogo em placas de 24 pocos (BD Falcon™, Trasadingen, Suica)
e mantidas sob cultivo durante 48 h (overnight sem SFB em etapas preliminares). Uma vez
alcancada a confluéncia da cultura, lesionou-se a camada de células com o auxilio de uma
ponteira p100 estéril. Os pogos foram suavemente lavados com PBS 1x para remocdo dos
residuos celulares. Os hibridos testados foram diluidos em 1 mL de meio suplementado para

alcancarem a concentracdo de 10 M.

As solucgdes foram adicionadas nos pocos da placa de cultura em duplicata, empregando-
se conjuntamente um controle positivo (colchicina a 10 uM) e dois controles negativos (sem
DMSO e com DMSO 1%). Em seguida, as placas foram incubadas durante 24 h em estufa a 37
°C e 5% de CO.. Para registro das fendas, utilizou-se um microscopio optico invertido na
objetiva de 4x (Optiphase). O campo de visdo fotografado foi padronizado de modo que se
mantivesse 0 mesmo nos dois tempos avaliados. Para tal, uma placa autoclavavel foi acoplada
abaixo da placa de 24 pocos. A incidéncia constante da luz do microscopio no mesmo ponto foi
garantida pelo alinhamento entre este acessdrio com orificios e a regido central do pogo. As
imagens foram coletadas no inicio (t1 = 0 h) e ao final do ensaio (t> = 24 h) com subsequente
determinacéo da area das fendas em ambos os tempos com a assisténcia do software ImagelJ.
Estes valores foram utilizados no célculo da porcentagem de inibi¢cdo da migracédo celular de

acordo com a Equacéo 1.
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Areagy — Areagy,

Porcentagem de Inibicao (%) = 100 — I( >x 100] (D

Areay,

Dois experimentos independentes foram realizados em duplicata. Em um primeiro
momento, o ensaio foi conduzido qualitativamente em concentracdo Unica. Somente as
amostras com inibicao do fechamento da fenda superior a 50% foram selecionadas para ensaios
quantitativos transwell fundamentados em cdmara de Boyden para determinacdo do ICso —
concentracdo necessaria para inibir em 50% o processo de migracgéo celular. Entretanto, visando
a caracterizacdo da faixa de concentracdo empregada na cdmara, o perfil concentracéo x efeito
das moléculas foi preliminarmente analisado sob a regeneracdo da fenda por meio de um ensaio

semiquantitativo wound healing nas concentragfes 1 e 5 pM.

3.4.2 Ensaios Transwell Baseados em Camara de Boyden

A quantificacéo das propriedades antimigratérias dos compostos selecionados no ensaio
wound healing e dos efeitos na invasdo celular foi realizada de acordo com os principios da
camara de Boyden (ALBINI et al., 1987) utilizando os kits QCM™ 8 um 96-well Chemotaxis
Cell Migration Assay e QCM™ 8 um 96-well Collagen Cell Invasion Assay — ECM510 e
ECM556, respectivamente — (Merck Millipore®, Alemanha). Durante os 10 minutos iniciais, as
placas de 96 pocos foram mantidas a temperatura ambiente. Em seguida, preparou-se
suspensdes de 1 x 10° células por pogo em 100 pL de meio sem SFB e sem fenol, e com 0s
hibridos ativos. Antes de iniciar o ensaio, células da linhagem DU-145 foram cultivadas sem

SFB durante um periodo intitulado overnight starvation.

Sob condicles estéreis, as placas-suporte foram separadas em relacdo as camaras e
tampas contendo as membranas. Adicionou-se 150 pL de meio sem fenol e suplementado com
10% de SFB nas placas inferiores (feeder tray). Posteriormente, as cdmaras foram novamente
acopladas, garantindo que bolhas ndo ficassem compreendidas sob as membranas. Foram
transferidos 100 pL da suspenséo de células nas por¢des superiores das camaras na presenca ou
auséncia de revestimento de colageno. Por fim, a placa foi fechada e colocada em estufa a 37
°C e 5% de CO2 por um periodo de 24 h. Pouco antes do término da incubacdo, adicionou-se
150 pL de solucdo de descolamento celular (cell detachment solution) aquecida primeiramente
a 37 °C nos pocos da bandeja de colheita de células (cell harvesting tray). Concluida esta etapa,
removeu-se cautelosamente a placa de 96 pogos com a cdmara de migracdo ou invasdo da

estufa, separando-a do meio suplementado com SFB no interior do fluxo.
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As células presentes na porcéo superior da membrana foram removidas por aspiracéo
do meio de cultura e a placa foi acoplada a fim de manté-la em contato com a solucdo de
descolamento previamente pipetada, incubando-a durante 30 minutos em condi¢des analogas
as anteriores. Transcorrida a incubacao, inclinou-se cuidadosamente a camara repetidas vezes
no liquido para desalojar as células. Em seguida, foi realizada uma dilui¢do do corante (1:75)
no tamp?&o para que uma solucéo 4x Lysis Buffer / CyQuant® GR dye fosse preparada. Uma vez
finalizada, acrescentou-se 50 L de tal mistura em cada poco ja comportando 150 pL da solugéo
de descolamento celular, incubando o sistema a temperatura ambiente por 20 minutos. Dessa
forma, foi feita a leitura da fluorescéncia a 520 nm ap0s a transferéncia de 150 pL da mistura
resultante para uma placa preta de 96 pogos.

