an

o

UNICAMP

JOAO EUSTAQUIO ANTUNES

Novas Quinazolinas 2,4,8-dissubstituidas com
Potencial Atividade de Inibicao da Quinase de

Adesao Focal (FAK)

CAMPINAS - SP

2013

i



i



an

o

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Faculdade de Ciéncias Médicas

JOAO EUSTAQUIO ANTUNES

Novas Quinazolinas 2,4,8-dissubstituidas com

Potencial Atividade de Inibicao da Quinase de

Adesao Focal (FAK)

ORIENTACAO: Prof. Dr. Kleber Gomes Franchini

Tese de Doutorado apresentada a Pés-Graduacgdo da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP para obtencao de
titulo de Doutor em Farmacologia.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA TESE DEFENDIDA POR JOAO EUSTAQUIO ANTUNES,
E ORIENTADO PELO PROF. DR. KLEBER GOMES FRANCHINI.

Assinatura do Orientador

CAMPINAS
2013

iii



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
MARISTELLA SOARES DOS SANTOS — CRB&8/8402
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UNICAMP

Antunes, Jodao Eustdquio, 1971-

An89n Novas Quinazolinas 2,4,8-dissubstituidas com
Potencial Atividade de Inibicdo da Quinase de Adesdo
Focal (FAK) / Jodo Eustdquio Antunes. -- Campinas, SP :
[s.n.], 2013.

Orientador : Kleber Gomes Franchini.
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Proteina-tirosina quinases de adesdo focal. 2.
Quinazolinas. 3. Docking. 4. Cardiomegalia. 5.
Neoplasias. I. Franchini, Kleber Gomes, 1961-. II.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Ciéncias Médicas. I1I. Titulo.

Informacoes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: New 2,4,8-disubstituted Quinazolines with Potential Inhibitory Activity of Focal
Adhesion Kinase (FAK)

Palavras-chave em inglés:

Focal adhesion protein-tyrosine kinases
Quinazolines

Docking

Cardiomegaly

Neoplasms

Area de concentracao: Farmacologia
Titulacdo: Doutor em Farmacologia

Banca examinadora:

Kleber Gomes Franchini [Orientador]

Gabriel Forato Anhé

Artur Torres Cordeiro

Luciana Venturini Rossoni

Eduardo Pagani

Data da defesa: 22-02-2013

Programa de Pés-Graduacao: Farmacologia

v



BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DOUTORADO
JOAO EUSTAQUIO ANTUNES

ORIENTADOR: PROF. DR. KLEBER GOMES FRANCHINI

MEMBROS:

1. PROF. DR. KLEBER GOMES FRANCHINI k/&éa'( X ﬂ“’ Mﬁ(fﬁmﬂ
%//(’/ (/(,Q‘R

2. PROF. DR. GABRIEL FORATO ANHE

L]

/)
3. PROF. DR. ARTUR TORRES CORDEIRO _A fl/'/w\, f éuo//

4. PROFA. DRA. LUCIANA VENTURINI ROSSONI —éq—v% ‘}8"""”’“’ ‘
a‘/ / N
5. PROF. DR. EDUARDO PAGANI /§< ZZ/[/%%///)

¥

/

Programa de Pés-Graduacdo em Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas

Data: 22 de fevereiro de 2013




Vi



DEDICATORIA

A minha familia

Vil



viii



AGRADECIMENTOS

Ao professor Kleber pela oportunidade, confianca e o compromisso para uma

ciéncia de qualidade;

A grande amiga Dra. Silvana Aparecida Rocco, pela dedicagdo, paciéncia, incentivo

e apoio na realizacao das sinteses.

Aos colegas que contribuiram diretamente para a elaboragdo deste trabalho,

Michelle, Leandro, Gilberto (CIPOI), Renata, Ana Paula;

Aos grandes amigos do Laboratério de Fisiopatologia Cardiovascular e Laboratdrio
Nacional de Biociéncias pela convivéncia sempre agraddvel, pela amizade e pelo

aprendizado adquirido com cada um;

Ao Centro Integrado de Pesquisa Oncohematoldgica da Infancia CIPOI;

Ao Departamento de Farmacologia pela oportunidade de fazer uma pds-graduacio

de qualidade;

A FAPESP pelo apoio financeiro;

A minha querida esposa e colega de doutorado Michelle Bueno, Antunes pelo apoio
incondicional, paciéncia e amor. Aos meus pais, Jilio Bolivar Antunes (in memoria) e
Maria Aparecida Salgado Antunes (in memoria) pela educagdo, ensinamentos e exemplo de
vida.

Aos meus irmdos Vicente, Julio e Mdrcia, por tornarem o caminho percorrido mais

suave e alegre;

Principalmente ao bondoso Deus por sempre guiar minha vida.

X






"Para achar dgua é preciso descer terra adentro, encharcar-se no lodo.

Mas hd os que preferem olhar os céus, e esperar pelas chuvas."

(Oduvaldo Vianna Filho)

xi



Xii



SUMARIO

PAG
RIESUMEOO..uoeeeeeeeeeeeeeeeeeeseessesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssase XxXxiy
ABSTRACT .....oooeeiiieiieeeneeeneecesessesssssssssssssssssssssasssassassasssssssssssssssssssssssssssssssssssssase xXxXvi
1. INTRODUGAGQ.....oicieniinnncsncssnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 29
L1 INEPOAUGAO. ...ttt 31
1.2. Desenvolvimento de NOVOS fAIMACOS. .. ...ueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33

1.3. Aspecos da Modelagem Molecular no Processo da Descoberta de Farmacos. 35

1.4. Propriedades Fisico-quimicas e Atividade Bioldgica..........cccceevveerieerineennnen. 43
1.5. Validagdo do alvo - FAK e Hipertrofia Cardiaca..........ccccceceereiniennciiicnnnnne. 45
1.6. Validagc@o do alvo - FAK € CANCET........cccceevuiiriiiiiiiiiieciecececeee e 53
1.7. Obtencdo de um prototipo — QUINAZOIINAS. .....cccveevveerieerieeniieieeeceiieee e 54
1.8. Otimizacdo do prot6tipo — Quinazolinas substituidas...........ccccceeveeiernieenenne 56
L., HIPOLESE....oneiiiieciiieiie ettt st 56
L. 10, ObBJEUVO. ..ttt sttt sttt 57
2. MATERIAL E METODOS......ccmimmmmnncisssmscsssssnsssssssssessasssssosssssssssssssssssssss 59

2.1. Estudos Computacionais dos parametros ADME-TOX para os compostos

candidatos a fdrmacos e para o inibidor seletivo da FAK............ccccooceiiiininnnnn. 61
2.2. M0delos de PrediGao. . ...coueeeeeueenieeniieniienieeeiteete ettt s 63
2.3. Docking MOIECUIAL........cc.cooiiiiiiiiiiiiie et 70

Xiii



2.4 STNEESC....cneeeieieieete ettt e
2.4.1. ProtOCOLO de SINIESE...........cooueeeiiiiiiieiieisiieeteeee ettt
2.5. Caracterizacao dos compostos quinazolinicos sintetizados..........cc.cceeeueeenunennne

A 5 1 A s
2.5.1. Ressondncia Magnética Nuclear "H e Ressondncia Magnética Nuclear

2.5.2. ESpectrometria de MASSAS............cccueevueeeeueesiiieieesieesieeeseeesieesveesnaeesne e
2.6. Avaliagcdo da Pureza do composto 4-BZLO por HPLC..........cccccovviiiiiieninnnns
2.7. Screening in vitro para teste de inibicdo enzimdtica em células Flp-In que
superexpressam @ FAK ...
2.7.1.Metodologia para testar os compostos inibidores da FAK................c.........
2.7.2. WeSIETTI BLOTHING.....c..eeeeeeeeieieeieeeeeeeee ettt ettt ens
2.8. Ensaio de tiroSina qUINASE i71 VIFFO....ccouueeeveernueeriieeniieenieensieeeieeeieeeeasee e e
2.9. Metodologia de screening in vitro para teste de viabilidade celular em
células cancerosas leucémicas e tumores SOlIdOS. .......ceeueeeriieirieenieiniieiieereeeee
2.10. Avaliacao do efeito do composto 4-BZL.O na atividade da FAK em células
de glioblastoma (UST)......couiiriiiiiiiiiieeie ettt et
2.11. Avaliag@0 da abSOTCA0.........covuiiiiiiiiiiiiieiie ettt
2.12. Coarctagfo da AOTLA.......ccccveeeeceiieeeiiiieeriieeerteeessreeeesteeesssraessssaeesnseeesnnsns
2.12.1. Ecocardiografia, Histologia, Fibrose MiocArdica.................cc.ccueeeueveunnn.
2.13. Tratamento Preventivo € CUTALIVO......ccueerveerrreerieesireesieeeseeenereesneessaeeseneens
2.14. Avaliag¢do da Inibicdo da FAK pelo composto 4-BZLLO em camundongos
transgenicos Para @ FAK . .....cooiiiiiiie e

2. 15, ANALISE ESTALISTICA ettt eeeeeeeee et e e e e e e e e eeeeeeeee e eeaeaeseeaeeeeenaes

Xiv

76

76

77

78

80

82

83

83

85

86

86

87

90

91

91



3. RESULTADOS..cuuitieteninnnsnnsanssssssesssssssssssssssassssssssssssssssasssssssssassssssassassssssasse

3.1. Estudos computacionais para propor um composto protétipo com capacidade
de inibir a FAK ..ot

3L 1. CALCULO AE LOG Pt et ste et e e stee e stae e eaeaeeanes
3.1.2. Cdlculo de docking entre a FAK e novas quinazolings..................c.ccoueeuee...

3.1.3. Avaliacdo computacional dos pardmetros farmacocinéticos........................

3.2. SINtese dOS COMPOSLOS.....eeriiieeiieireeriiieetieeieeeiteeteeesaeeesteesateeeaeesnseeeseeenanens
3.2.1. Caracterizagdo dos compostos SINtetizados................ccceveeveeveeneeneeneenne.
3.3. O composto 4-BZ1.O € capaz de inibir a atividade da FAK in vitro................
3.4. Avaliacdo in vitro do composto 4-BZLO em teste de viabilidade celular para
células cancerosas leucémicas e tumores sOlIdOs.......c..ccocvevieriiiiiiniiniiennennn.

3.5. Absorcao in vivo dos compostos SINEtIZAdOS. .......eeeveeerererriieniieeriieiieeneeenee
3.6. Andlise da medida da massa ventricular e ecocardiografia de coragdo
hipertréfico de camundongos tratados com o composto 4-BZLO..........................
3.7. Tratamento com 4-BZLO € capaz de reduzir a hipertrofia cardiaca de

animais transgénicos especificos para a FAK...........ccccociiiiiiiiniiiiniie

4. DISCUSSAO.ccuucurcrrnicissnscssmsssssmsssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssses
4.1. Descoberta de novos farmacos, identificagdo e validacdo do alvo...................
4.2. Estudos computacionais de farmacocinética e docking molecular para
€SCOINA O PrOLOLIPO. ..eeerieeiiieeiiieeiteee ettt ettt et e e et e seeesbeesaaeeens

4.3. Sintese, caracterizagdo e absor¢cao das qUInazolinas.........cceceeveveereieeeriverneeene

XV

95

95

96

98

99

100

103

107

112

113

119

123

125

127

129



4.4. Estudos de inibi¢@0 da FAK i1 VItro.....ccc.covviiviiiiiiiiiiiiiiiieieeeceeeeeee 129
4.5. Estudos de inibi¢do da FAK in vivo — Hipertrofia e Fibrose Cardiaca............. 133

4.6. Avaliagdo do 4-BZLO em modelo de animal transgénco especifico para

FAK oot 136
5. SUMARIO......oucverrersressessesssssssssessssssessssssssssessssssessssssassasssassasssessassasssassasssessassse 139
6. CONCLUSAOQ. ....ccouenrenreressessssessssssssssssessessessesssssssssessssessessssssessessessessassasssassens 143
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooovvursrersrenssessesssesssasssssssassssessassses 147
T ANEXO.ccvurruerenrerensssssessssssssssssssssssessassssssasssasssssssssessssssessasssassasssassssssassasssesses 169

Xvi



LISTA DE ABREVIATURAS

ADME - Absorcao, distribuicio, metabolismo e excrecio
ADME-Tox - Absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo e toxicidade
BPL - Boas praticas de laboratério

ATP - Adenosina Tri-Fosfato

4-BZ1L.O - N-[4-(benzyloxy)phenyl]-6,7-dimethoxyquinazolin-4-amine
CT - Controle

CSK Citoesqueleto

DMEM - Meio Eagle modificado por Dulbelcco

DMF - Dimetilformamida

DMSO - Dimetilsulféxido

DNA - Acido Desoxirribonucléico

DTT - 1,4-Dithiothreitol

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-Acético

ERK - Extracellular Signal-regulated Kinase

FAK - Focal Adhesion Kinase

Fas - Receptor de Morte Celular

FAT - Focal Adhesion Targeting

FERM - Four-point-one, Ezrina, Radixina e Moesina
FL-FAK - Full Length FAK

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Performance
FNRK - FAK-related Non-Kinase

GAPDH - Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
Grb2 - Growth Factor Receptor-Bound Protein 2

JNK - Jun N-Terminal Kinase

KDa - KiloDalton

m/z - Massa/carga

MOPS - N-Morpholino Propanesulfonic Acid

mRNA - RNA mensageiro

Xvii



pb - Pares de base

PBS - Phosphate buffered saline - Tampao Salina Fosfato
PDB - Protein Data Bank

PI3 quinase - Phosphoinositide 3-Kinase

PMSF - Phenylmethylsulphonyl Fluoride

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

RMSD - Root Mean Square Deviation

RNA - Acido Ribonucléico

Rpm - Rotag¢do por minuto

SFB - Soro Fetal Bovino

SHP2 - Src homology 2-containing Tyrosine Phosphatase
siRNA - small Interference RNA

Tyr - Tirosina

U.A. - Unidades Arbitrarias

VCR -Vincristina

XViii



LISTA DE FIGURAS

Figura 01-

Figura 02-

Figura 03-

Figura 04-

Figura 05-

Figura 06-

Figura 07-
Figura 08-

Figura 09-

Figura 10-

Figura 11-

Figura 12-

Figura 13-
Figura 14-

Principais etapas envolvidas no desenvolvimento de um

Representacdo das diferentes estratégias racionais para o
planejamento de novos condidatos a farmacos segundo a
abordagem fisiOlOZICA. ....cccueerrieiriiieiiiiieee e
Ilustracdo esquematica da cardiomiopatia hipertréfica.................
Estrutura da FAK e suas fung0es.........cccceeevvereeciieeeeriieeeeieeee e

Estrutura auto-inibitdria da FAK.........ccccccooiiiiiiiniiieee

As partes lipofilicas da molécula da aspirina em verde e grupos
hidrofilicos em vermelho.............ccooeeeiiiiniiiniiicceeeeee

As partes da estrutura com propriedade mutagénica....................

A estrutura do Melphalan, dada como exemplo, apresenta efeito
téxico no sangue com probabilidade de 100%.............cccoeueen..e..
Processos evolutivos na coleta, andlise e hierarquizacdo e
correlacdo para andlise dos fragmentos de compostos
submetidos aos CAICUlOS.........cocuiriiiiiiiiiiiiiiicce,
Procedimento de ciclizacdo para derivados de 4-(3H)-
QUINAZOIINONAS. ...eeiitieeiieeiieeie ettt ettt ee e eees
Etapas para a formacdo de derivados de cloroquinazolinas e
anilinoquINAZoliNaS @).......cccvveerieeriieniieriee et

Etapas para a formacdo de derivados de cloroquinazolinas e
anilinoquinazolinas b)........ccceevverriierieeiiieeieee e
Plasmideo utilizado para a producdo da linhagem HEK 293 com
expressao induzivel de FLAG-FAK.......ccccccoiiiiiiiniiieeee
[lustracao do local onde foi realizado a coarctacdo da aorta.........
4-BZLO sitio ativo da

Estrutura do dentro do

Xix

,

PAG

36

40

46
49
50

66

67

68

70

73

74

75

79

87

97



Figura 15-

Figura 16-

Figura 17-

Figura 18-

Figura 19-

Figura 20-

Figura 21-

Figura 22-

Figura 23-

Figura 24-

Figura 25-

Figura 26-

Figura 27-

Figura 28-

Representacdo do esquema para selecionar as estruturas mais
promissoras para a sintese de inibidores de FAK.........................
Espectro RMN de 'H do N-[4-(benzyloxy)phenyl]-6,7-

dimethoxyquinazolin-4-amine, denominado 4-

Espectro RMN de 'C do N-[4-(benzyloxy)phenyl]-6,7-

dimethoxyquinazolin-4-amine, denominado 4-

Espectro de MS (EI), m/z 388,16 [MH]+........cccccceovuveennnennne
Cromatograma da analise do
O composto 4-BZLO (D4) apresentou melhor capacidade de
inibir a atividade da FAK em células HEK-FAK.............c...........
O composto 4-BZLO inibiu aproximadamente 50% da atividade
da FAK (p397) com 10uM em células HEK-FAK.......................
O composto 4-BZLO foi capaz de inibir a atividade da FAK em
50% com aproximadamente 10NM...........cccocueeriiienniieniieenieeeen,
Gréfico representativo do teste de triagem para 12 compostos
em 10 diferentes linhagens de células leucémicas..........cceeuueene
Griéfico representativo do teste de triagem para 22 compostos
em 12 diferentes linhagens de células de tumores sélidos............
As linhagens celulares marcadas com a seta azul foram aquelas
que apresentaram maior inibicdo da viabilidade celular em
presenga do 4-BZLO e menor influéncia do DMSO....................
O composto 4-BZLO na concentracdo de 1uM foi capaz de

inibir em mais de 50% a atividade da FAK em células

Perfil da concentracdo sérica em ng/mL do 4-BZL.O em plasma
de ratos versus o tempo (em horas)........c.ccoceevveeiiiniiinviinicnnnennne.
Medida do peso médio do ventriculo esquerdo sobre peso

COrpoOre0 dOS ANIMAIS. ....c.eevuierieieeiieiieiie et

XX

99

100

101
102

103

104

105

106

108

109

110

111

113



Figura 29-

Figura 30-

Figura 31-

Figura 32-

Medida do didmetro dos mi6citos em animais tratados com 4-
BZLO € cONtIole.........coieeiiiiiiiiiiieieeneceeeee e
Medida da intensidade do intersticio (grau de fibrose) em
animais tratados com 4-BZLO e controle..........c.c.coeceeveeneeneenne.
O composto 4-BZLO diminui a atividade e expressdao da FAK

em coracoes de ratos apds a coarctacio da
Composto 4-BZLO foi usado como inibidor farmacolégico da

FAK e regrediu a hipertrofia cardiaca em animais transgénicos

especificos para a FAK ...,

XX1

116

117

118

120



XXI1



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Sequéncia de fases de descoberta e desenvolvimento de 3
FATMACOS. ....eeveiiieite e
Tabela 2- Lista das quinazolinas em relag@o ao calculo do Log P. Abaixo

representacdo esquemdtica do anel quinazolinico com as  7;

posicdes R1, R2, R3, R4 que foram substituidas...........cccceeeunennne
Tabela 3- Estruturas das quinazolinas e o resultado do cdlculo de Docking

molecular para a FAK. Abaixo representacdo esquematica do

anel quinazolinico com as posi¢des R1, R2, R3, R4 que foram 175

SUDSHIUTAAS ..ottt

Tabela 4- Avaliacdo in silico da farmacocinética dos 28 compostos
] 178

SELECIONAAOS. ...ceouviiiiiieiitiete ettt
Tabela 5- Quinazolinas selecionadas para SINtese..........eevveervuveenveenueernunenns 186

XXiii



XXV



RESUMO

A compreensdo de como a quinase de adesdo focal (FAK) contribui para os processos de
hipertrofia, insuficiéncia cardiaca e cancer sdo de grande interesse cientifico. Um dos
nossos objetivos especificos € desenvolver inibidores desta tirosina quinase com vistas a
sua aplicagdo terapéutica no tratamento de insuficiéncia cardiaca e cancer. Portanto, foi
realizado planejamento racional e a sintese de inibidores farmacoldgicos para a FAK.
Estudos computacionais de docking e farmacocinéticos permitiram selecionar 28 estruturas
de quinazolina mais promissoras em relacdo a capacidade de inibir a FAK. Desta forma,
economiza-se tempo e dinheiro para obter-se a sintese apenas de 6 das estruturas pré-
selecionadas. Uma quinazolina denominada 4-BZLO foi sintetizada ap6s o planejamento
racional. Tal quinazolina foi capaz de inibir em 50% da atividade da FAK in vitro com
aproximadamente InM. Os testes de pureza da sintese, absorcdo por via oral, melhor
resultado em triagem em células que superexpressam a FAK e o melhor resultado para
triagem em duas linhagens de célula leucémicas e tumor sélido permitiram direcionar o 4-
BZI1.0O para ser o composto lider deste estudo. Ocomposto 4-BZLO apresentou resultado
promissor para experimentos com camundongos submetidos a coarctacdo da aorta, que
induz hipertrofia cardiaca. Para avaliar se o tratamento preventivo seria eficiente para
hipertrofia cardiaca, foi realizado experimento em animais tratados com 30mg/Kg/dia
durante 30 dias. Apds este periodo, foi realizada cirurgia de coarctagdo da aorta para
induzir a hipertrofia cardiaca nos animais e os mesmos foram tratados por mais 30 dias.
Parametros tais como: peso médio do ventriculo esquerdo sobre peso corpéreo de cada
animal (LVW/BW), medida da espessura da parede do ventriculo esquerdo (LVWT) e
parametros histologicos (didmetro dos midcitos cardiacos) demonstraram que nos animais
tratados houve regressdao da hipertrofia comparada ao controle (animais sem tratamento).
Outro estudo realizado no qual os animais foram tratados de maneira curativa, ou seja, 0
tratamento foi realizado somente apds a coarctacdo da aorta demonstrou uma melhora no
quadro de hipertrofia e fungdo cardiaca. O modelo de fibrose cardiaca foi usado para
avaliar se tratamento com 4-BZLO ¢ capaz de reduzir a fibrose cardiaca nos animais. Os
resultados obtidos demonstraram que os animais tratados com 4-BZLO por 30 dias
apresentaram redugdo da acumulacdo de coldgeno, que é um indicador de fibrose, em
relacdo ao controle. Nosso laboratério desenvolveu camundongos transgénicos especificos
para a FAK que desenvolve moderada hipertrofia cardfaca. Assim, tal modelo permitiu
testar o tratamento com o 4-BZLO para hipertrofia cardiaca induzida pela FAK. Os
animais transgénicos especificos para a FAK foram tratados com o composto lider e houve
melhora dos parametros cardiacos. Os resultados obtidos permitiram concluir que a
quinazolina denominada 4-BZLO é um bom candidato a firmaco como inibidor da FAK.

