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RESUMO

MAGALHAES, L. G. Planejamento e caracterizacdo de moduladores da proteina
tubulina candidatos a farmacos para o tratamento do cancer. 2019. 132 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de Séo
Paulo, Sao Carlos, 2019.

O cancer é a segunda maior causa de mortes no mundo, sendo os tumores de
mama 0s mais prevalentes e letais entre as mulheres. Apesar de vasta quimioterapia
disponivel, os tratamentos apresentam problemas como alta toxicidade e resisténcia.
Dentre os tumores de mama, o subtipo triplo negativo (TNBC) apresenta o pior
progndstico e a maior limitagdo de tratamentos. O presente trabalho de doutorado
visa 0 desenvolvimento de novos candidatos para tratamento de tumores de mama
triplo-negativos. Farmacos que tém como alvo a proteina tubulina estdo entre as
terapias anticancer mais bem-sucedidas e representam a primeira linha de
tratamento para tumores do tipo TNBC. Neste contexto, foram desenvolvidas
acridinonas que inibem a polimerizacdo da tubulina e sdo capazes de impedir os
principais mecanismos de resisténcia aos farmacos desta classe. O composto lider
ndo interage com a bomba de efluxo glicoproteina-P, além de ser igualmente
potente contra a linhagem celular superexpressando a tubulina Blll, uma isoforma
clinicamente relevante. O mecanismo de acdo revelou a interacdo desses
compostos com o sitio da colchicina da proteina alvo. Os compostos apresentaram
valores de ICsp entre 10 e 12.000 nM contra a linhagem tumoral TNBC MDA-MB-
231. Em contrapartida, ndo foi observada citotoxicidade na linhagem normal de
fibroblastos humanos (HFF1). Ensaios de imunofluorescéncia reforcaram a acéo
seletiva dos compostos, mostrando que 0s mesmos perturbaram a rede de
microtubulos nas células MDA-MB-231, mas ndo nas células HFF1. As substancias
também inibiram a migracéo celular e a angiogénese in vitro. Os enantibmeros do
composto lider foram separados, levando a identificacdo de um eutdmero 10 vezes
mais potente contra as células tumorais e 2 vezes mais potente contra a tubulina
qgquando comparado com a mistura racémica. Um candidato a farmaco, eficaz e
seguro, deve apresentar um balanco favoradvel entre a sua poténcia e seus
parametros farmacocinéticos. Dessa forma, o metabolismo e a farmacocinética das
acridinonas bioativas foram investigados. Em geral, os compostos foram
metabolicamente estaveis, mas requerem otimizacdo da solubilidade e
permeabilidade para o desenvolvimento de farmacos administrados por via oral. A
avaliacdo do composto lider revelou propriedades promissoras que justificam a sua



consideracdo em modelos pré-clinicos de prova de conceito. O objetivo é a geracdo
de candidatos a novos farmacos moduladores da tubulina com acdo anticancer.

Palavras-chave: Cancer. Tubulina. Quimica medicinal. Planejamento de farmacos.



ABSTRACT

MAGALHAES, L. G. Development of new tubulin modulators as antitumor
candidates. 2019. 132 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Séo
Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2019.

Cancer is the second most common cause of death globally, being the breast tumors
the leading cause of death in women. The number of anticancer medicines grows
yearly but still exhibits problems such as high toxicity and resistance. The breast
cancer has a number of subtypes and the one presenting the poorest prognosis and
biggest therapeutic limitation is called triple negative breast cancer (TNBC). This PhD
work aims to develop new small molecules as candidates to the treatment of the
triple negative breast cancer. Drugs that target the protein tubulin are among the
most successful anticancer therapies and represent the first line treatment to TNBC
tumors. In this context, we developed a series of acridinones as tubulin inhibitors that
can circumvent common resistance mechanisms to tubulin modulators. The lead
compound did not interact with the P-glycoprotein and presented same effectiveness
against cell lines overexpressing a clinically relevant tubulin isotype (BIlI). In this
work, we determined the mechanism of action of these compounds, that bind to the
colchicine site in the tubulin. The compounds presented ICsy cytotoxicity values
between 10 — 12000 nM against the TNBC cell line MDA-MB-231, with no cytotoxicity
against a normal fibroblast cell line (HFF1). Immunofluorescence studies reinforced
the compounds selectivity showing they disrupted the microtubules network on MDA-
MB-231 cells but not on the HFF1 ones. The substances also inhibited cell migration
and angiogenesis in vitro. The enantiomers of the lead compound were purified, and
we identified an eutomer 10-fold more potent against the tumor cells and 2-fold more
potent against the tubulin when compared to the racemic mixture. The metabolism
and pharmacokinetics of the compounds were also studied aiming the development
of agents with a favourable balance between potency and pharmacokinetic
parameters, essential feature of an effective and safe drug. In general, the
compounds were metabolically stable but need an improvement in the solubility and
permeability properties to be developed as oral drugs. In summary, the lead
compound presents promising properties to be assessed in preclinical proof of

concept studies for further development as next-generation antitubulin drugs.



Keywords: Cancer. Tubulin. Medicinal chemistry. Drug discovery.
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Representacéo estrutural da tubulina (PDB ID: 1Z2B) ligada a trés
moduladores: paclitaxel (amarelo), vimblastina (azul) e colchicina (verde). A
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pontos de metabolizagdo preditos estdo destacados com circulos rosa. Em
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probabilidade de sofrer metabolizacéo. (B) Principal metabdlito predito.

(A) Resultado das triagens no ensaio wound healing. As porcentagens de
inibicdo sdo apresentadas como a média das triplicatas. (B) Exemplo de
resultado para o controle negativo e para o composto 6 (10 uM).

Fotomicrografias representativas das membranas do ensaio em camara de
Boyden. As células coradas podem ser observadas em roxo. As fotografias
foram obtidas com o auxilio de uma objetiva de 10 X em um microscopio
Axio Vert.A1 (Zeiss). (A) Controle negativo. (C) Composto 6 10 uM. (C)
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Resultado do acumulo de calceina fluorescente em relagdo ao controle.
Significancia estatistica em relagao ao controle * P < 0,05; ** P < 0,01 e *** P
< 0,001. Todos os compostos foram avaliados a 100 pM
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(A) Gel SDS PAGE 10% (1) Marcador. (2) Sobrenadante apds a primeira
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1 Introducéo

1.1 Cancer

O Cancer constitui um conjunto de doencas caracterizadas pela existéncia de
tumores originados a partir da multiplicacdo de células atipicas. Estas células séo
insensiveis aos mecanismos de controle e defesa do organismo e sédo capazes de
invadir e migrar por diversos tecidos, originando tumores secundarios (metastase).
De acordo com dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), estima-se cerca de
um novo caso por minuto no Brasil.? Dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) indicam que o cancer € atualmente a segunda maior causa de mortes no
mundo, tendo causado 9,6 milhdes de 6bitos em 2018, 70% dos quais em paises em
desenvolvimento.®*

As células cancerosas sdo atipicas devido a mutaces em seu material
genético (DNA), que as tornam insensiveis aos mecanismos de auto reparacao,
levando a alteracbes responsaveis por sua natureza maligna. As principais
alteracdes relacionadas a malignidade séo: (i) autossuficiéncia em sinais de
crescimento; (ii) insensibilidade a sinais inibidores do crescimento; (iii) evasao da
apoptose; (iv) potencial replicativo ilimitado; (v) angiogénese sustentada e (vi)
invasdo de tecidos e metastase.’ Estas caracteristicas envolvem uma complexa rede
de vias bioquimicas, entre as quais podem-se identificar multiplos alvos para acfes
terapéuticas que podem ser modulados pela acdo de moléculas pequenas
(farmacos).®

Apesar da remocdo cirargica ser uma das opcOes terapéuticas, essa
abordagem somente é eficaz no caso de tumores localizados bem delineados.
Entretanto, os casos mais complexos e letais, tais quais 0os tumores metastaticos,
exigem outros tipos de tratamentos, como a radioterapia e/ou a quimioterapia.®
Apesar de vasta, a quimioterapia disponivel apresenta problemas, por exemplo,
como alta toxicidade, que se deve principalmente as dificuldades de diferenciacao
entre as ceélulas saudaveis e malignas do organismo. Além disso, muitos farmacos
estdo associados a diversos mecanismos de resisténcia, reduzindo sua eficacia.’
Diante deste cenario, fica evidenciada a necessidade do desenvolvimento de novos

compostos mais eficazes e seguros.
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1.1.1 Cancer de mama

O céancer de mama é o mais prevalente e letal entre as mulheres no Brasil e no
mundo.®® Sdo estimados cerca de 60 mil novos casos no Brasil para 2019, ao passo
que 2 milhdes de novos casos foram registrados no mundo em 2018.%*° Dentre os
mais de 100 tipos de cancer descritos, o cancer de mama € o quinto mais letal, e,
dentre seus subtipos, 0s que apresentam pior progndstico sdo os tumores de mama
triplo negativo (TNBC, do inglés, Triple Negative Breast Cancer), caracterizados pela
auséncia dos receptores de estrogeno (ER, do inglés, Estrogen Receptor),
progesterona (PR, do inglés, Progesteron Receptor) e receptor tipo 2 do fator de
crescimento epidérmico humano (HERZ2, do inglés, Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2).51°

A agressividade do cancer de mama triplo negativo reside no fato de os
mesmos serem altamente invasivos, apresentarem elevada taxa de metastases,
sobretudo cerebrais, e exibirem alta taxa de reincidéncia. Além disso, estes tumores
geralmente se desenvolvem em mulheres jovens (pré-menopausa) e ndo ha
tratamento especifico, uma vez que as principais estratégias terapéuticas para o
tratamento dos cénceres de mama tém como alvo 0s receptores hormonais
ausentes nas células triplo negativas.*°

As diretrizes de agéncias de saude ao redor do mundo indicam terapias
citotéxicas como primeira linha para tratamento dos tumores TNBC, com destaque
para o papel central de farmacos moduladores de tubulina, tais quais os taxanos.****
Apesar de alguns farmacos desta classe estarem disponiveis (e.g. paclitaxel,
docetaxel, ixabepilona), os mesmos apresentam limitacbes como elevada toxicidade
e farmacocinética inadequada, e estdo sujeitos a mecanismos de resisténcia
associados & bombas de efluxo e isoformas especificas da proteina alvo.*?**> Assim,
o desenvolvimento de novos agentes moduladores de tubulina se faz necessario e é
uma area em constante foco de pesquisa e desenvolvimento, como sera melhor

ilustrado na secéo 1.2.

1.2 Tubulina como alvo terapéutico

Os microtubulos sé&o estruturas poliméricas proteicas do citoesqueleto
envolvidas em processos celulares essenciais, tais como transporte intracelular,

migragdo celular e mitose. Sdo um sistema de polimerizacdo dindmica, composto



27

por heterodimeros de a e [ tubulina. Estes heterodimeros se associam
longitudinalmente, sendo adicionados ao chamado terminal (+), que possui uma
molécula de guanosina trifosfato (GTP) ligada a B-tubulina; e sdo removidos do
chamado terminal (-), que possui uma unidade de a-tubulina. A associacéo

longitudinal das unidades de tubulina d& origem aos chamados protofilamentos, os

quais se associam lateralmente para formar os microtubulos (figura 1A).'*%%
A B
Dimeros de a e y WHCHORIDANG Complexo Complexo
B-tubulina Nucleo de Vimblastina- Complexo Paclitaxel-
microtubulo Tubulina Colchicina-Tubulina
o0 Terminal (+) | :
afl L ‘
@ ») Q % 24 nm
00 %23
P ?c;z%
00 %
%

Terminal (-)

Figura 1 - (A) Dimeros livres de tubulina, ndcleo de microttibulos, e microtibulos. (B) Posi¢cdes dos
sitios de interacao dos moduladores de microtlbulos vimblastina, colchicina e paclitaxel.
Fonte: Adaptada de DUMONTET et al.*?

A supresséo da instabilidade dinamica dos microtibulos interfere em suas
funcgdes, incluindo a formacado das fibras do fuso mitético, bloqueando a mitose e
interrompendo o ciclo celular na fase G,/M, o que leva as células a apoptose.'?*"?*
Por este e outros mecanismos, a tubulina é considerada um dos alvos anticancer
mais importantes. O paclitaxel, um estabilizador de microtubulos, foi o primeiro
farmaco anticancer a atingir a marca de 1 bilhdo de délares em venda em um
ano.'*?? |lustra-se, também, a relevancia dos farmacos da classe de moduladores
de microtubulos (MIA, do inglés, Microtubule-Interfering Agents) pela sua presenca
na lista de medicamentos essenciais da OMS, na qual constam o paclitaxel, a
vimblastina e a vincristina (figura 2).%°%’ Estes agentes (MIA) sdo classificados em
duas categorias, de acordo com o0 seu mecanismo de acdo: (i) agentes
estabilizadores e (ii) agentes desestabilizadores de microttbulos.?®

Atualmente, existem 10 farmacos antitubulina aprovados pelo FDA (tabela 1)
e 0 interesse no desenvolvimento de novos compostos permanece elevado, como
pode ser ilustrado pelo numero de substancias que estdo atualmente nas fases de

desenvolvimento pré-clinico e clinico.?*3' Alguns exemplos de compostos em fases
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avancadas de desenvolvimento clinico sdo a vinflunina, EC145, ABT-751, tesataxel,
TPI 287, EPO906 e ZK-EPO.

Uma das limitacGes apresentadas pelos farmacos moduladores de microtubulos
€ sua alta toxicidade, uma vez que 0os mesmos sdo classificados como terapias
citotoxicas. Estas sdo substancias letais as células do organismo que, apesar de
eficientes, apresentam pouca seletividade resultando em uma estreita janela
terapéutica.”®> Outros tipos de farmacos anticAncer sdo os classificados como
terapias alvo. Estes farmacos modulam proteinas especificamente envolvidas no
processo de tumorigénese e, embora apresentem maior janela terapéutica, sua
efichcia é reduzida e melhores resultados sdo obtidos em combinacdo com as
terapias citotoxicas.?

Uma estratégia moderna que busca unir as vantagens das terapias alvo e
citotdéxicas sado os denominados farmacos conjugados a anticorpos (ADC, do inglés,
Antibody Drug Conjugate). Os mesmos conjugam agentes citotoxicos a anticorpos
gue se ligam especificamente a receptores de células tumorais, melhorando a
seletividade da terapia e mantendo sua eficacia. Presentemente existem 2 ADCs
aprovados para o tratamento do cancer, e ambos utilizam como agentes citotoxicos

compostos inibidores de polimerizacdo da tubulina (tabela 1).%°

Tabela 1 - FArmacos moduladores de microtUbulos aprovados como terapias antitumorais.

Composto Mecanismo
Paclitaxel Estabilizador de microtubulos
Vinblastina Inibidor de microtubulos
Vincristina Inibidor de microtubulos
Vinorelbina Inibidor de microtubulos
Ixabepilona Estabilizador de microtabulos
Eribulina Inibidor de microtubulos
Docetaxel Estabilizador de microtubulos
Cabazitaxel Estabilizador de microtubulos
Ado-Trastuzumab Inibidor de microtibulos conjugado a anticorpo (anti-HER?2)
Brentuximab Inibidor de microttbulos conjugado a anticorpo (anti-CD30)

Fonte: Elaborada pela autora.

Outro exemplo da importancia desta classe de medicamentos pode ser visto no
recente desenvolvimento do rigosertib. Este composto foi desenvolvido em um
projeto fenotipico (ou seja, sem alvo molecular previamente definido) e esta

atualmente em fase de desenvolvimento clinico 3. Desde o inicio dos testes clinicos
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diversos esforcos para elucidar seu mecanismo de agao vém sendo feitos. Em 2016
foi publicado que este composto seria o primeiro inibidor da oncoproteina RAS a ser
aprovado.® Entretanto, em 2017, outro estudo foi publicado demonstrando que o
efeito terapéutico do rigosertib se da, na verdade, pela inibicdo da polimerizacdo dos
microtabulos.*® Fica claro que, em diversos cenarios, o desenvolvimento de novos
agentes moduladores de tubulina é de grande utilidade.

Vale ressaltar ainda, o papel dos produtos naturais como farmacos ou
inspiracdo para os compostos moduladores de microtubulos. Todos os compostos
ilustrados na figura 1B s&o de origem natural, bem como a maior parte dos farmacos
moduladores de microtibulos aprovados e muitos outros compostos descritos na
literatura.>*3> Assim, neste trabalho de doutorado, o produto natural podofilotoxina
foi escolhido como estrutura de partida para o desenvolvimento de uma série de

inibidores de polimerizag&o da tubulina.

~0

Vincristina Combretastatina A4 Podofilotoxina
Figura 2 — Moduladores de microtubulos.
Fonte: Elaborada pela autora.

Até recentemente se acreditava que a eficicia terapéutica dos MIA era funcéo
exclusiva da sua capacidade antimitotica. Com o objetivo de avancar na descoberta
de moduladores com menos efeitos colaterais, foram desenvolvidos compostos que
agem em alvos exclusivos do processo mitético, como, por exemplo, a proteina
cinesina-5. No entanto, apesar dos resultados promissores in vitro, 0s estudos in

vivo relevaram baixa atividade anticancer.®® Estas e outras evidéncias indicam que,
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embora a interrupcdo da mitose seja fundamental para a acao terapéutica dos MIA,
a interacdo destes agentes com os microtubulos ao longo do ciclo celular gera
efeitos secundarios importantes (figura 3) em processos essenciais ao cancer, como
a metastase e a angiogénese.?%3¢%

A metastase, processo responsavel por 90% das mortes por cancer, consiste
no estabelecimento de tumores secundéarios em tecidos distantes do tumor original,
exigindo que as células invadam e migrem por tecidos adjacentes.**** Por essa
razdo, propriedades antimigratérias tém sido consideradas desejaveis em novos
agentes antitumorais.**** O processo de migracdo celular é diretamente afetado
pelos microtdbulos, levando ao efeito antimetastatico dos MIA.*> Assim, o fenétipo
migratorio das células tumorais também foi selecionado como alvo de estudo deste

trabalho.

A ¥

Células proliferativas >

R

Figura 3 — Efeitos dos moduladores de microtdbulos nas células tumorais. As transi¢cbes do ciclo
celular estao indicadas por setas verdes. As setas vermelhas indicam atividade sobre a
mitose, o efeito mais bem caracterizado dos MIA. As setas azuis indicam mecanismos
secundarios envolvidos na eficacia terapéutica destes farmacos.

Fonte: Adaptada de MITCHISON et al.*®

Outra cascata biologica fundamental para a sobrevivéncia do neoplasma é a
formacdo de novas redes de vasos sanguineos capazes de suprir 0s tumores com
oxigénio e nutrientes. Tumores sélidos ndo crescem além de 1 mm? sem estimulos &
neovascularizagdo. Além disso, estes novos vasos diferem daqueles encontrados
nos tecidos adultos normais.*®* Uma variedade de inibidores de polimerizacdo dos
microtibulos vem sendo desenvolvido como desestabilizadores da vascularizagéo
tumoral (VDA, do inglés, Vascular-Disrupting Agents), tais como a combretastatina
A-4 e a ombrabulina.®*® Nesse contexto, modelos celulares foram utilizados para o

estudo dos efeitos de MIA na angiogénese.
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A tubulina é um alvo molecular complexo que apresenta grande diversidade
de isoformas e modificacdes pds-traducionais (MPTs). Além do papel destas
isoformas na resisténcia clinica a farmacos moduladores de tubulina, como a bem
documentada resisténcia de tumores superexpressando a tubulina Blll ao tratamento

com paclitaxel,*®®

essa heterogeneidade pode ser explorada como fonte de
seletividade tecidual.*® Por exemplo, a indibulina, um inibidor de polimerizacdo da
tubulina, possui neurotoxicidade reduzida devido a sua diferenca de afinidade pelas
tubulinas neuronal (rica em modificaces MPTs) e ndo neuronal.®® Sendo assim,
linhagens celulares recombinantes superexpressando diferentes isoformas ou MPTs
da proteina tubulina foram estudas neste trabalho de doutorado. Também foram
avaliadas outras propriedades dos MIA, como a interferéncia no ciclo celular,

citotoxicidade e seletividade frente as células saudaveis.
1.2.1 Sitios de interacdo da tubulina

Como mencionado anteriormente, os agentes perturbadores de microtubulos
podem ser classificados como estabilizadores ou desestabilizadores. Os diferentes
mecanismos de acdo sdo resultado da interacdo dos compostos em sitios distintos
da proteina. H4 ao menos 5 cavidades bem caracterizadas nas subunidades a, e
na interface entre as mesmas. Os 3 sitios mais bem descritos sdo o do paclitaxel, no
qual se ligam estabilizadores, e os da vimblastina e colchicina, nos quais se ligam
desestabilizadores (figura 4).?®

O sitio do paclitaxel localiza-se na subunidade  em uma regido denominada
alca M, a qual é fundamental para a interagdo lateral entre os protofilamentos. A
interagdo dos compostos com a alga M consolida uma conformacao reta entre as
subunidades dos dimeros, estabilizando os microtibulos e impedindo sua
dissociacéo.”® O sitio da vimblastina localiza-se na regido interdimero e a interacdo
de compostos nesta cavidade promove a formagdo de protofilamentos curvos
impedindo o correto processo de polimerizacdo da proteina.”*

O sitio da colchicina localiza-se na regiao intradimero, a ligagcdo a esse sitio
estabiliza a conformacéo curva dos dimeros o que impede a associacao longitudinal
dos mesmos, inibindo o processo de polimerizacdo.”® Todos os farmacos
moduladores de microtiubulos aprovados se ligam ao sitio do paclitaxel ou da

vimblastina. Entretanto, o sitio da colchicina é alvo de intensa pesquisa pois seus
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inibidores apresentam vantagens em relacdo aos ligantes dos outros sitios. Em
geral, compostos que interagem com o sitio do paclitaxel e vimblastina possuem alto
peso molecular e elevada complexidade estrutural, com propriedades
farmacocinéticas que limitam a sua biodisponibilidade oral e exigem formulacdes
complexas. Além disso, sdo susceptiveis a mecanismos de resisténcia por serem

substratos da bomba de efluxo glicoproteina-P (Pgp).>

__ Colchicina —> Vimblastina

Paclitaxel

Figura 4 — Representacao estrutural da tubulina (PDB ID: 1Z2B) ligada a trés moduladores: paclitaxel
(amarelo), vimblastina (azul) e colchicina (verde). A subunidade a esta representada em
cinza e a subunidade 3 em magenta.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os ligantes do sitio da colchicina, por outro lado, apresentam menor peso
molecular e baixa complexidade estrutural, o que favorece a otimizacdo de
propriedades farmacocinéticas. Além disso, s8o0 menos sujeitos a mecanismos de
resisténcia como a interacdo com a Pgp ou a superexpressao de isoformas. Por
essa razdo, essa classe tem recebido grande atencdo na Ultima década.>® A
combretastatina A4 € um exemplo dessa classe que chegou em fases clinicas de
desenvolvimento como agente anti-angiogénico. Outros exemplos incluem o
ZD6126, BNC-105p, CDK-516, AVE8062 e o rigosertib.>*>* Todos esses compostos,
bem como a colchicina e a podofilotoxina, apresentam o grupo trimetoxibenzeno,
grupo farmacoférico para a interacdo com o sitio da colchicina.