3.5 Ensaios Bioquimicos de Modulacdo da Tubulina

3.5.1 Ensaio de Polimerizacéo

Os hibridos com pronunciada poténcia contra DU-145, elevada seletividade frente as
linhagens ndo-tumorais de fibroblastos e de células epiteliais da prostata humana e que se
mostraram capazes de inibir a migracdo celular nos ensaios wound healing e transwell baseado
em camara de Boyden prosseguiram para ensaios de fluorescéncia para investigacdo da
modulacdo da proteina tubulina in vitro. Para as analises bioquimicas de tais compostos,
utilizou-se kits de polimerizacéo da proteina-alvo (Cytoskeleton Inc., Estados Unidos). Em um
primeiro momento, os compostos foram avaliados em concentracdo Unica (100 uM). Em
seguida, para determinacdo do ICso — concentracdo capaz de inibir a polimerizacdo da tubulina
pela metade —, 7 concentracbes foram utilizadas. Empregou-se colchicina, paclitaxel,

podofilotoxina e vimblastina como controles do ensaio.

Os seguintes elementos integravam o kit manipulado nos ensaios de modulagdo: 10 mg
de tubulina liofilizada purificada — pureza superior a 99% — de tecido cerebral suino, GTP
(trifosfato de guanosina), DMSO, paclitaxel, além de tampdes especificos de reconstitui¢do
(solucédo tamponante 1) e polimerizacao (glicerol). O tampéo glicerol é composto por: 0,5 mM
de acido etilenoglicol tetra-acético (EGTA); 2 mM de cloreto de magnésio (MgCl); 80 mM de
piperazina-1,4-bis (acido 2-etanosulfénico) (PIPES) e 60% de glicerol v/v; em pH 6,9. A
composi¢do do tampéo 1 [general tubulin (PEM) buffer] é dada pelos seguintes constituintes:
0,5mM de EGTA; 2 mM de MgCl;; 80 mM de PIPES e 10 uM do marcador fluorescente DAPI
(4’,6-diamidino-2-fenilindol); em pH 6,9.
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Cada poco de microplacas pretas de meia area com 96 pogos, integradas ao kit, foi
preenchido com 5 pL do composto-teste solubilizado em 10% de DMSO e 45 pL de mistura
reacional (2 mg/mL de tubulina; 1 mM de GTP; 2 mM MgCl2; 80 mM de PIPES; 0,5 mM de
EGTA; 10 uM de DAPI e 15% de glicerol; em pH 6,9) — adicionada as placas com uma pipeta
multicanal. Para que a solubilizagdo dos compostos no meio reacional ndo influenciasse a
cinética de reacdo, a concentracdo final de DMSO foi mantida em 1%. Com o auxilio do
fluorimetro SpectraMax Gemini EM (Molecular Devices, Estados Unidos), as placas foram
analisadas a temperatura de 37 °C e nos comprimentos de onda de excitacdo (340 nm) e emissdo
(460 nm). Este ensaio se baseou na ocorréncia de 70 ciclos de leitura com intervalos de 45
segundos entre duas leituras de um mesmo poco. Os procedimentos acima foram executados

em ensaios independentes em duplicata.

3.5.2 Ensaio de Competitividade pelo Sitio da Colchicina

Com o intuito de verificar a hipétese de modulacdo do sitio da colchicina pelos
compostos selecionados, ensaios de competitividade para este sitio foram realizados (ZHENG
et al., 2016; BAI et al., 2017; LIU et al., 2021; SUN et al., 2022). Para isso, foi feita uma
mistura tubulina:colchicina a 4 uM em PEM buffer utilizando a proteina presente no kit do
ensaio de polimerizacdo (Secédo 3.5.1). Em seguida, quatro concentracgdes (25, 5, 1 e 0,2 uM)
dos hibridos ou dos controles positivo (podofilotoxina) e negativo (paclitaxel ou vimblastina)

foram adicionadas em placas pretas de 96 pocos as quais foram incubadas a 37 °C durante 1 h.

Os registros de leitura de fluorescéncia foram empreendidos em Aemisszo = 435 nm com
0 auxilio do fluorimetro SpectraMax Gemini EM (Molecular Devices, Estados Unidos).
Posteriormente, normalizou-se os valores obtidos em relacdo ao tampéo e a fluorescéncia da
prépria amostra. Desse modo, foi possivel calcular a razdo F/Fo em que F corresponde a
fluorescéncia do complexo colchicina-tubulina para determinada concentragdo de composto em

competicdo pelo sitio; enquanto Fo refere-se a fluorescéncia intrinseca do complexo.