Palavras chave: Quinaze de Adesdo Focal, Quinazolinas, Estudo de Docking, Hipertrofia e
Fibrose Cardiaca, Cancer.
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ABSTRACT

Understanding how the focal adhesion kinase (FAK) contributes to the processes of
hypertrophy, heart failure and cancer are of great scientific interest. One of our goals is to
develop specific inhibitors of this tyrosine kinase with potential therapeutic application in
the treatment of heart failure and cancer. In this view, we used rational design to select a
group of possible FAK inhibitors. Computational studies such as docking and
pharmacokinetic studies allowed us to select 28 structures most likely to inhibit FAK. In
this way, we saved up time and money in devising the synthesis of 6 pre-selected
structures. Accordingly, quinazoline 4-BZL.O was prepared and was able to inhibit the in
vitro activity of FAK by 50% at a concentration of approximately 1nM. Several factors
contributed to 4-BZLO being chosen as the lead compound in this study: 1) the degree of
purity achieved during synthesis; 2) good oral bioavailability; 3) the best inhibition values
in cells overexpressing FAK in screening, 4) the best result against two leukemic cell lines
and one solid tumor target. 4-BZLO showed promising results in experiments with mice
subjected to aortic coarctation, which develops cardiac hypertrophy. To assess whether 4-
BZLO would be effective for the preventive treatment of cardiac hypertrophy, an
experiment was conducted in animals treated with 30 mg/kg/day for 30 days. After this
period, an aortic coarctation was performed surgically in order to induce cardiac
hypertrophy in animals, and these were further treated for 30 days. Parameters such as left
ventricular weight per body weight ratio (LVW/BW), measurement of the left ventricle
wall thickness (LVWT), and histological parameters, such as the diameter of cardiac
myocytes in treated animals showed that there was a regression of hypertrophy, compared
to untreated animals (control). A similar study, where treatment with 4-BZLO was
performed only after aortic coarctation showed an improvement regarding hypertrophy and
cardiac function. A cardiac fibrosis model was used and the results obtained demonstrated
that animals treated with 4-BZLO for 30 days showed a reduction of collagen
accumulation, which is an indicator of fibrosis, equal to the control group. Our laboratory
has developed transgenic mice specific for FAK, which develop moderate cardiac
hypertrophy. Consequently, this model allows us to test 4-BZLO for the treatment of FAK
induced cardiac hypertrophy. The transgenic animals were treated with 4-BZLO, leading to
an improvement of the cardiac parameters. These results showed that synthetic quinazoline
4-BZ1.0 is a good drug candidate for the inhibition of the FAK enzyme.

Keywords: Focal Adhesion Kinase, Quinazolines, Docking Study, Cardiac Hypertrophy
and Fibrosis, Cancer.
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1. INTRODUCAO







1. Introducao

O desenvolvimento de agentes farmacoldgicos com fungdo especifica tem papel
importante em vdrios aspectos da pesquisa em biologia, bem como para o estabelecimento
de novas estratégias terapéuticas para as doencas. A disponibilidade de agentes inibidores
especificos de moléculas de sinalizacio pode favorecer o desenvolvimento do
conhecimento sobre a importancia das mesmas nas fungdes celulares e seu envolvimento na
patogenia de doencas.

Tirosinas quinases constituem a familia mais numerosa de quinases em mamiferos
(Hanks S. K. e Hunter T.; 1995) e contribuem na regulacdo e sinalizacdo de processos
celulares diversos como o controle do crescimento, diferenciacdo, mitose e apoptose.
Alguns membros dessa familia como a c-Src e o receptor de EGF, participam da génese de
diversos tipos de cancer, de forma que € promissora a modulacdo da atividade dessas
enzimas por farmacos direcionados para o tratamento de vdrios tipos de cancer. Assim
sendo, um ndmero considerdvel de trabalhos relata a busca de compostos com atividade
inibitéria dessas tirosinas quinases. Algumas classes de substancias estudadas sdo
heterociclicos como anilinoquinazolinas (1) (Vansteenkiste J. F.; 2004; Tiseo M.; 2004),
quinolinas (2) (Wissner, A. et al., 2000), piridopirimidinas (3) (Fry, D. W. et al., 1998) e
pirrolopirimidinas (4) (Mellinghoff 1. K. et al., 2002; Traxler, P. et al., 2004). A questdo da
seletividade, no entanto, costuma ser problemdtica, uma vez que as tirosinas quinases
possuem alto grau de homologia estrutural e sequencial. Apesar desse obstaculo, alguns
grupos tém logrado sucesso e inibidores seletivos de determinadas tirosinas quinases ja sao
comercializados ou se encontram em estudos clinicos avangados (Klutchko, S. R. et al.,

2006).
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Os estudos de nosso laboratério t€m como foco principal, o entendimento da
participacdo da tirosino quinase FAK nos processos de sinaliza¢do celular em midcitos
cardiacos e demais células miocdrdicas durante estimulos mecénicos. As evidéncias
disponiveis indicam que esta enzima tem papel critico para o desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga mecénica (Franchini, K.G. et al.; 2000,
Torsoni, A.S.; et al, 2003; Marin, T.M. et al., 2007; Clemente, C.F.M. et al., 2007).
Estudos realizados por Peng e colaboradores (Peng, X. et al, 2006) indicaram que a
delecdo condicional da FAK em midcitos cardiacos impede o crescimento hipertréfico e
predispde o ventriculo esquerdo a dilatacdo ventricular e insuficiéncia cardiaca em resposta
a sobrecarga pressorica. Também dados obtidos em nosso laboratério indicam que o
silenciamento génico da FAK em camundongos impede o desenvolvimento de hipertrofia
em resposta a sobrecarga pressodrica (Clemente, C.F.M. et al., 2007). Estes resultados estdo
de acordo com os dados obtidos em camundongos com dele¢do condicional da FAK no
miocdrdio. Por outro lado, os resultados do silenciamento também sugerem que a ativagao
prolongada da FAK no miocardio contribui para a deterioracdo estrutural e funcional do
ventriculo esquerdo de camundongos com sobrecarga pressorica cronica, sugerindo que a
inibi¢do da atividade da FAK pode potencialmente se constituir em alternativa terapéutica
para a hipertrofia e insuficiéncia cardiacas.

Neste contexto, € importante que sejam desenvolvidos inibidores seletivos para a
FAK. Até recentemente, nao havia relatos sobre a existéncia de compostos organicos com
atividade inibitéria especifica para a FAK. No entanto, pesquisadores da empresa
farmacéutica Novartis relatou o desenvolvimento de pirrolopirimidinicos 2,8-

dissubstituidos como inibidores da FAK (Choi, H.S. et al., 2006a; Choi, H.S. et al., 2006b),
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o que confirma a possibilidade de se produzirem compostos com seletividade para tirosino
quinases.

Apesar da existéncia dos referidos compostos, é ainda plenamente justificdvel o
desenvolvimento de novos compostos com capacidade inibitéria da atividade da FAK.
Dentre os argumentos citam-se: 1. compostos heterociclicos de naturezas diversas podem
fornecer possibilidades quantitativas e qualitativamente diferentes de interagdo com a
enzima, permitindo a producdo de compostos com poténcia e seletividades maiores; 2.
nosso grupo tem experiéncia no manuseio e sintese de compostos quinazolinicos, que
diferem estruturalmente das pirrolopirimidinas utilizadas na sintese dos referidos
compostos do grupo da Novartis® e tém se mostrado, em alguns casos, mais adequadas a
inibicdo de quinases especificas que os derivados de pirrolopirimidinas (vide caso de
inibidores de adenosina quinase); 3. compostos com estruturas diferentes, podem, em testes
toxicologicos, apresentar diferencas vantajosas que permitem o desenvolvimento de
compostos vidveis para uso clinico; 4. compostos com estruturas diferentes tém o potencial

de serem inéditos e permitirem o patenteamento.

1.2. Desenvolvimento de novos farmacos

O desenvolvimento de um novo farmaco é dificil e dispendioso. Pouquisimas
moléculas que chegam a fase de desenvolvimento sdo finalmente aprovadas como
farmacos. De dez mil compostos considerados promissores nos resultados dos ensaios
iniciais, menos de dez repetem a acdo nos ensaios clinicos e apenas dois sdo, por fim,
aprovados (Golan, D.E. 2009). Além disso, os custos associados a descoberta e ao

desenvolvimento de um novo farmaco variam de 0,8 a 1,7 bilhdes de ddlares. Embora a

-33 -



criacdo de novos farmacos seja um emprendimento arriscado, os farmacos bem-sucedidos
podem ser muito lucrativos. Os fairmacos de maior sucesso comercial, como a atorvastatina,
tém vendas anuais acima de 12 bilhoes de ddlares (Golan, D.E. 2009). A descoberta de um
novo farmaco vai desde a identificacdo e valida¢do de um possivel alvo terapéutico até a
selecdo de uma unica molécula para testes em seres humanos. O desenvolvimento de um
farmaco geralmente € definido como o periodo que vai dos estudos pré-clinicos que
respaldam os ensaios clinicos iniciais até a aprovacdo do farmaco pelo 6rgao regulador. O
processo de descoberta e desenvolvimento de um fiarmaco € complexo e requer a
colaboracao de muitas especialidades cientificas diferentes (Golan, D.E. 2009).

O termo descoberta de um farmaco refere-se ao processo pelo qual laboratérios
farmacéuticos, de biotecnologia, académicos e governamentais identificam ou analisam
substincias para encontrar agentes terapéuticos potencialmente ativos. A triagem consiste
em testar muitas substincias em ensaios relevantes para a doenga em questdo. Um
composto aprovado nessa triagem é chamado de composto ativo ou (hit). Se a substancia ou
seus derivados estruturais ainda se mostrarem promissores apds a caracterizagdo bioldgica e
quimica adicional, passa a ser um protétipo (lead) (Golan, D.E. 2009).

De acordo com a Tabela 1, na fase da descoberta do farmaco estdo os estudos
baseado no alvo e no composto. Nessa fase também pode ser realizado estudos de
identifica¢do do alvo e desenvolvimento do ensaio e triagem como, por exemplo, ensaios
de alto desempenho conhecidos como High troughtput screening (HTS). A otimizacdo do
protétipo e estudos de parametros farmacocinéticos ADME in vitro e in vivo fazem parte da
metodologia de descoberta de farmacos denominada de estudos pré-clinico (Sawyer, T.K.;

2006).
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Na fase de desenvolvimento do farmaco contempla as fases de estudos clinicos
denominadas de Fase I, II, III. Na fase I, avalia-se a farmacocinética em humanos e a
seguranca a exposicdo do farmaco em desenvolvimento. Na fase II, além de estudos
metabdlitos e interacdes medicamentosas estuda-se aseguranga e selecao da dose. A fase I1I
¢ a fase de desenvolvimento do farmaco que estuda as interacdes medicamentosas e
carcinogénese para a finalizacdo dos estudos com ensaios de registro. Ao final dos estudos,

o farmaco pode ser aprovado pelas agéncias regulatdrias (Golan, D.E. 2009).

Tabela 1. Sequéncia de fases de descoberta e desenvolvimento de farmacos

Descoberta do farmaco Desenvolvimento do farmaco
Fase Baseada no alvo Otimizacdo do | Desenvolvimento | Fage I Fase IT Fase I11
Baseada no composto protétipo pré-clinico
Identificac@o Desen\./olvm?ento do Modelos animais de doenca
do alvo ensaio e triagem
g Metabolismo
ADME Metabolismo in vitro Farrnac'ocnlletlca Interagdes
(animal) humano medicamentosas
. . Desenvolvimento e
Toxicologia Triagem Pré-clinico BPL Toxicologia reprodugio
Carcinogénese
Seguran(}a Eficacia E .
. nsaios de
Médica 030 |Selecdodd .
Exposi¢ao dose registro

1.3. Aspectos da Modelagem Molecular no Processo de Descoberta de
Farmacos

A descoberta de novos farmacos representa um desafio demorado, que necessita de
continuo e elevado investimento financeiro em pesquisa. Considerando este panorama,
estratégias racionais de planejamento estruturais de novos farmacos vém sendo amplamente
empregadas em paralelo aos processos aleatorios suportados por tecnologias de alto
desempenho como, por exemplo, a quimica combinatdria e o high-throughput screening

(HTS) (Botwen J.P. e Cory M. 2002).
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As vantagens do planejamento racional de novos farmacos sdo inimeras como: a) o
planejamento de novas substancias bioativas, envolvendo a sintese e modificacdo molecular
de substéncias; b) a identificagdo ou elucidacdo da estrutura; c) a descricdo das moléculas
desde a sua constituicdo atdmica até suas caracteristicas estruturais quando da(s)
interacdo(des) com os diferentes sistemas bioldgicos; d) a compreensdo em nivel molecular
de processos bioquimicos/farmacoldgicos, toxicologicos e farmacocinéticos; e) a
proposicdo e validagdo de modelos matemadticos por meio de estudos das relacdes entre a
estrutura quimica e a atividade farmacoldgica e/ou toxicoldgica, permitindo entdo a
proposicdo de novas substancias quimicas (Do Amaral, A. T.; Montanari, C. A.; 2002). A
Figura 1 ilustra as principais etapas relacionadas ao processo de desenvolvimento de um

novo farmaco e as metodologias empregadas ao longo deste processo.

Identificagdo do Obtengdo de um Otimizagdo do Ensaios clinicos
alvo biol6gico composto composto iniciais e
—> protétipo —> protétipo —> avancados
(FAK) (quinazolinas (substituintes
2,8- mais bioativos)

dissubstituidas)

T T T T

* Gendmica * Ensaios de alto * Otimizagdo de * Formulagio
propriedades ADME-TOX
* Protedmica Desempenho (HTS) * Cinética, metabolismo e
* Sintese toxicologia.
* Biologia Estrutural * Quimica combinatéria

* Modelos de QSAR
* Ensaios virtuais (MIA-QSAR)

Figura 1. Principais etapas envolvidas no desenvolvimento de um farmaco.
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Dentre as vérias estratégias de planejamento, desenho e modificagdo molecular,
apliciveis na busca de novos ligantes, aquelas que envolvem o uso de técnicas
computacionais vém crescendo em importancia devido ao gradativo aumento da capacidade
de processamento dos computadores, o desenvolvimento das interfaces grificas de
visualizacdo das estruturas geradas e a operacionalidade dos programas disponiveis. O uso
adequado dos recursos in silico, associado a dados experimentais, pode permitir desde o
aumento da eficdcia de um candidato a farmaco até eventuais inferéncias de seu perfil de
propriedades farmacocinéticas, por exemplo, ADMETox. Esta abordagem inicial previne a
sintese e a avaliagdo farmacoldgica de extensivo nimero de compostos e/ou minimiza o
risco de falha do protétipo por inadequagdo de suas propriedades farmacocinéticas (Engel
T.; 2006).

O uso dos recursos computacionais na visualizagdo da estrutura tridimensional (3D)
de ligantes ou protdtipos candidatos a farmacos acarretou profundas mudancas de
paradigma nos processos de planejamento molecular. A elucidacdo da conformagdo
bioativa facilitou a interpretacdo das similaridades/dissimilaridades estruturais entre
substancias bioativas distintas de uma mesma série congénere ou nio, e as influéncias sobre
o perfil de atividade farmacoldgica (Cohen N.C.; 1996).

Os estudos de modelagem molecular podem ser sistematizados considerando-se trés
parametros principais: acurdcia, tempo e tamanho/complexidade do sistema em estudo
(Head-Gordon M.; 1996). A acuricia dos modelos propostos € estritamente dependente do
método de andlise estrutural que pode simplesmente explorar os principios da mecanica
molecular. Neste caso, levam-se em considerac@o os campos de for¢as envolvidos na unidao
dos atomos que compdem a molécula em estudo, em fun¢do de variagdes de comprimento e

angulos de ligacdo e outras interagdes ndo ligantes. Alternativamente, podem-se empregar
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os principios da mecanica quantica, que consideram toda estrutura e interagdes entre os
elétrons da molécula e se baseiam na resolu¢do da equag@o de Schrondinger (Head-Gordon
M. 1996). Os métodos quanticos podem ser aplicados por meio de trés diferentes
abordagens: métodos ab-initio, que ndo usam aproximacao na resolucdo da equagdo de
Schrondinger, e sdo consequentemente dispendiosos, uma vez que € necessirio O UsO
ilimitado de computadores com alta tecnologia; métodos semi-empiricos devem ser usados
de acordo com a complexidade estrutural da molécula-alvo pois consideram apenas os
elétrons da camada de valéncia; e métodos baseados na teoria do funcional de densidade
(DFT), que se fundamentam em variacdes de densidade eletronica (Head-Gordon M. 1996;
Botwen J.P.; Cory M. 2002).

O objetivo primdrio destes estudos, aplicados ao desenho estrutural de farmacos,
consiste na caracterizagdo da(s) conformacao(des) bioativa(s) e a energia associada a este
arranjo molecular, seguido de possiveis inferéncias de propriedades fisico-quimicas e
estéreo-eletrOnicas, como momento dipolar, energias de orbitais de fronteiras HOMO e
LUMO, densidade eletrOnica, polarizabilidade e volume molecular, entre outros (Cohen
N.C. 1996).

A primeira geragdo de estratégias de planejamento estrutural de farmacos auxiliados
por computador foi implementada no inicio dos anos 1970, por meio dos estudos de
relacOes quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade biolégica (QSAR), criada por
Corwin Hansch (Hansch C. 1993; Head-Gordon M. 1996). Em um contexto temporal e que
se admitia as moléculas como entidades de topologia bidimensional (2D), as propriedades
bioldgicas eram dependentes, primariamente, de suas propriedades fisico-quimicas e

expressas por equagdes matematicas.
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As limitagdes dos métodos de QSAR-2D na descoberta de novos bioligantes e
prototipos candidatos a farmacos, corroborou a importancia dos fatores estereoquimicos e a
andalise detalhada das propriedades moleculares associadas as geometrias 3D do processo de
reconhecimento molecular de uma micromolécula pelo sitio receptor da biomacromolécula.
Neste contexto, na metade da década de 1980, a modelagem molecular comecou a ser
empregada como ferramenta no planejamento racional de ligantes e protétipos de farmacos,
permitindo a investigacdo da complementaridade molecular em estruturas 3D de
substancias bioativas e seus correspondentes biorreceptores (Barreiro, E.J. et al., 2008).
Esta etapa foi essencial e necessdria a elucidacdo das interacdes responsdveis pelo
reconhecimento molecular da micromolécula pelo sitio receptor e util na etapa de
modificacdo estrutural correspondente a sua otimizagdo (Barreiro, E.J. et al., 2008).

Atualmente, a abordagem fisiologica € a principal estratégia para o desenho
molecular de novos candidatos a farmacos. Neste contexto, pode-se aplicar as técnicas de
modelagem molecular por meio de dois caminhos distintos: direto ou indireto (Itai, A. et

al., 1996) (Figura 2).
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‘ Estratégiasracionaisde planejamento de farmacos ‘

‘ Intuicdo quimica T’

Hibridacaoe

Ferramentas de modificacao estrutural ‘— e
simplificacao molecular

‘ Bioisosterismo }7

‘ Abordagem direta ’7’ Abordagem fisiolégica }—{ Abordagemindireta‘

Estruturada ’ Eleicéo do alvo validado ‘ ‘ Estruturado Ligante ‘
biomacromolécula

‘ Docking ‘ ‘ Composto protétipo ‘ ’ QSAR ‘

Dinamica [
molecular |

Otimizacaodo protoétipo }

Novos candidatosa
farmacos

Figura 2. Representacdo das diferentes estratégias racionais para o planejamento de novos

condidatos a firmacos segundo a abordagem fisiologica.