Apesar dos esforcos, ainda ndo ha farmacos dessa classe aprovados para o
tratamento do cancer. Os principais desafios residem na melhora de propriedades
farmacocinéticas, solubilidade aquosa e estabilidade metabdlica.>*>>* Nesta tese,
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uma série de ligantes do sitio da colchicina foi desenvolvida e teve suas
propriedades biologicas e farmacocinéticas caracterizadas.

1.3 Desenvolvimento de farmacos

O desenvolvimento de um composto quimico, desde sua identificacdo como um
hit, até a sua otimizacdo como nova entidade quimica (NCE, do inglés, New
Chemical Entity), integra conceitos e estratégias de disciplinas como quimica,
biologia, farmacologia, fisica e quimio- e bioinformética. O desenvolvimento de um
novo farmaco, desde a sua concepcao até a chegada no mercado, leva cerca de 11
anos com custos superiores a 2 bilhdes de délares.>® Este periodo envolve a fase de
descoberta pré-clinica, na qual é realizada, a partir da selecdo do alvo terapéutico, a
identificacdo de compostos bioativos (hit), a otimizacdo de propriedades até a
descoberta de um composto lider e, finalmente, a otimizacao do lider a um candidato
clinico. A fase pré-clinica é seguida pela fase de desenvolvimento clinico do
candidato a farmaco (fases |, Il e Ill). Apés a comercializacdo do medicamento, tem
inicio a fase IV.

Uma variedade de estratégias pode ser empregada na fase de
desenvolvimento pré-clinico. A selecédo inicial dos compostos pode ser feita por meio
de triagens experimentais em larga escala (HTS, do inglés, High Throughput
Screening) ou virtuais (VS, do inglés, Virtual Screening) de grandes cole¢cfes de
compostos.®® A otimizacdo da poténcia dos compostos por ciclos iterativos de
sintese de analogos e avaliagcdo experimental pode ser baseada em um alvo
fenotipico ou molecular. As particularidades e complexidade de cada projeto
dependem das caracteristicas da doenca e populagdo alvo. Estas caracteristicas
devem guiar a elaboracéo inicial de um perfil alvo do produto (TPP, do inglés, Target
Product Profile) e de uma cascata de testes alinhada com o mesmo, de forma a
dirigir as caracteristicas relevantes do composto ao escopo do projeto. A definicdo
clara destes objetivos e o desenho experimental aumentam significativamente as
chances de éxito.”’

As cascatas de testes atuais incluem, nas fases iniciais, a otimizacdo de
propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas (figura 5). Este tipo de estratégia

€ relativamente recente e surgiu em resposta a alta incidéncia de insucesso de
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farmacos nas fases clinicas de desenvolvimento, devido a propriedades
farmacocinéticas inadequadas (ADME, para Absor¢do, Distribuicdo, Metabolismo e
Excrecdo).”® Em 1991, cerca de 40% dos candidatos & farmacos que n&o tiveram
sucesso falharam devido a biodisponibilidade inadequada. O acompanhamento de
propriedades como absorcao e permeabilidade fez com que as taxas de insucesso
associadas a biodisponibilidade fossem reduzidas a 5% em 2001.>° Apesar disso, o
insucesso no processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos permanece
alto. Atualmente, a maior parte (62%) dos candidatos é eliminado na fase de
59-60

desenvolvimento clinico Il, por conta de problemas com eficacia e/ou toxicidade.

Identificagao
do hit

Triagem
bioldgica/
virtual

Planejamento l

Estudos ,
biolégicos

de SAR

\ in vitro &' Composto
PK “

in vitro

Sintese

~~a

Eficacia
in vivo

Novas entidades quimicas

Figura 5 — Processo de identificacdo e otimiza¢do de novos compostos bioativos.

Fonte: Elaborada pela autora.

A importancia da otimizacdo multipla de parametros pode ser melhor
compreendida quando analisamos os parametros relevantes para a obtencdo de
uma dose eficaz in vivo (figura 6). A atividade do composto contra o alvo é
indispensavel para que se alcance o efeito terapéutico desejado. Entretanto, para
gue se atinja concentracbfes necessarias no tecido alvo para que ocorra a
modulacdo do alvo, o composto deve ser estavel (clearance), permeavel e
adequadamente distribuido. Nao é incomum que, em séries de analogos, compostos
com menor poténcia in vitro, mas com melhores propriedades ADME, mostrem-se

mais eficazes in vivo.%*
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Figura 6 — Influéncia dos parametros farmacodinamicos e farmacocinéticos na dose eficaz de um
farmaco.
Fonte: Elaborada pela autora.

Durante as etapas de otimizacdo molecular, diversas ferramentas auxiliam na
proposicdo de novos analogos, e assim, contribuem para a reducdo de tempo e
recursos experimentais. Metodologias de planejamento baseado na estrutura do
receptor (SBDD, do inglés, Structure Based Drug Design) e planejamento baseado
na estrutura do ligante (LBDD, do inglés, Ligand Based Drug Design) tém sido
amplamente exploradas na academia e na inddstria. As estratégias de SBDD
utilizam informacdes estruturais sobre o receptor com o qual as moléculas interagem
e compreendem metodologias como docagem e dinamica molecular. As abordagens
de LBDD utilizam informac8es sobre a pequena molécula e a atividade biologica e
compreendem metodologias como modelos farmacoféricos ou modelos de relacbes
guantitativas entre a estrutura e atividade (QSAR, do inglés, Quantitative Structure
Activity Relationship) e de relagbes quantitativas entre a estrutura e propriedades

(QSPR, do inglés, Quantitative Structure Property Relationship).®?

1.3.1 Desenvolvimento de antitumorais

O desenvolvimento de antitumorais € especialmente desafiador devido a
complexidade das doencas. Os principais obstaculos sdo a correta validacdo dos
alvos terapéuticos, a alta toxicidade associada a dificuldade de eliminar

seletivamente o tecido neoplasico e o desenvolvimento de mecanismos de
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resisténcia diversos.” Além disso, apenas 5% dos candidatos a agentes
antitumorais demonstram eficicia suficiente em fases de desenvolvimento clinico IlI.
As razfes para essa taxa de insucesso sdo complexas, no entanto, uma limitacdo
importante reside na falta de modelos animais preditivos para eficacia. Alguns
problemas dos modelos atuais residem no fato de os tumores xenogréficos se
multiplicarem mais rapidamente que os tumores reais, exacerbando o efeito de
terapias antimitoticas. Ainda, os animais utilizados nestes modelos sé&o
imunossuprimidos, eliminando as respostas do sistema imune ao tratamento. Além
disso, os tecidos de sustentacdo do tumor possuem caracteristicas diferentes do
real; estes tecidos sdo fundamentais para a adesdo e metastase do neoplasma.®®
Vale ressaltar que as limitacdes destes modelos e o insucesso na translacdo da
eficacia de terapias alvo antimitéticas, ajudaram a reforcar as evidéncias de que o
sucesso dos agentes moduladores de microtibulos vai muito além dos seus efeitos
sobre a interrupg&o da mitose (secéo 1.2).

Por estes motivos, embora o investimento na pesquisa e desenvolvimento de
antitumorais seja alto, resultando em um aumento médio do lancamento de 2 novos
farmacos por ano, entre as décadas de 1950 e 1980, para 10 novas terapias por
ano, entre 2011 e 2016, os tratamentos existentes ainda ndo sao suficientes ou
ideais.?® Neste contexto, o presente trabalho de doutorado tem como objetivo
contribuir com o desenvolvimento e entendimento de estratégias para a geracdo de

novos candidatos a farmacos antitumorais.
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2 Objetivos

Os objetivos gerais desse trabalho de doutorado incluem a identificacéo e
otimizacdo de novas moléculas com atividade citotoxica contra células tumorais. Os

objetivos especificos sao:

e Planejamento molecular utilizando métodos in silico;

e Avaliacdo biolégica por meio de ensaios celulares de migracéo,
citotoxicidade e angiogénese;

e Determinacdo da seletividade frente as células cancerigenas, por meio de
ensaios de citotoxicidade empregando células saudaveis;

e Avaliagdo bioquimica da proteina tubulina utilizando ensaios de
polimerizacdo baseados em fluorescéncia,

e Estudo do mecanismo de acdo frente a tubulina com ensaios de
competicéo;

e Investigacdo de efeitos celulares por meio de ensaios de citometria de
fluxo;

e Avaliacdo dos efeitos de diferentes isoformas da proteina tubulina com o
emprego de um sistema de células humanas recombinantes;

e Determinacado das propriedades biolégicas dos enantibmeros puros;

e Investigacdo in vitro e in vivo do metabolismo e farmacocinética dos

COompostos.
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3 Materiais e métodos

3.1 Modelagem molecular

Métodos de docagem molecular foram empregados a fim de predizer as
interacOes proteina-ligante. As estruturas tridimensionais (3D) dos compostos foram
geradas na plataforma SYBYL-X (Certara, Princeton, Estados Unidos) e minimizadas
utilizando o campo de forca Tripos. As cargas parciais foram calculadas pelo método
Gasteiger-Huckel. A estrutura da tubulina em complexo com a colchicina (codigo:
402B) foi obtida no banco de dados de proteinas (PDB, do inglés, Protein Data
Bank). As simulacdes de docagem foram realizadas no programa Gold 5.2°%°
(Cambridge Crystallographic Data Centre, Cambridge, Reino Unido). As estruturas
proteicas foram preparadas para a docagem com a remocgéao dos ligantes e a adi¢ao
de atomos de hidrogénios. As coordenadas do ligante original foram usadas como
referéncia para a localizacéo do sitio de docagem. O sitio da colchicina foi definido
como os residuos presentes em um raio de 8 A a partir das coordenadas dos
ligantes originais. A funcdo de pontuacdo empregada foi a GoldScore, que é
baseada em campos de forca e considera as contribuicbes energéticas das
interacbes de van der Waals e das interac6es de hidrogénio intramoleculares e
intermoleculares (entre a proteina e o ligante). O método foi validado por meio da

docagem com o ligante original.
3.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos de fontes
comerciais apresentando certificado de qualidade e pureza. As principais empresas

fornecedoras foram: Sigma, Promega, Invitrogen, Cultilab, Gibco e Cytoskeleton.
3.3 Linhagens celulares

Para avaliacdo dos efeitos antitumorais dos compostos foi utilizada a
linhagem celular MDA-MB-231, de cancer de mama metastético, triplo negativa.
Para avaliacdo da atividade anti-angiogénica foi utilizada a linhagem HUVEC, de

tecido normal endotelial. Para a producdo da tubulina recombinante, utilizamos a
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linhagem HEK, de tecido normal de rim embrionério. E, por fim, para a avaliacdo da
seletividade das substancias testadas empregamos a linhagem HFF1, de tecido
normal epitelial. Todas as linhagens foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s
modified eagle medium, Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
0 meio de cultivo da HEK também foi suplementado com mais 3,5 g/L de glicose. As
células foram mantidas em estufa a 37° C em atmosfera com 5% de CO, e 95% de
umidade. Todas as linhagens foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ).

3.4 Preparacdo dos compostos

As solucdes-estoque dos compostos foram preparadas a 25 e 10 mM em 100%
de DMSO. As solugdes utilizadas nos ensaios celulares foram preparadas em meio
de cultura, a partir das solugbes-estoque, de modo a se obter a concentracdo de
composto desejada e uma concentracdo final de DMSO de 1%. As solucbes
utilizadas nos ensaios bioquimicos foram preparadas em tampao geral de tubulina
(descrito no item 3.7), a partir das solucdes-estoque, de modo a obter-se a
concentracdo de composto desejada e uma concentragao final de DMSO de 1%. As
solugBes utilizadas nos ensaios de farmacocinética foram preparadas conforme
requerimentos de cada procedimento experimental. O grau de pureza dos

compostos pode ser verificado no apéndice A.

3.5 Ensaio de migracgéo celular wound healing

O ensaio celular wound healing®®®" foi

realizado para avaliar semi-
guantitativamente a capacidade de inibicdo da migracao celular. Células MDA-MB-
231 foram plaqueadas a uma densidade de 1,0 x 10° células por poco, em placas de
24 pocos (TPP™, Trasadingen, Suica) e cultivadas por 48 h. Ap6s esse periodo, foi
infligida uma fenda na monocamada celular, com o auxilio de uma régua e uma
ponteira p100 estéril. Os pocos foram lavados com meio de cultura por trés vezes. A
seguir, solugcdes contendo meio de cultura, 10% de SFB e os compostos-teste (10
H1M) ou controles (colchicina e podofilotoxina, 10 uM) foram adicionados aos pogos
em duplicata. As placas foram incubadas por 24 h em estufa a 37 °C, 5% de CO, e

95% de umidade. As fendas foram fotografadas com o auxilio de um microscoépio
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optico invertido utilizando a objetiva de 4x. As imagens foram obtidas no inicio (t; = 0
h) e ao final do experimento (t, = 24 h). Empregando-se o software Image J, as
areas das fendas em t; e t, foram determinadas. Os valores das areas no inicio e no
final dos experimentos foram utilizados para determinar a porcentagem de inibicdo
da migracdo celular. Foram realizados dois experimentos independentes em

duplicata.

3.6 Ensaio de migracao celular em camara de Boyden

Para a quantificagdo da inibicdo da migragdo celular foi realizado o ensaio de
migracdo celular em camara de Boyden.®® Neste ensaio, foram utilizadas placas de
24 pocos contendo insertos com membranas de 0,3 cm? de area e poros de 8 pm
(Corning Falcon™). Foram adicionadas 4 x 10* células MDA-MB-231 aos insertos
com 300 pL de uma solucéo contendo meio de cultura sem SFB, os compostos-teste
(10 — 0,025 uM) ou controles (colchicina e podofilotoxina). No compartimento inferior
(pocos da placa suporte), foram adicionados 700 pyL de meio de cultura com 10% de
SFB (quimioatraente) e os compostos-teste ou controles. Este sistema foi incubado
por 6 h em estufa a 37 °C, 5% de CO, e 95% de umidade. A seguir, 0 meio de
cultura foi retirado dos insertos e as células que ndo migraram, contidas na face
interna da membrana, foram removidas com o auxilio de uma haste de algoddo. As
membranas foram fixadas em metanol por 5 min e coradas em uma solucédo de
toluidina (10 mg/mL) em boérax 1% por 5 min. As membranas coradas foram
fotografadas com o auxilio de um microscopio invertido (objetiva de 10x) e as células
que migraram através da membrana foram contadas. A porcentagem de inibicdo da
migracao celular foi determinada em relagdo as membranas dos controles negativos.
Os valores de ICsy foram determinados como descrito na se¢do 3.13. Foram

realizados dois experimentos independentes em duplicata.

3.7 Ensaio de citotoxicidade

Para avaliacdo da viabilidade celular foi realizado o ensaio MTS.%" Células
MDA-MB-231 e HFF1 foram plaqueadas a uma densidade de 2 x 10® células por
poco em placas de 96 pocos (TPP™). 48 h apés a inducéo da expressdo da tubulina

recombinante com doxiciclina a 2ug/mL, células HEK-293 T-REx™ foram
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plagueadas a uma densidade de 3 x 10° células por poco. Em todos os casos, apds
24 h de incubagao em estufa a 37 °C, 5% de CO; e 95% de umidade, 0s compostos-
teste e controles foram adicionados aos poc¢os (100 — 0,01 uM) e incubados por 72 h
a 37 °C. ApOs esse periodo, as solucbes dos pocos foram substituidas por uma
solugéo contendo 80 uL de DMEM sem vermelho de fenol, 10% de SFB e 20 pL do
reagente 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfonil)-2H-tetrazolio
(MTS) (Promega). As placas foram incubadas por 3 h em estufa a 37 °C. A sequir, a
absorbancia dos pocos em comprimento de onda de 490 nm foi medida em um
espectrofotometro SpectraMax Plus384 (Molecular Devices). A determinacdo dos
parametros de CCs foi feita como descrito no item 3.13.

3.8 Ensaios de polimerizacéo da proteina tubulina

A modulagéo da tubulina foi avaliada por meio de ensaios de polimerizacao da
proteina in vitro. Foram realizados ensaios de fluorescéncia® utilizando kits de
polimerizacdo da tubulina (codigo: BKO11P, Cytoskeleton Inc). O kit contém 10 mg
de tubulina liofilizada purificada de cérebro de porco com pureza superior a 99%,
GTP e paclitaxel liofilizados, e tampdes de reconstituicdo (tampéao 1) e polimerizacao
(tampéo glicerol). O tampao 1 é constituido por: 80 mM PIPES (piperazina-1,4- bis
(acido 2-etanosulféonico); 2 mM cloreto de magnésio (MgCl,); 0,5 mM EGTA (acido
etileno glicol-bis (B-amino-etil-éter) N,N,N9,N9- tetra-acético) e 10 uM de DAPI em
pH 6,9. O tampao glicerol contém: 80 mM PIPES; 2 mM MgCI2; 0,5 mM EGTA e
60% de glicerol em volume em pH 6,9. Os ensaios foram realizados em placas de 96
pocos pretas e de meia area fornecidas junto com o kit. Em cada poc¢o foram
adicionados 5 pL de composto teste solubilizado em 10% de DMSO e 45 uL de
mistura reacional (2 mg/mL de tubulina; 80 mM PIPES; 0,5 mM EGTA; 1 mM GTP; 2
mM MgCI2, 15% de glicerol e 10 pM de DAPI; em pH 6,9). Esta mistura foi
adicionada aos pocos da placa logo apés seu preparo, com o auxilio de uma pipeta
multicanal. A concentracéo final de DMSO no ensaio foi de 1%, o que minimiza a
interferéncia do solvente na polimerizacado dos microtubulos. Em seguida, a placa foi
colocada no fluorimetro SpectraMax Gemini EM (Molecular Devices) pré-aquecido a
37 °C. As placas foram analisadas utilizando-se os comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo de, respectivamente, 340 e 460 nm. Foram executados 70

ciclos de leitura com intervalos de 45 s entre duas leituras do mesmo poco. Para a
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determinacao de ICs, foram empregadas 7 concentracbes dos compostos-teste, em

duplicata.

3.9 Ensaio de competitividade pelo sitio da colchicina

Para confirmar o sitio de interacdo dos compostos, ensaios de competicdo pelo
sitio da colchicina foram realizados, com colchicina conjugada com fluoresceina
como marcador.®® A mistura de reacdo foi preparada com 1960 pL de tubulina a 1
mg/mL (> 97% de pureza, HTS03, Cytoskeleton) em tampéo contendo 0,25 mM de
PIPES, 0,05 mM de GTP e 0,25 mM de MgCl, em pH 6,9. Esta mistura foi incubada
por 30 min a 37 °C com DMSO (controle negativo), colchicina a uma concentracao
final de 50 uM (controle positivo) ou o composto-teste a uma concentracdo final de
50 uM. A seguir, colchicina fluorescente a uma concentracao final de 0,5 pM foi
adicionada a mistura, que foi incubada por mais 30 min a 37 °C. Esta solucéo foi
aplicada em uma coluna de exclusdo molecular (Sephadex G25 fine) com 5 cm de
comprimento. 150 pL do eluato (aproximadamente 6 gotas) foram coletados em uma
placa preta de 96 pocos (OptiPlate-1536 F-Black, PerkinElmer). Ap6s o
preenchimento de 24 pocos, a fluorescéncia foi medida em um fluorimetro de placa
(Victor3, PerkinElmer) utilizando os filtros de 485 nm para excitagdo e de 535 nm

para emissao.