3.6 Marcacgdo de DNA Nuclear com Hoechst 33342

Com o intuito de verificar alteracbes no material genético de células de CaP causadas
pela acdo dos compostos-teste, realizou-se um ensaio de coloragéo fluorescente de DNA com
o corante azul ndcleo-especifico Hoechst 33342 (Invitrogen, Thermo Fisher Cientific Inc.,
Estados Unidos). Para isso, 1 x 10° células da linhagem DU-145 foram cultivadas em placas de
Petri (SPL Life Sciences Inc., Coreia do Sul) durante 24 h em estufa a 37 °C com 5% de COs..
Uma vez aderidas, as células foram lavadas com PBS 1x e incubadas com 0s compostos-teste a

10 pM, controle positivo (colchicina a 10 uM) e dois controles negativos (sem DMSO e com
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DMSO 1%) por 48 h nas mesmas condi¢des anteriores. Finalizado o periodo de incubacéo, as
células foram novamente lavadas com PBS 1x e fixadas com uma solucdo de p-formaldeido a
4% em PBS 1x e 0,05% de Triton X-100 durante 10 minutos. Em seguida, apds outra etapa de
lavagem, as células foram tratadas e incubadas com uma soluc¢do do marcador Hoechst 33342

(5 pg/mL) em PBS 1x por 30 minutos no escuro.

Ao término do tempo destinado a marcacdo com Hoechst, as células foram lavadas com
PBS 1x para retirar o excesso do corante e as placas levadas ao microscopio. As imagens foram
capturadas por microscopia confocal de fluorescéncia com o auxilio de um microscopio
invertido Axio Vert.Al (ZEISS, Estados Unidos) na objetiva 20x. O filtro DAPI foi escolhido
em funcdo das semelhancas existentes entre ambos os marcadores em relacdo aos seus
comprimentos de excitacdo e emissdo. Por essa razdo, o corante foi excitado em comprimento
de 358 nm e a emisséo da fluorescéncia coletada em 461 nm. O software ZEN 2.3 (ZEISS,
Estados Unidos) foi empregado para registro e manuseio das imagens, possibilitando a

avaliacdo qualitativa da morfologia dos nucleos devidamente corados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Citotoxicidade e Seletividade

Para avaliar a citotoxicidade dos dez compostos-teste frente DU-145, os valores de 1Csg
dos mesmos foram obtidos em ensaios de viabilidade celular (Tabela 1). As moléculas
consideradas ativas e com poténcia citotoxica em células tumorais foram aquelas que
apresentaram 1Csp < 20 uM. Colchicina foi utilizada como controle. Os dados supracitados

encontram-se representados graficamente no Apéndice B.

As amostras AQC-01 a AQC-09 atenderam ao critério de selecéo e prosseguiram para
ensaios de viabilidade celular em linhagens n&o-tumorais HFF-1, FC3H e RWPE-1 de
verificacdo da seletividade citotdxica in vitro. Para tal, os valores de CCso foram determinados
(sumarizados na Tabela 1) e seus indices de seletividade (Sl, selectivity index) calculados.
Hibridos com SI > 5 para as trés linhagens nao-tumorais foram selecionados para as etapas

subsequentes da triagem.

ICs0 = SD* (uM) CCso £ SD* (uM)
COMPOSTOS
DU-145 HFF-1 FC3H RWPE-1
AQC-01 7,91+0,64 9,60 £1,75 > 100 ND
AQC-02 5,27+ 1,05 47,55+ 4,48 > 100 23,78+ 1,14
AQC-03 7,43+0,12 9,28+0,17 27,61 +1,90 ND
AQC-04 6,65 + 0,36 > 100 > 100 46,56 + 2,93
AQC-05 2,89+£0,15 3,71+0,36 12,11+ 1,09 ND
AQC-06 4,05+0,23 8,72+ 0,69 > 100 ND
AQC-07 6,65+ 0,23 7,72+0,76 > 100 ND
AQC-08 5,85+ 0,64 > 100 > 100 > 100
AQC-09 2,40 £ 0,09 3,71+0,25 > 100 ND
AQC-10 > 100 ND ND ND
COLCHICINA 0,014 + 0,0022 0,024 + 0,003 0,019 + 0,001 0,015 + 0,001

Tabela 1 — Valores de 1Cso (UM) e CCsp (UM) para hibridos e controle nos ensaios de viabilidade celular.
*Média + desvio-padrdo (SD, standard deviation) de trés ensaios independentes. ND = valor ndo determinado.
a\/alores de referéncia; MAGALHAES et al., 2016; WANG et al., 2018; GHAWANMEH et al., 2020.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Apos a identificacdo de 9 moléculas com atividade em DU-145, a seletividade das
mesmas foi avaliada concomitantemente em fibroblastos ndo-tumorais humanos e murinos das
linhagens HFF-1 e FC3H, respectivamente. A determinagédo da seletividade citotoxica frente
FC3H justifica-se pela importancia de testes em camundongos em fases iniciais de
desenvolvimento de novos farmacos. Ensaios em humanos somente podem ser realizados
quando ha evidéncias solidas de eficiéncia e seguranca nestes animais. Desse modo, ao conduzir

tais ensaios, foi possivel avaliar a especificidade de a¢do dos hibridos de modo mais abrangente
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e coerente com as etapas experimentais in vivo subsequentes (VAN MEER; GRAHAM,
SCHUURMAN, 2015).