Na abordagem direta, a estrutura tercidria da proteina ou biomacromolécula-alvo é
conhecida, por cristalografia ou ressonancia magnética nuclear, e encontra-se disponivel em
bancos de dados de biomacromoléculas do Protein Data Bank (PDB) (Disponivel em:

http://www.rcsb.org.pdb) ou do Banco de Dados de Cambridge (Disponivel em:

http://www.ccdc.cam.ac.uk). A entrada das coordenadas cartesianas que indicam a

disposicao espacial 3D dos dtomos desta biomacromolécula em programas de modelagem
molecular com interfaces graficas adequadas permite a reproducdo in silico da geometria

adotada na estrutura cristalina.
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O uso de estruturas cristalinas de complexos ligantes-biomacromoléculas ¢é
desejavel por permitir a correta identificacdo da regido da biomacromolécula que
corresponde ao sitio-receptor, isto €, o farmacéforo envolvido no reconhecimento
molecular. Além disso, permite realizar operacdes de simplificacdes de sua estrutura por
meio de cortes esféricos (CUT-off) de dimensdes variadas, dependendo da influéncia de
residuos de aminodcidos periféricos sobre a conformagdo adotada pelos residuos do sitio
ativo (Barreiro, E.J. et al., 2008).

Seguindo esta estratégia, apds a adequada remocdo do ligante que se encontra,
originalmente, complexado ao sitio do receptor, pode-se explorar programas de
atracamento (docking) molecular como DOCK, Flex, FlexE, Gold, Molegro Virtual
Docker, ICM mol dock, dentre outros, para inserir no sitio ativo novos ligantes, virtuais ou
ndo. Esses ligantes sdo desenhados por meio de ferramentas de planejamento molecular
com o objetivo de avaliar o modo e as energias envolvidas em sua intera¢do com o sitio de
reconhecimento molecular do biorreceptor (Mohan V.; 2005). Estudos desta natureza
permitem a hierarquizagdo entre ligantes virtuais, podendo selecionar os candidatos mais
promissores que merecam ser obtidos sinteticamente para sua posterior avaliagdo
farmacoldgica. Testes experimentais podem confirmar os resultados obtidos in silico para
oferecer maior confiabilidade ao estudo de planejamento de farmacos (Barreiro, E.J. et al.,
2008).

Por outro lado, quando a estrutura tercidria da biomacromolécula nao é conhecida, o
processo racional de descoberta de candidatos a farmacos deve explorar a abordagem
indireta, também conhecida como abordagem baseada na estrutura dos ligantes.

Neste contexto, a compreensdo das relagdes entre a estrutura dos ligantes e sua

afinidade pelo biorreceptor (SAfiR) ndo deve ser limitada as andlises 2D, mas envolve suas

“41 -



propriedades estéreo-eletronicas 3D. Para isso, pode-se utilizar métodos conhecidos como
QSAR-3D, isto é, relagdes quantitativas entre estrutura tridimensional e atividade (Kubinyi
H. et al., 1998). Diversos programas computacionais sdo capazes de fazer tais correlacdes,
com destaque para o método de andlise comparativa de campos moleculares (CoMFA),
que pode ser empregado na andlise de relacdes quantitativas entre a atividade biolégica de
um conjunto de compostos com um alinhamento especifico e suas propriedades eletronicas
e estéricas tridimensionais. Variacdes deste método, como a andlise comparativa de indices
de similaridade molecular (CoMSIA), permitem avaliar outras propriedades estruturais
como hidrofobicidade, capacidade de promover interacdes hidrofébicas com o biorreceptor
e também e ligacdo de Hidrogénio (Barreiro, E.J. et al., 2008).

As limitagdes mais relevantes dos métodos de QSAR-3D residem na identificacio
correta da conformagdo bioativa, o que reflete a qualidade do alinhamento dos ligantes do
banco de dados escolhido. Ademais, este banco de compostos exige que todos os ligantes
incluidos tenham sido avaliados por meio do mesmo protocolo de bioensaio (Barreiro, E.J.
et al., 2008).

A despeito das vantagens e limitagdes dos métodos in silico, sejam aqueles da
abordagem direta ou indireta, o emprego de técnicas computacionais no planejamento de
novos ligantes, na proposta de novos candidatos a protétipos a partir de hits ou na
otimizacdo de protétipos pelas estratégias tradicionais de desenho molecular da Quimica
Medicinal (p. ex.; bioisosterismo, hibrida¢@o, anelacdo e simplificacdo molecular), além da
intuicdo quimica de um experiente quimico farmacéutico medicinal, representam taticas

vélidas de emprego para a descoberta de novos candidatos a farmacos.
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1.4. Propriedades Fisico-quimicas e Atividade Biologica

As propriedades fisico-quimicas de determinados grupos funcionais sdo de
fundamental importancia na fase farmacodindmica da acdo dos farmacos e na etapa de
reconhecimento molecular, uma vez que a afinidade de um farmaco pelo seu biorreceptor é
dependente das forcas de interacio dos grupamentos farmacoféricos com sitios
complementares da biomacromolécula (Barreiro, E.J. et al., 2008).

Adicionalmente, a fase farmacocinética, que engloba os processos de absorcdo,
distribui¢do, metabolizacdo e excre¢do, repercute diretamente na biodisponibilidade e no
tempo de meia-vida do farmaco na biofase e também pode ser drasticamente afetada pela
variagdo das propriedades fisico-quimicas de um farmaco (Barreiro, E.J. et al., 2008).

As principais propriedades fisico-quimicas de uma micromolécula capazes de
alterar o seu perfil farmacoterap€utico sdo o coeficiente de particio, que expressa a
lipofilicidade relativa da molécula e o coeficiente de ionizagdo, expresso pelo pKa, que
traduz o grau de contribui¢do relativa das espécies neutra e ionizada.

A grande maioria dos farmacos disponiveis € absorvida passivamente, tendo de
transpor a bicamada lipidica que constitui o ambiente hidrofébico das membranas
bioldgicas. Por isso, destaca-se a importancia das propriedades fisico-quimicas, isto é,
lipofilicidade e pKa, para que o farmaco atinja concentra¢des plasmdticas capazes de
reproduzir o efeito biolégico evidenciado em experimentos in vitro (Barreiro, EJ. et al.,
2008).

A lipofilicidade (LogP) € definida pelo coeficiente de particdo de uma substincia
entre uma fase aquosa e uma fase organica. O conceito atualmente aceito para coeficiente

de particao (P) pode ser definido pela razdo entre a concentracdo da substincia na fase

~43 -



organica (Corg) e sua concentracdo na fase aquosa (Cag) em um sistema de dois
compartimentos sob condi¢cdes de equilibrio. Os fdrmacos que apresentam maior
coeficiente de particdo, ou seja, t€ém maior afinidade pela fase orgénica, tendem a
ultrapassar com maior facilidade as membranas bioldgicas, apresentando melhor perfil de
biodisponibilidade. Esta caracteristica pode refletir um melhor perfil farmacolégico (Fraga
C.A.M.; Barreiro E.J.; 1996).

O coeficiente de particdo (P) emprega o dlcool primdrio, n-octanol como fase
organica devido a sua semelhanca estrutural com os fosfolipideos de membrana. Os valores
do logaritmo do coeficiente de particdo (LogP) sao normalmente correlacionados com a
atividade bioldgica, descrevendo em geral um modelo parabdlico bilinear (Kubinyi H.
1977). Este modelo pode indicar a lipofilicidade 6tima, sendo capaz de expressar requisitos
farmacocinéticos e farmacodindmicos ideais, cujo incremento leva a progressiva redugdo da
atividade bioldgica (Kubinyi H. 1977).

Neste contexto, Lipinski e colaboradores (Lipinski, C.A. et al., 1997) contribuiram
para o desenvolvimento de novos fairmacos em termos de uma abordagem experimental e
computacional para estimar solubilidade e permeabilidade de novos candidatos a farmacos.
Neste estudo, os autores formularam a regra dos cinco que prediz que uma molécula
candidata a farmaco que apresentar pobre absor¢do e permeabilidade possui os seguintes
parametros: LogP > 5, massa molecular MM > 500, nimeros de doadores de ligacdo de H >
5 e nimero de aceptores de ligacdo de H > 10. Apds a imensa contribuicdo de Lipinski,
diversas metodologias semelhantes foram desenvolvidas e permitiram desenvolver varios
softwares para predi¢cdo de novos candidatos a farmacos, incluindo todos os parametros

ADMEtox da farmacocinética.
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1.5. Validacao do alvo - FAK e Hipertrofia Cardiaca

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), doencas cardiacas sdo
responsaveis por 1/3 das causas de morte em todo o mundo. Nos Estados Unidos, cerca de
44% das mortes sao causadas por doencas cardiovasculares (Dorn II, G. W. et al., 2004).

A hipertrofia cardiaca constitui-se um fator de risco para diversas doengas
cardiovasculares, como eventos isquémicos, infartos e arritmias cardiacas. A hipertrofia é
causada principalmente por hipertensio arterial e segundo dados de 2011, o Brasil possui
25% da populagdo com hipertensdo, sendo que aproximadamente metade destes pacientes
desconhece a doenca (Giorgi, D.M.A. 2011).

O musculo cardiaco exibe marcante grau de plasticidade fenotipica em resposta ao
aumento de sobrecarga. Essa plasticidade € refletida principalmente pelo aumento no
tamanho (i.e. hipertrofia) dos midcitos existentes, a qual é regulada por multiplas vias de
sinalizac@o intracelular que culmina no aumento na sintese protéica e na biog€nese de
organelas (Frey, N et al., 2004). A resposta hipertrofica inicialmente € benéfica, uma vez
que aumenta o nimero de unidades contréteis e restabelece a tensdo na parede das camaras
sobrecarregadas (Grossman, W et al., 1975; Sadoshima, J & Izumo, S 1997; Russell, B et
al., 2000; Ruwhof, C & van der Laarse, A 2000; Frey, N et al., 2004). Esta adaptacdo
funcional € explicada pela Lei de Laplace que estabelece que a tensdo na parede das
camaras cardiacas € determinada pela pressdo intracavitdria, pelo raio intracavitario e pela
espessura da parede ventricular.

Seguindo a relagdo:

T=pr/2h

Onde:
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T - € a tensdo na parede das cadmaras cardiacas;
p - € a pressdo intracavitdria;
r - € o raio interno da camara;

h- € a espessura da parede das camaras

Na sobrecarga hemodindmica, o aumento de pressdo resulta em sobrecarga de
tensdo no coragdo, e o aumento reativo da espessura da parede normaliza a tensdo e

preserva a funcao sistdlica (Grossman, W et al., 1975) (Figura 3).

) Cardiomiopatia
Coracdo Normal Hipertréfica

Figura 3. Ilustracido esquematica da cardiomiopatia hipertréfica. (a) Coragdo sauddvel com
volume das camaras e espessura das paredes normais; (b) cardiomiopatia hipertréfica.
Hipertrofia assimétrica do septo intraventricular e da parede posterior ventricular esquerda.

Ao: aorta; LA: atrio esquerdo; LV: ventriculo esquerdo; RV: ventriculo direito. Figura

adaptada de Harvey, PA & Leinwand, LA, 2011.

Contudo, a resposta hipertréfica prolongada pode promover alteracdes estruturais
que levam a disfuncdo da contratilidade e do relaxamento do miocardio que repercutem
clinicamente como insuficiéncia cardiaca, condi¢do grave, responsdvel por parte
significativa das elevadas morbidade e mortalidade das doencas cardiovasculares.
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A insuficiéncia cardiaca (I.C.) é uma sindrome clinica que consiste em grupo de
sinais e sintomas principalmente relacionados a congestdo de fluidos e diminui¢do da
funcdo ventricular (Ritter, O. et al., 2003), sendo a fibrose miocardica e a degeneragdo e
morte dos midcitos os principais problemas fisiopatolégicos no quadro de I.C (Dorn II, G.
W. et al., 2004).

A insuficiéncia cardiaca afeta cerca de 5 milhdes de americanos com
aproximadamente 400 mil novos casos diagnosticados a cada ano com um custo anual de
mais de 20 bilhdes de ddlares. A realidade desses dados alarmantes estd relacionada com a
falta de terapias eficazes ou ainda que consigam reverter formas graves de 1.C. (Dorn 1II, G.
W. et al., 2004).

Apesar do vasto conhecimento sobre os componentes individuais da sinaliza¢io
mecanica, que promove a hipertrofia e insuficiéncia cardiaca, ainda pouco se sabe sobre a
integracdo desses componentes. Aparentemente a mecanotransducio envolve proteinas que
promovem a ativacdo de vias de sinalizacdo de sobrevivéncia, hipertrofia e também
remodelamento (Sussman, M.A. et al., 2002).

Dentre as proteinas que respondem ao estresse mecanico, a quinase de adesao focal
(FAK) tem se destacado com importante papel na regulacdo do crescimento hipertréfico e
na sobrevivéncia do musculo cardiaco (Wang, H.B. er al.,,2001; Mitra, S.K. et al., 2005;
Cox, B.D. et al., 2006;).

A quinase de adesao focal (FAK — Focal Adhesion Kinase) é uma proteina tirosina
quinase ndo receptora, com papel essencial durante o desenvolvimento embriondrio e na
patogénese de doencgas humanas, incluindo cancer e doencas cardiovasculares (Vadali, K. et
al., 2007; Golubovskaya, V.M. et al., 2009). A expressao de FAK € requerida em varios

tecidos para o desenvolvimento normal, sendo sua expressdo necessdria para o
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desenvolvimento apropriado do coracdo (Shen, T.L.; et al.,2005; Hakim, Z.S. et al., 2007).
De fato, tentativas de produzir camundongos com delecdo génica ampla da FAK resultaram
em inviabilidade do embrido devido a defeitos no desenvolvimento (Ilic D. et al., 1995).

FAK € expressa em abundancia no miocérdio, sendo rapidamente ativada por
sobrecarga pressora e também por agonistas como endotelina e angiotensina II (Eble, D.M.
et al., 2000; Taylor, J.M. et al., 2000). Esta proteina sinalizadora foi originalmente descrita
na década de 90 (Wang, H.B. et al., 2001) em células em cultura localizada nos sitios de
adesdo ao substrato, o que despertou o interesse de caracterizd-la como um sinalizador
envolvido na mecanotransducio entre o ambiente e as células. Em adi¢do ao seu papel na
adesdo célula-matriz extracelular, FAK regula muitos outros processos bioldgicos, como
migracgdo, proliferagdo e sobrevivéncia celular (Mitra, S.K. et al., 2005; Cox, B.D. et al.,
20006).

De acordo com a Figura 4, a estrutura primdria da proteina € definida por um
dominio central catalitico flanqueado pelo dominio N-terminal, conhecido como FERM
(band four.l-ezrin—radixin—moesin) e a regido C-terminal que compreende duas regides
ricas em prolina e um dominio de direcionamento as adesdes focais (FAT- Focal Adhesion
Targeting). FAT € composto por 4 a-hélices (Arold, S.T. et al.,, 2002; Hayashi, L. et al.,
2002), e € critico para a localizagdo da FAK nos pontos de adesdo focal. Via ligacdo a
paxilina esse dominio ndo parece estar envolvido na regulacdo catalitica da FAK (Parsons,

J.T. 2003; Lietha, D. et al., 2007).
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Figura 4. Estrutura da FAK e suas fun¢des. FAK possui trés dominios que consistem de
um dominio quinase central que estd intercalado pela regido N-terminal e a regido C-
terminal. Multiplas fungdes celulares mediadas pela sinalizagdo relacionada a regides
especificas e dominios da FAK sa@o indicadas no diagrama abaixo. Figura adaptada de

Franchini, KG 2011.

Os trés dominios sdo arranjados como uma estrutura globular tripartida com o
dominio FERM organizado em uma compacta conformag¢ao em trevo com trés subdominios
independentes (F1, F2 e F3). FERM conecta-se ao dominio catalitico por um linker
desestruturado que contém o residuo tirosina 397, importante na ativacdo emzimadtica
(Figura 5). O dominio quinase € conectado ao dominio FAT pela regido desenovelada rica
em prolina (Nowakowski, J. et al., 2002; Ceccarelli, D.F. et al.,, 2006; Lietha, D. et al.,

2007).
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Kinase C-lobe oG FERM

Figura 5. Estrutura auto-inibitéria da FAK. O dominio FERM (representado em azul) liga-
se a0 dominio quinase (vermelho), por meio de uma interacdo entre o subdominio F2 de
FERM e o 16bulo C da quinase. A regido de linker que contém o sitio de autofosforilagao
Tyr397 (amarelo) interage com o subdominio F1 de FERM e o 16bulo N da quinase. O
dominio FERM bloqueia o acesso ao sitio de ativagao da quinase — loop A. Figura adaptada

de Lietha, D. et al., 2007.

A ativacdo da FAK depende da auto-fosforilacdo do residuo de tirosina 397
(Tyr397) no linker entre FERM e quinase (Calalb, M.B. et al., 1995; Polte, T.R. & Hanks,
S.K. 1997; Franchini, K.G. et al., 2000; Torsoni, A.S.; et al., 2003). A Tyr397 fosforilada
recruta outra tirosina quinase conhecida como Src, que, uma vez ativada, fosforila os
residuos Tyr576-577 da FAK incrementando sua atividade. A ativacdo local da FAK
também promove recrutamento e agregacdo (“clusters”) de outras moléculas de FAK,
amplificando o sinal do complexo protéico. A Src ativada também promove a fosforilacio
de residuos adicionais da FAK como a Tyr 925 no dominio FAT. A fosforilacdo desse

residuo de tirosina forma um sitio de alta afinidade para proteinas como Grb2, Cas e
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paxilina. Esta seqiiéncia de ativacdo da FAK, bem como a estreita cooperacdo entre FAK e
Src para a ativacdo, inicialmente demonstradas em outros tipos celulares, foi confirmada
em midcitos cardiacos em resposta a estimulos mecanicos (Franchini, K.G. et al., 2000;
Domingos, P.P. 2002; Torsoni, A.S.; et al., 2003). FAK € prontamente ativada pelo estresse
mecanico que culmina com aumento da expressio de ANF e B-MHC, o que indica o
potencial desta enzima como elemento de controle das alteragdes fenotipicas dos midcitos
cardiacos induzidas por estimulos mecanicos (Torsoni, A.S.; et al., 2003; Torsoni, A.S. et
al., 2005).

A importancia da sinalizacdo da FAK no crescimento hipertréfico do ventriculo
esquerdo provocado por estimulos mecanicos também foi estudada em camundongos
transgénicos, onde a expressdo de FAK foi depletada de maneira condicional em
cardiomidcitos (Di Michele, L.A. et al., 2006; Peng, X. et al., 2006). Nestes modelos, o
coragdo se desenvolveu normalmente e apresentou funcdo normal em condi¢des basais.
Contudo, de acordo com os resultados obtidos por Peng e colaboradores (2006), os animais
submetidos a sobrecarga hemodindmica apresentaram hipertrofia cardiaca excéntrica,
fibrose intersticial multifocal, marcadores de hipertrofia aumentados quando comparados
com animais controle, o que confirma as alteragdes fenotipicas do ventriculo esquerdo em
decorréncia de estimulos mecanicos. Por outro lado, DiMichele, L.A e colaboradores
(2006), mostraram que a perda da expressdo de FAK atenuava a resposta hipertréfica dos
cardiomidcitos em relacdo a coarctagdo da aorta, incluindo a expressdao de marcadores
moleculares de hipertrofia. Quando os autores deste trabalho avaliaram a resposta do
ventriculo esquerdo (VE) dos camundongos transgénicos a sobrecarga pressdrica cronica,
demonstraram que a sinaliza¢do da FAK pode ser importante na prevengdo da deterioracdo

funcional cardiaca. Contudo, existem estudos que sugerem que a ativacdo cronica da

-51-



sinalizacdo da FAK pode contribuir para a deterioracio do miocérdio, levando a
insuficiéncia cardiaca. Bayer (2002) mostraram que as anormalidades estruturais e
funcionais do VE de ratos submetidos a coarctagdo cronica da aorta abdominal suprarenal
eram paralelas ao aumento da expressdao e atividade da FAK no miocardio. Lopes e
colaboradores (2007) demonstraram a expressao elevada da FAK em bidpsias de coracdes
em faléncia provenientes de pacientes com regurgitacdo da mitral. Nestes estudos, o
aumento da expressdo de FAK parece ser devido a expressdao nos fibroblastos, localizados
nas regides de fibrose, e ndo a FAK presente nos cardiomiécitos. Em um trabalho
utilizando RNA de interferéncia especifico para FAK, Clemente e colaboradores (2007)
demonstraram que o silenciamento transiente da FAK em cardiomidcitos e fibroblastos
previne as anormalidades estruturais e funcionais da hipertrofia do ventriculo esquerdo,
assim como reverte a hipertrofia induzida por sobrecarga pressérica em camundongos.
Recentemente, também com o objetivo de entender o papel da FAK na hipertrofia
cardiaca, Clemente e colaboradores (2011) desenvolveram camundongos transgénicos
especificos para FAK no midcito cardiaco. Neste trabalho, foi observado que o aumento
moderado da expressdo de FAK induz caracteristicas funcionais, estruturais e moleculares
de uma hipertrofia cardiaca concéntrica compensada.
Em conjunto, estes dados sugerem que a FAK possui papel importante na
instalacdo da hipertrofia cardiaca em resposta a sobrecarga pressorica, sendo um alvo
bioldgico promissor para interferéncia farmacoldgica para o tratamento de hipertrofia

cardiaca.
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1.6. Validacao do alvo - FAK e Cancer

A quinase de adesdo focal (FAK) é uma importante mediadora da sinaliza¢do dos
fatores de crescimento, proliferagcdo, sobrevivéncia e migracdo celular. O desenvolvimento
de malignidade estd frequentemente associado a pertubacdes nestes processos, portanto,
ndo € surpresa que a atividade da FAK esteja alterada em células cancerosas. Modelos
animais t€ém mostrado que a expressido de FAK estd aumentada na formagao e progresso de
tumores em diferentes locais como mama, coldn, tireoide, prostata, pescogo, ovarios, dentre
outros (McLean G.W.; et al., 2005). De fato, a expressdo e atividade de FAK aumentada
tém sido correlacionadas com metdstase e pior prognostico (Schlaepfer, D.D.; et al., 2004).