3.10 Imunofluorescéncia

Para o ensaio de imunofluorescéncia, 5 x 10* células MDA-MB-231 foram
cultivadas em laminas de vidro por 24 h (354118, BD Falcon). Ap6s a adeséo
celular, as células foram incubadas com os compostos-teste (2 puM) por 48 h. Ao
término deste periodo, as células foram fixadas com p-formaldeido a 4 % em PBS
(tampéo fosfato salino: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPO,; 1,8 mM
KH,POg4; pH 7,4), por 20 min. As células fixadas foram permeabilizadas com Triton
X-100 a 0,1 % por 5 min. Para minimizar a interferéncia do fundo, as células foram
tratadas com albumina de soro bovino (BSA) a 2 % durante 30 min. O anticorpo
primario anti- a-tubulina (T8203, Sigma Aldrich) foi incubado com as células por 1 h,
no escuro. Subsequentemente, as células lavadas foram incubadas por 1 h com o

anticorpo secundario Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen, anti-mouse IgG) na presenca de
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4’ 6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI). As laminas foram lavadas em PBS e montadas
com Vectashield™ (Vector Laboratories). As imagens de microscopia confocal de
fluorescéncia foram obtidas em um microscépio Zeiss 780 invertido, com laser de
diodo para 405 nm e laser de hélio-nednio para 555 nm, objetiva 63x /1.4 NA Oil
Plan Apochromat. A fluorescéncia do DAPI foi excitada por laser em comprimento de
405 nm e a emissdo foi coletada em 434 nm. A fluorescéncia do Alexa Fluor™ 488
foi excitada por laser em comprimento de 488 nm e a emisséao foi coletada em 534

nm. O software ZEN 2.3™ (Zeiss) foi utilizado para a manipulacdo das imagens.

3.11 Ensaios de atividade anti-angiogénica in vitro

O modelo de tubulogénese foi empregado para a avaliacdo anti-angiogénica
dos compostos.”®™" Primeiramente, os pocos de uma placa de 96 pocos foram
recobertos com uma camada de matriz extracelular (Matrigel®, BD Biosciences).
Para tanto, 40 yuL de Matrigel foram adicionados aos pocos de uma placa de 96
pocos (as ponteiras e placa utilizadas foram previamente refrigeradas a -20 °C e
mantidas em gelo durante o processo). A seguir, a placa foi incubada a 37 °C por 30
min para permitir a polimerizacdo da Matrigel. Apds este periodo, adicionou-se aos
pocos 100 pL de uma suspensdo contendo 1,5 x 10* células HUVEC em meio
DMEM com 2% de SFB e 30 ng/mL de fator de crescimento epidérmico (EGF,
E9644, Sigma). Os compostos-teste e controles foram adicionados aos pocos em
concentragfes subtoxicas e fotomicrografias foram obtidas a cada 24 h durante 5
dias. Ao final do quinto dia, as células foram incubadas com 1 uM de calceina-AM
(56496, Sigma) por 30 min para marcagdo das células viaveis. Fotomicrografias
foram obtidas com o auxilio de um microscépio 6ptico invertido Axio Vert.Al (Zeiss).
As imagens foram qualitativamente avaliadas utilizando o software ZEN 2.3. Foram

conduzidos trés ensaios independentes em duplicatas.

3.12 Ensaio de efluxo de calceina

Para avaliar a acdo dos compostos na atividade de bombas de efluxo foi
realizado o ensaio de efluxo de calceina.”® Para tanto, células MDA-MB-231 foram
cultivadas por 48 h em placas de 12 pocos (TPP™) a uma densidade de 1,0 x 10°

células/poco em estufa a 37 °C, 5% de CO, e 95% de umidade. Apds esse periodo,
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0S compostos-teste e controles foram adicionados a uma concentragao de 100 pM e
incubados por 2 h. Em seguida, o meio foi removido e os pog¢os foram lavados com
solugdo balanceada de Hank’s (HBSS). Adicionou-se aos po¢os 1 mL de uma
solucédo contendo 50 nM de calceina-AM (56496, Sigma) e 100 uM dos compostos
em meio de cultura sem SFB. A placa foi incubada por 30 min em estufa a 37 °C
com 5% de CO,. O meio foi removido dos pocos e as células foram retiradas da
placa através da adicao de 200 pL de tripsina e centrifugadas por 10 min a 170 rcf.
O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado por 2 vezes com uma solucao
contendo 0,09% de SBF em PBS. Finalmente, as amostras foram ressuspendidas
em 500 pL de PBS e analisadas em citometro de fluxo BD Accuri C5 (BD
Biosciences™) por meio de excitacdo por luz laser a 488 nm e emisséo utilizando
filtro 533/30 nm. Foram coletados 15 mil eventos por amostra e os dados foram
tratados utilizando o programa BD CSampler (BD Biosciences™). Trés ensaios

independentes em duplicatas foram conduzidos.

3.13 Progressao do ciclo celular

A avaliagdo da progresséo do ciclo celular foi feita por meio da quantificagéo de
DNA presente nas células por citometria de fluxo. 5 x 10* células/poco foram
cultivadas por 24 h em uma placa de 24 pocos. Os compostos-teste e controles (0,5
UM ou 6 pM) foram adicionados aos pocos e incubados por 48 h em uma estufa a 37
°C e 5% de CO,. As células foram entdo tripsinizadas e centrifugadas por 10 min a
300 rcf. Os pellets foram fixados em uma solucao a 4 °C contendo 70% de etanol e
10% de PBS. As amostras foram levadas ao freezer (-20 °C) por 30 min e a seguir
centrifugadas por 10 min a 500 rcf. Os pellets foram ressuspendidos em uma
solucdo de permeabilizacdo (0,2 M Na,HPO,4, 0,001% Triton X-100, pH 7,8) e
novamente centrifugados a 500 rcf por 10 min. Finalmente, o DNA das células foi
corado com uma solucéao contendo iodeto de propideo (30 uM) e RNAse (20 uM) por
30 min no escuro a temperatura ambiente. O conteido de DNA foi analisado
utilizando um citémetro de fluxo BD Accuri C5, com laser de 488 nm para excitacédo

e filtro de emissao 670 LP.
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3.14 Producéo e purificagdo de tubulina humana recombinante

Linhagens celulares recombinantes foram utilizadas para avaliar o efeito dos
compostos sobre diferentes isoformas e diferentes modificacdes pos-traducionais da
proteina tubulina. As linhagens celulares foram estabelecidas por nossa
colaboradora, Dra. Annemarie Wehenkel, no Instituto Pasteur (Paris, Franca)
empregando-se o0 sistema recombinante Flp-In™ HEK-293 T-REx™ (Invitrogen).
Foram estabelecidas linhagens transformadas com genes codificando as seguintes
proteinas: (t1) tubulina glicina ligase (TTLL3); (t2) tubulina a1B; (t3) tubulina Bl; (t4)
tubulina B2A e (t5) tubulina Blll. Para a purificagdo da tubulina a partir das linhagens
HEK, as células foram cultivadas em garrafas de cultura de 175 cm?. Apés 5 dias, a
inducdo da expressao foi feita por 48 h com 2 pg/mL de doxiciclina. A seguir, as
células foram transferidas para frascos de cultura do tipo spinner, contendo 800 mL
de meio DMEM com 10% de SFB e 2,8 g de glicose e incubadas em estufa a 37 °C
com 5% de CO; por 7 dias. Os spinners foram mantidos sob rotagéo a 140 rpm com
0 auxilio de um agitador magnético. A expressdo da proteina foi verificada por
citometria de fluxo por meio da incubagdo das células com o anticorpo primario
StrepMAB (2-1507-001, IBA) por 1 h seguida da incubacdo com o anticorpo
secundario fluorescente Alexa Fluor™ 555 (anti-mouse 1gG, Invitrogen)

Apos o cultivo em larga escala, o contetdo dos frascos foi centrifugado por 20
min a 250 rcf, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular (1 g) foi lisado em
gelo com uma solucdo contendo tampéo BRB80 (80 mM K-Pipes pH 6,8; 1 mM de
EGTA e 1 mM de MgCl,), B-mercaptoetanol, 2% de Triton-X, 1 uM de PMSF (P7626,
Sigma), 0,02 pg/mL de leupeptina (L2884, Sigma) e 0,02 pg/mL de aprotinina
(A1153, Sigma). Ap6s 30 min, células foram centifugadas a 155.000 rcf a 4 °C por
30 min em uma ultracentrifuga (Optima Max-XP Ultracentrifuge, Beckman Coulter)
equipada com o rotor TLA-110. O sobrenadante foi coletado e transferido para um
novo tubo no qual foi adicionado 30% de glicerol pré-aquecido a 37 °C e 1 mM de
GTP. Com o auxilio de uma seringa, adicionou-se ao fundo do tubo um volume
correspondente a 10% do volume da solucdo de um tampé&o de sacarose (100
mg/mL de sacarose; 33% de glicerol; 66% de BRB80 e 1mM de GTP). Esta solucéo
foi incubada em banho Umido a 37 °C por 30 min para permitir a polimerizacdo dos
microtibulos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 155.000 rcf e 30 °C
por 30 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em tampéo
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BRB80 (50 pL por grama de pellet inicial). Esta solucdo foi incubada a 4 °C por 30
min para permitir a despolimerizagdo dos microtibulos. Apds esse periodo, a
amostra foi centrifugada a 155.000 rcf e 4 °C por 20 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e adicionou-se um volume igual a 50% do volume do
sobrenadante (50 pL) de um tampé&o com alta concentracéo de sais (1 M K-Pipes; 10
mM MgCl,, pH 6,9) para remoc¢éo das proteinas associadas a microtubulos (MAPS).
Além disso, foram adicionados 50 pL de glicerol e GTP 1mM. Esta mistura foi
incubada a 37 °C por 30 min. A amostra foi centrifugada a 155.000 rcf e 30 °C por 30
min. O pellet foi ressuspendido em tampéao BRB80 (50 pL por grama de pellet inicial)
e incubado a 4 °C por 30 min. Esta solugdo final foi aliquotada e congelada em
nitrogénio liquido.*® A concentracéo de proteina foi determinada utilizando o sistema

SpectraDrop™ Micro-Volume Microplate (Molecular Devices).

3.15 Andlise estatistica

Os valores de ICsy foram determinados por meio do método de regressédo néao-
linear de melhor ajuste em curvas do tipo concentracdo x resposta. A significancia
estatistica dos resultados obtidos por citometria de fluxo foi determinada por meio do
teste t, no qual valores * P < 0,05; ** P < 0,01 e *** P < 0,001 foram considerados
significativos. Ambas as determinacdes foram realizadas com o auxilio do programa

Sigmaplot 11.0 (Systat Software Inc., Chicago, Estados Unidos).

3.16 Separagao dos enantiomeros

O composto 1 foi submetido a resolucéo quiral por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), utilizando uma coluna analitica Chiralpak IA (4.6 x 250 mm, 5
pum) na elaboracdo da metodologia. Em seguida, o escalonamento da separacéao foi
realizado em coluna semi-preparativa quiral Chiralpak IA SFC semi-preparactive
HPLC column, 5 pym, 250 mm x 10 mm. Para a separacdo, 60 mg da mistura
racémica do composto foi diluida em 7 mL de acetato de etila, o volume de injecéao
utilizado foi de 3 mL e os compostos foram separados sob eluicdo isocratica a 1
mL/min de n-hexano/isopropanol (70:30 v/v). As amostras foram monitoradas por
absorbancia no comprimento de onda de 210 nm.
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3.17 Desenvolvimento de método para detec¢gdo dos compostos por LC-MS/MS

Para desenvolvimento de método de deteccdo por UPLC acoplado a MS/MS,
uma solucdo de cada composto a 5 pM em ACN/H,O (50/50) foi preparada em
pocos de uma placa de 96 pocos (codigo: 186002482, Waters). As amostras foram
injetadas em um Acquity UPLC acoplado a um espectrometro de massas Xevo TQ-S
micro (Waters) e cada composto foi submetido ao método de otimizacdo automatica
de 3 min. Todas os compostos apresentaram resultados satisfatorios e as condi¢oes

do sistema UPLC-MS/MS estdo sumarizadas na tabela 2.

Tabela 2 — Condicdes do sistema UPLC-MS/MS empregadas na analise dos compostos.

lonizagéo ESI, positivo
Temperatura de

i 5 350°C
dissolvatacéo
Coluna Acquity UPLC BEH C18 50 x 2,1mm,
1.7 uM
Temperatura do forno 45°C

A: H,O Milli-Q + 0,1% &cido férmico

Fases moveis B: Metanol + 0,1% acido férmico

Fluxo 0,6 mL/min
Tempo de corrida 1,8 min

Time (min) %A %B

0 95 5

. 0.1 95 5
Gradiente 12 5 95

1.6 5 95

1.8 95 5

Fonte: Elaborada pela autora

3.18 Determinacgéo da solubilidade aquosa

Para derminagao da solubilidade aquosa dos compostos, 75 pL das solugdes
estoque a 10 mM (100% DMSO) foram adicionados a uma placa de 96 pocos. As
amostras foram diluidas em agua até as concentragfes finais de 250, 188, 150, 95,
63, 48, 33, 23 and 13 pM (2,5% DMSO) com o auxilio de um sistema automatico
(Hamilton STAR, Microlab) seguindo os seguintes passos: A solu¢cdo de compostos
a 10 mM foi diluida em 100% DMSO até as concentragbes: 7,5; 5; 3,8; 2,5; 1,9; 1,3;
0,94; 0,63 e 0,47 mM. Estas soluc¢des foram entdo diluidas 40 x em agua por meio
da transferéncia de 12.5 pL das solugbes em DMSO para uma placa de 96 pogos
(cbdigo:. 186002482, Waters) contendo 487,5 uL de agua Milli-Q em cada poc¢o. 100

ML destas solugdes finais foram transferidos em triplicata para uma placa de
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nefelometria, a qual foi analisada em um nefelometro NEPHELOstar (BMG
Labtech).”

3.19 Determinacédo do CHILogD

O valor experimental de logD dos compostos foi determinado utilizando o indice
hidrofébico cromatografico (CHI, do inglés, Chromatographic Hydrophobic Index). O
indice deriva do tempo de retencdo (t) dos compostos em uma coluna
cromatografica de fase reversa utilizando HPLC. Para tanto uma curva de calibracéo
foi construida utilizando um conjunto de 11 compostos referéncia que possuem o
valor LogD determinado pelo método de particdo octanol/agua e o valor de CHILogD
descrito na literatura.”* Os compostos utilizados foram paracetamol, teofilina,
cafeina, benzimidazol, colchicina, carbamazepina, indol, propiofenona, butirofenona,
valerofenona e heptanofenona. Uma solucdo a 1 mg/mL de cada composto
referéncia foi preparada em 100% de DMSO. O mix de calibracéo foi preparado por
meio da diluicdo das solu¢des a uma concentracédo final de 10 pg/mL em ACN/H,0O
(50/50). Os compostos testes foram diluidos de uma solucao estoque (10 mM, 100%
DMSO) a uma concentracédo final de 250 puM por meio da adicdo de 5 pL das
solugdes estoques a 195 pL de ACN/H,0 (50/50) em placas de 96 pocos (V-bottom,
Greiner 651161). Além do mix de calibracdo, foram usados como controles solucées
contendo 50/50 ACN/H,O e 50/50 ACN/A no inicio e fim de cada corrida. O tampao
A consistiu em 10 mM de acetato de amonio, pH 7,4. O tempo de retencdo dos
compostos em uma coluna HiChrom ACE 3 SuperC18, 50 x 2.1 mm, 3 pum foi
registrado utilizando um detector de fotodiodo Shimadzu SPD-30 MA e
comprimentos de onda entre 190 e 450 nm. A absorbancia a 254 nm foi utilizada
para identificacdo e normalizacéo da area dos picos. O tempo de corrida foi de 7 min
a 25°C, com volume de injecédo de 2 L, fluxo de 0,6 mL/min e eluicdo por gradiente
utilizando as fases méveis A (tampéao acetato de amonio) e B (100% ACN) seguindo

0 seguinte esquema (tabela 3):
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Tabela 3 — Gradiente empregado na eluicdo dos compostos.

Tempo (min) %A %B
0 98 2
1,0 98 2
4,5 2 98
57 2 98
6,0 98 2
7,0 98 2

Fonte: Elaborada pela autora

O tempo de retencéo (t;) e o indice hidrofébico cromatografico do mix de
calibracédo foram utilizados para calcular a inclinacdo (m) e intercepto (b) da seguinte
reta, a qual foi utilizada para a determinacdo do CHI dos compostos teste:

CHI = (t, *m) — b (1)

O valor de CHILogD foi calculado segundo a relagéo:

CHILogD = (0,0525 * CHI) — 1,467 2)

As constantes desta equacdo foram calculadas utilizando valores de LogD

previamente determinados pelo método shake flask.”
3.20 Ligacéo a proteinas do plasma

A fracdo de compostos ligados as proteinas do plasma foi determinada em um
sistema de dialise em equilibrio de 96-pocos (HTD 96b, HT Dialysis). No dia anterior
ao experimento, as membranas de dialise foram hidratadas em 400 mL de agua
Milli-Q por 1 h, 100 mL de etanol foram adicionados apds esse periodo e as
membranas foram deixadas nesta solucéo overnight a 4 °C. No dia seguinte, 30 mL
de Plasma de camundongo (CD-1 cddigo: IGMS-N, Innovative Research) foram
centrifugados (2800 rpm, 10 min) para remocao de excesso de fibrina e gordura.
Solucbes estoque dos compostosteste e controles (nicardipina e varfarina) foram
preparadas a 1 mg/mL em 100% DMSO. 10 pL destas soluc¢des-estoque foram
adicionadas a 990 pL de plasma (concentracdo final 10 pg/mL) e incubadas a
temperatura ambiente por 20 min. As membranas foram entdo lavadas em tampao
isotdnico (60 mM Na,HPOg4; 14 mM KH,PO,4; 70 mM NaCl, pH 7,4) e montadas no
aparato de dialise. 150 pL deste mesmo tampéo foram adicionados a metade inferior
de todos os pocos e 150 pL do plasma controle foram adicionados a metade
superior de metade dos pocos. 150 pL de plasma contendo os compostos foram
adicionados (em triplicata) & metade superior dos pocos remanescentes. O aparato
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foi entdo selado com filme adesivo e incubado por 5 h sob agitacdo (100 rpm) a 37
°C. 2 amostras de 150 pL de plasma contendo os compostos-teste foram incubadas
a 4 °C e 37 °C para controle de estabilidade térmica.

Apés a incubacao, a integridade das membranas foi checada medindo-se a
concentracdo de proteina (utilizando kit BCA™ protein assay reagent - codigo:.
23225, Thermo Scientific) em 5 pL de todas as solugdes contendo tampéo isotonico.
ApoOs esta verificacdo, 50 uL das solucdes contendo buffer foram transferidos para
uma placa de quenching, a estes mesmos pocos foram adicionados 50 pL de
plasma-controle dialisado. O mesmo foi feito para as solucbes de plasma +
compostos, 50 pL foram transferidos para a placa de quenching e 50 uL de buffer-
controle dialisado foram adicionados a estes pocos. Os controles negativos e
controles de degradacédo foram transferidos e tratados da mesma maneira. 200 pL
de acetonitrila contendo padréo interno (donepezil, 50 ng/mL) foram adicionados a
todos os pocos e a placa foi centrifugada por 10 min a 3750 rpm. 150 pL do
sobrenadante foram transferidos para uma nova placa e 50 pL de agua Milli-Q foram
adicionados a todos 0s pocos, e estas amostras foram analisadas por LC-MS/MS.

A analise dos compostos foi feita em um Acquity UPLC acoplado a um Xevo
TQ-S micro (Waters). O método de deteccao previamente estabelecido (secdo 3.16)
foi empregado e o fator de resposta calculado como a razédo entre a area do pico do
composto teste e do padrao interno. A recuperacdo dos compostos foi calculada a

partir da seguinte equacao:

Y A (érea do pico no tampao + area do pico no plasma) 100
orecuperagao = area do pico na amostra mantida a 4°C x ()
A fracgéo livre foi calculada da seguinte forma:
Pl — Bu
% livre = 100 — <(P—l)> x100 ®)

Onde, PI é o fator resposta do analito em plasma e Bu o fator resposta do

analito em tampéo.