Os resultados demonstraram que os hibridos AQC-02, AQC-04 e AQC-08 se mostraram
seletivos para DU-145 frente HFF-1 e FC3H (Tabela 2) com Sl > 5, enquanto os demais ndo
atingiram tal determinagdo para ambas as linhagens. Os valores de CCso encontram-se

representados graficamente no Apéndice B.

Por fim, visando ampliar a andlise da especificidade dos trés compostos pré-
selecionados em relacdo ao local de manifestacdo priméria do CaP, a linhagem RWPE-1 de
células ndo-tumorais do epitélio da prostata humana foi empregada para definicdo dos
parametros de interesse. A representacdo grafica dos valores de CCso pode ser visualizada no
Apéndice B. Os resultados também corroboraram que tais hibridos sdo seletivos frente RWPE-
1, apresentando S1 > 5 (Tabela 2).

Selectivity Index (SI)*

COMPOSTOS
HFF-1/DU-145 FC3H / DU-145 RWPE-1/DU-145

AQC-01 1 >13 ND
AQC-02 9 >19 5

AQC-03 1 4 ND
AQC-04 >15 >15 7

AQC-05 1 4 ND
AQC-06 2 >25 ND
AQC-07 1 >15 ND
AQC-08 >17 >17 >17
AQC-09 2 > 42 ND

Tabela 2 — Indice de seletividade (S, selectivity index) dos hibridos avaliados em relagdo as linhagens HFF-1,
FC3H e RWPE-1.

*S| = CCgonéc-tumoraljjCeqtumoral ‘ND = valor ndo determinado.

Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com as Figuras 7-9, evidencia-se que, para as concentracfes entre 12,5 e 100
MM, a porcentagem de células cancerigenas viaveis atingiu valores inferiores a 50% para as trés
moléculas selecionadas. Para o composto AQC-02 (Figura 7), tal porcentagem assumiu o valor
de 100% para FC3H entre 12,5 e 100 uM e para RWPE-1 na primeira concentragdo, além de
uma taxa de viabilidade superior & 75% entre as concentracfes 12,5 e 25 uM para HFF-1. A
amostra AQC-04 (Figura 8) nao inviabilizou celulas das linhagens HFF-1 e FC3H na faixa
entre 12,5 e 50 M, bem como a porcentagem de celulas viaveis manteve-se proxima a 100%
nas concentragdes 12,5 e 25 uM para RWPE-1. Por fim, no caso do hibrido AQC-08 (Figura

9), verifica-se que as porcentagens de viabilidade também alcangaram o valor de 100% para
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concentracgdes entre 12,5 e 50 uM nas linhagens FC3H e RWPE-1, e entre 12,5 e 25 UM para
HFF-1.

Os achados experimentais mostram que os hibridos AQC-02, AQC-04 e AQC-08
possuem notavel seletividade citotdxica para DU-145 frente as trés linhagens ndo-tumorais,
sobretudo AQC-08, constatado por seus valores superiores a 17 de Sl e pela maior distancia

gréfica que separa as curvas de porcentagem de células tumorais vidveis em relacdo aos demais.
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Figura 7 — Comparagdo das porcentagens de células viaveis obtidas nos ensaios de viabilidade celular para a
linhagem DU-145 (preto) e as linhagens ndo-tumorais HFF-1, FC3H e RWPE-1 (cinza) para AQC-02.
Fonte: Elaborada pelo autor (GraphPad Prism 8.2.1).
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Figura 8 — Comparacdo das porcentagens de células viaveis obtidas nos ensaios de viabilidade celular para a
linhagem DU-145 (preto) e as linhagens ndo-tumorais HFF-1, FC3H e RWPE-1 (cinza) para AQC-04.
Fonte: Elaborada pelo autor (GraphPad Prism 8.2.1).
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Figura 9 — Comparagdo das porcentagens de células viaveis obtidas nos ensaios de viabilidade celular para a
linhagem DU-145 (preto) e as linhagens ndo-tumorais HFF-1, FC3H e RWPE-1 (cinza) para AQC-08.
Fonte: Elaborada pelo autor (GraphPad Prism 8.2.1).

4.2 Ensaios de Migracgéo e Invasao Celular
4.2.1 Wound Healing

Dando continuidade a triagem dos hibridos de quinazolina-chalcona, a capacidade de
inibicdo da migracédo de células tumorais de préstata promovida por AQC-02, AQC-04 e AQC-
08 foi avaliada qualitativamente em ensaios wound healing a partir de uma fenda na
monocamada celular. O fechamento desta ocorre em decorréncia da migracao celular durante
0 periodo em que as células permanecem incubadas. As trés moléculas foram analisadas a uma
concentracdo de 10 uM para um screening de atividade antimigratoria. Estes compostos se
mostraram ativos em DU-145, inibindo em 50% a migragéo celular (Tabela 3). Colchicina foi
utilizada como controle positivo e meios -DMSO e +DMSO 1% empregados como controles

negativos (Figura 10).