Interessantemente, a fosforilacio de FAK em sitios especificos parece estar
associada com diferentes tipos de tumor. No tecido ovariano, por exemplo, FAK fosforilada
no residuo Tyr397 foi detectada em tumores invasivos, mas ndo no epitélio normal
(Grisaru-Granovsky, S. et al., 2004). Em cancer de colon, a fosforilacdo de FAK parece
estar associada a expressdo de peptideo liberador de gastrina e diferenciagdo tumoral
(Matkowskyj, K. A. et al, 2003). Além disso, FAK tem sido encontrada em células
endoteliais de vasos sanguineos angiogénicos de astrocitomas malignos, onde parece
contribuir para a angiogénese. Estas observa¢des mostram que a expressao e a atividade de
FAK sdo fatores importantes no desenvolvimento e progressdao tumoral (Lechertier, T.;
Hodivala-Dilke, K.; 2012). Em conjunto, todas as constatacdes, colocam a FAK como um

alvo terapéutico potencialmente importante, podendo direcionar o desenvolvimento de

inibidores de FAK também para o tratamento de cancer.
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1.7. Obtencao de um protétipo - Quinazolinas

Quinazolina é um composto que possui um ntdcleo quinazolinona (1, 1,3-
benzodiazinona) e quinazolina (2, 1,3-benzodiazina) possui um anel benzénico acoplado a
uma pirimidina. Outras estruturas nitrogenadas tais como a cinolina (1,2-benzodiazina), a
ftalazina (2,3-benzodiazina), e a quinoxalina (1,4-benzodiazina) sdo os isOmeros
identificados pelas posi¢cdes dos dois dtomos de nitrogénio no anel benzénico da pirimidina
(Armarego, W. L. F. et al. 1996). As quinazolinas podem apresentar atividade bioldgica
diversa o que as tornam um bom modelo para geracdo de bibliotecas de compostos
quimicos (Selvam T.P.; Kumar P.J. 2011). A primeira quinazolina sintéticafoi denominada
Cyanoquinazolinone foi preparada em 1860, e a primeira quinazolina com interesse médico
foi denominada Febrifugine® usada no tratamento de maldria (Keller, T.C. 2012). O
desenvolvimento da pesquisa de compostos quinazolinicos com atividade bioldgica iniciou
quando o composto 2-metil-1,3-aril-4-quinazolina foi sintetizado. Este composto tem ac¢ao
soporifera e sedativa. Nos ultimos quinze anos em pesquisa médica, as quinazolinas t€ém
sido caracterizadas por vantagens significativas (Selvam T.P.; Kumar P.J. 2011). Em 1968,
apenas dois derivados foram usados como sedativo e anticonvulsivante (methaqualone) e
diurético (quinathazone). Em 1980, cerca de cinqiienta tipos de derivados desta classe
incluindo compostos medicinais com diferentes acdes bioldgicas foram utilizados, tais
como: sedativo, tranqiiilizante, analgésico, anticonvulsivante, antitussigeno, miorelaxante,
antireumatico, hipotensivo, antialérgico, broncodilatador, antidiabético, colagogo,
diurético, antimaldrico, espermicida, etc. (Selvam T.P.; Kumar P.J. 2011).

Atualmente, as quinazolinas tém sido usadas como farmacos, alguns exemplos estdo

descritos a seguir:
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Prazosin (Shen, H. 2008) ¢ um farmaco usado para o tratamento de hipertensdo. Este
farmaco € um inibidor a-adrenérgico que € capaz de abaixar a pressdo sanguinea por causar
vasodilatacdo e reduzir a resisténcia periférica. Prazosin € seletivo para receptores a; na
musculo liso vascular. Esses receptores sdo responsdveis pela agdo vasoconstritora da
noraepinefrina que normalmente aumenta a pressao sanguinea.
Gefitinib (Pao W.; Miller V.; Sakowski M. 2004) também conhecido como
Iressa®comercializado pela Astra Zeneca e Teva. E um firmaco usado no tratamento de
certos tipos de cancer. Gefitinib € um inibidor do EGEF (epidermal growth factor
receptor), isto é, receptor do fator de crescimento epidermal.
Erlotinib (Selvam T.P. 2011) recebe o nome de Taceva® é um farmaco usado para o
tratamento de certos tipos de cancer de pulmao, pancreas e varios outros tipos de cancer.
Trimetrexate (Smith H.O. et al,, 2002) é um inibidor de acido félico através da inibi¢do
da enzima diidrofolato redutase. Este farmaco tem sido testado como agente antineoplésico
€ como agente antiparasitirio

Além dos exemplos acima, existem outras quinazolinas que sdo consideradas
farmacos (Selvam T.P. 2011).

Recentemente, nosso grupo obteve uma quinazolina patenteada como inibor de
adenosina quinase (Franchini, K.G. et al., 2004).

O inibidor da FAK desenvolvido pela Novartis que ¢é um derivado
pyrrolopirimidinico (Choi, H.-S. et al., 2006) apresenta um grupo famacoférico bastante
semelhante as quinazolinas o que justificou a escolha das quinazolinas como escolha do

protétipo deste trabalho.
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1.8. Otimizacao do protétipo — Quinazolinas substituidas.

Ferramentas computacionais, tais como estudo de docking molecular, determinacao
de parametros farmacocinéticos in silico, métodos experimentais de triagens com células
que superexpressam uma proteina de interesse denominado sistema Flp-In permitem
selecionar inibidores mais promissores. Utilizando essas ferramentas torna-se possivel
realizar a otimizacao do protétipo. Um bom exemplo dessas ferramentas sao as células que
superexpressam uma proteina de interesse. Utilizando tais células pode-se fazer uso de teste
para inibidores em diferentes concentragdes para determinar quais inibidores sdo melhores
em teste in vitro para descoberta de novos farmacos. Ensaios de quinase in vitro também
permitem avaliar os inibidores mais promissores. Diante de ensaios preliminares € possivel
realizar as substituicdes necessdrias nas quinazolinas para escolher e/ou fazer a otimizacgao

do protétipo que pode ser denominado como composto lider.

1.9. Hipétese

1) Novas quinazolinas sintetizadas de acordo com planejamento racional de farmacos

podem ter capacidade de inibir a Quinase de Adesdo Focal (FAK).

2) Uma vez que a FAK estd com atividade aumentada em quadros de hipertrofia e fibrose
cardiaca que pode levar ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, e também em
diversos tipos de cancer, um novo inibidor desta enzima poderd ser um bom farmaco contra

estas morbidades.
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1.10. Objetivo

O objetivo geral deste projeto foi planejar, sintetizar e caracterizar derivados inéditos de
quinazolinas e avalid-los quanto ao potencial de inibi¢do sobre a quinase de adesdo focal

(FAK) in vitro e in vivo.

De acordo com objetivo geral deste projeto, foram realizados os seguintes experimentos:

2.1 - Ensaios virtuais por meio de estudo de docking molecular entre inibidores propostos e

a FAK, para a selecdo de potenciais inibidores que possam ser sintetizados.

2.2 - Sintese e caracterizacdo de novas quinazolinas de acordo com os estudos

computacionais realizados para inibi¢ao da FAK.

2.3 — Ensaios experimentais in vitro para determinar 0s compostos mais promissores como
inibidores da FAK. Selecdo por triagem em células cancerosas (leuc€micas e tumor solido).

Identificagdo de um composto lider para realizar os estudos em modelos animais.

2.4 — Estudos em modelos animais de hipertrofia cardiaca e fibrose para avaliar os efeitos

do composto lider para tratamento preventivo e curativo de hipertrofia e fibrose cardiaca.

2.5 — Avaliagdo do composto lider em animais transgénicos especifico para a FAK.
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2. MATERIAL E METODOS
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Estudos Computacionais:

2.1. Estudos Computacionais dos parametros ADME-TOX para os compostos
candidatos a fairmaco como inibidores da FAK.

A avaliagdo in silico entre 0s compostos propostos para a sintese e também o
composto inibidor seletivo da FAK foi realizada pelo software Monlinspirations e Pharma
Algorithms (Pharma Algorithms, Toronto, Canada, 2008). Os compostos foram desenhados
em programas apropriados e salvos em arquivos especificos. Estes possuem extensoes
compativeis com o software Pharma Algoritms o qual realiza todas as predi¢des dos
parametros farmacocinéticos referentes aos compostos desenhados.

Os parametros avaliados pelo Pharma Algoritms sio:
a) Biodisponibilidade oral — consegue-se obter um relatério rdpido de uma série de
propriedades e fatores que impedem uma alta biodisponibilidade oral.
b) Absorcdo passiva — o movimento da droga na circulagdo sanguinea pode ser importante
para o efeito medicinal ocorrer. A absor¢do é o foco primdrio na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos.
c¢) Penetracdo da barreira hemato encefdlica — permite evitar o uso dos testes dispendiosos
in vitro na triagem inicial para prever a penetracdo na barreira hemato encefélica, expresso
pela constante de log PS in silico obtido para os compostos.
d) Distribui¢do — muitos fatores estdo envolvidos na distribuicao de farmacos, uma vez que
0s mesmos se encontram na circulagdo sistémica. Este modelo estima a forca de ligacdo do
farmaco a proteina plasmadtica, que tem um papel chave na determinacdo da distribuicao do

farmaco no corpo, além de estimar o volume de distribui¢do aparente (VD).
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e) Especificidade CYP3A4 — permite compreender o potencial metabolico dos compostos
candidatos a farmacos. Este modelo calcula a probabilidade de um composto ser um
substrato ou inibidor de CYP3A4.

d) Dose maxima recomendada diariamente - este modelo fornece uma estimativa
aproximada de dose oral mdxima de fairmacos que podem ser usados na clinica.

f) Genotoxicidade — fécil identificacio de compostos com potencial carcinogénico pela
triagem in silico. Permite prevenir futuras falhas no desenvolvimento de novos farmacos e
serve como um guia de sintese quimica para evitar genotoxicidade. Neste modulo,
consegue-se obter predi¢des para a probabilidade de um teste AMES positivo.

g) Toxicidade aguda — a toxicidade aguda de um composto, isto €, o potencial acumulativo
que causa efeitos agudos e morte. Neste mddulo, consegue-se obter valores estimados de
DLs,

h) Efeito saide — prevé a probabilidade de toxicidade de um composto em um 6rgdao ou
sistema em particular. Baseado em estudos de longo prazo para avaliar a toxicidade
especifica englobando vérias vias de administragdo.

Os célculos sdo amparados por resultados estatisticos presentes em intervalos de
confianca para cada correlagdo. As estimativas sdo classificadas de acordo com o indice de
confiabilidade (RI) (Pharma Algorithms, Inc.; Tauro 12, Vilnius 2001, Lithuania),
representado abaixo:

RI < 0,3 — ndo confiaveis
RI no intervalo de 0,3 — 0,5 — limite de confiabilidade
RI no intervalo de 0,5 — 0,75 — confiabilidade moderada

RI > 0,75 — alta confiabilidade
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2.2. Modelos de predicao

a) Biodisponibilidade oral
O modelo construido para a predi¢do de biodisponibilidade oral humana de novos
compostos utiliza uma combinagdo de dois métodos — probabilistico e mecanistico. Para
que uma droga seja biodisponivel deve cumprir os seguintes requisitos:

e Dissolver no estdbmago e intestino sobre variagdao de pH,

e Resistir a hidrélise dcida em pH < 2,

e Permear através das membranas plasmdticas das células da mucosa intestinal

por transporte ativo ou passivo,

® Resistir ao efeito de primeira passagem no figado.

O software permite uma avaliagdo dos fatores que afetam a biodisponibilidade oral,
tais como:

1) Solubilidade em agua: uma boa solubilidade em agua é obtida para valores de log

SW > - 4 (SW= 1 x 10™ mg/ml) para eletrdlitos e log SW > -3 (SW= 1 x 10~ mg/ml)
para ndo eletrdlitos. Para compostos com pobre solubilidade tém-se calculado log SW <
-6 (SW= 1 x 10 mg/ml) para eletrdlitos e log SW < -4.5 (SW= 1 x 10™*° mg/ml) para
ndo eletrolitos.

2) Estabilidade: susceptibilidade a hidrdlise dcida no estdmago.

3) Absorcio passiva: capacidade de atravessar as membranas das células da mucosa

intestinal por difusdo passiva.

4) Metabolismo de primeira passagem: susceptibilidade as transformacdes

metabdlicas catalisadas por enzimas hepdticas e intestinais.
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O Pharma Algoritms realiza uma andlise comparativa entre a molécula desenhada e
um banco de dados contendo aproximadamente 790 compostos para estimar a sua
biodisponibilidade oral (%F), onde: F% (oral) — € o valor médio experimental de

biodisponibilidade oral humana.

b) Solubilidade
A predi¢do de solubilidade (log SW, mg/ml) de um composto em dgua pura a 25°C

pode ser obtida pelos cdlculos comparativos entre a estrutura € um conjunto de dados
com mais de 6800 compostos tabelados. Também sdo calculadas as estimativas de log
de S para diferentes valores de pH fisioldgicos.
Nota: As classes de solubilidade podem ser definidas em relacdo aos valores citados
abaixo:

e Alta insolubilidade — SW < 0,1 mg/ml

¢ Insolubilidade — SW < I mg/ml

e Moderada solubilidade — SW > 1 mg/ml

e Solivel - SW > 10 mg/ml

¢) Absorc¢ao

O modelo de predicao de absor¢do permite avaliar propriedades fisico-quimicas tais
como os valores de logP, de pKa (4cido), de pKb (base), de limite maximo da absor¢do
intestinal passiva, de sua permeabilidade no jejuno humano e de sua taxa de absorg¢do.
Esse modelo foi construido com base em aproximadamente 600 pontos de dados de

absorcdo intestinal e utiliza propriedades fisico-quimicas tais como a constante de
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lipofilicidade e de ionizagdo (calculada ou experimental). As seguintes propriedades sdo
relacionadas com a absorcao:

e Absorcdo intestinal: Quando solivel — a dissolu¢do nao € um fator limitante.

e Permeabilidade no jejuno em cm/s.

e Taxa de absorcdo (Ka) em min".

d) Distribuicao (% PPB)

Este modelo pode ser utilizado para estimar a fracdo de proteinas plasmaticas e a
constante de equilibrio para um composto ligado a soroalbumina. Este parametro pode
ser obtido através dos valores de propriedades fisico-quimicas (lipofilicidade,
constantes de ionizacdo, capacidade de ligacdo de hidrogénio) e dos descritores

estruturais dos compostos.

e) Volume de Distribuicao

Este modelo contém um algoritmo preditivo que gera uma estimativa quantitativa
do volume aparente de distribuicio de um composto. Parametros fisicos, estado de
carga, lipofilicidade, capacidade de ligacio de hidrogénio sdo automaticamente
computados e utilizados como inputs para o modelo preditivo do volume de

distribuigdo.

f) Coeficiente de Particao - Log P
Este modelo calcula o valor do coeficiente de particdio em octanol-dgua.

Considerando a molécula da aspirina, as partes lipofilicas da molécula sdo destacadas
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em verde, grupos hidrofilicos em vermelho e a intensidade da cor indicam o grau de

lipofilicidade e hidrofilicidade de um d&tomo ou uma subestrutura (Figura 6).

Predicted Yalues - LogP

Aspirin

@@

Figura 6. As partes lipofilicas da molécula da aspirina em verde e grupos hidrofilicos

em vermelho.

g) Predicao de Ionizacao
A predicdo baseia-se na ionizacdo de mais de 12000 compostos cadastrados. O
software calcula a constante de dissociagdo, fracdes de diferentes estados da molécula e
coeficientes de particdo aparente em octanol-dgua. O célculo de pKa, baseia-se:
e (Calcular as constantes de dissociacdo Ka para o dcido e os centros bdsicos de
ionizacdo. Resultados apresentados em uma escala logaritmica (pKa =-log Ka).
e (Calcular o nimero total de grupos ionizédveis e cargas permanentes.

e Calcular fracdes de quatro principais formas para variagdes de pH.
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h) Genotoxicidade

Este modelo realiza predi¢des utilizando mais de 8500 compostos diversos e
fornece dados referentes ao potencial de mutagenicidade da molécula analisada no
teste de AMES. A Figura 7 apresenta uma estrutura proposta no estudo que foi

calculada para avaliar a sua mutagenicidade.

D@ e @

Figura 7. As partes da estrutura com propriedade mutagénica estdo destacadas em

vermelho e em verde a parte que ndo estd envolvida com atividade mutagénica.

O teste de AMES ¢ utilizado como screening inicial para determinar
propriedades mutagénicas de novas substancias. Trata-se do uso em curto prazo

para mutagdo reversa em um teste bacteriano. Este teste é realizado em vdrias

espécies de bactérias como Salmonella thyphimurium e Escherichia coli.

i) Efeitos na saiade

Este modelo avalia os efeitos a saide com base em estudos em longo prazo
com os efeitos adversos notificados em determinados 6rgdos ou sistemas organicos.
Dados de estudos de carcinogenicidade cronica, sub cronica e aguda em vdrias
espécies e vias de administracdo. A base de dados € composta por mais de 100.000

compostos. A Figura 8 apresenta uma ilustragdo do efeito nocivo a satide, onde em
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amarelo s@o as partes da molécula que nio estdo relacionadas com o efeito satude e
em vermelho sdo secOes que estdo associadas a agdo téxica do composto em um

determinado 6rgao.

Probability of effect on:
& Blood 1.00

() Cardiovascular system 0.43
() Gastrointestinal system 1.00

() Kidney 0.88
e O Liver 0.30
Melphalan . O Lungs 0.36

@@ e

Figura 8. A estrutura do Melphalan, dada como exemplo, apresenta efeito toxico no sangue

com probabilidade de 100%. Cada sistema fisiol6gico pode ser avaliado para efeito toxico.

J) Toxicidade aguda DL50

A toxicidade aguda sistémica da substincia quimica € definida como uma dose que
¢ letal para 50% dos animais tratados. E chamada de dose letal 50 (DLs). A dose letal DLs
(mg/kg) pode ser calculada para doses administradas via oral, intraperitoneal, intravenosa e
subcutinea para ratos e camundongos. Os dados de mais de 100.000 compostos sdo
utilizados no desenvolvimento deste mddulo de célculos. Fragmentos de compostos e
estudos de QSAR (relagbes quantitativas estrutura-atividade) foram utilizados para a
constru¢cdo do algoritmo, sendo que a DLsy foi descrita como linha na matriz da base de
célculos. As previsoes sdo corrigidas de acordo com a andlise experimental dos valores de
DLs para compostos semelhantes. As estimativas de DLs levam em conta a:

¢ Similaridade dos compostos testados para definir a formacao;
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e Diferenca entre DLsy prevista para compostos testados e valores
experimentais para compostos semelhantes;
¢ Consisténcia dos valores experimentais de compostos semelhantes.

Primeiramente, foi descrito alguns dos pardmetros que podem ser estimados a partir
do desenho das estruturas. A predicdo de parametros tais como log P, distribui¢do,

toxicidade e solubilidade podem ajudar na reducio de tempo e custos experimentais.
Todos os procedimentos computacionais foram realizados com Algoritmo Builder
(AB). Ele é um sistema de multitarefa que fornece todos os métodos necessirios para a
realizag@o dos cdlculos em um tnico programa. A Figura 9 mostra o desenvolvimento dos
procedimentos. Estes incluiram: (1) cdlculo dos descritores fisico-quimicos, (2)
fracionamento dos compostos em fragmentos e interagdes, (3) generalizacio de fragmentos
e interacdes baseadas na similaridade e agrupamento hierarquico (HC), (4) automatizagado e
geracdo de dados como matriz (linhas-estruturas, colunas-descritores), (5) particionamento
recursivo (RP), que fragmenta as moléculas para a correlagao, e (6) a construc¢do do rastreio
de filtro para a sele¢do dos melhores descritores moleculares (AB / HIA) (Zmuidinavicius,
et al, 2003). RP é um método estatistico de agrupamento de compostos em classes de
acordo com semelhancas estruturais e de atividades biolégicas (Chen, X. et al., .1999). E
um procedimento multifuncional que identifica a maioria dos fatores estruturais e fisico-
quimicos mais importantes que podem afetar as atividades bioldgicas. A cada passo todos
os descritores moleculares sdao analisados seqiiencialmente para encontrar o melhor critério
para a divisao dos compostos em duas classes (como classificagdo "boa" ou "pobre"). Se um
dado descritor apresenta valores discretos (por exemplo, descritores fragmentados), cada
valor ¢ utilizado como um critério separado. Se outro descritor tem valores continuos (por

exemplo, descritores fisico-quimicos), esses valores sdo analisados como simples critérios
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qualitativos. Quando o melhor critério € encontrado, o procedimento € repetido para cada
uma das classes de compostos. O processo vai sendo executado até que uma significancia
estatistica seja atingida para o fracionamento de compostos. O resultado € uma relagao C-
SAR (Compound-Structure Activity Relationship) baseada em descritores moleculares mais

importantes que podem definir uma atividade bioldgica potencial para o composto.