3.21 Estabilidade em plasma

Os compostos teste e o controle (Procaina, codigo: P9879, Sigma) foram

avaliados a uma concentracéo final de 50 pM por meio da adi¢cdo de 2,5 pL das
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solugdes estoque (10 mM) aos pocos de uma placa de 96 pocgos (codigo:
186002482, Waters) contendo 350 uL de plasma de camundongo (CD-1 cédigo:
IGMS-N, Innovative Research) e 147,5 uL de tamp&o fosfato (50 mM; pH 7,4).”° A
placa foi incubada sob agitacdo (100 rpm) a 37 °C e amostras de 80 pL foram
coletadas nos tempos 0, 30, 60, 120 e 180 min e transferidas para uma placa de
guenching contendo 200 pL de acetonitrila e padrao interno (donepezil 50 ng/mL). A
placa foi entdo centrifugada por 10 min a 3750 rpm. 150 pL do sobrenadante foram
transferidos para uma nova placa e 50 pL de agua Milli-Q foram adicionados a todos
0S pocgos, estas amostras foram analisadas por LC-MS/MS. A andlise foi feita da
mesma forma descrita na secdo 3.19. A meia vida dos compostos foi calculada

utilizando a seguinte equacao:

6
Ty = In(2) /k ©

Onde k é a taxa de decaimento exponencial calculada a partir de graficos do

tipo tempo x resposta.

3.22 Ensaio de permeabilidade em membrana paralela artificial (PAMPA)

Para a avaliacdo da permeabilidade passiva dos compostos foi utilizada uma
placa de 96 pocos contendo insertos pré-revestidos com fosfolipideos (codigo:
353015, Corning). Antes do inicio do experimento, a placa foi retirada do freezer (-20
°C) e deixada a temperatura ambiente por 30 min. As solu¢des estoque (10 mM) dos
compostos teste e controles (verapamil — alta permeabilidade, atenolol — baixa
permeabilidade e propranolol — média permeabilidade) foram diluidas a 1 mM em
DMSO e em seguida a 10 uM em PBS.

Uma placa (cédigo: 186002482, Waters) controle para t = 0 (Cy) foi preparada
adicionando-se aos pocos (triplicatas) 100 yuL das solucdes a 10 uM e 80 pL de
acetonitrila contendo padrao interno (donepezil 50 ng/mL). 300 pL das solugdes a 10
MM contendo os compostos e controles foram transferidos (triplicata) aos pogos
doadores (inferiores) da placa pré-revestida e 200 uL de PBS foram adicionados aos
pocos aceptores (superiores). O sistema foi entdo incubado por 5 h a temperatura
ambiente.

Apés o periodo de incubacdo, 100 puL dos pocos aceptores e 100 pL dos

pocos doadores foram transferidos para duas placas de quenching distintas. A todos
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0s pocos foram adicionados 80 pL de acetonitrila contendo padréo interno (donepezil
50 ng/mL). Estas placas e a placa C, foram centrifugadas por 10 min a 1800 rpm e
analisadas por LC-MS/MS da mesma forma descrita na secéo 3.19.

A permeabilidade P (nm/s) e a retencdo de massa (R) dos compostos foram

calculadas segundo as seguintes equacoes:

In[1 - (EA;“))] @)
P = 107 | ——Cea
Ax (V_D + VA) xt
R=1-— [CD (1) xVp + Ca(t) x VA] (8)
B CoxVp

Onde,

Co = &rea média dos compostos na placa controle

Co(t) = area média dos compostos nos pocos doadores no tempo t
Ca(t)= area média dos compostos nos pogos aceptores no tempo t

Vp =volume do pogo doador: 0,3 mL

Va =volume do poco aceptor: 0,2 mL

Cequi = [Co(t) x Vp + Ca(t) X Va] / (Vb + V)

A = é&rea da membrana de hexadecano do inserto: 0,3 cm”

t = tempo de incubacéo: 18000 s (5 h)

3.23 Estabilidade metabdlica em microssomos de camundongo e humano

A estabilidade metabdlica dos compostos foi estudada em microssomos de
camundongo (codigo: MSMCPL, GIBCO) e humanos (cédigo: HMMCPL, GIBCO).
Os compostos-teste e controle (verapamil) foram preparados a 50 uM por meio da
diluicdo de 2,5 pL da solucéo estoque (10 mM) em 497,5 pL de ACN/H,0 (50/50). As
suspensdes de microssomos foram descongeladas em banho Umido a 37 °C e cada
aliquota de 0,5 mL (20 mg/mL) foi diluida em 17,5 mL de tampéo fosfato (50 mM pH
7,4) pré-aquecido a 37 °C resultando em uma concentracdo final de 0,57 mg/mL.
Uma solucdo de NADPH 10 mM foi preparada em tampé&o fosfato imediatamente
antes do uso. A cada poco de uma placa de 96 pocos (codigo: 186002482, Waters)
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foi adicionado o mix de reag&o na seguinte ordem: 5 puL da solugéo de compostos a
50 pM, 445 pL da suspenséo de microssomos a 0,57 mg/mL e 50 pL da solucéao de
NADPH a 10 mM. As concentracoes finais de cada componente foram: compostos a
0,5 uM; microssomos a 0,5 mg/mL e NADPH a 1 mM.

A placa foi incubada a 37 °C sob agitacdo (100 rpm) e aliquotas de 70 pL
foram coletadas nos tempos 0, 3, 6, 9, 15 e 30 min e transferidas para uma placa de
guenching contendo em cada po¢o 200 pL de acetonitrila com padrédo interno
(donepezil 50 ng/mL). Ao final dos 30 min a placa de quenching foi centrifugada a
3750 rpm por 10 min, 150 pL do sobrenadante foram transferidos para uma nova
placa, a qual foram adicionados 50 pL de agua Milli-Q. A andlise foi feita por LC-
MS/MS da mesma forma descrita na secéo 3.19.

Curvas de decaimento exponencial (y =e™*) foram ajustadas a graficos
tempo x resposta. A taxa de decaimento (k) foi utilizada para calcular o clearance

intrinseco (CLix;) em mL/min/g de figado utilizando a seguinte equacéao:
CLint =kxVxm, 9)

Onde,

V (mL/mg) = volume de incubacdo/mg de microssomos adicionados

r, = rendimento de proteina microssomal (52,5 mg/g de figado — todas as espécies)

A meia vida in vitro (Ty/,) foi calculada utilizando a equacéo 6.

3.24 Estabilidade metabdlica em hepatécitos de camundongo e humano

A estabilidade metabdlica dos compostos também foi estudada em hepatdcitos
criopreservados de camundongo (cédigo: M1500, XenoTech) e humanos (codigo:
HPCH10, XenoTech).”” Meio de cultura Williams Media E (WME) sem glutamina ou
vermelho de fenol foi borbulhado por 30 min com CO; e suplementado com uma
solucdo de manutencédo para hepatécitos primarios (codigo: CM4000, GIBCO). Esta
solucdo contém dexametasona, penicilina-estreptomicina, insulina, transferrina,
complexo de selénio, BSA, &cido linoleico, HEPES e GlutaMAX™. O meio
suplementado foi entdo pré-aquecido por 30 min a 37 °C. Os hepatécitos foram
descongelados em banho umido a 37 °C e resuspendidos em 50 mL meio de
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recuperacdo CHRM (codigo: CM7000, GIBCO). A suspenséo foi centrifugada a 55
rcf por 5 min para os hepatdcitos de camundongo e a 100 rcf por 10 min para os
hepatécitos humanos. O pellet foi entdo resuspendido em 1 mL de meio WME
suplementado e as células contadas em camara de Neubauer com azul de Trypan
para atestar a viabilidade celular. A concentracéo foi entdo ajustada para 0,3 x 10°
células viaveis/mL e 200 pL da suspensdo foram adicionados aos pogos de uma
placa estéril de 48 pocos. A placa foi incubada sob agitacdo em estufa a 37 °C e 5%
de CO; por 10 min.

Os compostos e controles (verapamil e propranolol) foram preparados a
concentragdo final de 1 pM em 1 mL de meio WME suplementado. 200 pL destas
solucdes foram adicionadas (em triplicata) aos pocos da placa previamente incubada
com as células resultando concentracdes finais de 0,5 UM para os compostos e de
0,15 x 10° células/poco. O sistema foi incubado sob agitacdo em estufa a 37 °C e
5% de CO; e aliquotas de 20 pL foram coletadas nos tempos 0, 3, 6, 9, 15, 30,45 e
60 min e transferidas para uma placa de quenching contendo 80 pL de acetonitrila
com padrédo interno (donepezil 50 ng/mL). Ao final do experimento, 100 pL de agua
Milli-Q foram adicionados aos pocos da placa de quenching, a qual foi centrifugada a
3750 rpm por 10 min. 150 pL do sobrenadante foram transferidos para uma nova
placa e a analise foi feita por LC-MS/MS da mesma forma descrita na se¢ao 3.19.

Curvas de decaimento exponencial (y =e %) foram ajustadas a gréaficos
tempo x resposta. A taxa de decaimento (k) foi utilizada para calcular o clearance

intrinseco (CLir;) em mL/min/g de figado utilizando a seguinte equacao:

CLint = kxV x H (10)
Onde,

V = (células x 10°®) / mL

H, = fator de escala para hepatécitos (120 para ratos, humanos e camundongos)

A meia vida in vitro (Ty/) foi calculada utilizando a equacéo 6.

3.25 Identificacdo dos metabolitos formados apoés incubag&o com hepatécitos

Para identificacdo dos metabdlitos formados, os compostos foram incubados
com hepatécitos de camundongo de forma similar & descrita na secdo 3.23. As
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diferencas consistiram nas concentragfes finais de composto e células, que foram
de 5 pM e 0,25 x 10° células/poco, respectivamente. As amostras foram analisadas
por espectrometria de massas em um equipamento Xevo QTof MS (Waters) e a

analise dos cromatogramas foi realizada no programa Metabolynx (Waters).
3.26 Inibic&o de enzimas CYP recombinantes

A inibicdo de isoformas da familia CYP450 foi estudada em Bactosomes
expressando as enzimas humanas CYP1A2 (cédigo: CYP/EZ001, Cypex™),
CYP2C9 (c6digo: CYP/EZ037, Cypex'™), CYP2C19 (codigo: CYP/EZ008, Cypex™),
CYP2D6 (codigo: CYP/EZ007, Cypex™), CYP3A4 (codigo: CYP/EZ005, Cypex'™) e
membrana controle (c6digo: CYP/EZ003, Cypex™). Substratos fluorescentes para

cada isoforma foram preparados segundo a tabela 4.

Tabela 4 — Preparacgéo dos substratos empregados na avaliagédo da atividade de diferentes isoformas
das enzimas CYP.

Substrato CYP Concentra¢do (mM) Solvente
Etoxirresorufina (ER) 1A2 1 Acetonitrila
7-metoxi-4-
(trifluorometil)-cumarina 2C9 10 Acetonitrila
(MFC)
3-Ciano-7-
Etoxicumarina (CEC) 2C19 25 DMSO
7-metoéxi-4-
(aminomethyl)- 2D6 10 Metanol

cumarina (MAMC)
Dietoxifluoresceina

(DEF) 3A4 1 Acetonitrila
7-Benziloxiguinolina
3A4 25 Metanol
(7BQ)

Fonte: Elaborada pela autora

O mix de incubacado foi preparado diluindo-se as enzimas e substratos em

tampéo fosfato (50 mM, pH 7,4) segundo a tabela 5:

Tabela 5 — Concentracdes de proteina e substrato empregadas nos ensaios de atividade.

CYP C?Sr%?l}rrr?ffo Substrato Concentragédo (uM)
CYP1A2 5 ER 35
CYP2C9 10 MFC 30

CYP2C19 5 CEC 25
CYP2D6 10 MAMC 6
CYP3A4 10 DEF 1
CYP3A4 10 7-BQ 15

Fonte: Elaborada pela autora
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O composto teste e o controle positivo (miconazol) foram diluidos serialmente
em DMSO (0,5 — 500 uM) e 5 pL destas solugdes foram transferidos para uma placa
preta de 96 pocos. A seguir, 220 pL de cada mix de incubacao foram adicionados
aos pocos da placa que foi incubada a 37 °C por 5 min. Apés esse periodo, 25 L de
solucdo de regeneracdo (bicarbonato de sédio 2% (m/v); 27,65 mM glicose-6-
fosfato; 2,22 mM NADP e 6 U/mL glicose-6-fosfato desidrogenase) foram
adicionados a todos os pocos e a placa foi inserida em um fluorimetro PHERAstar
(BMG Labtech) a 37 °C. A analise foi feita utilizando-se os comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo especificados na tabela 6. Foram executados 10 ciclos de
leitura com intervalos de 1 min entre duas leituras do mesmo poc¢o. O composto

teste e controle foram avaliados em 7 concentracdes finais entre 0.01 e 10 uM.

Tabela 6 — Comprimentos de onda utilizados no monitoramento da fluorescéncia dos diferentes

substratos.
CYP Substrato Metabolito Excitagdo (nm) ETr']Sr'ns)ao
CYP1A2 Etoxirresorufina Resorufina 540 590
7-metoxi-4- 7-hidroxi-4-
CYP2C9 (trifluorometil)- (trifluorometil)- 430 540
cumarina cumarina
3-Ciano-7- 3-Ciano-7-
CYP2C19 Etoxicumarina metoxicumarian 405 450
7-metoxi-4- 7-hidréxi-4-
CYP2D6 (aminomethyl)- (aminometil)- 405 450
cumarina cumarina (HAMC)
CYP3A4 Dietoxifluoresceina Fluoresceina 430 540
CYP3A4 7-Benziloxiquinolina - 485 520

Hidroxiguinoloina

Fonte: Elaborada pela autora

3.27 Perfil farmacocinético in vivo
3.27.1 Estudos de formulagdo para administragdo intravenosa

Cinco amostras do composto selecionado para determinacédo dos parametros
farmacocinéticos in vivo foram pesadas e solu¢des a 0,6 mg/mL foram preparadas
nos seguintes veiculos: i) solucdo salina (0,9% NacCl); ii) Captisol® (CyDex
Pharmaceuticals, Inc.); iii) Captisol® pH 4,0; iv) 5% DMSO, 45% PEG400 e 50% H,0O
Milli-Q e v) 10% DMSO, 50% PEG400 e 50% H,0 Milli-Q.
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3.27.2 Administracao intravenosa

Uma solucéo do composto teste foi preparada a 0,6 mg/mL no veiculo v (secao
3.27.1) e administrada intravenosamente em fémeas de camundongo BALB/c (n=3)
a uma dose de 3 mg/kg (5 mL/kg). O peso dos animais (cerca de 20 g) foi utilizado

para calcular o volume a ser administrado utilizando a seguinte equagao:

WxV

Dose (mL) = <550 (11)

Onde,

W = peso dos animais (g). V = dose desejada (mL/kg)

Os animais foram posicionados em um restrainer e a dose administrada pela
veia lateral da cauda. 10 pL de sangue foram coletados nos tempos 5, 15, 30, 60,
120, 240, 360 e 480 min por meio de uma incisdo na cauda ao lado oposto da
administracdo. As amostras foram e diluidas em 90 pL de H,O Mili-Q e
armazenadas a -20 °C. A determinagao da concentracdo de composto no sangue foi

determinada por UPLC-MS/MS segundo descrito na secéo 3.26.4.

3.27.3 Administracéao via oral

Uma solucdo do composto teste foi preparada a 1 mg/mL em 1%
carboximetilcelulose (CMC) e administrada oralmente, via gavagem, em fémeas de
camundongo BALB/c (n=3) a uma dose de 10 mg/kg (10 mL/kg). O peso dos animais
(cerca de 20 g) foi utilizado para calcular o volume a ser administrado da mesma
forma descrita na segdo 3.26.2. Uma amostra de sangue (10 pL) de cada animal foi
retirada anteriormente a dosagem. Apos a administracdo, os animais foram
posicionados em um restrainer e 10 uL de sangue foram coletados nos tempos 5,
15, 30, 60, 120, 240, 360 e 480 min por meio de uma incisdo na cauda. As amostras
foram diluidas em 90 pL de H,O Milli-Q e armazenadas a -20 °C. A determinagédo da
concentracdo de composto no sangue foi determinada por UPLC-MS/MS segundo

descrito na seg¢éo 3.26.4.
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3.27.4 Bioanédlise

Para analise do sangue coletado nos experimentos de farmacocinética foi
utilizado um sistema UPLC-MS/MS Xevo TQ-S equipado com stepwave. ApOs o
desenvolvimento de método para a deteccdo do composto, um padrdo interno
adequado para que nao ocorra cross-talk foi selecionado (DDD41029).

Para construcdo da curva de calibracdo, uma solucdo de composto a 1
mg/mL foi preparada em DMSO e entdo diluida a 0,2 mg/mL em ACN/H,O 50/50.
Esta foi diluida serialmente em ACN/H,O resultando em 12 solu¢Bes secundarias
com concentracdes entre 4 e 20.000 ng/mL. 5 pL de cada solucdo secundaria foram
adicionados a 95 pL de sangue de camundongo BALB/c, resultando em 12 solucdes
finais com concentracdes entre 0,2 e 1000 ng/mL.

A partir de uma segunda solucdo estoque do composto (1 mg/mL), solugcbes
para controle de qualidade (QC’s) foram preparadas em sangue em concentragoes
finais de 2, 40 e 100 ng/mL. Os controles branco e branco duplo foram preparados
por meio da adicdo de 5 pL de ACN/H,0O a 95 pL de sangue.

Com excecao do branco duplo, as solu¢des preparadas anteriormente em
sangue foram precipitadas por meio da adicdo de 300 pL de acetonitrila contendo
padrao interno (DDD41029 100 ng/mL). O branco duplo foi precipitado por meio da
adicdo de 300 pL de acetonitrila. 30 uL das amostras de sangue provenientes dos
animais foram precipitadas por meio da adicdo de 90 puL de acetonitrila contendo
padrao interno (DDD41029 100 ng/mL). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 10 min a 3750 rpm e 200 pL do sobrenadante das solu¢cbes da
curva de calibragcdo, QC’s e brancos foram transferidos para um novo microtubo e
adicionados de 100 uL de agua Milli-Q. Das amostras provenientes dos animais, 80
pL do sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo e adicionados de 40
pL de de agua Milli-Q.

Todas as solugdes finais foram analisadas em um Acquity UPLC acoplado a
um espectrometro de massas Xevo TQ-S. A concentragdo de composto no sangue
dos animais foi determinada por meio da interpolacdo da resposta obtida na curva
de calibracédo construida.
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3.27.5 Parametros farmacocinéticos

A analise de dados e o célculo de parametros farmacocinéticos foram
realizados com o auxilio do programa Microsoft Excel. As &reas sobre as curvas
foram calculadas utilizando o método dos trapézios. O clearance (CI) foi calculado
dividindo-se a dose administrada intravenosamente pela area sobre a curva (AUC,,).
A taxa de eliminacéo (k;,) foi determinada pelo ajuste de uma curva de decaimento
exponencial (y = e™*) a um gréfico do tipo tempo x concentracéo. A meia vida foi
calculada como ty, = In(2)/k;,. A biodisponibilidade (F) foi calculada utilizando-se a

seguinte equacao:

AUC,,xDose;
= > 2 ) x100 (12)
AUCy,xDosep,

Onde,

AUCIv = &rea sobre a curva para administracao intravenosa
Dose;, = dose administrada intravenosamente
AUC,, = area sobre a curva para administragéo oral

Dose,, = dose administrada oralmente
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4 Resultados e discusséo

4.1. Estratégia paratriagens experimentais

Com o objetivo de desenvolver um composto candidato a agente antitumoral
para o tratamento do cancer de mama do tipo triplo negativo, que seja capaz de
evitar 0s principais mecanismos de resisténcia associados aos farmacos
moduladores de tubulina atuais e que possa ser administrado via oral, a cascata de

testes apresentada na figura 7 foi utilizada.

| Anadlise dos resultados experimentais + Métodos computacionais

I
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Figura 7 — Fluxo iterativo de trabalho empregado na caracterizacdo dos compostos.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2  Série de compostos

A série de acridinonas (tabela 7) investigada nesse trabalho foi obtida a partir
de uma colaboragdo com o Prof. Dr. Cedric S. Graebin do Instituto de Quimica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Os compostos foram obtidos
por simplificacdo molecular, tendo como modelo o produto natural podofilotoxina,

que possui quatro centros estereogénicos.
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4.3 Planejamento dos compostos

As acridinonas 1-4 foram identificadas durante o desenvolvimento de um
trabalho de mestrado em nosso grupo, a partir de uma série de 16 compostos.®>’®
Estes compostos apresentaram atividades inibitérias da migracdo celular e da
polimerizacdo da tubulina e foram seletivamente citotdéxicos contra linhagens
celulares tumorais (tabela 8). Além disso, estas substancias foram capazes de
interromper o ciclo celular na fase G./M e de provocar apoptose.’® A partir destes
resultados, uma nova seérie de 10 compostos (tabela 7, 5-14) foi proposta para a
realizacdo de estudos de relacdes entre a estrutura e a atividade (SAR, do inglés,
Structure-Activity Relashionship). Além das consideragbes sobre a estrutura do
ligante, algumas modificacbes moleculares foram propostas para melhorar a
complementaridade entre os ligantes e a cavidade da colchicina, na qual os

compostos interagem (segéo 4.7).
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Figura 8 — Modo de ligacao predito pelo programa de docagem molecular GOLD. (A) Compostos 13 e
14 sobrepostos a colchicina. (B) Composto 12 sobreposto a colchicinal
Fonte: Elaborada pela autora.