INIBICAO DA MIGRACAO CELULAR (%)*

COMPOSTOS
DU-145
AQC-02 65+1
AQC-04 56+ 1
AQC-08 61+1
COLCHICINA 91+1

Tabela 3 — Resultados da triagem no ensaio qualitativo wound healing em DU-145.
Os compostos-teste e o controle foram avaliados a 10 pM.

*Média + desvio-padrdo de dois ensaios independentes em duplicata.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Controle Negativo Controle Negativo Colchicina
(-DMSO) (+DMSO 1%) (10 pM)

Figura 10 — Imagens da inibigdo da migracdo de DU-145 pelo controle positivo padréo colchicina a 10 uM. Meios
com e sem DMSO foram empregados como controles negativos. Aumento de 40x.
Fonte: Elaborada pelo autor.

AQC-02 AQC-04 AQC-08
(10 uM) (10 pM) (10 pM)

Figura 11 — Imagens da inibicdo da migracdo de DU-145 pelos hibridos AQC-02, AQC-04 e AQC-08 a 10 pM.
Aumento de 40x.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Como a migracao celular é crucial para a ocorréncia de metastase, sua inibi¢do consiste
em uma propriedade almejada em novos antitumorais. Os compostos selecionados visivelmente
exibiram atividade antimigratéria in vitro (Figura 11), sobretudo AQC-02 e AQC-08 que
inibiram em > 60% a migragdo das células tumorais. Além disso, um perfil concentracdo x

efeito também foi identificado ao avaliar os trés ligantesa 1 e 5 uM (Figura 12).
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Figura 12 — Resultado do ensaio wound healing em concentracdo variavel (1 uM, 5 uM e 10 uM) para AQC-02,
AQC-04, AQC-08 e colchicina na linhagem DU-145.

As porcentagens de inibicao resultaram da média de dois ensaios independentes.

Fonte: Elaborada pelo autor (GraphPad Prism 8.2.1).

4.2.2 Transwell Baseados em Camara de Boyden

Apo0s a realizacdo do ensaio wound healing, as atividades inibitérias da migracéo e
invasdo celular foram avaliadas em termos quantitativos por ensaios transwell baseados em
camara de Boyden. Para isso, um quimioatraente presente no interior de um compartimento foi
utilizado para promover a migracdo das células em sua direcdo através de uma membrana
porosa na presenca ou auséncia de coladgeno. Essas sdo desaderidas e lisadas, permitindo a
quantificacdo de seu contetdo de DNA.

TRANSWELL / ICs0 + SD (UM)*

COMPOSTOS -
Migracéo Invaséo
AQC-02 5,22 + 0,50 5,41 + 0,55
AQC-04 6,76 + 0,78 6,88 + 0,15
AQC-08 5,70 £ 0,65 5,69+0,78
COLCHICINA 0,11 0,02 0,16 + 0,03

Tabela 4 — Valores de 1Cso (UM) de migracéo e invasdo celular em DU-145 para 0s compostos ativos e para o
padrdo colchicina.

*Média + desvio-padrdo (SD, standard deviation) de dois ensaios independentes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Com a determinac&o dos valores de ICso para migracao e invasao celular (Tabela 4), foi
possivel verificar que a ordem de poténcia bioldgica em que os trés hibridos avaliados em DU-
145 se encontram é a mesma. As substituicdes propostas em Rz de um hidrogénio (AQC-02)
por uma metila (AQC-04) e por um grupo -O-CH>-C=CH (AQC-08), como apresentado na
Figura 13, foram tolerantes a migracao destes hibridos de quinazolina-chalcona. Os resultados
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indicam que tais moléculas, além de serem capazes de inviabilizar de forma seletiva a linhagem
de mHRPC, também contam com propriedades inibitdrias da migracéo celular em termos quali-
e quantitativos. Dessa forma, 0s compostos-teste avancaram para a etapa subsequente do

screening com a realizacao de ensaios bioquimicos in vitro de modulacao da proteina tubulina.
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Figura 13 — AlteracgBes dos substituintes Rz nos hibridos de quinazolina-chalcona selecionados.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Modulacéo da Proteina Tubulina
4.3.1 Polimerizag&o in vitro

Para entender eventuais efeitos adversos ou auxiliar na racionalizacdo de estratégias de
otimizacdo dos compostos por meio de alteracdes moleculares, torna-se essencial identificar o
mecanismo de acdo utilizado por eles. Os hibridos AQC-02, AQC-04 e AQC-08 foram
avaliados em relacdo a capacidade de modular a tubulina em um ensaio de polimerizagéo in
vitro. Este baseia-se na propriedade do marcador DAPI, de natureza fluorescente, estabelecer
ligagdes com os MTs com uma afinidade superior aos dimeros livres da proteina. Desse modo,
a medida que a polimerizagéo ocorre, o sinal de fluorescéncia é aumentado quando a amostra é
excitada a 340 nm, emitindo a 460 nm. Estas determinagdes viabilizam a identificacio de perfis
particulares relacionados a atividade de desestabilizadores e estabilizadores de MTs, além da

quantificacdo da interferéncia destes ligantes neste processo biogquimico.
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Figura 14 — Resultado da triagem dos hibridos no ensaio de polimeriza¢do da tubulina. Colchicina, paclitaxel,
podofilotoxina e vimblastina foram empregados como controles.