C-5ARs I

Figura 9. Processos evolutivos na coleta, andlise e hierarquizagdo e correlagdo para anélise
dos fragmentos de compostos submetidos aos célculos. Adaptado por Zmuidinavicius et al.,

2003.

2.3. Docking Molecular

A aproximagdo do receptor, conhecida por estudo de docking, ¢ um recurso
computacional importante para realizar comparagdes entre moléculas andlogas e o sitio
ativo da enzima de interesse. O modo de interacdo das moléculas com essas enzimas
permite a opcdo de seletividade de compostos andlogos frente a uma enzima alvo. A
docagem e a dindmica molecular dos sistemas em docking sdo realizadas por uma

variedade de programas computacionais, como, por exemplo, MVD (Molegro Virtual
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Docker) (Thomsen, R.; Christensen, M.H.; 2006) e SOFTDOCK-ICM (Abagyan, R.A.; et
al., . 1994).

O método baseia-se no uso de coordenadas atdmicas para representar uma molécula
em docking com outras moléculas, utilizando campos de for¢a atdmicos simulados
computacionalmente. Vdrias representacdes da superficie molecular e volume t€m sido
desenhados. O método estd, muitas vezes, relacionado a pesquisa de algoritmos de solucdes
espaciais. A solucdo espacial é definida pela rotacdo relativa e translacdo entre as moléculas
em docking e também outros graus de liberdade, incluindo a flexibilidade conformacional
do ligante e do receptor (Thomas, G .; 2003).

Neste estudo, foi utilizado o banco de dados de proteina (PDB) e o programa
GRAMM (http://reco3.ams.sunysb.edu/gramm) que iguala elementos da estrutura
secunddria com as bases de dados. A vantagem disso é permitir uma melhor compreensao
dos principios da estrutura de proteina que pode facilitar o desenvolvimento de melhores
métodos para a predicdo das estruturas de proteinas.

Coordenadas do cristal da enzima em estudo (FAK) ligada com inibidor seletivo
foram obtidas do banco de dados de proteinas (cédigo PDB: 2ETM). Os compostos
candidatos a sintese foram submetidos aos estudos de docking, dentro do sitio ativo da
FAK. As estruturas tridimensionais (3D) dos compostos foram obtidas a partir do programa
SOFTDOCK - ICM, utilizando-se os cristais das estruturas do inibidor seletivo ligado a
FAK como modelo. Subsequentemente, as geometrias completamente otimizadas e os
célculos de distribuicdo das cargas atdmicas dos ligantes foram realizados com o0 mesmo
programa, utilizando o método semi-empirico AM1. Os compostos foram “docados” dentro
do sitio ativo da enzima FAK, empregando-se o Molegro Virtual Docker (MVD). Esse

programa permite predizer a conformacdo mais provavel com que um ligante poderia se
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ligar a uma macromolécula. A funcdo MolDock de “scoring” (Mol Dock score), utilizada
pelo programa MVD, € derivada do Potencial linear piecewise, PLP e estendida no Generic
evolutionary method for molecular DOCK (GEMDOCK) com um novo termo de liga¢des
de hidrogénio e novos esquemas de cargas (Yang, J-M.; et al., 2004). O algoritmo de busca
do estudo de docking foi o MVD baseado em técnicas interativas de otimizagdes, inspiradas
pela teoria evolucionista de Darwin (algoritmos evoluciondrios — AE). O potencial sitio de
ligacao do receptor FAK foi calculado utilizando-se o algoritmo do programa para detec¢ao
da cavidade do receptor. Moléculas ligantes e um conjunto de regides compostas de todos
os residuos de aminodcidos (cadeia lateral), tendo pelo menos um dtomo distante a 12 A do
centro do ligante seletivo, foram considerados flexiveis durante a simulac¢io de docking. Foi
entdo selecionada a conformacio de cada composto usando suas melhores similaridades
espaciais com o inibidor seletivo, que foram representadas pelas estruturas com as energias
de interacOes mais favordveis entre o posicionamento do ligante e a proteina. Uma segunda
simulacdo foi realizada com os mesmos parametros, porém utilizando o software

SOFTDOCK — ICM para corroborar com os resultados deste estudo.

2.4. Sintese

As sinteses das novas quinazolinas 2,4,8-substituidas foram propostas pelos

esquemas das Figuras 10, 11a e 11b.
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Derivados
Ry de amidinas,

R
3 de anidridos 1 1
4 2_NH, e de cloretos de anisoil 8 N\ 2 _R
5 1 - N3
3 COOH =
5 4
OH
Derivados de Derivados de
acidos antranilicos (1-5) quinazolin-4-onas
(6a-h a 10a-h)
MR =H
(2) R;= OH (6a-h) R= H (a), NH, (b), H,CNH, (c¢), CH; (d), Benzil (e), o,m,p-anisoil (f, g, h),
(3) Ry= 1-metilpiperidin-4-6xi R;=H
(4) Ri= OCH; (7a-h) R= H (a), NH; (b), HCNH, (c), CHj3 (d), Benzil (e), o,m,p-anisoil (f, g, h),
(B5)R=Cl R;=OH

(8a-h) R= H (a), NH, (b), H,CNH, (¢), CH; (d), Benzil (e), o,m,p-anisoil (f, g, h),
R; = 1-metilpiperidin-4-6xi

(9a-h) R= H (a), NH, (b), H,CNH, (c), CHj3 (d), Benzil (e), o,m,p-anisoil (f, g, h),
R, =O0CH;

(10a-h) R=H (a), NH, (b), H,CNH, (c¢), CH; (d), Benzil (e), o,m,p-anisoil (f, g, h),
R=Cl

Figura 10. Procedimento de ciclizacdo para derivados de 4-(3H)-quinazolinonas.
Reagentes e condicoes: (a) acetato de formamidina, 140°C, 8 horas (Tobe, M. et al., 2003);
(b) dicloridrato de guanidina; NaOEt, EtOH, 130°C, 5 horas. (¢) dibromoidrato de 2-
aminoacetamidina, MeOH, 80°C, 6horas; (Connolly, T.J.; et al., 2005) (d-e) anidridos
acético e benzdico, refluxo, 2horas e NHs; (f-h) (i) Cloreto de o, m, p-anisoila, EtsN, THF,

TA, 3 horas; (ii) NHs; (iii) 5% KOH aq, EtOH, refluxo, lhora.
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4-(3H)-quinazolinonas 4-cloroquinazolinas : : :
4- 1
(6a-6h) a (10a-10h) (11a-11h) a (15a-15h) (166-161) a (205-200)

(6, 11, 16) R= H (a), NH; (b), H,CNH, (c), CHj; (d), Benzil (e), o,m,p-anisoil (f, g, h),
R;=H

(7,12, 17) R= H (a), NH, (b), H,CNH, (c), CH; (d), Benzil (e), o,m,p-anisoil (f, g, h),
R;=OH

(8, 13, 18) R= H (a), NH, (b), H,CNH, (c), CH; (d), Benzil (e), o,m,p-anisoil (f, g, h),
R, = 1-metilpiperidin-4-6xi

(9, 14, 19) R= H (a), NH; (b), H,CNH, (¢), CHj; (d), Benzil (e), o,m,p-anisoil (f, g, h),
R; = OCH;

(10, 15, 20) R= H (a), NH, (b), H,CNH, (¢), CHj; (d), Benzil (e), o,m,p-anisoil (f, g, h),
R;=Cl1

Figura 11. (a). Etapas para a formacdo de derivados de cloroquinazolinas e

aminoquinazolinas. Reagentes e condi¢ées: (i) Derivado clorado: 1) SOCI, ou POCl;, DMF
catalitico, refluxo, 3horas; 2) CH,Cl,, H,O, NaHCOs. (ii) 1) NHj3, isopropanol, refluxo,
2horas. (Tobe, M. et al., 2003). (iii) Condicdes de alquilacdo: 1) Me,SO4, NaOH, EtOH,
refluxo, 3horas; 2) 1-metilpiperidin-4-ol, trifenilfosfina (PhsP), DTAD (di-ferc-

butilazacarboxilato), diclorometano (DCM), T. A.; 2horas.
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3
4 NH2 Derivados de gmidings, de
2 anidridos e de cloreto de
aniseal (1, 11, 111) .
5 1 "
COOH
(1)R,=H R; ver esquema J,
(2) R, = OH R =3-F-apijl.(a): 4-F-anil.(b): 3-Clanil (c): 4-Cl;
3 Ry = L-metilnineridin-4-axi apil-(d): 3-Br-anil.(e): 4-Br-anil.(f): 3-I-anil.(g): 4-
Eﬁ gl - BW +6l T-anil.(h): 3-NO,-anil.(i): 4-NO,(j): 3-CFs-anil(I);
(3) Ri -l 3-(Me);-anil.(m): 3-CH3COO-anil.(n); 4-CH;C00-

anil{e): 3-BZLO-anil.(p): 4-BZLO-anil.(q).
Dbz Anil. = anilina
BZLO = Benziloxi

Figura 11 (b). Etapas para a formacdo de derivados de cloroquinazolinas e

aminoquinazolinas. Reagentes e condicoes: (i) Derivado clorado: 1) SOCI, ou POCl;, DMF

catalitico, refluxo, 3horas; 2) Retirada do SOCI, ou POCl,. (ii) 1) R3, isopropanol, refluxo,
2horas.(Tobe, M. et al., 2003) (iii) Condicdes de alquilacdo: 1) Me,SO,4, NaOH, EtOH,
refluxo, 3horas; 2) 1-metilpiperidin-4-ol, trifenilfosfina (Ph3;P), DTAD (di-terc-
butilazacarboxilato), diclorometano (DCM), T. A.; 2horas.

2.4.1. Protocolo de sintese

Em um baldo de fundo redondo de 50 ml foram adicionados 5,08 mmol de derivado
de acido antranilico e 45,4 mmol de acetato de formamidina (em excesso molar de 8,94), os
quais foram homogenizados. A reacdo foi conduzida em fase sdlida durante 5 horas com
aquecimento a 110°C. Apés as 5 horas foram adicionados 4 ml de dcido acético glacial. O
produto obtido foi filtrado a vacuo utilizando-se papel de filtro qualitativo e lavado com
dgua abundantemente, para remoc¢do do excesso de acetato de formamidina. Apds a

secagem, foi determinado o rendimendo desta etapa, que ficou entre 92-93 %. Os produtos
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ciclicos, derivados de quinazolinonas, foram utilizados na segunda etapa sintética, em que
0,85 mmol deste foi reagido com 2,5 ml de cloreto de tionila (SOCl,), na presenca de 10 ul
de N,N-dimetilformamida (DMF), num sistema de refluxo. A sintese foi conduzida a 80°C
por 2 horas. O excesso de SOCI, foi removido por destilagdo a vacuo e/ou neutralizagdo.
Logo, o produto (4-cloroquinazolina) obtido foi reagido com orto, meta, para - anilina (~1
mmol), utilizando-se 5 ml de isopropanol como solvente para o tltimo passo sintético. Esta
reagdo foi conduzida utilizando sistema de refluxo a 110°C por 3 horas. O produto obtido
foi filtrado a vdcuo aplicando papel de filtro qualitativo e lavado abundantemente com
isopropanol. A 4-anilinoquinazolina foi levada a secagem para -caracterizacdo e

rendimentos.

2.5. Caracterizacao dos compostos quinazolinicos sintetizados
2.5.1. Ressondncia Magnética Nuclear 'H e Ressonéncia Magnética Nuclear >C

Os experimentos de RMN foram realizados utilizando o espectrometro
Agilent/Varian Inova de 600-MHz do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio),
equipado com uma sonda de ressonancia tripla criogénica. As amostras foram diluidas em

DMSO deuterado e analisados em software especifico.

2.5.2. Espectrometria de Massas

As medidas de massa exata foram feitas em um instrumento Waters Synapt HDMS
(Manchester, UK), com geometria quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF), equipado com fonte
de ionizacdo porelectrospray (ESI). As amostras foram solubilizadas em DMSO em
concentracdes na faixa de mM, diluidas para concentracdes entre 1 € 10 uM com solugdo

de H,O/MeCN 50:50 contendo 0,1% de acido férmico (v/v). Em seguida, as amostras foram
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coletadas com uma seringa de 250 pul (Hamilton) e injetadas por infusdo direta a um fluxo
de 10 pl/min pela bomba de seringa do proprio instrumento. Os espectros de MS (fullscan)
foram adquiridos no modo reflectron-W a uma taxa de 1 espectro/s. Previamente as
andlises, o instrumento foi calibrado com oligdmeros de 4cido fosférico (solu¢cdo de H3;PO4
0,05% v/v em H,O/MeCN 50:50) de m/z 90 a 1000. Os espectros adquiridos foram

processados no préprio software do instrumento (MassLynx v.4.1.).

2.6. Avaliacao da Pureza do composto do 4-BZ1.O por HPLC

As andlises cromatogrificas foram realizadas em um equipamento Alliance série
Waters 2695 (Milford, Mass, USA), equipado com bomba quaterndria, injetor e
desgaseificador automadticos e detector espectrofotométrico UV-Vis (PDA) série Waters
2996. A separacdo dos compostos [4-BZLO e 31 (padrdao interno)] foi realizada, a
temperatura ambiente, em uma coluna cromatogréfica de fase reversa OmniSpher C18 (250
mm x 4.6 mm de didmetro interno e 5 wm de tamanho de particulas) protegida com uma
pré-coluna ChromoSep SS (10 mm x 3 mm) (ambas obtidas da Varian, CA, USA). A fase
movel usada para promover a separagdo cromatografica foi composta de 70% de
acetonitrila e 30% de tampao acetato de amonio (0,1 mol L'e pH 7.2) (v/v). A fase mével
fol preparada diariamente e filtrada em um sistema a vacuo através de um filtro de 0,45 um
(Millipore, Milford, Mass, USA). A coluna foi equilibrada e eluida sob condigdes
isocrdticas, utilizando fluxo de 1.0 ml/minuto. O comprimento de onda méximo de
deteccdo dos compostos e do padrdo interno 31 foi estabelecido em 330 nm e o tempo total

de corrida para cada amostra foi de 8 minutos.
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O controle do sistema, a aquisicdo e o processamento dos dados foram realizados
através de um computador PC-Pentium IV da Dell, que operou com o programa Microsoft
Windows XP Professional versdo 2003 e com o programa cromatografico Empower 2002.

Os graficos de calibragdo foram calculados através de andlise de regressao linear da
razdo da drea do pico do 4-BZLO pela area do pico do padrdo interno 31 (compostos/3I)
(eixo y) versus a concentracdo do padrdao nominal dos compostos (eixo x), utilizando o

programa Excel versao 2003.

2.7. Screening in vitro para teste de inibicio enzimatica em células Flp-In que
superexpressam a FAK.

O sistema Flp-In"™T-Rex™ (www.invitrogen.com) permite a geracdo de linhagens

de células de mamiferos (HEK — Human Embryonic Kidney) estiveis que expressam um
gene de interesse induzivel por tetraciclina. Para gerar as linhagens celulares, o sistema Flp-
In"™T-Rex™ envolve os seguintes passos:
¢ Integracdo independente de dois plasmideos dentro do genoma da linhagem de
célula de mamifero escolhida para gerar a linhagem hospedeira Flp-In""T-Rex™,
sendo:
a) Um plasmideo contendo um sitio para alvo de recombinagdo, chamado sitio
FRT (Flp Recombinantion Target).
b) Um plasmideo expressando o repressor Tet.
¢ Integracdo de um vetor de expressdo contendo seu gene de interesse sobre o
controle de um promotor CMV (Citomegalovirus) regulado por tetraciclina
(operador TetO,) dentro do genoma via recombinacdo de DNA mediada por Flp

recombinase no sitio alvo de recombinacdo FRT (O’Gorman, S. et al., 1999).
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¢ Inducdo do gene de interesse pela adi¢do de tetraciclina.

As linhagens HEK 293 com expressdao induzivel da constru¢do FLAG-FAK
(Sistema Flp-In T-REx — Invitrogen) foram construidas para screening in vitro para teste de
inibicdo enzimadtica em células. Uma vez estabelecida, esta linhagem permite a expressao
do gene exdgeno em altos niveis e de forma controlada, por meio da adi¢do do indutor no
meio de cultura. O plasmideo pcDNA 5 (Figura 12) foi construido para a co-transfeccao
com o plasmideo pOG44, o qual contem a Flp recombinase que promove a inser¢ao do
gene de interesse no genoma por meio de recombinagdo. Uma vez que o vetor
pcDNAS5/FRT/TO® foi integrado de forma estavel ao genoma no sitio FRT, a expressio de
proteinas recombinantes de interesse podem ser induzidas pela adi¢ao de tetraciclina (mais

informagdes em Manual pcDNA 5/FRT/TO - Invitrogen).

pUC ori

Figura 12. Plasmideo utilizado para a produc¢do da linhagem HEK 293 com
expressao induzivel de FLAG-FAK.
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Ap6s a linhagem de células que superexpressam a FAK (HEK-FAK) ter sido

estabelecida em nosso laboratorio pela assistente de pesquisa Renata Rocha, experimentos

com os candidatos a inibidores da FAK foram realizados como se segue:

2.7.1.Metodologia para testar os compostos inibidores da FAK.

Para avaliar a inibicdao da FAK por diferentes compostos quinazolinicos sintetizados

foi realizado screening dos compostos utilizando células HEK-293 que superexpressam a

FAK. Abaixo seguem as etapas do processamento das amostras:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

As células HEK-FAK foram descongeladas e mantidas em cultura para serem
lancadas em diferentes garrafas;

As células HEK-FAK foram plaqueadas em garrafas, na densidade de 1,2*10°
céls/ml. Ao atingir a confluéncia ideal (~90%), iniciou-se 0 experimento com 0S
diferentes compostos testados (D1 — 6, 7 — OMe-Trimetoxi; D2 — 8-CI-Trimetoxi;
D3- 6,7 OMe-4S0,. D4-6,7 — OMe-4-BZLO; DS — 6,7 — OMe-4-Morpholino; D6-
8Cl1-4-BZLO), com e sem indutor (tetraciclina);

Na primeira abordagem de screening, concentracdes fixas de 10 uM dos diferentes
compostos (D1-D6) foram utilizadas.

Como controle negativo fo1 utilizado o solvente DMSO nas condi¢des ndo-induzida
e induzida.

Ap6s a inducdo por tetraciclina, imediatamente foram adicionados os compostos nas
diferentes garrafas e as células foram incubadas por 48 horas em estufa com 95% de
0, e 5% de CO,, a37° C.

Ao final do periodo experimental, as células foram rapidamente removidas,

homogenizadas imediatamente em tampdo de extracio RIPA (Tris-HCl 50mM
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pH7.5; NaCl 150mM; EDTA 1mM; NP40 1%; Acido Deoxicolato 0,25% ; Na;VO,
2mM; NaF 5mM; Inibidores de protease 1:1000; PMSF 1mM).

7) Os homogenatos foram sonicados (3 pulsos de 5 segundos, nivel 2). Apés 30
minutos de incubagdo em gelo, os homogenatos foram centrifugados a 4°C, 11000
rpm, por 20 minutos para remover o material insoltiivel e o sobrenadante utilizado
para os ensaios.

8) A determinag¢do do contetido de proteinas totais do sobrenadante foi feita pelo
método de Lowry.

9) Ap6s quantificacdo das proteinas, 400ul de amostra acrescida de 100ul de tampao
de SDS-PAGE 5x (0,0625M Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 5% B-Mercaptoetanol;
10% glicerol e 0,01% bromofenol) e 0,015g de DTT, foram aquecidos a 100° C por
5 minutos.

10) Em seguida, foram realizados ensaios de western blotting para avaliar a atividade
da FAK (anti-Tyr397FAK). Como controle experimental foi realizado blots para
Flag e FAK.

11) Apés andlise do western blotting, foi selecionado o composto que obteve melhor
resultado para inibicao da atividade da FAK.

12) Apés a selecdo do melhor composto, novo ensaio com as células HEK-FAK foi
realizado utilizando concentra¢des crescentes (IuM, 10uM, 100uM, 1000uM) do
melhor candidato a inibidor da FAK (D4 - 6,7-OMe-4-BZ1.0O);

13) Todos os passos acima citados foram novamente realizados para andlise da inibicio

da atividade da FAK pelo composto 6,7-OMe-4-BZLO.
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2.7.2. Western Blotting

As amostras de proteinas normalizadas foram submetidas a eletroforese em gel de
acrilamida 10% - SDS-PAGE em aparelho de eletroforese BIO-RAD miniature slab gel
apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). A eletrotransferéncia das
proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada por 90 minutos a 120V em
aparelho miniaturizado de transferéncia da BIO-RAD.; utilizando tampao de transferéncia
(25mM Tris-HCI; 20% metanol; 0,02% SDS; 192mM glicina).