Planejou-se a avaliacdo de cadeias mais longas, contendo grupos volumosos
e doadores de ligacdo de hidrogénio, para os compostos 12-14. Estudos de
docagem molecular mostraram que estes compostos podem ser bem acoplados no
sitio da colchicina. Os compostos 13 e 14 tiveram seus anéis benzénicos tri-
substituidos sobrepostos ao anel tri-metdxi da colchicina, podendo ainda realizar
uma ligagdo de hidrogénio com o aminoacido Thrl79 - interagdo igualmente
presente entre este residuo e a podofilotoxina (figura 8A). Embora os resultados
para o composto 12 indiquem o anel benzénico tri-substituido em uma posi¢éo
distinta (figura 8B), o esqueleto acridinona ficou bem acomodado no bolsdo

hidrofobico do sitio da colchicina, composto pelos aminoacidos Leu248, Leu252,
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Leu255 e Cys241. A cadeia volumosa adicionada a hidroxila do anel benzénico
acomodou-se em direcdo oposta ao sitio do GTP. Além disso, os grupos hemi-ftalato
e metoxi podem estabelecer ligacdes de hidrogénio adicionais com aminoacidos da
cadeia alfa (Figura 8B).

O composto 5 foi planejado para avaliagdo da influéncia de um halogénio
volumoso como substituinte do anel, o que alteraria a distribuicdo eletrénica no
sistema. O composto 6 foi planejado para avaliar se a substituicdo da metoxila do
anel benzénico provocaria alteracbes na atividade, jA que o grupo 3,4,5-
trimetoxibenzeno estéa presente na colchicina, no composto 1 e em diversos outros
moduladores de tubulina descritos na literatura.?* A substituicdo do grupo p-metoxi
por uma hidroxila foi selecionada. De acordo com a predicdo do software MetaSite
(Molecular Discovery Ltd., Londres, Inglaterra),” o principal sitio de metabolismo
hepatico do composto 1 seria 0 grupo p-metoxi, que teria uma hidroxila como
resultado da reacdo de desalquilacdo. Ou seja, o composto 6 seria o principal

produto do metabolismo de fase | do composto 1 (figura 9).

Figura9 — Predicdo dos sitios de metabolismo de fase | para o composto 1. (A) Os pontos de
metabolizagdo preditos estdo destacados com circulos rosa. Em verde esta destacado o
ponto que foi predito como aquele com maior probabilidade de sofrer metabolizag&o. (B)
Principal metabdlito predito.

Fonte: Elaborada pela autora.

O composto 7 foi planejado para verificar a influéncia de diferentes
heterociclos no lugar do anel benzénico, ja que o composto ativo 3 possui um anel
heterociclico de 5 membros nesta posi¢do. O composto 8 foi planejado para verificar
se a substituicdo da fenila pelo dioxalano seria toleravel. O interesse nessa
substituicéo reside na redugéo do valor de clogP (4,91 para composto 2 e 3,62 para
composto 8). O composto 9 foi planejado com o objetivo de avaliar a influéncia da
posi¢do da fenila no sistema de anéis. Os compostos 10 e 11 foram planejados para

avaliacao da influéncia do aumento de volume do sistema de anéis.
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Tabela 7 — Série de acridinonas.

Massa PSA*
Composto Estrutura Molecular* clogP* (AY) nHD* nHA*
(g/mol)
1 415,49 4,61 56,80 1 5
2 370,41 491 74,92 1 5
3 331,44 4,56 29,10 1 2
4 369,42 4,87 47,57 1 4
5 404,31 5,76 29,10 1 2
6 401,46 4,33 67,79 2 5
7 309,32 2,94 60,71 1 5
8 364,36 3,62 93,39 1 7
9 370,41 491 74,92 1 5

(continua)



(continuagao)
Tabela 7 — Série de acridinonas.
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Massa PSA*
Composto Estrutura Molecular* clogP* (A% nHD* nHA*
(g/mol)
10 443,54 5,26 56,80 1 5
11 449,51 6,10 56,80 1 5
12 549,58 5,60 111,17 2 8
13 499,52 3,66 111,17 2 8
14 501,54 3,68 111,17 2 8

0\5(:
o OH

*Valores calculados com o programa molinspiration. clogP: coeficiente de particdo octanol/agua calculado. PSA:
Area de Superficie Polar (do inglés, Polar Surface Area). nHD: nimero de doadores de ligagdo de hidrogénio.
nHA: nimero de aceptores de ligagdo de hidrogénio.

Fonte: Elaborada pela autora

4.4 Ensaios bioldgicos

4.4.1 Ensaios de migracéo celular
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7

A inibicdo da migracdo celular € uma caracteristica desejavel em novos
candidatos a antitumorais, pois esta é essencial no processo de metastase.*** O
ensaio celular wound healing permite a avaliagdo semi quantitativa da migracéo
celular por meio da realizacdo de uma fenda na monocamada celular. Esta fenda se
fecha ap6s determinado periodo de incubacao devido a migracdo das células. Para
a triagem de inibicdo da migracéo celular, os compostos 5-11 foram avaliados a
uma concentracdo de 10 uM, que garante a viabilidade das células apds 24 h de
incubacdo. Os compostos 5, 6, 8 e 10 (figura 10) foram identificados como ativos e a

podofilotoxina e colchicina foram utilizadas como controles positivos.
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Figura 10 — (A) Resultado das triagens no ensaio wound healing. As porcentagens de inibicdo séo
apresentadas como a média das triplicatas. Os compostos teste foram avaliados a 10 uM
e controles a 1 uM (B) Exemplo de resultado para o controle negativo e para 0 composto
6 (10 pM).

Fonte: Elaborada pela autora.

Para quantificar os efeitos dos compostos ativos na inibicdo da migracao
celular foram realizados ensaios de migragdo em camara de Boyden. Neste ensaio,
as ceélulas que migram através de uma membrana porosa em direcdo a um
compartimento contendo um quimioatraente (SFB) sdo coradas e quantificadas
(figura 11). Os valores de ICso para migracdo celular (tabela 8) mostram que os
compostos 5, 6 e 8 estdo na mesma ordem de poténcia, com 0 composto 6 sendo o
mais potente, mantendo-se equipotente ao composto 1, a colchicina e a
podofilotoxina. Além disso, sdo mais potentes que os analogos 3 e 4. Sendo assim,
as substituicées do nitro (2) por um bromo (5), da fenila (2) por um dioxalano (8) e do
p-metoxi (1) por uma hidroxila (6) se mostraram toleraveis no modelo de migracéo
celular. Entretanto, a substituicdo do tiofeno (3) pelo furano (7) se mostrou deletéria

para a atividade, assim como a substituicdo da a-naftila (2) por uma B-naftila (9).
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Resta ainda elucidar a relevancia da mudanca do heterodtomo ou da mudanca de

posicdo do mesmo.
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Figura 11 — Fotomicrografias representativas das membranas do ensaio em camara de Boyden. As
células coradas podem ser observadas em roxo. As fotografias foram obtidas com o
auxilio de uma objetiva de 10 X em um microscopio Axio Vert.Al (Zeiss). (A) Controle
negativo. (C) Composto 6 10 uyM. (C) Composto 6 3 pM. D. Composto 6 1 pM. (E)
Composto 6 0,3 uM. (F) Composto 6 0,1 uM. (G) Composto 6 0,025 uM. (H) Curvas
concentracdo x resposta para a determinacéo do ICs, para os compostos 5 (verde), 6
(roxo) e 8 (azul).

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4.2 Ensaios de citotoxicidade

Para a avaliacdo da Vviabilidade celular foram realizados ensaios
colorimétricos que se baseiam na capacidade das enzimas desidrogenases
mitocondriais reduzirem o composto MTS, que possui coloracdo amarela, em
formazan, com coloracao roxa. A triagem da série 5-11, em 3 concentragdes (50, 15
e 1,5 uM), permitiu a identificagdo dos compostos ativos 5, 6, 8 e 10 e dos inativos 7,
9 e 11 (figura 12). Destaca-se 0 mesmo padréo verificado nos ensaios de migragao

celular (segao 4.3).
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Figura 12 — (A) Resultado do ensaio de citotoxicidade contra a linhagem MDA-MB-231. (B) Curvas
para determinacéo de ICsy, dos compostos ativos 5 (verde), 6 (roxo) e 8 (azul).
Fonte: Elaborada pela autora.

Os valores de ICsg determinados nos ensaios de citotoxicidade com a
linhagem tumoral MDA-MB-231 (tabela 8) mostram que o composto 6 (ICso = 0,13
pMM) foi equipotente ao 1 (ICso = 0,11 yM). O composto 8 (ICso = 0,5 pM), embora
cerca de 2 vezes menos potente que 0 2 (ICso = 0,19 pM), ndo apresentou uma
reducéo significativa da atividade citotoxica. Isto indica que as substituicdes da fenila
(2) por um dioxalano (8), e do p-metoxi (1) por uma hidroxila (6), também s&o
toleraveis no modelo de citotoxicidade. Entretanto, o composto 5, apesar de
apresentar uma boa atividade citotdxica (ICso = 3,6 pM), foi quase vinte vezes menos
potente que o composto 2, indicando que a substituicdo do grupo nitro (2) por um
bromo (5) ndo é tdo bem tolerada no modelo de citotoxicidade. O composto 10
apresentou uma reducéo de 100 vezes em sua poténcia (ICso = 12 uM) em relacéo
ao composto 1, indicando que a adicdo do grupo dimetil no anel ciclohexanona é
prejudicial a atividade.

Em seguida, os compostos mais potentes, 5, 6 e 8 tiveram sua citotoxicidade
avaliada contra a linhagem de fibroblastos humanos normais HFF1 para verificar a
seletividade dos compostos para células tumorais. Nenhum destes compostos
apresentaram citotoxicidade contra a linhagem saudavel (tabela 8), até a
concentragéo limite de 50 pM (concentragdo maxima em que os compostos
apresentam solubilidade adequada). Os resultados apontam gue 0s compostos séo
seletivos, 0 que é uma caracteristica fundamental no desenvolvimento de candidatos

a agentes antitumorais.
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4.4.3 Ensaios de inibicdo da polimerizacdo da proteina tubulina

A avaliacdo da modulacdo da tubulina foi realizada para os compostos 5-11
por meio de um ensaio de polimerizacao in vitro da proteina, que se fundamenta na
propriedade do composto fluorescente DAPI se ligar aos microtibulos com uma
afinidade maior do que aos dimeros livres de tubulina. Assim, conforme os
microtubulos s&@o polimerizados in vitro h& um aumento no sinal de fluorescéncia
guando se excita a amostra a 350 nm e esta emite a 460 nm. Estas medidas
permitem a visualizagdo de perfis bem caracteristicos referentes a atuagédo de
estabilizadores e desestabilizadores de microtubulos, bem como a quantificacdo da
interferéncia destes compostos na polimerizacao da tubulina.

A triagem em concentracdo unica (50 uM) nos levou a identificar os
compostos 5, 6, 8 e 10 como inibidores de polimerizacdo da tubulina, e os
compostos 7, 9 e 11 como inativos (figura 13), mantendo o perfil de atividade
observado nos ensaios celulares. Em conjunto com os resultados anteriormente
obtidos para os compostos 1-4,’® estes resultados reforcam o envolvimento da
modulacdo da tubulina nos efeitos celulares apresentados. A determinacdo de ICsg
para 0os compostos ativos (tabela 8) mostrou que a substituicdo do p-metdxi (1) (ICso
= 0,9 uM) por uma hidroxila (6) (ICso = 1,3 M) é toleravel, ndo levando a alteracéo
da atividade biolégica. Em contrapartida, o composto 5 (ICso = 7 uM) foi cerca de 3
vezes menos ativo que o composto 2 (ICso = 2,4 uM), 0 que pode explicar a reducéo
da citotoxicidade observada quando se substitui o nitro (2) pelo bromo (5). O
composto 10 foi 50 vezes menos ativo (ICso = 45 uM) que o composto 1, estando de
acordo com a reducdo de sua atividade citotoxica. Finalmente, a substituicdo da
fenila (2) (ICso = 2,4 uM) pelo dioxalano (8) (ICso = 24 uM) resultou em uma poténcia
dez vezes menor.

Surpreendentemente, a reducédo da atividade contra a tubulina ndo levou a
uma diferenga tdo acentuada nas atividades de inibicdo da migracdo celular e de
citotoxicidade para o composto 8. Os valores de clogP desses compostos podem
ajudar a compreender essa observacdo. O clogP é uma propriedade fisico-quimica
fundamental no desenvolvimento de compostos bioativos, fornecendo uma medida
comparativa da lipofilia dos compostos. Esta propriedade influencia diretamente o
comportamento farmacocinético, farmacodindmico e toxicoldgico de farmacos. Um

dos mecanismos influenciados diretamente pelo logP é a permeabilidade dos
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compostos através da membrana celular.®® Para permear passivamente pela
membrana, o valor de log P deve ser moderado, ou seja, ndo muito baixo, a ponto
de ndo interagir com a membrana, e nem elevado, a ponto de penetrar a membrana
e ndo sair. Tipicamente, valores adequados estdo na faixa 1,5 < logP < 3,5.%° Pode-
se notar que o valor predito (3,6) para o logP do composto 8 estd mais proximo da
faixa 6tima do que o predito (4,9) para o composto 2. Desta forma, é possivel que o
composto 8 penetre em maior quantidade no interior das células compensando a
sua menor atividade contra o alvo molecular isolado e levando a uma resposta
celular semelhante & observada para o composto 2. Esta hipotese foi avaliada por
meio da determinagé&o da permeabilidade celular desses compostos empregando-se
o modelo PAMPA (do inglés, Parallel Artificial Membrane Permeability Assay),”® os
resultados estdo descritos na secdo 4.6.3 e confirmam que o composto 8
demonstrou ser, inclusive, aquele com a melhor capacidade de permear

passivamente por uma membrana lipidica.
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Figura 13 — (A) Resultado da triagem dos compostos no ensaio de polimerizagdo da tubulina. (B) Curvas para
determinacao de ICso dos compostos ativos 5 (verde), 6 (roxo) e 8 (azul).
Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 8 — Resultados dos ensaios celulares e bioquimicos.

ICs0 (ULM)
Composto Miglrellgég Citotoxicidade” Pg!r?:tr)ljl?r(];go
celutar MDA-MB-231 __HFFL __ SF HUVEC
Colchicina 0,320 + 0,003 0,02 + 0,01 <0,02 1 0,03 + 0,01 0,99 + 0,01°
Podofilotoxina 0,33 + 0,06 0,011 + 0,001 >50  >1000 n.d. 0,37 + 0,05°
1 0,33 + 0,02 0,11 + 0,02 >50 >400 0,120+ 0,08 0,9 +0,2°
2 0,294 +0,005 0,190 + 0,007 >50  >200 n.d. 2,4+0,2°
3 1,345 + 0,007 1,1+0,2 > 50 > 40 n.d. 54+ 2°
4 1,7+0,7 3+1 > 50 > 15 n.d. 13+ 2°
5 0,6+0,1 3,6 +0,6 > 50 >10 n.d. 7,0+0,2°
6 0,30 + 0,01 0,13 + 0,02 >50 >300 0,15+ 0,04 1,3+0,6°
8 0,51 + 0,04 0,5+0,2 > 50 >100 1,1+0,9 24 + 5°
10 n.d. 12+6 n.d. n.d. n.d. 45+ 7¢

""‘" Média + DP de dois experimentos indeBendentes em duplicata.
¢ indice de seletividade (ICso"™*™%*Y/1C5," ). ¢ Ensaio de fluorescéncia. Dados s&o apresentados como Média + DP de
duplicatas. ® Ensaio de espalhamento. Dados s&o apresentados como Média + DP de duplicatas. n.d. ndo determinado.
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Fonte: Elaborada pela autora

4.4.4 Ensaios de competitividade pelo sitio da colchicina

Como apresentado na secdo 1.2.1, compostos que atuam como inibidores de
polimerizacdo dos microtubulos podem se ligar ao sitio da colchicina, da vimblastina,
ou ainda, atuar em outros sitios. Desta forma, € essencial determinar 0 mecanismo
de atuacdo dos compostos. Para comprovar que as acridinonas ativas inibem a
polimerizacdo da tubulina interagindo com o sitio da colchicina, como proposto por
nossos estudos preliminares de docagem molecular,’® foram realizados ensaios de
competicdo pelo sitio da colchicina utilizando como marcador fluorescente a
colchicina conjugada com fluoresceina.

O composto-teste ou controles foram pré-incubados com a tubulina por 30
min. Em seguida, houve incubag¢do com a colchicina fluorescente por mais 30 min. O
controle negativo (DMSO 1%) permitiu a ligagdo da colchicina fluorescente, como
pode ser visto na figura 14. Como esperado, a pré-incubacdo com a colchicina
reduziu a ligacdo da colchicina fluorescente em 70%. Comportamento também
observado no caso da pré-incubacdo com o composto 1, que reduziu a ligacdo da
colchicina fluorescente em 72% (figura 14). Este resultado evidencia a interacao das
acridinonas com o sitio da colchicina, o que nos permite explorar com maior

confianca os métodos de modelagem molecular baseados na estrutura do receptor.
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Figura 14 — (A) Resultados do ensaio competitivo pelo sitio da colchicina. Os dados sé&o

representativos de dois experimentos. (B) Inibicdo de ligagdo da colchicina
fluorescente.
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.45 Imunofluorescéncia

Para verificar os efeitos in situ dos compostos contra o alvo molecular, foram
feitos ensaios de imunofluorescéncia por meio da imunomarcagédo da tubulina.
Células MDA-MB-231 (tumorais) ou HFF1 (normais) foram incubadas com os
compostos 1, 6 e colchicina na concentracdo de 2 uM, o controle negativo foi
incubado com 1% de DMSO. A marcacdo do citoesqueleto e do nucleo celular
permitiu a visualizacdo de alteracdes morfolégicas causadas pela acdo dos
compostos (figura 15). Pode-se observar que as células controle (DMSO 1%)
apresentam uma rede extensa de microtabulos, com morfologia alongada e nucleos
regulares, tanto nas células MDA-MB-231 quanto nas HFF1.

As células MDA-MB-231 e HFF1 tratadas com colchicina apresentaram um
citoesqueleto desorganizado e menos denso, além de células polinucleadas devido
a inibicdo da formacéo das fibras do fuso. As células MDA-MB-231 tratadas com 0s
compostos 1 e 6 apresentaram caracteristicas semelhantes as tratadas com a
colchicina. Um citoesqueleto bem menos denso e células cuja divisdo celular foi
interrompida puderam ser observadas, 0 que evidencia que 0S compostos Sao
capazes de modular a tubulina intracelular. Outra proeminéncia da atuacéo in situ
dos compostos reside na interrupc¢éo do ciclo celular na fase G,/M, fato comprovado

anteriormente por experimentos em citometria de fluxo para os compostos 1-4."
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DMSO 0,1% Colchicina
- 2 uM

(1) 2 uM

DMSO 1% 4 Colchicina (6) 2 uM

g 2 uM

Figura 15 — Imagens representativas do efeito dos compostos no citoesqueleto das células MDA-MB-
231 (A) e HFF1 (B). Em verde podem ser visualizados os microtibulos e o material
genético em azul.

Fonte: Elaborada pela autora.

Diferentemente do observado no caso da colchicina, as células HFF1 tratadas
com o0s compostos 1 e 6 nao sofreram alteracbes morfolégicas significativas,
corroborando novamente a seletividade destes compostos frente as células

tumorais.
4.4.6 Atividade anti-angiogénica in vitro

Para estudo dos efeitos dos compostos sobre a angiogénese in vitro foi
utilizado um modelo qualitativo de formacdo tubular.”> Neste ensaio, células
endoteliais HUVEC foram cultivadas sobre uma camada de Matrigel® (matriz
extracelular). Em condigbes normais, estas células formam estruturas tubulares
tridimensionais. A formagdo destas estruturas in vitro € um modelo que simula a

geracdo de novos vasos sanguineos por células endoteliais.”® Por meio de
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fotomicrografias, agentes perturbadores do processo de diferenciacdo e formacéo
tubular endotelial (essenciais ao processo de angiogénese) sao identificados.

Antes da realizacdo do ensaio de tubulogénese, a citotoxicidade dos
compostos nas células HUVEC foi determinada. Portanto, para garantir que a
inibicho da organizacdo da rede tubular ndo seja devida a& morte celular,
concentragdes subtdxicas devem ser empregadas. Para tanto, foi realizado o ensaio
de MTS e os valores de ICs, foram determinados para os compostos 1 e 6 (tabela 8).

Apos a incubacéo, o sistema foi acompanhado por fotomicrografias a cada 24
h por 5 dias. Trés ensaios independentes foram conduzidos. No ultimo, as células
foram coradas com calceina-AM para garantir a visualizacdo apenas de células
viaveis. Como controle positivo foi utilizada a colchicina e 0s compostos
selecionados para teste foram os mais potentes no conjunto dos ensaios biolégicos

(1 e6).