As barras de erros foram omitidas para melhor visualizacéo.

Fonte: Elaborada pelo autor (GraphPad Prism 8.2.1).

O screening em concentracao Unica (100 uM) permitiu a caracterizacdo dos hibridos
selecionados como inibidores de polimerizagéo da tubulina (Figura 14) que, em consonancia
com os resultados obtidos, corroboram a associacdo da modulacdo da proteina aos efeitos
celulares observados. A determinagédo dos valores de ICso para 0s compostos-teste (Tabela 5)
revelou que as trocas em Rz de um hidrogénio em AQC-02 por um -CHs em AQC-04 e pelo
grupamento -O-CH2-C=CH em AQC-08 reduziu a poténcia de inibicdo de polimerizacéo.
Entretanto, ainda que diferencas expressivas nos ensaios celulares e direcionados ao alvo ndo
tenham sido observadas (Tabela 6), tais alteracGes contribuiram com a otimizacdo estrutural
dos hibridos de quinazolina-chalcona, visto que a poténcia dos compostos selecionados se

encontra na ordem de micromolar para todos os valores determinados.

COMPOSTOS POLIMERIZAGCAO DA TUBULINA / ICso | ECs0? = SD (uM)*

AQC-02 5,71+0,09
AQC-04 9,04 £0,40
AQC-08 8,40+0,31
COLCHICINA 0,99 +0,03
PACLITAXEL 1,87 +0,10°
PODOFILOTOXINA 0,36 +0,01
VIMBLASTINA 0,17+0,01

Tabela 5 — Valores de I1Cso (UM) de polimerizacdo da tubulina dos compostos-teste e dos inibidores utilizados
como controles (colchicina, podofilotoxina e vimblastina), bem como o valor de ECsy (UM) do estabilizador
paclitaxel também empregado como controle.

*Média + desvio-padrdo (SD, standard deviation) de ensaios independentes em duplicata.

apoténcia de promocao da polimerizacgdo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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ICs0 + SD (uM)*
COMPOSTOS % (M)

Citotoxicidade Migracao Invaséo Tubulina
AQC-02 5,27 + 1,05 5,22+ 0,50 5,41 £0,55 5,71 +£0,09
AQC-04 6,65+ 0,36 6,76 £ 0,78 6,88 £0,15 9,04 +0,40
AQC-08 5,85+ 0,64 5,70 £ 0,65 5,69+0,78 8,40 +0,31

Tabela 6 — Comparacdo dos valores de ICso (LM) obtidos nos ensaios de citotoxicidade, migracdo/invasdo celular
e polimerizacdo da tubulina, visando estabelecer relacBes entre estrutura e atividade dos compostos triados.

*Mé@dia + desvio-padrdo (SD, standard deviation).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Como mencionado, a diminuicdo da poténcia contra a tubulina ndo resultou em
diferengas consideraveis nas atividades citotoxicas e de inibicdo da migracéo celular e invasdo
celular para os hibridos, podendo estar relacionada com a lipofilia das moléculas. Esta
caracteristica pode ser comparada por meio de uma propriedade fisico-quimica denominada
logP, crucial na concepcdo de novos insumos farmacéuticos ativos. A permeabilidade de
agentes terapéuticos através da membrana celular € uma das principais caracteristicas
suscetiveis a acdo direta desta propriedade. Um composto permeia de maneira passiva pela
membrana quando logP assume valor moderado (na faixa entre 1,5 e 3,5): ndo muito alto, a
ponto de adentrar a membrana e ndo se afastar, e nem muito baixo a ponto de ndo realizar
interacdes com a mesma (GAO; GESENBERG; ZHENG, 2017).

A ferramenta computacional SwissADME foi utilizada para estimar o logP dos trés
compostos por meio de modelos preditivos de parametros farmacocinéticos (DAINA,;
MICHIELIN; ZOETE, 2017). Nota-se que os valores preditos para os hibridos AQC-02 (4,49),
AQC-04 (4,83) e AQC-08 (4,62) sustentam o perfil observado nos ensaios celulares (ICso €
logP: AQC-02 < AQC-08 < AQC-04), os quais sdo também corroborados pelos valores de
polimerizacdo determinados com o alvo isolado. Assim, as pequenas variacGes de poténcia
observadas nos ensaios com células podem estar associadas as sutis diferencas em seus valores
de logP. Desse modo, estudos futuros baseados no modelo PAMPA (Parallel Artificial
Membrane Permeability Assay) poderdo ser realizados para avaliar tal hipGtese a partir da

determinacéo experimental da permeabilidade.