A membrana foi incubada por 45minutos, a temperatura ambiente, em tampao de
bloqueio (5% BSA; 10mM Tris; 150mM NacCl; 0,02% Tween 20) para minimizar ligacao
inespecifica dos anticorpos e depois lavadas por 15 minutos em solu¢@o basal (10mM Tris-
HCI; 150mM NaCl; 0,05% Tween 20).

Para a imunomarcag¢do, as membranas foram incubadas com os anticorpos
policlonais anti-Fak (diluicdo 1:100), anti-p397Fak (diluicao 1:200), anti-Flag (dilui¢do
1:5000), GAPDH (dilui¢@o 1:100) em tampdo de anticorpo (3% BSA; 10mM Tris; 150mM
NaCl; 0,02% Tween 20) durante toda a noite, a 4° C.

Apo6s serem lavadas por 15 minutos em solugdo basal, as membranas foram incubadas
com anticorpo secunddrio conjugado a peroxidase por 120 minutos. Apds este periodo, as
membranas foram novamente lavadas por 30 minutos em solucdo basal. As membranas
foram expostas a um agente quimioluminescente, e a reacdo produziu fluorescéncia
proporcionalmente a quantidade de proteina. As imagens foram adquiridas no Image
QuantTM 300 da GE Healthcare.

As bandas das imagens foram quantificadas por densitometria Optica através do

software Imajel.
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2.8. Ensaio de tirosina quinase in vitro

De acordo com a metodologia (Hastie, C.S. et al., 2006), o ensaio de tirosina
quinase in vitro foi realizado utilizando a proteina FAK recombinante humana expressa em
sistema de baculovirus, adquirida comercialmente pela INVITROGEN® (nimero do
catdlogo: PV3832). A proteina recombinante FAK a uma concentragdo de 0,2uM foi
incubada com 6ul de tampao MOPS (4mM MgCl,, 16mM MOPS, 0.4mM EDTA, pH 7.5)
e 3ul de solucdo de ATP radioativo (3uCi of [y-"*P]JATP) previamente diluido em tamp3o
MOPS. Em uma das reacdes foi adicionado 1ul de DMSO, nas demais reagdes foi
adicionado 1 ul do composto 4-BZLO em concentragdes crescentes (1nM, 10nM, 100nM,
1000nM). Como controle negativo foi utilizado ATP “frio” (50uM) sem adicdo de DMSO
ou composto 4-BZLO. Ap6s a adicdo [y **P] ATP, os reagentes foram incubados por 30min
a 30° C. Para parar a reagdo, foi adicionado tampao da amostra SDS-PAGE 2x. As amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida 10% - SDS-PAGE em aparelho de
eletroforese BIO-RAD miniature slab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA). A banda referente ao [y 32p] ATP foi detectada por autoradiografia em
filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). As bandas das imagens foram

quantificadas por densitometria optica utilizando o software Imaje J.

2.9. Metodologia de screening in vitro para teste de viabilidade celular em células
cancerosas leucémicas e tumores sélidos.

O ensaio tem como objetivo avaliar a viabilidade celular de 24 tipos diferentes de
neoplasias sendo elas: K562, HL60, NB4 human Mieloid Leukemia cell line, RAMOS,
RAJI human Burkit Linfoma cell line, JURKAT, CEM, MOLT4 human Linphoid T

leukemia cell line, NALM6, NALM16, B15, RS4 human Linphoid B leukemia cell line,
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PC3, Lncap human Prostatic Adenocarcinoma cell line, Ovcar 3, NCI ADR human
Ovarian carcinoma cell line, HELA human Malignant Neoplasm cervix uteri cell line,
MCF7 human breast adenocarcinoma cell line, HOS, U20S, MG63 human osteosarcoma
cell line, U138MG human glioblastoma cell lines, NCI-H1299 human lung cancer cell line,
B16F10 mouse melanoma cell line.

Para avaliar a viabilidade celular foi utilizada a técnica de MTT (Mosmann, T.;
1983) que tem como principio a reducdo do sal soldvel tetrazolium, [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide] de coloragdo amarela, pela
deidrogenase mitocondrial de células vidveis, resultando em um produto chamado de
formazam, um precipitado insoldvel purpura, liberado no meio de cultura. Os diferentes
tipos celulares foram cultivados em meio de cultura composto por RPMI 1640 (Sigma
R6504) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de penicilina-estreptomicina
(Nutricell), em garrafas de cultura mantidas em estufa (atmosfera de 95% de O,
suplementado com 5% CO,). Ao atingirem 90% de confluéncia, as células foram removidas
da garrafa utilizando-se solug@o de tripsina 0,25% (Sigma) e centrifugadas por 10 minutos a
1500 rpm. O pellet foi homogenizado em meio de cultura, as células foram contadas, com o
corante de exclusdo azul de tripan, em cdmara de Newbauer e plaqueadas na densidade de
3%10* celilas por poco em placas de 96 pocos. Os 24 diferentes tipos de células foram
distribuidos em placas com 96 pocos, sendo uma placa de 96 pocos para cada tipo celular.
Durante 24 horas as placas contendo as células foram incubadas em estufa (atmosfera de
95% de O, suplementado com 5% CO,). Em seguida, os distintos tipos celulares foram
tratados com os diferentes compostos quinazolinicos nas concentragdes de 1uM 10uM e
100uM na triagem com células leucémicas e somente na concentragdo de 10uM na triagem

de células de carcinoma. O tratamento foi realizado em triplicata, ou seja, cada composto
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foi incubado em tré€s pocos de cada placa com distinto tipo celular. Apds o tratamento, as
células foram incubadas por 48 horas em estufa. Em seguida, as placas foram centrifugadas,
o meio foi descartado e as células ressuspensas em 100ul de PBS 1x pH7,4 (137mM NaCl,
27mM KCl, 43mM Na,HPO,, 14mM KH,PO,), entdo foi adicionado 10 ul de Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide, MTT, na concentracdo de Smg/ml em PBS, (Sigma M2128).
Procedeu-se a incubagdo das placas por 4 horas na estufa (atmosfera de 95% de O,
suplementado com 5% CO,). Ap6s o periodo de incubagdo, as placas foram centrifugadas e
o sobrenadante descartado. Em seguida, foi adicionado 150 ul de élcool isopropilico em
cada poco. A leitura foi realizada em leitor de Elisa com o filtro 570nm. Ao término do
experimento foi possivel determinar o ICsyp de cada composto testado em relagdo a

viabilidade celular.

2.10. Avaliaciao do efeito do composto 4-BZLO na atividade da FAK em células de
glioblastoma (U87)

As células U87 foram cultivadas em meio de cultura composto por RPMI 1640
(Sigma R6504) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de penicilina-
estreptomicina (Nutricell), em garrafas de cultura mantidas em estufa a 5% de CO2 a 37° C.
Ao atingirem 90% de confluéncia, as células foram tratadas com concentracdes crescentes
do composto 4-BZL.O (1uM, 10uM, 100uM) e mantidas em estufa por 24 horas. Em
seguida, as células foram removidas da garrafa, homogenizadas imediatamente em tampao
de extracdo RIPA e ensaios de Western Blotting para pTyrFAK e FAK foram realizados.

GAPDH foi utilizado como controle interno.

-85 -



2.11. Avaliacao da absorcao

Para avaliar a absor¢do do composto 4-BZLO no plasma de animais tratados, a
metodologia desenvolvida pela pesquisadora Dra. Silvana Rocco foi realizada. As curvas
geradas representam o perfil das concentracdes séricas de 4-BZLO em plasma de ratos (em
umol L") versus tempo (em minutos) das amostras coletadas apés administracio por
gavagem (solucdo aquosa de goma ardbica 10% como agente de suspensio da substancia)
de uma dose unica de 4-BZLO de 100 mg/kg em ratos de ~ 250 g. Os tempos de coletas
das amostras de plasma foram: 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420,...; 2220
minutos. Um total de 22 amostras sanguineas (~300 uL cada) foi coletado em tubos
plasticos (Eppendorfs) contendo heparina (anticoagulante). Estas amostras foram obtidas de
forma que os tempos de coleta correspondessem ao periodo apds a administracdo oral do
composto e, portanto, o tempo zero corresponde a uma coleta em que o animal ainda nao
ingeriu o composto. Apds a coleta sanguinea, as amostras foram imediatamente
centrifugadas (4000 rpm, 5 minutos) para separar o plasma e 0 mesmo foi mantido a -80°C

até o momento da andlise feita por High Performance Liquid Cromatography (HPLC) .

2.12. Coarctacao da Aorta

Os camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com mistura de
cetamina e xilazina na dose de Smg/Kg e 100mg/Kg. Em seguida, a cavidade torécica foi
aberta no segundo espaco intercostal esquerdo, a croca da aorta foi dissecada e constricta
com fio de sutura 8-0 (Dafilon, B. Braun Melsungen AG, Germany) tendo como guia uma
agulha 20G (Figura 13). A cavidade tordcica foi fechada e apds a recuperagdo anestésica os

camundongos foram acomodados em gaiolas. Os animais controle foram submetidos a
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cirurgia ficticia (sham), com abertura da cavidade tordcica, porém, sem constriccdo da

croca da aorta.

e Pressure
I Transducer

5 ;"I't .__._:I.
Carotid .

_ Descending
Aprle

Figura 13. Ilustracdo do procedimento de coarctag@o da croga da aorta

2.12.1. Ecocardiografia, Histologia, Fibrose Miocdrdica

a) Ecocardiografia

Para avaliar a funcdo do ventriculo esquerdo, camundongos foram submetidos a
ecocardiografia modo 2D-M, utilizando o aparelho Phillips modelo HDI11 Toshiba
PowerVision e o transdutor linear 12 MHz. Para tanto, os animais foram anestesiados com
a mistura de Smg/kg de xilazina e 100mg/kg de cetamina, de acordo com (Roth et al.,
2002). O exame foi iniciado apds 15 minutos da aplicagdo do anestésico. Cortes tranversais

do ventriculo esquerdo, na altura dos musculos papilares, foram feitos para medida do
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septo, parede posterior e didmetro diastélico no final da didstole e didmetro sistélico no
pico da sistole. Cada medida foi repetida trés vezes com arquivo fotografico das mesmas
(Clemente C.F.M.Z, et al., 2007).

A sobrecarga pressorica foi acompanhada por 15 e 30 dias. A fracdo de
encurtamento (%FS) foi calculada pela férmula:

%FS= (DDVE-DSVE)/DDVE * 100

Onde:

DDVE: diametro diast6lico final do ventriculo esquerdo,

DSVE: diametro sist6lico final do ventriculo esquerdo.

b) Gravimetria do ventriculo esquerdo

Os camundongos foram eutansiados sacrificados e o coragdo foi retirado, lavado em
solucdo fisiolégica e seco delicadamente com uma gaze para a retirada do sangue
intracavitario. O ventriculo direito, os 4trios e a base do coragdo foram retirados com a
ajuda de uma tesoura de ponta fina e o ventriculo esquerdo foi pesado utilizando uma
balanca de alta precisdo. A gravimetria foi calculada pela razio entre a medida da média da
massa do ventriculo esquerdo pela média do peso corporal final dos animais, multiplicado

por um fator 10000 (Guido M.C.; et al., 2007).

¢) Histologia e Morfometria do ventriculo esquerdo

Apé6s a obtencdo da massa do ventriculo esquerdo, uma fatia transversal do
miocdrdio na por¢do equatorial do ventriculo foi processada em parafina e dela obtidos
cortes histologicos de 5 um de espessura. Laminas foram coradas com hematoxilina-eosina

e Tricromio de Mansson, conforme etapas abaixo:
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Coloracao Hematoxilina-eosina

e hematoxilina de Ehlrich — 5 minutos
e Javagem em dgua — 12 minutos

® eosina — 5 minutos

Coloracéo Tricromico de Masson

¢ Hematoxilina de Groat — 5 a 10 minutos

e [Lavar em dgua corrente e depois em dgua acidificada 1%
® Rouge Malloty — 10 a 15 minutos

e Lavar em 4gua acidificada 1%

e Passar em dcido fosfomolibdico 10%

e Passar em dgua acidificada 1%

e Verde luz — 13 a 15 minutos

As secgdes foram desidratadas, montadas em bdalsamo sintético Entellan e as
medidas morfométricas foram realizadas utilizando-se um sistema computadorizado de

imagens (Leica Q5001W e Leica DMLS, Leica Imaging Systems Itd, Cambridge, UK).

d) Hipertrofia cardiaca
Para a avaliacio da hipertrofia cardiaca, foram utilizados cortes histoldgicos
corados com hematoxilina-eosina (HE), sob aumento de 400x. A hipertrofia foi medida

pelo didametro dos midcitos em torno do nicleo (wm). Foram selecionados apenas midcitos
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da parede do ventriculo esquerdo com disposi¢do longitudinal e nticleos ovalados e

centralizados (Guido M.C.; et al., 2007).

e) Fibrose miocardica

Para avaliagcdo da fibrose miocardica foram utilizados cortes corados com Tricomio
de Masson, sob aumento de 200x. A fibrose foi estimada pela fracdo de volume do
coldgeno (%), calculada pela razdo percentual entre a drea de tecido corado positivamente
para coldgeno, em azul, e a drea total do miocéardio. Para estas andlises, 20 campos foram

examinados (Guido M.C.; et al., 2007).

2.13. Tratamento preventivo e curativo

Os experimentos foram realizados em duas condigdes: tratamento preventivo e
curativo, sendo que o tempo de tratamento foi de 15 e 30 dias.

No tratamento preventivo, os animais foram tratados diariamente com o composto
4-BZ1.O de maneira preventiva, isto €, a dose de 30mg/Kg/dia comegou a ser administrada
antes da cirurgia de coarctacdo e sham. Nesse tratamento os animais foram tratados por 15
dias antes da cirurgia, e ap0s a cirurgia por 15 ou 30.

No tratamento curativo, os animais foram tratados diariamente de maneira curativa,
isto €, a dose de 30mg/Kg/dia de 4-BZLO foi administrada ap6s a cirurgia de coarctacio e

sham, sendo que o tratamento seguiu por 15 ou 30 dias.
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2.14. Avaliacao da Inibicdo da FAK pelo composto 4-BZLLO em camundongos
transgénicos para a FAK

Camundongos transgénicos para a FAK foram utilizados para avaliar o efeito do
composto 4-BZLO na inibicdo da FAK. Os animais transgénicos foram obtidos pela
injecdo de vetor de lentivirus em oocitos fertilizados de camundongos FVB, conforme
descrito por Clemente, C.F.M.Z. et al., 2011. Camundongos transgénicos e selvagens com
seis semanas de vida foram tratados por 15 dias com o composto 4-BZLO, administrado
diariamente por via oral (gavagem) na dose de 30mg/Kg. Apds o tratamento foram
avaliados parametros ecocardiograficos, hemodindmica e morfometria. Além disso, foi
realizado western blotting para pTyr397FAK e para FAK a fim de avaliar o efeito do

tratamento com 4-BZLO na atividade da FAK.

2.15. Anadlise estatistica

As leituras densitométricas dos immunoblots foram representadas como o percentual
de alteracdo (em relacdo aos controles ou ao grupo tratado com inibidor) para um nimero
de n experimentos independentes. Cada experimento foi realizado com amostras distintas.
As comparacdes estatisticas das leituras densitométricas foram feitas utilizando-se ANOVA
(one way), seguida pelo teste de escala multipla de Bonferroni. Valores de p <0,05 foram
considerados com significancia estatistica. Para realizar as comparagdes estatisticas entre 0s
animais controle e tratados com o 4-BZLO utilizou-se também ANOVA e teste de escala
multipla de Bonferroni. O mesmo estudo estatistico descrito acima foi realizado para as
comparacdes entre os animais tratados com o 4-BZLO e os animais controle para medidas

do didmetro dos cardiomidcitos e intensidade do intersticio. Para tais estudos os valores de
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p <0,05 foram considerados com significancia estatistica. Os testes estatisticos foram

realizados pelo software Prisma 5.0 /2006.
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3. RESULTADOS
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3.1. Estudos computacionais para propor um composto protétipo com capacidade de
inibir a FAK

O presente estudo é multidisciplinar e teve como objetivo o desenvolvimento de
novos alvos farmacolégicos e terapéuticos. O alvo biolégico do nosso estudo é bem
validado para doengas como insuficiéncia cardiaca e cancer que possuem alta taxa de
mortalidade e morbidade. Além disso, hd grande interesse em validar a a¢do de derivados
de quinazolinas em modelos experimentais de doencas em que a FAK esteja envolvida. Em
se tratando de insuficiéncia cardiaca, estudos realizados em nosso laboratério tém
demonstrado que a FAK participa dos processos de sinalizacdo celular em midcitos
cardiacos e demais células cardiacas durante o estimulo mecanico (Clemente, C. M. F. Z. et
al. 2007 ; Marin, T. M. et al.; 2008). As evidéncias disponiveis indicam que esta enzima
tem papel critico para o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca induzido por sobrecarga
mecanica (Clemente, C. M. F. Z. et al. 2007; Costa, AP.D. et al. 2010). Assim, pode-se
sugerir que a inibi¢do da atividade da FAK pode potencialmente se constituir em alternativa
terap€utica para a hipertrofia e insuficiéncia cardiaca.

Apos justificativa acima, nossa primeira abordagem experimental baseou-se na
tentativa de obter um composto protdtipo com capacidade de inibir a FAK, para isso foram

utilizadas ferramentas computacionais que permitiram atingir tal objetivo.

3.1.1. Cdlculo de Log P

Foi realizado um design para novas quinazolinas com o objetivo de desenvolver
compostos com a capacidade de inibir a FAK. As posi¢cdes R;, Ry, R3; e Ry foram
amplamente variadas com substituintes que possibilitassem uma sintese quimica vidvel.

Uma vez que o anel quinazolina € bastante semelhante ao anel pirrolopiridinico do inibidor
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da FAK desenvolvido pela Novartis (Shoi X, et al. 2006), os substituintes para as
quinazolinas foram escolhidos também pela semelhanca estrutural com o inibidor da
Novartis. Foi desenhado um total de 140 estruturas levando em consideragdo os requisitos
acima. Pela regra de cinco de Lipinski, todas as estruturas que apresentaram log P > 5,0
foram excluidas porque poderiam apresentar problemas de biodisponibilidade oral. A
Tabela 2 em anexo, representa todas as estruturas propostas e o resultado do cdlculo de Log
P. Para todas as 140 estruturas propostas, 31 apresentaram valores de Log P > 5,0
(representado em vermelho na Tabela 2 do anexo) sendo, portanto excluidas de etapas

posteriores (ver Tabela 2 em anexo).

3.1.2. Cdlculo de docking entre a FAK e novas quinazolinas

ApOs excluir todas as estruturas que apresentaram Log P > 5,0, as 109 estruturas
restantes foram submetidas para avaliacdo por docking molecular em relacdo a FAK.
Utilizando a estrutura do dominio quinase da FAK j4 depositado no PDB (2ETM), as
estruturas foram “docadas” e o resultado do cédlculo expresso em Kcal/mol. Os resultados
das interacdes foram computados e os programas procuraram encontrar as conformagdes
mais estdveis para o complexo enzima-ligante. A Tabela 3 (ver Tabela 3 em anexo)
representa todas as 109 moléculas e seu respectivo resultado do célculo de docking. Para as
109 estruturas, 28 (representado em negrito na Tabela 3) apresentaram resultados
promissores pela avaliagdo de docking molecular. O valor de energia de docking
considerado favordvel as conformacdes mais estdveis para o complexo enzima-ligante foi
de -115kcal/mol, portanto, aqueles resultados de energia de docking abaixo desse valor
foram considerados promissores. Inibidores da FAK como (PF 562271) desenvolvido pela

Pfizer e 2-amino-9-aryl-7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidines da Novartis também foram usados
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no modelo de docking para a FAK e serviram como referéncia para o calculo de docking.
Os resultados dos célculos para tais estruturas foram respectivamente: (Energia de docking
= - 140,12 Kcal/mol e - 123,07 Kcal/mol).

Dentre os resultados obtidos de docking molecular, a estrutura 4-BZLO (destaque
em amarelo na Tabela 3 em anexo) mostrou-se promissora apresentando um dos menores
valores de energia de docking (E= -139,93kcal/mol). A Figura 14 apresenta a formacdo de

um complexo estdvel entre o sitio ativo da quinase da FAK e 0 4-BZLO.

Figura 14. Estrutura do 4-BZLO dentro do sitio ativo da quinase da FAK (PDB: 2ETM).

O perfeito encaixe do composto no sitio permite a formacdo de um complexo estivel entre

enzima-ligante.
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3.1.3. Avaliagdao computacional dos pardmetros farmacocinéticos

Ap6s a selecdo por log P e docking molecular, os 28 compostos quinazolinicos com
potencial de inibi¢do para a FAK tiveram seus parametros farmacocinéticos in silico
calculados. Os célculos foram realizados utilizando a plataforma Pharma Algorithms
(Pharma Algorithms, Toronto, Canada, 2008). Todos os parimetros farmacocinéticos
avaliados [solubilidade, Log P e de ADME-TOX (absorc¢do, distribuicdo, metabolismo,
excre¢do e toxicidade] foram favordveis (ver Tabela 4 em anexo), confirmando o resultado
anteriormente obtido para a regra de cinco de Lipinski.