Figura 16 — Imagens representativas dos efeitos dos compostos na tubulogénese de células HUVEC.
Os tempos de incubacédo e objetivas utilizadas estédo indicados nas fotomicrografias. As
imagens das células tratadas no tempo de 24 h foram omitidas porque apresentaram
padrdo semelhante ao observado no controle negativo (DMSO 0,1%) em 24 h.

Fonte: Elaborada pela autora.

Pode ser observado nas figuras 16 e 17 que as células ndo tratadas se
reorganizam em estruturas tubulares quando cultivadas sobre a matriz extracelular
(0 que ndo ocorreu quando cultivadas sobre a superficie sem Matrigel). E evidente
gue a colchicina impede essa reorganizacdo, como esperado, mantendo as células
em pequenos grumos.’* Esta capacidade, de impedir a formacéo da rede tubular,
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também foi observada para os compostos 1 e 6. Estes resultados demonstram que
estes compostos podem ser investigados como agentes anti-angiogénicos.

DMSO 0,1% = % Colchicina 5nM

. (1)60nM

o

Figura 17 — Imagens representativas do efeito dos compostos na tubulogénese de células HUVEC
apés 120 h de incubacdo. No detalhe, as células cultivadas na superficie sem
recobrimento com Matrigel. As fotografias foram obtidas com o auxilio da objetiva de 10X
em um microscopio com fluorescéncia Axio Vert.Al (Zeiss). Apenas as células viaveis
(coradas com calceina-AM) podem ser observadas.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4.7 Ensaios de efluxo de calceina

A glicoproteina-P (Pgp) € uma proteina de membrana que funciona como uma
bomba de efluxo ATP-dependente. Esta proteina é codificada pelo gene de
resisténcia a multiplos farmacos (MDR, do inglés, multidrug resistance) e afeta a
absorcao, distribuicdo e excrecdo de diversos medicamentos.”?> O paclitaxel, por
exemplo, é excretado no intestino devido a acdo da proteina, colaborando para os
casos de resisténcia deste farmaco.’? Portanto, é importante a avaliagdo de novos
compostos quanto a interagdo com a Pgp. O reconhecimento desta interacdo nas
etapas iniciais do planejamento de farmacos pode auxiliar na selecdo de candidatos
com maiores chances de sucesso em estudos in vivo.

O ensaio de efluxo de calceina permite a avaliagdo da interacdo de
compostos com a Pgp de forma simples e em larga escala. Neste ensaio, a
calceina-AM, que nao é fluorescente, penetra passivamente pela membrana celular.
Uma vez intracelular, a calceina-AM é hidrolisada por esterases e a calceina livre
pode ter sua fluorescéncia detectada. A calceina livre ndo penetra passivamente
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pela membrana e é acumulada no interior das células. Entretanto, a calceina-AM é
substrato da Pgp e, portanto, seu efluxo é inversamente proporcional a quantidade
de calceina livre acumulada. Assim, na presenca de substratos ou inibidores da
glicoproteina-P, pode ser observada uma taxa maior de acimulo de calceina.’® Esta
avaliagcdo foi feita para as acridinonas ativas 1-6 e 8. Como controles positivos
foram utilizados substratos/inibidores de Pgp conhecidos, tais como colchicina,
podofilotoxina, paclitaxel e verapamil.
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Figura 18 — Resultado do acumulo de calceina fluorescente em relagdo ao controle. Significancia
estatistica em relagdo ao controle * P < 0,05; ** P < 0,01 e *** P < 0,001. Todos os
compostos foram avaliados a 100 pM

Fonte: Elaborada pela autora.

Nos resultados dos ensaios de efluxo de calceina (figura 18), os controles
positivos permitiram um maior acumulo de calceina, como esperado, exibindo entre
30 e 40% de aumento na fluorescéncia intracelular. Os compostos 2 e 6 exibiram um
padrdo de resposta semelhante a dos controles positivos, aumentando a
fluorescéncia intracelular entre 20 e 30%, 0 que sugere que estes compostos séo
provaveis substratos de Pgp. Os compostos 1, 3 e 5 ndo causaram alteracbes
significativas no acumulo de calceina, indicando que nao interagem com a Pgp. Os
compostos 4 e 8 causaram significativa reducdo na fluorescéncia intracelular (de
guase 50%), 0 que mostra que estes compostos sdo substratos da Pgp. Entretanto,
estes compostos modulam positivamente a atividade da Pgp, aumentando a sua

taxa de efluxo.
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Os compostos 1, 3 e 5 exibiram esqueletos privilegiados em relagdo a nao
interacdo com a Pgp, e seus valores de PSA inferiores a 60 A% podem ser um dos
fatores que contribuem para isso.®* Além disso, é curioso notar que a substituicdo do
p-metoxi (1) pela hidroxila (6) foi suficiente para transformar um néo-substrato em
um substrato. O doador de ligacdo de hidrogénio adicional e o consequente aumento
da PSA podem ter contribuido para este efeito.®*

4.4.8 Tubulina e suas isoformas

Apesar de a tubulina ser uma proteina bem conservada em todas as espécies
eucarioticas, os microtubulos podem ser constituidos por diferentes isoformas da
tubulina, ou ainda, podem exibir diferentes modificacbes pos-traducionais (MPTS).
Compreender a heterogeneidade da tubulina e o efeito de moduladores pode auxiliar
no desenvolvimento de ligantes mais especificos. Além disso, a superexpressao de
algumas isoformas, com a a1B, Blll e BIV, estado relacionadas ao desenvolvimento
de tumores resistentes a tratamentos.?*%*

Uma das razbes para a falta de informacgfes sobre isoformas especificas da
tubulina advém da dificuldade na producao da proteina em um sistema heterélogo
ndo-enddgeno. Tipicamente, a proteina empregada em ensaios de atividade é
purificada de cérebro bovino ou suino. A tubulina obtida por essa metodologia é
bastante heterogénea em termos de isoformas/MPTs e representa a constituicao
média da proteina no tecido cerebral. Desta forma, um sistema para producéo
heter6loga de tubulina empregando a linhagem celular humana HEK-293 foi
desenvolvido com o objetivo de superexpressar isoformas ou MPTs especificas da
tubulina. As cinco linhagens estaveis, descritas na metodologia (secdo 3.12) foram
empregadas em estudos de citotoxicidade. A linhagem n&o transformada, ou
selvagem, e a linhagem t5 (superexpressando a tubulina BlIlI) foram empregadas no
estabelecimento do protocolo de purificagdo. A proteina purificada da linhagem
selvagem foi utilizada em testes de atividade e comparada com a proteina comercial
(Cytoskeleton). Para caracterizar as linhagens, a expressao das isoformas foi
verificada por citometria de fluxo. Apds a indugcdo da expressdo com doxiciclina, as
células foram incubadas com um anticorpo primario anti-strep tag com anticorpo

secundério fluorescente (figura 19).



78

100+

80+

60-

40+

20

% Células fluorescentes

0 T r T r
N S & O B> &

Figura 19 — Porcentagem de células fluorescentes apds a indugédo da expressdo com 2 ug/mL de
doxiciclina por 48 h.
Fonte: Elaborada pela autora.

As diferentes linhagens foram avaliadas no ensaio de MTS para verificar
possivies diferencas no perfil de citotoxicidade de moduladores conhecidos de
tubulina (paclitaxel, colchicina e podofilotoxina) e de dois compostos representativos
da série de acridinonas (1 e 6). Como controle, foi utilizado um agente citotdéxico cujo
mecanismo de ac¢ao € independente dos microtibulos (doxorrubicina). Os resultados

estdo sumarizados na figura 20.

Pode-se observar que a linhagem superexpressando a tubulina Bl (t5) foi
mais resistente ao paclitaxel do que a linhagem selvagem. No entanto, a
sensibilidade a doxorrubicina foi a mesma em todas as linhagens, de acordo com o
esperado. As células t5 também foram menos sensiveis a colchicina e a
podofilotoxina, que interagem com o0 mesmo sitio e possuem um modo de ligacéo
semelhante. Todavia, as células selvagens e t5 foram igualmente sensiveis aos
compostos 1 e 6. A principal alteragcdo da tubulina BllIl no sitio da colchicina é a
substituicdo da cisteina 241 por uma serina. Nas estruturas cristalograficas da
tubulina com a colchicina e podofilotoxina, esta cisteina é responsavel por uma
interacdo de hidrogénio com o ligante. Todas as estruturas de tubulina com ligante
disponiveis no PDB sao da tubulina Bll. Para melhor compreender o modo de
ligacdo dos compostos com a tubulina Blll estda em desenvolvimento, em um projeto
de um aluno de doutorado do nosso grupo, modelos de interacdo do sitio da
colchicina. Estes modelos serdo empregados em estudos de dindmica molecular e
sdo baseados em uma estrutura da tubulina Bl (51J0) e em uma estrutura

cristalizada em complexo com a colchicina (402B).
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Figura 20 — Efeitos dos compostos em diferentes linhagens HEK. (A) Comparacdo da citotoxicidade
nas linhagens selvagem (azul) e t5 (rosa).
Fonte: Elaborada pela autora.

As células superexpressando a tubulina poliglicilada (t1) foram, ao contrario
da linhagem t5, mais sensiveis ao paclitaxel, colchicina e podofilotoxina. Os
compostos 1 e 6, entretanto, apresentaram mesmo perfil de atividade. As linhagens
superexpressando as tubulina a1B, Bl e BIl ndo apresentaram diferenca de
sensibilidade a nenhum dos compostos. Mesmo que as células transformadas nao
expressem exclusivamente as isoformas investigadas, detectou-se alteracbes na
sensibilidade aos diversos moduladores de tubulina nestes modelos celulares.
Assim, podem ser empregados como ponto de partida para a escolha de uma
isoforma especifica para estudos mais detalhados.

A partir dos resultados obtidos nos testes de citotoxicidade, elegeu-se
investigar mais a fundo a isoforma BlIl. Para tanto, primeiramente foi estabelecido o
protocolo de purificagdo utilizando a linhagem selvagem. Seguindo um protocolo
baseado em ciclos de polimerizacdo/despolimerizacéo e ultracentrifugacéo, obteve-
se a proteina pura (figura 21) com um rendimento de 4 mg/mL em um volume final
de 50 pL. A atividade dessa proteina foi avaliada por meio da realizagdo de um
ensaio de polimerizacdo seguindo o protocolo descrito na seg¢ao 3.7. Para

comparacao, avaliamos concomitantemente a proteina comercial e uma amostra de
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proteina de cérebro de porco purificada utilizando o mesmo protocolo e pode-se
observar que a proteina purificada apresenta padrdo de atividade adequado quando
incubada com o controle negativo (DMSO) e com os controles positivos (paclitaxel e
colchicina) (Figura 21). Apés a validacdo do protocolo, cultivamos a linhagem t5 e
purificamos a proteina. A amostra obtida apresentou uma concentracdo de 3 mg/mL

e demonstrou atividade no ensaio de polimerizacao in vitro.
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Figura 21 - (A) Gel SDS PAGE 10% (1) Marcador. (2) Sobrenadante ap6s a primeira
ultracentrifugacdo. (3) Pellet apés a primeira etapa de polimerizacdo. (4)
Sobrenadante apds a primeira etapa de polimerizagdo. (5) Sobrenadante apés a
primeira etapa de despolimerizacdo. (6) Pellet apdés a primeira etapa de
despolimerizacdo. (7) e (8) Pellet ap6és a polimerizacdo em tampdo de alta
molaridade. (B) Atividade de polimerizacdo da proteina comercial na presenca de
DMSO (azul), paclitaxel (alaranjado) e colchicina (verde). (C) Atividade de
polimerizacdo da proteina purificada de cérebro de porco na presenca de DMSO
(azul), paclitaxel (alaranjado) e colchicina (verde). (D) Atividade de polimerizacéo da
proteina purificada da cultura de células HEK selvagem na presenca de DMSO (azul),
paclitaxel (alaranjado) e colchicina (verde).

Fonte: Elaborada pela autora.

4.5 Separacdo dos enantiobmeros

Os enantibmeros de um composto quiral podem apresentar propriedades
biologicas distintas. O isbmero apresentando as propriedades bioldégicas mais
potentes e desejadas € denominado eutdmero, enquanto aquele apresentando
efeitos in6cuos é denominado distdmero.** A presenca de distdmeros impacta

diretamente na dosagem necessaria para obtencao de eficacia in vivo e o controle
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de qualidade garantindo a propor¢cao entre os entantibmeros pode ser desafiador.
Ainda mais preocupante é o caso em que o distbmero apresenta propriedades
toxicas e deve ser completamente eliminado do produto final.?4%

Um caso historico que que chamou a atencéo para o estudo da quiralidade de
produtos farmacéuticos foi o da talidomida. Este farmaco era comercializado como
mistura racémica e, apds diversos defeitos congénitos apresentados por neonatos
cujas maes haviam utilizado talidomida, o farmaco foi retirado do mercado.®
Verificou-se em estudos posteriores que o isébmero (R) era o responséavel pelas
propriedades terapéuticas (sedativas e hipnoticas) enquanto o isémero (S)
apresentava propriedades teratogénicas.®” Existem ainda casos, como o da prépria
talidomida, em que pode ocorrer racemizagdo in vivo de um composto
enantiomericamente puro.

Devido a importancia do estudo dos efeitos da quiralidade em compostos
bioativos, selecionamos o composto 1 para separacdo dos enantibmeros pois o
mesmo apresentou o melhor conjunto de atividades biolégicas. Sua vantagem sobre
0 composto 6, que apresenta perfil muito semelhante, foi a demonstrada nao
interacdo com a Pgp (secéo 4.3.7).

O composto 1 foi entdo submetido a resolugdo quiral por cromatografia
liquida, um dos enantidmeros foi eluido entre 6 e 7,5 min e o0 segundo entre 8 e 10
min. Os cromatogramas para a mistura e amostras purificadas podem ser
observados na figura 22. A configuracdo absoluta foi determinada pela técnica de
dicroismo circular (anexo A) e o enantibmero l1a foi identificado como sendo o S e o0

enantidmero 1b foi identificado como o R.
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Figura 22 — Cromatogramas para: (A) 60 mg em 4 mL da mistura racémica do composto 1. (B)
primeiro enantibmero la obtido em 6,8 min (11 mg) e (C) Segundo enantibmero 1b

obtido a 8,8 min (9,7mg).
Fonte: Elaborada pela autora.

4.6 Avaliacado biolégica dos enantibmeros puros

Os enantibmeros la e 1lb foram avaliados nos ensaios wound healing, de
citotoxicidade contra a linhagem MDA-MB-231, de polimerizacdo da tubulina e de
progressao do ciclo celular. A mistura 1 foi reavaliada paralelamente em todos os
ensaios (tabela 9).

No ensaio wound healing, os compostos 1a e 1 inibiram a migracao celular
em 90% e 80%, respectivamente, enquanto o composto 1b ndo apresentou nenhum
efeito em relacdo ao controle negativo. O ensaio de polimerizagdo da tubulina foi
realizado em 5 concentracdes para cada composto (25 — 0,3 uM, diluicdo 1:2). A
mistura 1 apresentou ICso de 1,35 uM, estando de acordo com os resultados obtidos

anteriormente (tabela 8). O enantibmero la apresentou ICso de 0,78 pM enquanto o
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1b ndo apresentou atividade (figura 23), sendo, portanto, o isoméro S o eutdbmetro
para a atividade antitubilina. Vale ressaltar que o composto la foi cerca de 2 vezes
mais potente que mistura, de acordo com o esperado quando temos a presenca de
um distbmero em uma mistura racémica.

Os resultados de inibicao da polimerizagéo da tubulina corroboram os estudos
de docagem molecular que realizamos anteriormente.’® As poses geradas para 0s
isbmeros S em geral apresentaram energias de ligagcdo mais favoraveis. Além disso,
a inspecdo visual dos resultados também nos levou a concluir que este seria o
isbmero com maior probabilidade de interagir com o sitio da colchicina. Este
resultado mostra a importancia da integracdo de técnicas in silico no processo de

desenvolvimento de novas entidades quimicas.
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Figura 23 — Polimerizac&o da tubulina na presenca dos controles e dos compostos 1, 1la e 1b.
Fonte: Elaborada pela autora.

Nos ensaios de citotoxicidade, a mistura 1 apresentou CCsy de 0,12 uM,
novamente de acordo com os resultados anteriores (tabela 8). O composto la
apresentou CCso de 0,013 puM enquanto o composto 1b apresentou CCsy de 6 uM. A
poténcia do composto la foi aumentada em 10 vezes em relacdo a mistura 1, muito
além do esperado. Ainda, o composto 1b apresentou atividade 50 vezes menor que
a mistura, entretanto apresentou citotoxicidade mesmo sendo inativo contra o alvo
molecular proposto, a proteina tubulina. Estes resultados indicam que 0os compostos
podem atuar em um segundo alvo molecular.

A identificacdo de um segundo alvo € de grande interesse por duas razdes: i)
caso seja um alvo ndo terapéutico, modificagcbes moleculares capazes de reduzir
essa interacdo poderiam reduzir potenciais efeitos colaterais. ii) caso seja um alvo

terapéutico, o carater de inibidor dual poderia ser explorado e otimizado. Terapias
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multi-alvo apresentam o0s beneficios das terapias combinatérias (e.g. evitar
mecanismos de resisténcia) com a vantagem de apresentarem menos efeitos
colaterais.® A completa elucidacdo destes efeitos vai além do escopo desta tese, no
entanto publicacbes recentes descrevem inibidores duais de tubulina e histonas

88-89

desacetilases, 0 que poderia ser um ponto de partida para posterior

investigacao.

Tabela 9 — Avaliacao biolégica dos enantibmeros puros.

Composto [Cso (M)
Citotoxicidade (MDA-MB-231) Polimeriza¢do da tubulina
1 0,12 + 0,02 1,35+ 0,06
la 0,013 +£ 0,003 0,78 £ 0,03
1b 6+2 inativo

Dados séo apresentados como Média + DP de dois ensaios independentes em duplicata.
Fonte: Elaborada pela autora.

Para melhor compreender o efeito dos enantibmeros na tubulina intracelular,
o efeito dos compostos sobre a progressao do ciclo celular foi estudado por meio da
quantificacdo do contetdo de DNA das células tratadas. Como controles positivos de
perturbacdo do ciclo celular foram utilizadas a colchicina, que leva a um acumulo de
células na fase G,/M e a doxorrubicina, que leva a um acumulo de células na fase S,
devido a inibicdo da enzima topoisomerase Il.

Podemos observar (figura 24) que os compostos 1 e la apresentam um perfil
similar ao obtido para a colchicina, causando um acumulo de células na fase G,/M
devido a perturbagéo do fuso mitdtico. Observamos também um aumento no nimero
de células tetraploides (4n) pois, devido a natureza tumoral das células e a
comportamentos anémalos inerentes de culturas in vitro, algumas células continuam
a multiplicar seu material genético mesmo em condi¢Ges adversas.

Uma caracteristica comum a todos os agentes citotoxicos é o aumento do
namero de células Sub-Gi;, ou seja, células mortas ou apoptéticas. Podemos
observar esse efeito nas células tratadas com doxorrubicina, colchicina, 1 e 1a. O
tratamento com o composto 1b em concentragbes subtoxicas ndo causou nenhum
efeito significativo em relacdo ao controle negativo. No entanto, o tratamento com o
composto 1b a 6 uM levou a um aumento no numero de células em Sub-G;,
confirmando sua natureza citotoxica. Contudo, o perfil de distribuicdo de células nas
diferentes fases do ciclo celular ndo sofreu alteragcdes em relacéo ao controle. O que

indica que seu mecanismo citotdxico ndo esta relacionado a nenhuma via envolvida
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na progressao do ciclo celular e confirma que o enantibmero R néo se liga a tubulina

tanto in vitro quanto in situ.
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Figura 24 — Distribuicdo de células nas diferentes fases do ciclo celular para o controle negativo
(DMSO 0.1%) e apo6s 48 h de tratamento com colchicina, doxorrubicina, 1, 1a e 1b.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.7 Estudos de metabolismo e farmacocinética

Como exposto na secdo 1.3, a dose eficaz de um farmaco depende de sua
atividade biologica contra o alvo terapéutico e de suas propriedades ADME. Um
farmaco efetivo deve apresentar uma rota de administracdo adequada, deve atingir a
concentracdo necessaria para observacéo do efeito bioldégico no tecido alvo e deve
possuir um tempo de residéncia suficiente para que o efeito seja observado. Nesse
contexto, a modulacdo de multiplos parametros farmacocinéticos paralelamente aos
parametros farmacodinamicos € a estratégia central aplicada ao desenvolvimento de
farmacos atualmente. Portanto, para compreender as vantagens e limitacbes da
série de compostos desenvolvida durante esse trabalho de doutorado e priorizar
compostos para avaliagdo in vivo, suas propriedades farmacocinéticas e de
metabolismo foram avaliadas.