4.3.2 Competicdo pelo Sitio da Colchicina

Uma vez caracterizados como inibidores de polimerizacéo da tubulina, os trés hibridos
foram avaliados em um ensaio de competicéo para elucidar se 0 mecanismo de modulacéo desta
proteina poderia estar baseado na interagdo com o sitio da colchicina. Como verificado na
Figura 15, a podofilotoxina utilizada como controle positivo, conhecida por interagir com o

sitio em questdo, reduziu a fluorescéncia intrinseca do complexo colchicina-tubulina ao
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restringir a quantidade de colchicina ligada. Por sua vez, os controles negativos paclitaxel e
vimblastina, moduladores dos sitios dos taxanos e dos alcaloides da vinca, respectivamente,
ndo apresentaram efeitos expressivos na fluorescéncia. A competicdo entre 0s compostos-teste
e a colchicina pela ligacdo ao sitio reduziu a fluorescéncia do complexo colchicina-tubulina,
exibindo efeitos dependentes da concentragdo. Juntos, tais resultados fornecem evidéncias de
que os hibridos AQC-02, AQC-04 e AQC-08 possivelmente desestabilizam a polimerizacdo da

tubulina ao se ligarem alostericamente nas proximidades ou no préprio sitio da colchicina.
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Figura 15 — Resultado do ensaio de competitividade dos hibridos pelo sitio da colchicina. Paclitaxel,
podofilotoxina e vimblastina foram utilizados como controles.
Fonte: Elaborada pelo autor (GraphPad Prism 8.2.1).

4.4 Marcacao Nuclear

Os hibridos foram adicionalmente submetidos a um ensaio de marcacdo nuclear com o
corante Hoechst 33342 para avaliar qualitativamente a estabilidade genémica das células
tumorais em divisdo. Marcadores que se ligam ao DNA podem ser usados para observar a
condensacédo nuclear, possibilitando a distingdo de células tumorais em crescimento daquelas
em apoptose. No primeiro caso, o nucleo assume perfil esférico com coloragdo uniforme do
DNA, enquanto no segundo apresenta-se usualmente fragmentado e corado mais intensamente
(CROWLEY; MARFELL; WATERHOUSE, 2016).

O conteudo e morfologia dos nucleos servem como indicadores da progressao do ciclo
celular e podem auxiliar na identificacdo de fenotipos induzidos por agentes quimicos
(BUCEVICIUS; LUKINAVICIUS; GERASIMAITE, 2018). Quando a divisdo celular nio
ocorre adequadamente, as células-filhas podem herdar complementos genéticos irregulares em

estrutura e numero, aumentando a taxa de anomalias mitéticas (GOMES et al., 2018). Dada a
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interagcdo dos compostos-teste com a tubulina, o ensaio de fluorescéncia com Hoechst 33342 é
capaz de evidenciar instabilidades nucleares, sobretudo fragmentacfes e demais alteracGes
morfologicas decorrentes da interrupcdo do fuso mitético pela modulacdo da dindmica

microtubular durante a replicacgéo.

Nesse contexto, células DU-145 foram incubadas com as trés moléculas e colchicina a
10 uM, e dois controles negativos (sem DMSO e com DMSO 1%). Os resultados do ensaio
estdo dispostos na Figura 16. E possivel observar que as células do controle sem DMSO
apresentam nucleos regulares e esféricos com coloracdo uniforme. Comportamento muito
similar é verificado no controle com DMSO 1%, ainda que pequenas e sutis alteracfes
morfologicas e de fluorescéncia sejam constatadas em decorréncia do efeito deste agente. As
células tratadas com colchicina apresentaram notaveis modificacdes em sua morfologia,
verificando-se nucleos fragmentados e fortemente corados, bem como a presenca acentuada de
células polinucleadas e apoptoticas decorrentes da inibicdo das fibras do fuso.

As células incubadas com os compostos AQC-02, AQC-04 e AQC-08 exibiram
caracteristicas intermediarias entre os controles negativos e aquelas tratadas com colchicina.
Nota-se que os trés compostos apresentam efeitos semelhantes com alteracbes morfolégicas
moderadas, producdo de micronucleos e evidente fragmentacdo nuclear com ocorréncia de
células polinucleadas e apoptoticas. Ademais, observa-se que 0s nucleos expressam
heterogeneidade na emissdo de fluorescéncia, ressaltando a instabilidade gendomica dos
mesmos. Tais erros mitéticos encontram-se destacados por setas na Figura 16 e evidenciam
que os hibridos sdo capazes de desestabilizar a divisdo celular e promover a fragmentacéo

nuclear de células tumorais.
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Controle Negativo ((DMSO) AQC-02 (10 pM)

Colchicina (10 pM) AQC-08 (10 pM)

Figura 16 — Efeitos dos controles negativos, da colchicina e dos hibridos selecionados na morfologia nuclear de
células da linhagem DU-145. As setas indicam as irregularidades genéticas observadas. Nlcleos corados com o
marcador azul Hoechst 33342 e registrados em aumento de 20x. Barra de escala = 50 pum.