Com a utiliza¢do das ferramentas computacionais foi possivel fazer uma selecdo a
partir de 140 compostos quinazolinicos propostos para inibicdo da FAK, de 28 estruturas

selecionadas como as mais promissoras (Figura 15).
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Figura 15. Representacdo do esquema para selecionar as estruturas mais promissoras para

a sintese de inibidores de FAK a partir de estudos computacionais.

3.2. Sintese dos compostos
Dentre as estruturas que apresentaram melhores resultados do estudo de docking e
parametros farmacocinéticos in silico 6 foram sintetizadas. A Tabela 5 (ver Tabela 5 em

anexo) mostra os compostos que foram sintetizados.
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3.2.1. Caracterizagdo dos compostos sintetizados

Os compostos foram caracterizados por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de
'He PCe espectroscopia de massa. A Figura 16 apresenta o espectro de 'H do composto 4-
BZLO sintetizado. A Figura 17 apresenta o espectro de °C do composto 4-BZLO

sintetizado. A Figura 18 apresenta o espectro de massas do composto 4-BZLO sintetizado.
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Figura 16. Espectro RMN de 'H do N-[4-(benzyloxy)phenyl]-6,7-dimethox yquinazolin-4-
amine, denominado 4-BZLO. RMN de 'H [500 MHz, DMSO-ds, TMS, ppm]. o: 11,3
(1H,s,NH); 8,70 (1H, s, H2); 8,26 (1H, s,H5); 7,56 (2H,d,’J=9,0Hz,H2"); 7,48 (2H,d,
3J=7,0Hz, H2""); 7,41(2H, d, *J=7,6Hz, H3""); 7,35 (1H, *J=7,1Hz, H4>"); 7,33(1H,s,H8);
7,12(2H,d, *1=9,0Hz,H3"); 5,2(2H,s5,CH,);. 4,00 (3H,s,-OCH3); 3,9 (3H,s,-OCH3).
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Figura 17. Espectro RMN de "*C do N-[4-(benzyloxy)phenyl]-6,7-dimethoxyquinazolin-4-
amine, denominado 4-BZLO. RMN de "°C [125,6 MHz, DMSO-d,TMS, ppm]. &: 158,0
(C4); 156,5 (C7); 156,0 (C6); 150,0 (C2); 148,5 (C4%); 136,8 (C8a); 129,5 (C8); 128,3
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114,7 (C4a); 106,9 (C5); 69,3 (CH,); 56,7 (C6a); 56,3 (C7a).
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Figura 18. Espectro de MS (EI), do ion de m/z 388,1, mostrando que o valor de m/z

calculado € igual ao valor de m/z experimental.

Também foi calculado o rendimento da reacdo de cada composto sintetizado. No
caso do 4-BZ1L.O, o rendimento foi em torno de 56,4%. Além disso, o ponto de fusdo do 4-
BZL.O foi calculado, apresentando uma faixa estreita entre 244-248°C, sendo indicativo de
pureza do composto sintetizado. Diante dos resultados obtidos foi confirmada,
caracterizada e validada a sintese dos compostos propostos.

Além disso, foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
avaliar a pureza da sintese dos compostos. A Figura 19 representa o perfil de cromatograma
do 4-BZL.O. A presenca de apenas um pico que é caracterizado pela substancia analisada

indica a pureza do composto sintetizado.

-102 -



SAMPLE INFORMATION
Sample MName 6,7-DIMeC-4-BZLD Acguired By System
Sample Type: Unknowm Date Acquired 17/E/2010 16:41:34
wviak 5 Acqg. Method Set: Quinazolinas_2010_MS
njecilon #: 1 Date Processed:  17/B/2010 17:25:53
njecilen Volume: 25,00 ul Processing Method ama
=un Time: 10.0 Minutes Channel Mame Win Chi
Sample Set Name Movas Quinazolinas_17_08_10 Proc. Chnl. Descr. PDA 254,00 nm

: ?
- k3
2]
1,00 ﬁ
: b
0.8
=R
= 050
] |
0.2 || |I
] [
- 1]
0,00 . —\:‘5—__4-“‘\
T ) Uy v e v e LMY LI w0
Edinui=s
Peak Mame BT Area | % Area| Helght

6.7-DIMeD-4-8BZL0 (4,688 | 13221815 100,00 | 1293722

Figura 19. Cromatograma da andlise do 4-BZLO em HPLC.

ApOs realizar a sintese e a caracterizacdo dos compostos mais promissores para
inibir a FAK in silico, os seis compostos sintetizados foram avaliados em sua capacidade de

inibir a FAK in vitro.

3.3. O composto 4-BZL O é capaz de inibir a atividade da FAK in vitro
Para avaliar a capacidade dos compostos sintetizados de inibir a atividade da FAK
em células, foram realizados experimentos com as c€lulas Flp-In-FAK, que superexpressam

a FAK (células HEK-FAK). A Figura 20 mostra a triagem de seis compostos sintetizados
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para inibir a FAK em células HEK-FAK. O resultado demonstrou que o 4-BZLO foi o
melhor entre outros compostos para inibir a FAK na concentracio de 10uM.

Imunoblottings de Flag foram usados como controles internos.

Induzido

o 10uM
oS
£FIIdT e

p397FAK — — —— — e —— )51 )q

Flag 125kDa

D1 - 6,7-OMe-Trimetoxi

D2 - 8CI-Trimetoxi

D3 - 6,7 OMe- 4 SO,

D4 - 6,7 OMe - 4BZ1L.O

D5 - 6,7 OMe — 4 Morpholino
D6 - 8C1-4BZLO

Figura 20. O composto 4-BZLO (D4 - destaque em vermelho) apresentou melhor
capacidade de inibir a atividade da FAK. Apenas o tratamento das células HEK-FAK com
o composto 4-BZLO foi capaz de inibir a fosforilagdo no residuo Tyr397 da FAK. Loading
com anticorpo anti-Flag mostrando a mesma quantidade de Flag-FAK em todas as amostras

(n=4).

Diante do resultado anterior e na tentativa de avaliar o perfil de inibicdo do
composto 4-BZLO para a FAK em células, foi realizado experimento com as células Flp-In
(HEK-FAK) incubadas com diferentes concentragdes do 4-BZLO (10nM, 100nM, 1uM,
10uM e 100uM) apés a indugdo com tetraciclina. Como demonstrado na Figura 21 a
concentracio de 10uM de 4-BZLO foi capaz de inibir 50% da atividade da FAK.

Imunoblottings de Flag foram usados como controles internos.
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Figura 21. O composto 4-BZLO na concentra¢do de 10uM inibiu aproximadamente 50%
da atividade da FAK em células Flp-In. Blot representativo e grafico de barras mostrando a
atividade da FAK (anti-pTyr397-FAK) em células HEK-FAK, ap6s indug¢do com
tetraciclina e tratamento com concentragdes crescentes de 4-BZLO (10nM, 100nM, 1uM,
10uM e 100uM). Loading com anticorpo anti-Flag mostrando a mesma quantidade de

Flag-FAK em todas as amostras, * p<0.05 vs Controle (CT_Ind.) (n=3 culturas).

Uma vez que o composto 4-BZLO foi considerado o melhor inibidor da FAK em
células Flp-In dentre outras quinazolinas avaliadas, tornou-se necessdrio investigar se o
mesmo composto teria capacidade de inibir a FAK recombinante purificada em ensaio in
vitro. Para isso, foi realizado ensaio com ATP radioativo para detectar a incorporagdo de y-

[**P] ATP no sitio ativo da proteina recombinante FAK, na auséncia ou presenca de
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concentracdes crescentes do 4-BZLO. A Figura 22 mostra que o 4-BZLO foi capaz de

inibir a atividade da FAK in vitro.
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Figura 22. O composto 4-BZLO foi capaz de inibir a atividade da FAK em 50% com
aproximadamente 1nM em ensaio de fosforilacdo in vitro com ATP radioativo. Gel SDS-
PAGE representativo e grafico de barras mostrando a capacidade do composto 4-BZLO em
concentracdes crescentes (1nM, 10nM, 100nM e 1000nM) inibir a incorporagdo do y-[32P]
ATP no sitio ativo da proteina recombinante FAK, * p<0.05 vs DMSO (n=4).

Com o conjunto de resultados anteriores e sabendo-se que a FAK é importante na
formacdo e progressdo de tumores (McLean G.W.; et al, 2005), experimentos foram
realizados para avaliar se o composto 4-BZLO ¢ eficaz na inibi¢do da formagao de tumores

com concomitante inibi¢ao da atividade da FAK.
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3.4. Avaliacao in vitro do composto 4-BZLLO em teste de viabilidade celular para
células cancerosas leucémicas e tumores sélidos.

Para avaliar a viabilidade celular de 24 diferentes tipos de neoplasias de células
tumorais foram utilizadas células concedidas pelo Centro Infantil Boldrini/ CIPOI (Centro
Integrado de Pesquisas Ocohematoldgicas na Infancia). Foi realizada uma triagem entre 12
substancias, entre elas as seis quinazolinas sintetizadas e outros compostos quinazolinicos
anteriormente sintetizados pelo nosso grupo e a Vincristina (VCR) como controle. Confrme
apresentado na Figura 23, o composto 4-BZLO foi capaz de inibir a viabilidade de
diferentes linhagens de células leucémicas como CEM- human Linphoid T leukemia cell
line em aproximadamente 4uM, K562 - human Mieloid Leukemia cell line e RAMOS -
human Burkit Linfoma cell line com aproximadamente 20uM. Ja a VCR inibiu CEM em
aproximadamente 2uM, mas ndo apresentou efeito em RAMOS e inibiu a K562 com

concentracdo acima de 40uM.
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Ensaio MTT — Drogas vs Linhagens Celulares de Leucemias
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Figura 23. Grifico representativo do teste de triagem para 12 compostos em 10 diferentes
linhagens de células leucémicas. CP5 representa o composto 4-BZLO (em destaque - caixa
vermelha) apresentou o melhor resultado para a inibi¢ao da viabilidade celular da linhagem

de células CEM human Linphoid T leukemia cell line com inibi¢do em aproximadamente

4pM (n=3).

O mesmo protocolo de teste também foi utilizado para triagem com células de
tumores solidos tais como carcinomas. Neste ensaio, 0s seis compostos sintetizados neste
trabalho foram avaliados e 15 quinazolinas anteriormente sintetizadas pelo nosso grupo.
Novamente, o composto 4-BZLO representado por D5 (Figura 24), apresentou o melhor
resultado dentre as substancias testadas. As linhagens ROS - human osteosarcoma cell line,
NCI - human lung cancer cell line, U87 - human glioblastoma-astrocytoma tiverm suas

viabilidades celulares inibidas pelo composto 4-BZLO em aproximadamente 90 a 100%.
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Tal resultado foi melhor quando comparado a Doxorrobicina usada como farmaco de

referéncia.
Ensaio MTT — Drogas vs Linhagens Celulares de Carcinomas PC3
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Figura 24. Gréfico representativo do teste de triagem para 22 compostos em 12 diferentes
linhagens de células de tumores sélidos. D5 (em destaque — seta vermelha) representa o 4-
BZIL.O e apresentou o melhor resultado para as linhagens celulares ROS - human
osteosarcoma cell line, NCI - human lung cancer cell line, U87 - human glioblastoma-

astrocytoma em relacio a Doxorrubicina usada como farmaco de referéncia (n=3).
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As linhagens celulares que tiveram suas viabilidades celulares inibidas pelo 4-
BZ1.0, representado por D5, foram testadas para avaliar o efeito do DMSO usado como
solvente para diluir os compostos. A Figura 25 demonstra que a linhagem de glioblastoma
humano U87 apresentou menor efeito de influéncia do DMSO dentre as células que foram

inibidas pelo 4-BZLO.
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Figura 25. As linhagens celulares marcadas com a seta azul foram aquelas que
apresentaram maior inibi¢do da viabilidade celular em presenca do 4-BZLO. Dentre elas, a
U87 (seta preta) foi a linhagem que apresentou menor influéncia do DMSO na

concentracdo de 1% (n=3).

A linhagem celular de glioblastoma humano (U87) foi escolhida para avaliar se o 4-
BZ1.0O possui a capacidade de inibir a atividade da FAK nessas células. Assim, o composto
4-BZ1.0O foi incubado com as células U87 em diferentes concentragdes (1uM, 10uM e

100uM). Como apresentado na Figura 26, a concentracdo de 10uM de 4-BZLO foi capaz
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de inibir aproximadamente 50% da atividade da FAK nas células U87. Imunoblottings de

FAK e GAPDH foram usados como controles internos.
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Figura 26. O composto 4-BZLO na concentra¢do de 10uM foi capaz de inibir a atividade
da FAK em aproximadamente 50%. Blot representativo e grafico de barras mostrando a
atividade da FAK (anti-pTyr397-FAK) em células U87, apds tratamento com
concentracdes crescentes de 4-BZLO (1uM, 10uM e 100uM). Loading com anticorpo anti-
FAK, anti-GAPDH mostrando a mesma quantidade de FAK em todas as amostras, *

p<0.05 vs Controle (n=3 culturas).
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A escolha do composto protétipo, ou seja, do composto lider deste estudo foi
baseado no resultado de estudo de docking, estudo farmacocinético in silico, sintese e a
pureza do composto sintetizado e ensaios de triagem para inibi¢cdo da FAK in vitro. O
composto 4-BZLO apresentou resultados promissores nos requisitos acima, portanto, tal
composto foi eleito como composto lider para ser inibidor da FAK.

Ap6s a escolha do composto lider (4-BZLO), testes em animais, ou seja, estudos in

vivo foram realizados.

3.5. Absorc¢ao in vivo dos compostos sintetizados

A absor¢do do composto 4-BZLO pode ser avaliada pelo uso de técnica analitica
como, por exemplo, cromatografia liquida de alta eficiéncia. A Figura 27 representa o perfil
de absorc¢do e eliminacdo para o 4-BZLO. O composto apresentou uma concentracao
plasmética méxima (Cmax) de 25,65ng/ml que corresponde a 66,27umol/L, tempo em que
a concentracdo méaxima (Tmax) de 6h e somente apés 25h o 4-BZLO ¢ totalmente
eliminado do plasma do rato. Tais resultados permitem concluir que o composto citado
apresenta absor¢do in vivo. Além disso, tal composto também apresenta elevado tempo de

eliminacao o que poderia refletir em uma boa biodisponibilidade.
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Distribuicao plasmatica do BZLO em ratos
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Figura 27. Perfil da concentracdo sérica em ng/mL do 4-BZLO em plasma de ratos versus
o tempo (em horas) de coletas, apés a administracdo por gavagem de uma dose de 100

mg/Kg suspensa em solu¢do aquosa de goma ardbica 10%.

3.6. Analise da medida da massa ventricular e ecocardiografia de coracao hipertroéfico
de camundongos tratados com o composto 4-BZ1.O

O modelo de coarctagdo da croga da aorta em camundongos vem sendo utilizado
rotineiramente em nosso laboratério. A hipertrofia do Ventriculo Esquerdo (V.E.) resulta
do aumento de resisténcia ao fluxo sanguineo na aorta e, posteriormente, progride para a
insuficiéncia cardiaca. Parametros tais como peso médio do ventriculo esquerdo sobre peso
corporeo de cada animal (LVW/BW), medida da espessura da parede do ventriculo
esquerdo (LVWT) e medida do didmetro dos midcitos cardiacos por cortes histoldgicos
podem ser utilizados para avaliar tal condi¢do. Os resultados apresentados sdo para os
animais tratados com o 4-BZLO. Em tal experimento, os animais foram tratados apds a

coarctacdo da aorta. Para avaliar qual seria a resposta a um tratamento preventivo e
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curativo, os animais foram tratados antes e apds a cirurgia por um periodo de 15 e 30 dias.
Nao houve diferenca entre os resultados para 15 e 30 dias, portanto, foram mostrados
apenas os resultados para 30 dias. Os resultados demonstraram que houve reducdo do peso
médio do coragao (HW), peso médio do ventriculo esquerdo sobre peso médio corpéreo
dos animais (LVW/BW) ou (IMVE) para os animais tratados com o 4-BZLO em

comparacao ao controle representado pelo grupo coarctado (veiculo) (Figura 28).
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Figura 28. Medida do peso médio do ventriculo esquerdo sobre peso corpdreo dos animais
controles (sham + veiculo e sham + composto 4-BZLO), do animal com cirurgia de
coarctacdo da aorta (TAC + veiculo) e dos animais apds a cirurgia e tratados com o 4-
BZLO (TAC + composto) para tratamento preventivo e curativo 30 dias, *p<0.05 em

relacdo sham + veiculo; #Pp <0.05 em relacdo a TAC + veiculo; TPp <0.05 em relagdo a

TAC + 4BZLO (n=10).

114 -



O parametro histolégico para a avaliacdo de hipertrofia cardiaca foi a medida do
diametro dos midcitos cardiacos nas 1aminas com secc@o de coracdo dos aninais tratados
com 4-BZLO de modo preventivo e curativo por 30 dias, corados com Hematoxlina e
Eosina (200x). Ja para a avaliacdo da fibrose miocardica foram utilizados cortes corados
com Tricomio de Masson, sob magnificacdo de 200x. O resultado para os animais tratados
com 4-BZLO de modo preventivo e curativo por 30 dias apresentou uma reducdo
significativa da acumulacdo de coldgeno quando se comparou os animais tratados e os

animais controles (TAC + veiculo) (Figuras 29 e 30).
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Figura 29. Medida do didmetro dos midcitos de corte histolégico dos grupos de animais
controle (Sham + veiculo, Sham + composto), animais com cirurgia da coarctagdo da aorta
(TAC + veiculo) e animais apds a cirurgia e tratados com o composto 4-BZLO (TAC +
BZIL.O) para o tratamento preventivo e curativo de 30 dias. *p<0.05 em relacdo sham +
veiculo; #p<0.05 em relagdo a TAC + veiculo; TPp <0.05 em relacdo a TAC + 4BZLO (n=
10).

- 116 -



Preventivo 30 dias

12.54

10.04 *

Densidade do intersticio
(%)

*P<0,05 vs Sham + Veic/BZLO
#P<0,05 vs Sham + BZLO
1P<0,05 vs TAC + Veic

Curativo 30 dias

Densidade do intersticio

*P<0,05 vs Sham + Veic/BZLO
1P<0,05 vs TAC + Veic

Figura 30. Medida da intensidade do intersticio (grau de fibrose) de corte histolégico dos
grupos de animais controle (Sham + veiculo, Sham + composto), animais com cirurgia da
coarctacdo da aorta (TAC + veiculo) e animais apds a cirurgia e tratados com o composto
lider (TAC + 4-BZLO) para o tratamento preventivo e curativo de 30 dias. *p<0.05 em
relacdo sham + veiculo; #p<0.05 em relacdo a TAC + veiculo; TPp <0.05 em relacdo a

TAC +4BZLO (n = 11).
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Para avaliar se o composto 4-BZLO ¢é capaz de inibir a FAK in vivo, ensaios de
western blotting foram realizados com os extratos proteicos provenientes dos coragdes dos
animais tratados de maneira preventiva e curativa apos a coarcta¢do da aorta e comparados
com o0s animais controle. Como demonstrado na Figura 31, o tratamento dos animais com o
4-BZ1.O reduziu a expressdo e atividade da FAK quando comparados aos animais

controles (coarctados e ndo tratados com 4-BZLO).
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Figura 31. O composto 4-BZLO diminui a atividade e expressdo da FAK em coragdes de
ratos apds a coarctagdo da aorta (representado por TAC + BZLO). *p<0.05 em relacdao

sham + veiculo; Pp <0.05 em relacdo a TAC + 4BZLO (n = 8).
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3.7. Tratamento com 4-BZLO é capaz de reduzir a hipertrofia cardiaca de animais
transgénicos especificos para a FAK

Nosso laboratorio desenvolveu camundongos transgénicos especifico para a FAK
cardiaca que desenvolve moderada hipertrofia cardiaca (Clemente, C.F.M.Z, et al. 2011).
Assim, tal modelo permitiu testar a eficiéncia do composto 4-BZLO para tratamento da
hipertrofia cardiaca induzida pela FAK. A Figura 32 mostra que o tratamento com o
composto 4-BZILO foi capaz de regredir a hipertrofia em animais transgénicos especificos
para a FAK em relacdo aos animais selvagens. Isto pode ser observado pelos resultados de
ecocardiograma como, por exemplo, diminui¢cdo da espessura da parede do ventriculo

esquerdo e gravimetria (peso médio do ventriculo/ peso médio corporal).
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Figura 32. Composto 4-BZLO foi usado como inibidor farmacolégico da FAK e regrediu
a hipertrofia cardiaca em animais transgénicos especificos para a FAK. (a) Atividade
tirosina quinase da FAK recombinante tratada com veiculo (Vh) ou inibidor da FAK
(FAKi). (b) Western blottings realizado com anticorpos anti-FAK p-FAK397 e anti-
GAPDH em extratos de miocdrdios de animais selvagens (WT) e trangénicos para FAK
(FAK-Tg) tratado com veiculo ou inibidor da FAK (4-BZLO) (n=8). (c) Valores médios do
peso ventriculo esquerdo/comprimento do raio para os animais tratados com veiculo ou 4-
BZL.O. (d) Figura representativa dos coragdes e cortes transversos de WT e animais FAK-
TG tratados com veiculo ou inibidor da FAK (4-BZLO). (e-f) Valores de ecocardiografia

para o didmetro diastdlico final do ventriculo esquerdo (LVDD), didmetro sistélico final do
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ventriculo esquerdo (LVSD), espessura da parede posterior (LVWT) e fracdo de
encurtamento (FS) de WT e coragdes FAK-Tg para dia 0 e 15 dias depois do tratamento
com o composto lider (4-BZLO) (n = 8). *p<0.05 para VW-Vh e p<0.05 para FAK-Tg-
Vh.
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4. DISCUSSAO
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4.1. Descoberta de novos farmacos, identificacao e validacao do alvo

O termo descoberta de um farmaco refere-se ao processo pelo qual laboratérios
farmacéuticos, de biotecnologia, académicos e governamentais identifiquem ou analisam
substancias para encontrar agentes terapéuticos potencialmente ativos (Golan, D. et al.
2009). Portanto, a primeira etapa na descoberta de novos farmacos € identificagdo e
validagcdao de um alvo.