Os estudos foram realizados durante um estagio sanduiche de 11 meses na
Drug Discovery Unit da Universidade de Dundee (Dundee, Reino Unido). Esse
estagio foi viabilizado com uma bolsa de estudos da agéncia de fomento britanica
Wellcome Trust. Os resultados experimentais coletados serdo apresentados nos

subitens seguintes.
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4.7.1 Solubilidade aguosa

A solubilidade aquosa € um parametro fundamental no desenvolvimento de
candidatos a farmacos influenciando diretamente a absorcéo e, consequentemente,
a biodisponibilidade oral destas substancias.”® Compostos com baixa solubilidade
aquosa, além de exigirem formulagbes mais complexas, oferecem riscos de
toxicidade devido & possibilidade de formacéo de cristais no organismo.?® Ademais,
causam problemas de reprodutibilidade ou falsos resultados em estudos in vitro
além de tornar administracdo intravenosa para estudos in vivo desafiadora. Estes
fatores explicam o porqué diversos casos de desenvolvimento de farmacos tiveram
insucesso devido & baixa solubilidade aquosa® e a importancia de se acompanhar
este parametro desde as fases iniciais de um projeto. A determinacdo da
solubilidade cinética dos compostos 1-6, 8, 10, 1la e 1b se deu por meio de
nefelometria, que utiliza a medida do espalhamento de luz laser quando essa incide
sobre particulas insoltveis.” Os resultados (tabela 12) mostram que 0S compostos
apresentaram solubilidade aquosa entre 20 e 219 uM. Os compostos 5, 6, 8, la e 1b
apresentaram adequada solubilidade aquosa, com resultados acima do valor de
corte de 100 pM. Os compostos 1, 2 e 3 foram agrupados em uma categoria
intermediaria, apresentando valores sub 6timos. Os compostos 4 e 10 apresentaram

valores de solubilidade abaixo do limite de 70 uM.

4.7.2 CHILogD

A solubilidade de um composto é dependente, entre outros fatores, de sua
lipofilia, ou seja, de seu parametro logP. A lipofilia também influencia diretamente
outras propriedades importantes como absorcdo e biodisponibilidade, sendo um
paréametro que deve ser controlado durante todo o processo de desenvolvimento de
um farmaco. Experimentalmente, foram determinados os valores de logD (logP
medido a um determinado pH, neste caso, 7,4). Os valores m = 0,25 e b = 1,59,
obtidos a partir da curva de calibracao (figura 25) foram substituidos na equacao 2
para determinacgéo dos valores de CHI dos compostos (tabela 10).
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Figura 25 — Curva de calibragdo utilizando os compostos referéncia paracetamol, teofilina, cafeina,
benzimidazol, colchicina, carbamazepina, indol, propiofenona, butirofenona,
valerofenona e heptanofenona.

Fonte: Elaborada pela autora.

A partir dos valores da tabela 10 e da equacdo 3, foram determinados o0s

valores de CHILogD que estdo sumarizados na tabela 12.

Tabela 10 — Tempos de retencao e indices de hidrofobicidade para os compostos estudados.

Composto T, (Min) CHI Composto T, (Min) CHI
1 3,525 78,8 6 3,281 68,9
2 * * 8 3,372 72,6
3 3,695 85,7 10 3,750 88,0
4 3,702 86,0 la 3,526 78,9
5 4,038 99,6 1b 3,527 78,9

Fonte: Elaborada pela autora.

Como descrito na se¢éo 4.3.3, a faixa de valores de logD deve ficar entre 1,5
e 3,5 para adequada absorcdo via oral. Entretanto, dependendo de outras
caracteristicas da molécula, compostos com valores de logD até 5 ainda podem ser
absorvidos ap6s administracdo via oral. Como visto na tabela 12, todos os
compostos estao abaixo do valor de corte de Lipinski (5) e os compostos 1, 6, 8, 1a
e 1b apresentaram valores na faixa ideal para absorcéo via oral. Interessantemente,
nao observamos correlacao entre os valores de CHILogD e de solubilidade aquosa
(figura 26), o que indica que para alterar o perfil de solubilidade desta série, além da
adicdo de grupos polares, caracteristicas estruturais como planaridade e arranjo

tridimensional (cristalino ou amorfo) devem possuir papel fundamental.
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Figura 26 — Solubilidade aquosa x CHILogD.
Fonte: Elaborada pela autora.

7

Esta hipotese é reforcada quando comparamos o0s parametros dos
enantidmeros puros (1la e 1b) com sua mistura racémica (1). Embora os valores de
sejam 0s mesmos para os trés (CHILogD = 2,6), a solubilidade aquosa de la e 1b

(219 uM) é superior ao valor obtido para a mistura 1 (79 uM).
4.7.3 Ensaio de permeabilidade em membrana paralela artificial (PAMPA)

Um segundo parametro determinante na absor¢cdo de farmacos é a
permeabilidade passiva através de uma membrana lipidica. Comumente, agrupa-se
substancias em 4 classes de acordo com a combinacdo das propriedades

solubilidade/permeabilidade (tabela 11).%?

Tabela 11 - Classificacdo de substancias de acordo com suas propriedades de
solubilidade/permeabilidade.

Absorcgéo esperada

Classe Solubilidade Permeabilidade )
via oral
I Alta Alta Alta e rapida
I Baixa Alta Dep_endentg df”‘ taxa
de dissolucéo in vivo
11l Alta Baixa Variavel
\Y} Baixa Baixa Baixa

Fonte: Elaborada pela autora.
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Dessa forma, o acompanhamento da permeabilidade passiva dos compostos
também se faz fundamental desde as etapas iniciais do desenvolvimento de uma
substancia bioativa. O ensaio de permeabilidade em membrana paralela artificial foi
empregado na determinacdo da permeabilidade dos compostos 1-6, 8, 10, 1la e 1b
e 0s resultados estdo sumarizados na tabela 12. Os compostos 2, 4 e 10
apresentaram baixa recuperacdo (< 10%), inviabilizando a confiabilidade dos
resultados. Esta alta retencdo de massa pode ser explicada por agregacdo dos
compostos em solucdo (4 e 10 possuem baixa solubilidade aquosa) ou interacéo
com a membrana lipidica. Os demais compostos foram classificados de acordo com
sua permeabilidade em relacdo ao verapamil (£ 49% = Baixa; 50 — 99% = Média; =
100% = Alta). Os compostos 1, 3, 5, 6, 1a e 1b apresentaram baixa permeabilidade
(% em relacdo ao verapamil entre 0,5 e 24,1%), classificando-os na categoria llI
(tabela 11). O composto 5, que apresentou a permeabilidade mais baixa, também é
aguele com maior valor de CHILogD (3,76). O composto 8 foi o Unico classificado
como possuindo média permeabilidade (60% em relacdo ao verapamil). Como
discutido na secao 4.3.3, apesar de o composto 8 apresentar atividade 10 vezes
inferior contra o alvo molecular em relacdo ao composto 2, as atividades nos ensaios
celulares ndo foram alteradas significativamente. A diferenca de permeabilidade
destes compostos explica este comportamento, confirmando a hipétese de que uma
melhor capacidade de penetracdo através da membrana celular teria sido
responsavel pela manutencdo das atividades celulares. Isto também evidéncia a
importdncia da otimizacdo mdltipla de parametros em todos o0s estagios de

desenvolvimento.

4.7.4 Estabilidade metabdlica em microssomos de camundongo e humano

O clearance reflete o volume de plasma do qual um composto é removido de
forma irreversivel por unidade de tempo. E dos principais parametros
farmacocinéticos a ser considerado em projetos de quimica medicinal. Isto porque o
clearance determina outros parametros fundamentais, tais quais, meia-vida,
biodisponibilidade oral e dose eficaz. O metabolismo € a principal rota de clearance

3

de 75% dos farmacos,” sendo o figado o 6rgdo predominante neste processo.

Embora processos metabdlicos possam produzir metabdlitos farmacologicamente
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ativos ou toxicos, em geral, as reacfes de biotransformacéo produzem metabdlitos
inativos e mais polares, facilitando sua excrecdo.*

As reacOes de biotransformacdo sdo subdivididas em Fases | e Il. As
principais familias de enzimas de Fase | sdo as citocromo P450 (CYPs), flavinas
monooxigenases (FMOs), alcool desidrogenases (ADH), redutases e esterases, que
sdo responsaveis por reacoes de oxidacao, reducao e hidrélise. As enzimas de fase
Il realizam reacBes de conjugacdo, sendo as mais comuns a glucorinidacéo,
sulfonacdo, metilacéo e acetilagéo.®

Devido ao papel central do figado nestes processos, diversos ensaios in vitro
utilizando fracdes hepaticas sdo utilizados para predicdo do clearance in vivo e
otimizacdo da estabilidade de séries quimicas. HepatOcitos e microssomos
constituem as duas principais ferramentas para estudos do clearance in vitro. O
figado de animais ou doadores humanos pode ser utilizado para o isolamento de
células hepaticas (hepatécitos), que possuem enzimas de fases | e Il e todos os
cofatores necessarios para as reacfes. A homogeneizacdo do tecido hepatico,
seguido de etapas de ultracentrifugacdo permite o isolamento de artefatos
subcelulares denominados microssomos. Os microssomos sdo estruturas esféricas
constituidas por membranas do reticulo endoplasmatico contendo a maior parte das
enzimas de fase |, predominantemente CYPs e algumas enzimas de fase Il, como a
UDP-glucuronil transferase (UDPGT).%*%°

Devido a facilidade de obtencdo e armazenamento, custo mais baixo e
empregabilidade em HTS, os microssomos sdo amplamente utilizados tanto na
inddstria quanto na academia nas fases iniciais de desenvolvimento de novas
entidades quimicas. Neste contexto, os compostos 1 — 6, 8, 10, 1a e 1b foram
incubados com microssomos de camundongo e humano para a avaliagcdo do
clearance intrinseco (CLiy), 0s resultados estdo sumarizados na tabela 12. Os
compostos 1, 1a, 1b e 6 apresentaram boa estabilidade metabolica, abaixo do valor
de corte de 5 mL/min/g, tanto em microssomos humanos quanto de camundongos.

Os compostos 8 e 10 apresentaram estabilidade metabdlica intermediaria
tanto no sistema humano quanto de camundongos enquanto os compostos 2 — 5
apresentaram meédia estabilidade metabolica em microssomos de camundongo e
boa estabilidade metabdlica em microssomos humanos. De acordo com o esperado,
os valores de clearance obtidos nos sistemas de camundongos sdo mais altos

devido ao metabolismo mais acelerado dos roedores quando comparados com
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humanos. Diferentemente do observado para atividade biolégica, ndo houveram
diferencas entre o metabolismo dos enantiomeros puros, la e 1b e a mistura

racémica 1.

4.7.5 Estabilidade metabdlica em hepatécitos de camundongo e humano

Hepatocitos representam um modelo in vitro mais completo para estudos de
metabolismo, contendo as enzimas de fase | e Il, todos os cofatores necessarios, a
membrana celular como barreira fisica e bombas de transporte e efluxo ativos.
Apesar de suas vantagens, € um sistema usado para compostos pré-selecionados
por serem mais caros e permitirem avaliacdo de um menor numero de compostos
por placa. A comparacdo dos resultados com os obtidos em microssomos auxiliam
na compreensao das vias de eliminacdo dos compostos.

Os compostos 1-6, 8, 10, la e 1b foram avaliados em hepatdcitos de
camundongo e humanos e os resultados podem ser vistos na tabela 12. A maior
parte dos compostos apresentou valores de clearance similares em microssomos e
hepatécitos para ambas espécies, sugerindo que os mesmos sdo metabolizados
majoritariamente por enzimas de fase |. As excec¢bes a esta tendéncia foram os
compostos 6 e 8. O composto 6 apresentou valores de CLj,; quatro vezes maior em
hepatocitos quando comparado aos microssomos para ambas espécies. Este
resultado demonstra que este composto sofre metabolismo de fase Il. A andlise
estrutural deste composto sugere o hidroxibenzeno como provavel sitio de
conjugacao, o que foi confirmado por estudos de identificacdo de metabdlitos (se¢éo
4.6.7). O composto 8, embora tenha apresentado valores intermediarios de CLjy; em
microssomos, mostrou-se estavel apos incubagdo com hepatécitos de ambas
espécies. Em geral, este tipo de diferenca ocorre quando ha limitagdo de penetragao
do composto nas células hepaticas. Entretanto, uma vez que o composto 8
apresentou o melhor valor de permeabilidade no ensaio PAMPA (tabela 12), a
simples difusdo através da membrana plasméatica ndo explicaria este
comportamento. Isto sugere que este composto pode ser um substrato de
transportadores enzimaticos. Foi demonstrado (se¢do 4.3.7) que o composto 8
modula a atividade da bomba de efluxo Pgp, entretanto, 0 mesmo modula
positivamente a atividade da mesma e esta interagcdo n&o prejudicou sua permeacgao

nas células MDA-MB-231. Estes resultados sugerem que o composto 8 deve ser



92

substrato de transportadores exclusivos de células hepaticas, tais como as bombas
de efluxo dependentes de ATP codificadas pelo gene ABCC2.%

4.7.6 Estabilidade em plasma e ligacédo a proteinas plasmaticas

A estabilidade dos compostos em plasma deve ser estudada antes da selecdo
de compostos para estudo in vivo, uma vez que compostos instaveis podem levar a
interpretacdo errbnea dos resultados. Por esse motivo, os compostos 1-6, 8, 10, 1a
e 1lb tiveram sua estabilidade avaliada em plasma de camundongo e todos foram
estaveis durante o periodo de incubagcdo (180 min). A procaina, utilizada como
controle positivo, € metabolizada em plasma pela enzima pseudocolinesterase e
apresentou meia vida de 1,3 min.

Outro parametro importante de ser determinado para a correta interpretacao
dos resultados in vivo é a ligacdo as proteinas plasméaticas. Apenas a fracdo de
composto livre (ou seja, a fracdo nao ligada as proteinas plasmaticas) é capaz de
ser distribuida por diferentes tecidos, atingir o alvo terapéutico e ser metabolizada.
Sendo assim, este ndo € um parametro utilizado para priorizacdo de compostos,
mas sim para correcdo da correlacdo in vivo x in vitro (IVIVC). Como pode ser
observado na tabela 12, todos os compostos apresentam uma alta proporcéo de
ligacdo as proteinas plasmaticas. Os compostos com maiores fracdes livres foram o
1 (3%) e 6 (4%).

O enantiobmero puro 1b apresentou uma fracéao livre duas vezes maior que 0
enantiomero la. Como discutido na secdo 4.5, comumente, diferentes
estereoisdbmeros possuem diferentes afinidades de interacdo molecular com

proteinas.
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Tabela 12 — Parametros ADME in vitro.

SO|UbI|Id CHI T Pe CLint CLim CLint CLim
ade 2 Fu (mL/min/  (mL/min/ (mL/min/ (mL/min/
ID A LogD Plasma 0 (nm/s) - .
guosa . (%) g) Mics g) Heps g) Mics g) Heps
(UM) 74 (min) PAMPA — Camun Camun Humano Humano
1 79 2,67 > 180 3,0 33,22 3,9 4.2 3,8 3,9
2 79 * > 180 0,6 ** 13,6 14,4 4,1 <0,5
3 79 3,03 > 180 0,9 18,56 13,7 12,7 34 <05
4 55 3,05 > 180 0,7 ** 18,2 16,1 2,9 <0,5
5 n.d 376 >180 o1 07 9,5 7.7 42 5.4
6 110 2,15 > 180 4,0 18,24 1,8 8,3 0,7 3,1
8 157 2,35 > 180 2,0 82,50 14,5 <05 6,4 <05
10 20 3,15 > 180 2,0 * 10,5 12 8,7 8,1
la 219 2,67 > 180 1,4 31,44 41 43 3,8 <05
1b 219 2,68 > 180 3,5 33,20 51 7,7 4.4 <0,5
Vera n.d. n.d. n.d. n.d. 137,97 10,5 16,4 7,5 9,0

* Sinal UV nao detectado. ** Baixa recuperacéo. n.d. ndo determinado. Fu — porcentagem de composto livre
em plasma. Vera - verapamil
Fonte: Elaborada pela autora

4.7.7 ldentificacdo dos metabolitos formados apds incubacdo com

hepatécitos

A andlise coletiva dos dados biolégicos e farmacocinéticos in vitro nos levou a
selecionar o composto 1 para avaliagdo do perfil farmacocinético in vivo. Dessa
forma, alguns estudos adicionais para melhor compreender o comportamento deste
composto foram realizados. A identificacdo dos metabdlitos formados apds a
incubacdo com hepatécitos de camundongo foi realizada para identificacdo dos
sitios de metabolismo (SOM) e para verificacdo da hipétese computacional (secdo
4.2) de que o composto 6 seria um possivel metabdlito ativo do composto 1. Devido
a esta possivel correlacdo, ao fato de o composto 6 possuir propriedades biologicas
muito préximas do composto 1 e para confirmar se o hidroxibenzeno seria o sitio de
conjugacdo no composto 6 (secdo 4.6.5), seus metabodlitos também foram
identificados.

O composto 6 apresentou como unico metabdlito a espécie conjugada com
acido glucordnico (figura 27). Embora o sitio de glucoronidagdo ndo possa ser
determinado apenas pelos dados de espectrometria de massas, a reacgao
provavelmente ocorre no grupo hidroxila. O composto 1, que possui a hidroxila
metilada, ndo apresentou espécies glucoronizadas, indicando que esta reacdo é
improvavel de ocorrer no nitrogénio, o Unico outro sitio de conjugacéo possivel.

Diferentemente do esperado, a espécie dealquilada proposta nao foi

identificada como metabolito do composto 1, o principal metabdlito identificado
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corresponde a uma espécie reduzida (figura 27). Incubagbes com solu¢des-estoque
distintas foram realizadas para este composto pois, apds a primeira incubacao, a
amostra correspondente a t = 0 min apresentou dois picos de igual intensidade
correspondentes ao composto parental e ao metabdlito reduzido. A analise do
estoque (10 mM em 100% DMSO) apresentou um padrdo similar, indicando a
degradacédo do composto em solugcédo. Para efeitos de comparacdo, uma solugao
recém preparada do composto 1 foi analisada anteriormente a realizacdo dos
estudos in vitro e in vivo e demonstrou pureza > 99% (anexo C).

Dessa forma, uma nova solucdo estoque foi preparada e a incubacao
realizada novamente, este resultado mostrou apenas a presenca do composto
parental em t = 0. Apés 90 min de incubacéo foi verificada a presenca do metabdlito
reduzido (figura 27). Para elucidar a estrutura do metabolito formado e confirmar se
a presenca do mesmo se deve a atividade enzimética e ndo a degradacdo em
solucgéo, estudos de RMN foram conduzidos (anexo B). Os resultados indicaram que
0 composto reduzido é formado a partir da perda de dois hidrogénios do anel
diidropiridinico central levando a formacao de um anel piridinico aromatico.

Solucdes recém preparadas do composto e com até dez dias de
armazenamento a temperatura ambiente ndo apresentaram quantidades
significativas da espécie reduzida, indicando que as espécies identificadas apos a
incubacdo com hepatdcitos sdo produtos de reacdo enzimatica. Entretanto, apés 14
dias a presenca do produto reduzido comecou a ser verificada e apés dois meses a
solucdo era constituida principalmente pelo produto de degradacdo (anexo B).
Conclui-se assim que a mesma espécie é formada espontanea e enzimaticamente.
A reducdo espontanea do anel diidropiridinico é termodinamicamente favorecida
devido a aromatizacdo do sistema e deve ocorrer por meio da abstracdo do préton
ligado ao nitrogénio do anel central que interage com o par de elétrons livres do

oxigénio do dimetilsulféxido.
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Figura 27 — Identificagdo de metabolitos apds incubacdo com hepatécitos de camundongo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Cromatogramas e gréaficos de abundéancia de espécies x tempo para os compostos (A)
le(B)6.
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4.7.8 Inibic&do de enzimas CYP recombinantes

Ha 57 enzimas P450 humanas caracterizadas, das quais cerca de metade
sao responsaveis pelo metabolismo de substancias endogenas, tais quais esteroides
e acidos graxos. A outra metade estd envolvida no metabolismo de xenobidticos,
incluindo farmacos.”” Destas enzimas, as isoformas CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 e CYP3A4 sao responsaveis pela biotransformacéo de cerca de 90% dos
farmacos disponiveis comercialmente, sendo a CYP3A4 responsavel por 50%
destas reacdes.”®*® O fato de a maior parte das substancias serem metabolizadas
por um conjunto restrito de enzimas faz com que interagcbes medicamentosas seja
um risco associado a administracdo concomitante de terapias multiplas. Estas
interacBes podem ocorrer devido a inibicdo ou inducdo das enzimas metabdlicas por
parte dos farmacos. Dessa forma, o estudo de inibicdo das isoformas principais das
CYPs nas etapas iniciais de um projeto de desenvolvimento de farmacos é
importante para a predicdo de mecanismos de toxicidade e desenvolvimento de
estratégias para administracdo in vivo destas substancias.*® Além disso, interacdes
medicamentosas devem ser especialmente avaliadas no desenvolvimento de
farmacos anti-cancer, uma vez que estas substancias sdo frequentemente
coadministradas com diversas terapias paliativas.