Os nucleos em destaque foram selecionados e ampliados para melhor visualizagdo dos resultados.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Em linhas gerais, este Trabalho de Conclusédo de Curso avangou com os estudos de
novas terapias citotoxicas para o tratamento do mHRPC, o qual exibe um dos maiores niveis
de agressividade e letalidade entre homens no Brasil e no mundo. Além disso, também contou
com conhecimentos imprescindiveis adquiridos com a participacdo do académico no curso
Target to Candidate: An Introduction to Drug Discovery (Anexo A) oferecido pela Drug
Discovery Unit (DDU) da Universidade de Dundee (Escécia, Reino Unido). Nesse contexto, a
série sintética de hibridos de quinazolina-chalcona avaliada consiste em uma inovagdo em
termos estruturais e de propriedades anticancer. Considerando-se as limitacdes de tratamentos
tradicionais, o planejamento de novos ligantes bioativos situa-se em um campo terapéutico

extenso e aplicavel, sobretudo com a integracdo de métodos pautados na Quimica Medicinal.

Trés compostos — AQC-02, AQC-04 e AQC-08 — se mostraram ativos e seletivos para
CaP frente fibroblastos humanos e murinos ndo-tumorais, e células epiteliais saudaveis de
prostata humana in vitro (SI > 5). Ademais, também inibiram a migracdo celular tumoral em
ensaios wound healing em concentragdo unica (> 50% a 10 uM) e concentracéo x efeito (1,5 e
10 uM). A poténcia das moléculas selecionadas encontra-se na ordem de micromolar contra a
linhagem tumoral. Os ensaios transwell baseados em cdmara de Boyden revelaram que os trés
hibridos contam com bom perfil de atividade antimigratéria e de bloqueio da invaséo celular
(ambas com ICso < 10 puM). Além de serem inibidoras da migracao celular e seletivamente
citotoxicas contra células tumorais do mHRPC, as moléculas demonstraram serem capazes de
modular a tubulina in vitro, inibindo sua polimerizacdo em MTs. Estudos complementares de
modulacdo da proteina-alvo sugerem que tal inibicdo esteja possivelmente relacionada a ligacéo
dos hibridos de forma alostérica nas proximidades ou no proprio sitio da colchicina. Por fim,
0s ensaios de marcacao nuclear das células tumorais corroboraram o efeito dos compostos a
partir da visualizacdo da interrupcédo da divisdo celular e ocorréncia de fragmentacéo do nicleo

das mesmas.

As modificagdes moleculares exibiram toleréncia nos representantes dos modelos e,
ainda que aprimoramentos significativos ndo tenham sido verificados nas atividades bioldgicas,
nenhuma se mostrou deletéria. Interessante notar que os trés compostos selecionados
compartilham o perfil estrutural baseado no padrédo para do anel B da porgdo chalcona,
enquanto todos com padrdo meta foram eliminados na triagem. O conhecimento adquirido sera
uatil para o planejamento de novos analogos sinteticos aprimorados e no entendimento de seu

mecanismo de agdo molecular. Assim, considera-se que os representantes estudados oferecem
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um conjunto de alternativas estruturais que podem ser exploradas para a otimizacdo multipla

de parametros e caracteristicas desejaveis a novos farmacos.

De posse dos achados experimentais, sera possivel expandir o estudo de tais compostos
com analises farmacocinéticas para delinear o perfil ADME (Absorcdo, Distribuicdo,
Metabolismo e Excrecdo) in vitro, promovendo um ajuste fino. Caso se mostrem promissoras,
as moléculas serdo posteriormente direcionadas para estudos in vivo, podendo despontar como
fortes candidatas para ensaios com modelos apropriados para prova de conceito. A avaliagdo
destes hibridos de quinazolina-chalcona conferiu informac@es significativas em relacdo a
inibicdo de comportamentos essenciais atrelados a disseminacdo do CaP. Os dados coletados
contribuem de forma coerente com o0 avanco nos estudos de quimioterapicos inéditos,
colaborando para o processo de descoberta de farmacos. Dessa forma, conclui-se que o presente
trabalho possibilitou a identificacdo e caracterizagdo de moléculas hibridas promissoras ao

tratamento do cancer de prostata metastatico e horménio-refratério.
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APENDICE A — Publicacdes com as classes quinazolina e chalcona para tratamento do CaP

Palavras-chave
prostate cancer treatment

Classe de compostos

Total 2017-2022*
quinazoline 365 47
chalcone 87 39
hybrids 1745 430
quinazoline chalcone 0 0

*Resultados referentes & busca realizada até 18 de julho de 2022.
Fonte: Elaborado pelo autor (PubMed® — NCBI).
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APENDICE B - Representacdes graficas dos resultados dos ensaios de viabilidade celular
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1) Valores ICsp (UM) dos 10 hibridos frente linhagem tumoral de préstata humana (DU-145). Valores de CCs
(uM) das moléculas ativas selecionadas nas linhagens ndo-tumorais de fibroblastos 2) humanos (HFF-1) e 3)
murinos (FC3H), e em 4) células de préstata humana (RWPE-1). Colchicina utilizada como controle em todos os
ensaios.

Fonte: Elaborado pelo autor (GraphPad Prism 8.2.1).
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Fonte: Elaborado e fornecido pela Drug Discovery Unit (DDU) da University of Dundee (UK).