Para compreender o perfil de interagdo do composto 1 com as principais
enzimas metabdlicas, a inibicdo das isoformas CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 e CYP3A4 foi avaliada. A versatilidade da CYP3A4 se deve ao seu sitio
ativo ser grande e dinamico, sendo constituido por diferentes subsitios.’** Assim, a
inibicdo desta enzima foi estudada utilizando substratos para diferentes subsitios da
CYP3A4 (DEF e 7BQ). O miconazol foi utilizado como controle positivo de inibicéo e

os resultados estéo apresentados na tabela 13.

Tabela 13 — Atividade inibitéria contra um conjunto de enzimas CYP.

ICs0 (ULM)
Composto CYP3A4 CYP3A4
CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6
(DEF) (7BQ)
Miconazol 0,49 0,11 0,0079 0,11 0,020 0,030
1 5,5 0,77 0,75 8,1 >10 > 10

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os resultados mostram que o composto 1 ndo é inibidor da CYP3A4, o que é
uma vantagem sobre o composto protétipo podofilotoxina, que € um potente inibidor
desta isoforma, bem como das isoformas 2C9 e 2C19.'%%'% Entretanto, as demais
isoformas avaliadas foram inibidas pelo composto 1, indicando que algumas
consideracOes e estudos subsequentes devem ser feitos caso este composto seja
levado a fases mais avancadas de desenvolvimento. Estudos in vitro acerca do
mecanismo de inibicdo e inibicdo tempo-dependente se fazem necessarios, além
disso, o potencial risco associado a inibicdo destas enzimas deve ser avaliado in
vivo. Deve-se também comparar a concentracdo plasmatica necessaria para
obtencéo de efeito terapéutico in vivo com a concentracdo capaz de inibir as CYPs

para verificar a dimensao de uma janela terapéutica segura.

4.8SAR e SPR

Com base nos resultados apresentados e discutidos nas secdes anteriores,
SAR e relacdo entre a estrutura e propriedade (SPR) foram estabelecidos e estédo
apresentados na figura 28. As conclusdes dos esquemas de SAR levam em conta
os resultados dos ensaios de polimerizagcdo da tubulina, citotoxicidade e migracao

celular.
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4.9 Perfil farmacocinético in vivo

O estudo do perfil farmacocinético in vivo de um composto nas fases iniciais de
desenvolvimento busca responder diversas questdes, tais quais: i) os resultados in
vitro sdo preditivos in vivo para a série avaliada? Caso nao sejam, comportamentos
como metabolismo extra-hepético, papel de transportadores ativos na absorcao
entre outros processos devem ser considerados e subsequentemente avaliados; ii)
qual o regime de dose (concentracao e frequéncia) e melhor via de administracdo a
serem empregados em estudos de eficacia in vivo?; iii) a concentragdo minima para
eficacia é atingida no modelo animal?

Dessa forma, o composto 1 foi avaliado in vivo para validarmos a correlagao
das propriedades estudadas in vitro e dimensionarmos aquelas que devem ser
priorizadas em possiveis etapas de otimizacdo. Além disso, os resultados ajudarédo
na elaboracdo de um desenho experimental efetivo para prova de conceito de

eficacia em modelos animais.

4.9.1 Estudos de formulacdo para administracao intravenosa

Como exposto na secao 4.6.7, o composto 1 foi selecionado para ter seu
perfil farmacocinético in vivo avaliado. O preparo de solu¢des nos veiculos descritos
na secdo 3.26.1, nos levou a selecionar o veiculo v (10% DMSO, 50% PEG400 e
50% H,O Milli-Q) para administracdo intravenosa. Esta foi a Unica solu¢cdo que nao
apresentou agregados e permaneceu limpida ap6s incubacdo de um dia para o

outro a temperatura ambiente.
4.9.2 Bioanalise
Para determinacdo da concentragdo de composto nas amostras de sangue

coletadas ap0s as administragbes via oral e intravenosa, uma curva de calibragéo

com concentragdes conhecidas do composto em sangue foi construida (figura 29)
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[+] Calibration: 20 Jul 2018 10:23:28 = || = 2]

Compound name: ACR14

Correlation coefficient: r = 0.995335, 2 = 0.990692

Calibration curve: 0.00117184 * x + 0.000347 369

Response type: Internal Std ( Ref 2 ), Area * (1S Conc. /1S Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 142, Axis trans: None
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Figura 29 — Curva de calibracdo para o composto 1 em sangue de camundongo. O eixo X

corresponde a concentracdo do composto em ng/mL e o eixo y a resposta obtida por
MS.
Fonte: Elaborada pela autora.

Novas amostras foram preparadas para o0 composto 1 nas mesmas
concentracfes utilizadas para a construcdo da curva de calibracdo. As
concentracbes destas solugcdes foram determinadas experimentalmente e
comparadas com as concentragdes esperadas (figura 30). Os resultados
indicam que as condicdes estabelecidas para a analise sdo adequadas. Estas
condicbes foram empregadas na determinacdo da concentragcdo de composto
presente nas amostras provenientes dos camundongos utilizados no estudo. Os

resultados (tabela 14) foram utlizados na determinagdo dos parametros
farmacocinéticos (secao 4.8.3).
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Figura 30 — Controle de qualidade das condic8es estabelecidas para determinacdo da concentracao
do composto 1 em sangue.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 14 — Concentracdo média de composto nas amostras de sangue de camundongos Balb/c.

IV 3.0mg/kg PO 10mg/kg
Composto Tempo (min) Concentracdo média Concentracdo média
(ng/mL) (ng/mL)
pre-dose <10
5 1018 <10
15 964 <10
30 885 18
1 60 693 30
120 415 54
240 131 25
360 38 10
480 10 12

Fonte: Elaborada pela autora.

4.9.3 Parametros farmacocinéticos

O perfil farmacocinético do composto 1 em camundongos apls as
administracdes por via intravenosa e oral podem ser vistos na figura 31 e os

parametros farmacocinéticos determinados na tabela 15.

==V

800 -
600 +

400 -

Concentragdo em sangue (ng/mL)

T T T - 1
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540

Tempo de coleta (min)

Figura 31 — Estudo farmacocinético do composto 1 apés administracdo intravenosa (dose Unica 3
mg/kg) e via oral (dose Unica 10 mg/kg) em fémeas de camundongo BALBI/c.
Fonte: Elaborada pela autora.

O composto 1 apresentou boa estabilidade metabdlica, como esperado pelos
resultados in vitro (tabela 12), e alto volume de distribuicdo (2 L/kg), implicando em
uma meia vida de 1,1 horas. A biodisponibilidade oral foi baixa (3%) com
concentracdo plasmatica maxima de 54 ng/mL. Considerando-se a ligagdo deste
composto as proteinas do plasma (97%), a concentracdo méaxima de composto livre
seria de aproximadamente 1,6 ng/mL. O valor de CCs, determinado para este

composto em células tumorais foi de 0,1 uM, ou 41,5 ng/mL. Para uma comparagao
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precisa, a fracdo de composto livre no meio utilizado nos ensaios de citotoxicidade
deveria ser determinada, uma vez que o meio de cultura é suplementado com 10%
de proteinas de soro fetal bovino. Ainda assim, é seguro dizer que dificilmente o
composto atingiria concentracdes plasmaticas terapéuticas apos a administracao via

oral.

Tabela 15 - Parametros farmacocinéticos apés administracdo do composto 1 em camundongos

Balb/c.

v PO

Cmax (ng/mL) 54

Tiax (M) 2
Ty2(h) 11

AUC,5 (ng*min/mL) 136574 11650

Clb (mL/min/kg) 22
Vdss (L/kg) 2,0

F (%) 3

Cmax — concentracé@o plasmatica maxima. Tmax — tempo para atingir Cmax. T12 — meia vida plasmatica. AUCg.g —
area sobre a curva. Clb — clearance. Vdss — volume de distribui¢do no equilibrio. F — biodisponibilidade.
Fonte: Elaborada pela autora.

O perfil obtido in vivo nos indica que o comportamento do composto 1 esta de
acordo com o esperado por suas propriedades determinadas in vitro. Sua
solubilidade sub 6tima e permeabilidade baixa no modelo PAMPA explicam a baixa
biodisponibilidade oral observada. Como predito pelos ensaios em hepatdcitos e
microssomos, 0 composto apresentou adequada estabilidade metabdlica, o que
pode ser destacada como uma vantagem desta série.

Do ponto de vista de ADME, os principais desafios para a continuidade de
desenvolvimento deste composto séo a realizacdo de estudos de acompanhamento
in vitro e in vivo acerca das consequéncias da inibicdo das enzimas CYP (sec¢ao
4.6.8), aléem da melhora do seu perfil de absor¢céo visando maior biodisponibilidade
oral. Para tanto, estratégias de modificacdo molecular visando aumentar sua
solubilidade, sem reduzir o valor de logD a ponto de prejudicar sua permeabilidade
passiva, devem ser empregadas buscando melhorar as propriedades farmaco-
similar do composto lider 1.

Por outro lado, o conjunto de resultados biologicos para o composto 1 é
promissor. Associado a isso, o perfil metabolicamente estavel e amplo volume de
distribuicdo apresentados séo suficientes para justificar a prova de conceito de
eficicia in vivo. Por razdes técnicas e devido a semelhanca no perfil farmacocinético

in vitro da mistura racémica (1) e dos enantiomeros puros (la e 1b), o perfil da
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mistura foi avaliado in vivo. Entretanto, em um modelo de eficacia animal, o

enantibmero biologicamente relevante (1a) devera ser avaliado.
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5 Conclusdes e perspectivas

Nesta tese de doutorado foi desenvolvida uma série de compostos que se
ligam ao sitio da colchicina, inibindo a polimerizacéo da tubulina. As substancias séao
inibidoras da migracgéo celular, metabolicamente estaveis e seletivamente citotoxicas
contra as células tumorais do tipo TNBC.

Os compostos mais potentes (1 e 6) apresentaram atividade anti-angiogénica
in vitro, modularam a tubulina in situ e sdo capazes de evitar, in vitro, 0s principais
mecanismos de resisténcia associados aos farmacos moduladores de microtubulos.

Dada a relevancia da investigacao dos efeitos da quiralidade na bioatividade
de substancias quimicas, os enantibmeros do composto 1 foram separados e
avaliados. De maneira notavel, a existéncia de um eutébmero (1a) foi determinada,
sendo 2 vezes mais potente contra o alvo molecular e 10 vezes mais citotoxico
contra as células tumorais.

A boa estabilidade metabdlica da série, conjuntamente com 0S promissores
resultados bioldgicos, justifica a avaliagdo da eficacia do composto 1 em modelos in
vivo para prova de conceito. Sugere-se, para tanto, o uso de um modelo de
metastase espontanea singénico ortotopico, utilizando a linhagem 4T1.13ch5T1 para
inducao tumoral em camundongos BALBI/c.

Por fim, o desenvolvimento deste trabalho de doutorado levou ao
estabelecimento de uma cascata de testes que tem como objetivo o
desenvolvimento de compostos com perfil mais equilibrado entre as propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas. Esta € uma estratégia moderna e eficiente

para o progresso de projetos de planejamento de candidatos a novos farmacos.
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APENDICE A - Controle de qualidade dos compostos

Métodos

A analise da pureza por LCMS e separacao cromatografica foram realizadas em um
Agilent Technologies 6130 quadrupolo LC/MS conectado a um detector DAD Agilent.
A coluna empregada foi uma Waters XBridge (50 mm x 2.1 mm, 3.5 ym particula) ou
Waters XSelect (30mm x 2.1 mm, 2.5 ym particula). Os compostos foram eluidos

com um gradiente 5-95% acetonitrila/agua + 0,1% &cido formico.

Os espectros de RMN foram gerados em um espectrometro Bruker Avance DPX 500
(1H a 500 MHz e 13C a 125 MHz) utilizando tuning e matching automaticos. Os
deslocamentos quimicos (&) estdo expressos em ppm, o solvente residual foi
utilizado como referéncia em todos os casos. O desdobramento dos sinais sao
descritos como singletos (s), dubletos (d), tripletos (t), quartetos (q), multipletos (m),
broad (br), ou uma combinacdo destes. As constantes de acoplamentos (J) foram

expressas em Hz.
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ANEXO A — Determinacéo da configuracdo absoluta dos enantibmeros puros

Métodos

O equipamento utilizado foi Jasco J-815 CD Spectrometer, com termostato
acoplado. O software utilizado foi o SpectraManager. Utilizou-se cubeta de quartzo
1,0 x 1,0 e 3 mL de volume. Todos os solventes utilizados foram de grau

espectroscopico.

Preparo de amostra: 2,15mg de amostra de cada enantidmero foi solubilizada
em 4mL de etanol e 1mL de isopropanol. Levou-se ao aquecimento em banho com
agua a cerca de 50°C com agitacdo de 5 em 5 minutos. O aquecimento se deu por
cerca de uma hora. Deixou-se as solucbes chegarem a temperatura ambiente e

levou-se ao equipamento de dicroismo.

Foi realizada uma analise previa para determinar a linha de base utilizando
somente etanol (aproximadamente 2,8mL) na cubeta. Posteriormente, fizeram-se as
analises de cada solucdo separadamente utilizando 200uL da solucdo, e

completando a cubeta com etanol.

Resultados
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Os dados foram obtidos e o0s espectros correspondentes aos dois
enantiomeros foram plotados juntos. Pode-se observar uma boa semelhanca nos
perfis das bandas dos dois enantibmeros, sendo o efeito Cotton contrario como se é

esperado para enantibmeros.

O comprimento de onda que gera a banda maior intesidade € 254 nm, portanto,
essa foi a banda utilizada para analisar a diferenca de efeito Cotton nos dois
enatibmeros. A primeira acridinona analisada tem efeito Cotton negativo e a

segunda acridinona analisada tem efeito Cotton negativo.

Seguindo a regra do quartante para aromaticos descrita por De Angelis e
Wildman (1969), considerou-se o anel naftalénico como o plano A, pois é o
cromoéforo com maior planaridade, rigidez e tem o efeito Cotton mais significativos,
uma vez que as partes das moléculas estdo mais distantes dos planos, e
considerou-se o anel benzénico trimetoxilado como o plano B. Pode-se observar
que, quando utiliza-se o enantibmero R, a maior porcdo da molécula que se
encontra longe do plano (enona), esta no quadrante a direita e pra baixo, ou seja,
um quadrante positivo, 0 que indica que esse enantibmero tem uma maior
contribuicdo para o efeito Cotton é positivo, logo, no espectro de dicroismo, a banda
mais significativa ter& o aspecto positivo (enantibmero 2). Quando se analisa o
enantiomero S, o efeito Cotton é mais significativo no quadrante negativo, logo, no
dicroismo, ele é o que tem a banda mais significativa com aspecto negativo

(enantidmero 1).

OMe
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ANEXO B - Estrutura do metabdlito reduzido do composto 1

ACR14 3.5 mg in DMSO d-6
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ANEXO C - Determinacéo da pureza para administracdo in vivo e analise da
dose administrada iv

Estimativa de pureza do composto 1

Procedimento

1.0 mg de compost foi dissolvido em 1 mL de DMSO, 50 UL desta solugdo foi entdo diluida em 1 mL
de ACN/H,0 (50/50), resultando em uma concentragdo de 50 pg/mL. 1pL de amostra foi injetado no
Sistema UPLC-MS/MS para determinacdo da massa exata e estimativa da pureza por UV.

Resultados

Para determiner a pureza por UV, medidas foram realizadas no espectro A = 210-400 nm, e nos
comprimentos de onda A =254 nm e A = 275 nm e comparadas a uma solucdo de solvente puro..

Cromatogramas para o composto e solvente. a) Diode Array b) A =254 nm and c) A =275 nm

a)
1867875_B?
Purity_06Jun18_006 4: Diode Array
3.72 Range: 2.692e+1
2.5e+1 417916.84 Area
E 3.69 Time Height Area Area%
bl 331616.72 3.52 184185 3815.16 0.50
2.0e+14 3.59 260792 4752.60 0.62
7 3.62 359096 6855.93 0.89
150413 3.72 21426408 417916.84 54.36
3.83 193497 3905.72 0.51
5 E
2 ]
1.0e+17:
3.62
5(} 6855.93
0.0+
B U R R S R R RN AR ERRAN RN RARAN RARAS RARAN RARAN ML LA RN LA LA LR LA R A AR R
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00
Purity_06Jun18_005 4: Diode Array
0.27 Range: 2.748e+1
2.5e+14
2.0e+17
1.5e+1
5 E 6.36
< El
1.0e+14
50-
0.0,i/\
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T fr— Time

L N L N A R N R N R R R R R R L R R R R R RN RERRN RN T
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00
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1867875 _B?
Purity_06Jun18_006 4: Diode Array
372 254
1 8600.62 Range: 4.495e-1
4 Area
E 3.69 Time  Height Area Area%
4 6988.17 3.52 3043 69.72 0.44
1 3.59 4454 85.02 0.53
3.0e-1] 362 6213 12623  0.79
E 3.72 443631 8600.62 53.91
=) ] 3.83 3269 71.41 0.45
< s0e1d 471 911 779 0.05
E 4.73 558 455  0.03
1.0e-17
Bl 3.62 3.83
3 4.71
1 126.23
1 71.41 779
S i T m———
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00
Purity_06Jun18_005 4: Diode Array
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C)
1867875_B?
Purity_06Jun18_006 4: Diode Array
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E 5260.75 Range: 2.684e-1
1 3.69 Area
4 3935.49 Time  Height Area Area%
] 3.52 1777 36.12 0.38
2.0e-14 3.59 2247 41.49 0.44
, 3.62 3461 66.65 0.71
1.56-15 3.72 263741 5260.75 56.03
.<D( 7 3.83 2028 48.72 0.52
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E 66.65 | 48.72
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Purity_06Jun18_005 4: Diode Array
6.36 275
Range: 1.27e-2
5.26
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6.52
2 20e3
0.28 4.64
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0.0 R T . P
-2.0e-3
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Pureza estimada baseada nas medidas UV

% of Area
RT min A.Itura do A.rea do total do
pico pico .
pico
3,52 184185 3815 0,5
3,59 260792 4753 0,6
Diode 3,62 359096 6856 0,9
Array 3,69 17254888 | 331617 43,1
3,72 21426408 | 417917 54,4
3,83 193497 3906 0,5
3,52 3043 70 0,4
3,59 4454 85 0,5
3,62 6213 126 0,8
3,69 364114 6988 43,8
A =254nm
3,72 443631 8601 53,9
3,83 3269 71 0,4
4,71 911 8 0,0
4,73 558 5 0,0
3,52 1777 36 0,4
3,59 2247 a1 0,4
3,62 3461 67 0,7
A=317nm
3,69 210044 3935 41,9
3,72 263741 5261 56,0
3,83 2028 49 0,5
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O composto é uma mistura de diasteromisémeros (approx, 55/45) com uma impureza adicional <

0,5% em RT 3,62,

Espectro do compost com background subtraido e resultado de composicio elementar.

1867875_B?

Purity_06Jun18_006 238 (3.750) Cm (237:238-221:222)
325.1470

100+

%

442.0814

\470.0777 5}15'1845

1: TOF MS ES+
1.48e+005

766.2212 937.0700

1326.1523
Vv
328.7094
o 83.9430 167.0534 232.0653 297.1143 4
5‘0 ‘ 160 ‘ léD ‘ 260 ‘ 2.":0 ‘ 360 ‘ 35‘0 ‘
Mass Calc, Mass mDa PPM
325,147 325,1476 -0,6 -1,8
Conclusao

T
400

T T
450 500

DBE
7,5

N\, 794.2119844.1959 866.1545 / /
T T T T T T T T T T T 1 miz
750 800 850 900 950 1000

Formula

C15 H19 N4 02 F2

O composto corresponde a estrutura proposta e apresenta pureza adequada para dosagem in vivo.
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Andlise de dose administrada PK2018-025_CR14
Procedimento

Uma solucdo estoque foi preparade a 1,0mg/mL diluindo 1,95 mg de compost em 1950 plL de
DMSO, A solugdo diluente foi preparade pela adicdo de 120 pL PEG400/150 pL H,0 a 2,73 mL de
DMSO, Uma linha de calibragdo de trés pontos foi preparada de acordo com o esquema a seguir:

Sample | Std, used Volume of Std, - | Volume of Diluent - pL Final conc, mg/mL
718

Std-1 Stock 100 900 0,100

Std-2 0,100 mg/mL | 250 250 0,050

Std-3 0,050 mg/mL | 250 250 0,025

A solugdo dosada nos animais (0,6 mg/mL) foi diluida pela adi¢cdo de 100 pL da mesma a 900uL de
DMSO resultando em uma concentragdo de 0,060 mg/mL,

Resultados

A quantificacdo baseou-se a area do pico UV a Apa= 364 nm no Rt= 1,82 min,

T Targettyme - dose_PK25_ ACRIA_LUMA_ 13, dsta reported.gld =

Bulz#pEae -t O - REEE T ne e/=m &t

Canc
0020 0030 0.040 0050 0060 0070 0.080 0.090 0100

Data saved as path follows:

e Acquired data on QTof: systemc> project> june 2018

e Processing data and saved on Premier:
systemc > project > june 2018 > dose_PK25_ ACR14 Luma_13june_data reported

Conclusoes

A dose diluida apresentou uma concentracdo de 0,067 mg/mL [bias=5%], estando de acordo com a
dose esperada (0,060mg/mL).