Nos dltimos anos, vérios estudos tém destacado a importancia da sinalizacdo pela
FAK nos mecanismos de mecanotransdu¢do em midcitos cardiacos. Em esséncia, a FAK
mantém niveis basais de atividade e em resposta ao estresse mecanico no qual ela
rapidamente se ativa por meio da autofosforilagao do residuo tirosina 397 (Torsoni, A.S.; et
al., 2003; Fonseca, P.M. et al., 2005) e contribui para as alteragdes estruturais e funcionais
instaladas durante o processo de hipertrofia cardiaca (Clemente, C.F.M.Z. et al., 2007,
Peng, X. et al., 2006; DiMichele, L.A. et al., 2006). Nosso laboratério tem demonstrado
que a ativagdo prolongada da FAK no miocérdio contribui para a deteriora¢do estrutural e
funcional do ventriculo esquerdo de camundongos com sobrecarga pressorica cronica
(Clemente, C.E.M.Z. et al., 2007). Isto sugere que a inibi¢do da atividade da FAK pode
potencialmente se constituir em alternativa terapéutica para a hipertrofia e insuficiéncia
cardiacas. Além disso, estudos cientificos indicam que a FAK € um importante mediador da
sinalizacdo que envolve fator de crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia e migracio
celular. Fica evidente que o desenvolvimento de malignidade estd freqiientemente
associado com perturbagdes nestes processos, € ndo € surpresa que a atividade da FAK estd
alterada em células cancerosas. Modelos animais t€ém mostrado que a FAK estd envolvida

na formacgado e progressdo de tumores, e outros estudos mostram que a expressdo da FAK
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estd aumentada em tumores humanos tornando a FAK um importante e potencial alvo para
novas terapias contra o cancer (Gordon W. et al. 2005).

A partir da identificagdo e validagdo do alvo, seis achados importantes foram
obtidos durante a realizac@o deste trabalho: 1) a escolha do composto protétipo foi baseada
na similaridade entre o inibidor da FAK desenvolvido pela Novartis (Choi, H.; et al. 2006)
e as novas quinazolina propostas, 2) foram realizados estudos computacionais para escolha
das quinazolinas que apresentaram melhores resultados in silico. As quinazolinas mais
promissoras obtidas pelo estudo computacional foram sintetizadas e caracterizadas, 3) apds
a sintese, foi realizada uma triagem em celulas Flp-In que suprexpressam a FAK com as
quinazolinas sintetizadas. A quinazolina denominada 4-BZLO apresentou o melhor
resultado nessa triagem, 4) a inibi¢do da FAK foi confirmado pelo ensaio de quinase in
vitro, 5) os modelos animais de hipertofia cardiaca e fibrose demonstraram que o 4-BZLO
foi capaz dimnuir a hipertrofia e a fibrose nesses animais ap0s tratamento. A atividade e a
expressdo de FAK estavam diminuidas nos animais tratados com 4-BZLO, 6) o modelo de
animais transgénicos especificos para FAK confirmou que o 4-BZLO diminuiu a
hipertrofia e melhorou os pardmetros do ecocardiograma também nesses animais.

O processo de triagem virtual ndo envolve somente a descoberta de moléculas
bioativas com elevada diversidade quimica, mas também a identificacio de compostos
usando como base uma molécula bioativa de estrutura quimica definida (Mestres, J. et al.,
2003). O processo de busca computacional por similaridade é uma estratégia util que
envolve a identificagdo de novas moléculas estruturalmente similares a molécula bioativa,
sendo que esta busca pode ser de natureza 2D ou 3D de acordo com a informacgio
disponivel (Mestres, J. et al., 2000). O uso de busca computacional por similaridade foi

usado para escolher as quinazolinas similares estruturalmente ao inibidor da FAK
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desenvolvido pela Novartis (Choi, H. et al. 2006). Foi utilizada anélise da estrutura 2D para
comparar os substituintes do inibidor da FAK e as quinazolinas propostas no estudo. Desse
estudo, foram selecionadas 140 moléculas de quinazolinas para iniciar uma triagem para
procurar estruturas mais promissoras em termos farmacocinéticos e capacidade de inibir a
FAK in silico. Para o desenvolvimento do projeto as quinazolinas foram escolhidas por ser
uma classe de compostos quimicos que ja tem suas rotas sintéticas bem estabelecidas. As
quinazolinas sdo compostos quimicos que vem sendo sintetizados desde a descoberta do
PD 153035, que é um inibidor do fator de crescimento epidermal (EGFR) (Bos, M. et al.
1997), usado em pesquisas para cancer. Para executar um projeto de desenvolvimento de
farmacos torna-se necessdrio a experiéncia em sintese, assim nosso grupo, especialmente a
Dra. Silvana Rocco (pesquisadora no LNBIO/CNPEM), tem sintetizado quinazolinas ha

bastante tempo o que permitiu a colaboracao na execucdo deste estudo.

4.2. Estudos computacionais de farmacocinética e docking molecular para

escolha do protétipo

A regra de Lipinski, conhecida com a “regra dos 5 descreve sobre o perfil de
biodisponibilidade oral de farmacos (Lipinsky, C.A. et al., 1997). Essa regra é uma das
estratégias mais usadas mundialmente na organizacdo de bases de dados contendo
moléculas com propriedades adequadas de ADME (Absor¢ao, Distribui¢do, Metabolismo e
Excrecao) (Lipinski, A.C. 2000). A regra de Lipinski estd amparada em parametros
estatisticos robustos e serve como ferramenta disponivel para filtragem de moléculas em
triagens iniciais para descoberta de novos farmacos (Lipinski, A.C. et al., 1997). Nesse

sentido, foi utilizada a regra de Lipinski para selecionar as quinazolinas propostas. Para um
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total de 140 moléculas desenhadas, 31 foram excluidas por violar a regra de Lipinski, uma
vez que, ndo apresentaram propriedades farmacocinéticas adequadas.

O estudo de docking molecular pode ser utilizado para escolha do protétipo. A
expressao molecular docking, é usada em projetos de fairmacos para se referir aos métodos
que tentam identificar compostos capazes de interagir com um dado sitio macromolecular
e, a partir dai, identificar a geometria adotada por ambos no processo de encaixe (Lybrand,
T.P. 1995). Aplicagdes bem sucedidas do uso de programas de docking incluem a
descoberta de inibidores para importantes alvos bioldgicos como protease do HIV-1
(Desjarlais, R.L. et al., 1990), de Plasmodium falciparum (Li, R.S. et al, 1996),
diidrofolato redutase de Pneumocystis carinii (Gschwend, D.A. et al., 1997) e timidilato
sintase (Shoichet, B.K. et al, 1994). Uma vez que o estudo de docking estd bem
estabelecido como importante ferramenta na descoberta de novos farmacos, as quinazolinas
selecionadas pelo uso da regra de Lipinski foram avaliadas para a capacidade de inibir a
FAK. O resultado do estudo de docking selecionou 28 estruturas que apresentaram
melhores resultados (Tabela 3 em anexo). Além disso, todas as 28 estruturas foram
avaliadas em relagdo aos parametros farmacocinéticos pelo uso da plataforma
computacional Pharma Algoritms (Tabela 4 em anexo). O resultado obtido confirmou
aquele resultado obtido para selecdo das estruturas pela regra de Lipinski (Tabela 2 em
anexo). Os resultados obtidos nos estudos computacionais demonstraram a importancia do
uso de técnicas computacionais na descoberta de novos farmacos, isto €, a partir de um
grande ndmero de estruturas candidatas (de um total de 109 estruturas) apenas 28 foram
selecionadas como potenciais inibidores da FAK por docking. Isso reduziu tempo e custo
para o desenvolvimento do projeto, jd que apenas as estruturas previamente selecionadas

nos estudos in silico foram sintetizadas (Tabela 5 em anexo).
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4.3. Sintese, caracterizacao e absorcao das quinazolinas

A sintese orginica envolve diversas etapas de variadas complexidade. Apds a
padronizacdo de todas as etapas sintéticas o produto obtido deve estar puro. Os compostos
sintéticos devem ser caracterizados por técnicas especificas como Ressonadncia Nuclear
Magnética (RMN) e Espectrometria de Massa (Westphal, F. ef al. 2012). As quinazolinas
foram sintetizadas e caracterizadas como, por exemplo, os espectros obtidos para
quinazolina denominada 4-BZLO. Além disso, a pureza das quinazolinas foi confirmada
por HPLC. O perfil cromatogrifico para o composto 4-BZLO (Figura 19) apresentou
apenas um pico de detec¢do o que determina a obtencdo de um composto puro, uma vez
que se 0 mesmo ndo estivesse puro, o perfil cromatogrifico seria diferente devido a
presenca de contaminantes.

A absorcdo € a transferéncia de um farmaco do seu local de administragdo para a
corrente sanguinea (Rowland, R. D. et al., 2007). Na andlise quantitativa dos extratos do 4-
BZI1.O de amostras de plasma de ratos, utilizamos o método de CLAE de fase reversa. A
concentracdo maxima foi aproximadamente 25,65 ng/mL que corresponde a 66uM do 4-
BZI1.O no plasma do rato. Tal resultado € bastante promissor uma vez que firmacos que
apresentam boa biodisponibilidade oral também apresentam elevados niveis de

concentracio plasmdtica maxima (Rowland, R. D. et al., 2007).

4.4. Estudos de inibicao da FAK in vitro

Em geral, os ensaios bioquimicos e celulares sdo usados no inicio do processo de
descoberta do farmaco, ao passo que estudos mais complexos em Orgdo e em animais sao

usados na fase de otimizacdo do protdtipo para caracterizar as propriedades farmacoldgicas
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da molécula (Golan, D.E. et al, 2008). Os ensaios bioquimicos avaliam o mecanismo de
acdo do candidato a farmaco em nivel molecular. Os ensaios da atividade enzimdtica
medem a capacidade do farmaco de inibir a atividade de uma enzima-alvo. Nos ensaios
celulares, os pesquisadores tentam determinar se a(s) molécula(s) do protétipo atua(m) de
modo adequado em um ambiente mais semelhante ao uso in vivo (Golan, D.E. et al, 2008).
Para selecionar o protétipo deste trabalho, foi utilizado ensaio enzimdtico e ensaio em
células. No ensaio em célula foi utilizado o sistema de células Flp-In (Hillen, W. & Berens,
C.; 1994) que superexpressam uma proteina de interesse, ou seja, a proteina alvo do estudo
(FAK). O resultado da triagem em células Flp-In que superexpressam a FAK (Figuras 20 e
21) demonstrou que o composto 4-BZLO foi o que apresentou melhor resultado para inibir
a FAK na concentracdo de 10uM.

Ensaio de quinase permite obter concentracOes inibitérias para algumas drogas
(Ilanguraman, S.; et al. 1999). De acordo com a metodologia usada nos ensaios de quinase,
observou-se que o composto 4-BZLO foi capaz de diminuir em 50% a incorporagdo do
ATP radioativo no sitio ativo da FAK com uma concentragdao de 1nM (Figura 22). Outros
inibidores da FAK como, por exemplo, 7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidines desenvolvido pela
Novartis foi capaz de inibir a FAK com aproximadamente 4 nM (Choi, H. ez al. 2006) e o
PF 228 desenvolvido pela Pfizer também inibiu a FAK com aproximadamente 4 nM
(Slack-Davis, J.K. et al. 2007). Dessa forma, o 4-BZLO foi capaz de inibir a FAK na
mesma poténcia dos inibidores da Novartis e Pfizer. De acordo com a literatura cientifica,
bons inibidores sdo aqueles com capacidade de inibir seus alvos na concentracdo de uM em
células e nM para ensaios com enzima-ligante utilizando proteinas purificadas (Gautschi,
O. et al. 2006; Copeland, R.A. et al. 2001), portanto, o 4-BZLO pode ser considerado um

bom inibidor da FAK.
- 130 -



A quinase de adesdo focal (FAK) é um importante mediador da sinalizacdo que
envolve fator de crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia e migracao celular. Fica evidente
que o desenvolvimento de malignidade estd freqlientemente associado com perturbacdes
nestes processos, € ndo € surpresa que a atividade da FAK estd alterada em células
cancerosas. Modelos animais tém mostrado que a FAK estd envolvida na formacgdo e
progressao de tumores, e outros estudos mostram que a expressao da FAK estd aumentada
em tumores humanos tornando a FAK um importante e potencial alvo para novas terapias
(Gordon, W.; et al. 2005). Por meio de colaboracdo com CIPOI (Centro Integrado de
Pesquisas Oncohematoldgicas na Infincia) foram utilizadas células tumorais fornecidas
pelo Centro Infantil Boldrini para realizar teste de viabilidade celular de 24 diferentes tipos
de neoplasias. Utilizou-se o método MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenila ou
brometo de tetrazolina). Foi realizado uma triagem entre 12 substincias dentre elas o
composto 4-BZLO representado por CP-5 e a Vincristina (VCR) como controle. O
composto (4-BZLO) foi capaz de inibir a viabilidade de diferentes linhagens de células
leucémicas CEM- human Linphoid T leukemia cell line em aproximadamente 4uM, K562 -
human Mieloid Leukemia cell line e RAMOS - human Burkit Linfoma cell line com
aproximadamente 20pM. J4 a VCR inibiu CEM em aproximadamente 2pM, mas ndo
apresentou efeito em RAMOS e inibiu a K562 com concentragdao acima de 40uM (Figura
23). O mesmo protocolo de teste também foi utilizado para triagem com células de tumores
s6lidos como carcinomas. Novamente, o composto 4-BZLO representado por D5 (Figura
24), apresentou o melhor resultado dentre outras substancias testadas. As linhagens ROS -
human osteosarcoma cell line, NCI e H1299 - human lung cancer cell line, U87 - human
glioblastoma-astrocytoma, epithelial-like cell line, o composto 4-BZLO apresentou

capacidade de inibicdo da viabilidade celular em aproximadamente 90 a 100% para as

- 131 -



linhagens citadas acima. Tal resultado foi melhor do que resultado encontrado para a
Doxorrobicina usada como farmaco de referéncia. Vdérios estudos cientificos tém
demonstrado a importanica da FAK no cancer, podemos destacar: Ozkal e colaboradores
(Ozkal, S. et al. 2009) realizaram estudos cientificos com a linhagem de células leucémicas
CEM e constataram que a expressdo da FAK estava aumentada nesta linhagem celular.
Edward Kyu-ho Han e colaboradores (Kyu-ho han, E. et al. 2004) e Julius e colaboradores
(Julius L. et al. 2001) demonstraram que a FAK também apresentava sua expressiao
aumentada em linhagens de células de cancer de pulmao H1299 e NCI. Gonzales, L. e
colabradores (Gonzales, L. et al. 2006) demonstraram que a linhagem de células cancerosas
MCF7 encontradas em cancer de pulmdo apresentou aumento de atividade da FAK pelo
aumento de fosforilacdo de tirosina 397. Gregory G. e colaboradores (Giannone, G. et al.
2002) investigaram a relacdo entre a concentragdo de Ca®* e aumento de fosforilacdo da
FAK em linhagens de células de astrocitoma U87. Parece haver um aumento de expressao
e/ou atividade da FAK em diversas linhagens de células cancerosas.

O veiculo usado para diluir os compostos nesta triagem foi o DMSO. Devido ao fato
de que o DMSO afetou em menor intensidade a linhagem ceular U87 (Figura 25), isto &,
menor diminui¢do da viabilidade celular sob a influéncia do DMSO. O composto 4-BZLO
apresentou bom resultado nessa linhagem celular e, portanto, decidimos avaliar se o
tratamento com o composto 4-BZLO afeta a atividade da FAK nessa linhagem de células.
O resultado demostrou que o composto 4-BZIL.O foi capaz de inibir a atividade da FAK
nessas células (Figura 26) o que pode ser interessante, uma vez que os tumores ditos
astrocitomas s@o raros e nao existem muitos farmacos no mercado para tratamento desse
tipo de cancer (Americam Brain Tumor Association). Os resultados obtidos no teste de

viabilidade celular com as linhagens de células cancerosas demonstraram que o composto
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4-BZ1LO obteve o melhor resultado em comparagdo a outros compostos, e isto pode ser,
por via de inibi¢do da FAK, uma vez que o composto 4-BZLO tem demonstrado ser um

potencial inibidor desta enzima.

4.5. Estudos de inibicao da FAK in vivo — Hipertrofia e Fibrose Cardiaca

A quinase de adesdo focal, em midcitos cardiacos, pode ser ativada por vdrias vias
de sinalizacdo, que inclui estimulos quimicos e fisicos (Franchini, K.G. 2011). Muitos
estudos tém demonstrado que a habilidade de sinais quimicos tais como, fatores de
crescimento, angiotensina II, endotelina I e agonistas adrenérgicos promovem a ativagao da
FAK em midcitos cardiacos (Seko, Y. et al. 1999). Entretanto, ja foi demonstrado que a
FAK ¢ sensivel ao estresse mecanico, (Wang, H.B. 2001) e por isso uma particular aten¢ao
foi dada para a relevancia de FAK na resposta de midcitos cardiacos ao estresse mecanico.

A coarctagdo da croca da aorta em camundongos € um modelo que tem sido
rotineiramente utilizado em estudos de hipertrofia cardiaca. Neste modelo, hd um ripido
crescimento hipertréfico do ventriculo esquerdo VE em resposta a sobrecarga pressorica,
evoluindo para a insuficiéncia cardiaca. Os animais foram tratados com 4-BZLO de
maneira curativa e preventiva com uma dose de 30 mg/Kg/dia para dois grupos de
tratamento de 15 e 30 dias. Antes e apds o tratamento os animais foram analisados para
medidas de parametros ecocardiograficos e gravimétricos. Ndo houve diferenca dos
resultados entre os grupos de 15 e 30 dias. Também ndo houve diferenca marcante entre os
resultados obtidos para os grupos de animais tratados de maneira preventiva e curativa. Nos
animais coarctados os parametros do ecocardiograma mostraram aumento da espessura da

parede do ventriculo esquerdo condizente com a hipertrofia cardiaca. No grupo coarctado e
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tratado com 4-BZLO a espessura da parede do ventriculo esquerdo foi reduzida o que
demonstra que o 4-BZLO foi eficiente para reduzir a espessura da parede do ventriculo
esquerdo nesses animais tratados. O resultado da gravimetria também contribuiu para
demonstrar que o 4-BZLO reduziu a hipertrofia cardiaca nos animais tratados. No estudo
de gravimetria, os animais coarctados apresentaram um indice de massa do ventriculo
esquerdo (relacdo do peso médio do ventriculo esquerdo sobre o peso médio corporal total
dos animais) aumentados em relacdo aos animais sham. Jd nos animais coarctados e
tratados com o 4-BZILO, o indice de massa do ventriculo esquerdo estava diminuido em
relacdo aos animais coarctados e ndo tratados (Figuras 28 e 29). O aumento do didmetro
dos midcitos cardiacos € um marcador de hipertrofia cardiaca (Clemente, C.F.M.Z. et al.
2007). No grupo dos animais coarctados houve aumento do diametro dos cardiomidcitos
em relagdo ao grupo sham. Tal aumento foi reduzido no grupo de animais coarctados e
tratados com o 4-BZLO. Esse resultado contribui para a hipétese de que o 4-BZLO € capaz
de reduzir a hipertrofia cardiaca em animais coarctados. Os resultados mostraram que a
diminuicdo da hipertrofia imposto pela coarctacdo da aorta se deve possivelmente pela
inibicio da FAK. Para confirmar essa hipétese, estudos demonstraram aumento da
expressao e atividade (fosforilagdo da tirosina 397) da FAK no miocérdio hipertréfico de
camundongos submetidos a coarctagdo da aorta cronica (Franchini, K. er al. 2000;
Domingos, P. et al. 2002). Para avaliar se o composto 4-BZLO inibiu a FAK in vivo
mediu-se atividade e a expressdo da FAK em tecido cardiaco nos animais dos grupos sham,
coarctados e coarctados/tratados. O resultado demonstrou que a expressao e a atividade da
FAK estavam aumentadas nos animais coarctados e diminuidas nos animais coarctados e
tratados com 0 4-BZLO (Figura 31). Os dados obtidos corroboram com a inibi¢do da FAK

in vitro, ou seja, o composto 4-BZLO inibiu a FAK in vitro e também in vivo.
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Evidéncias cientificas indicam que a FAK participa de sinalizacdo em vias de
desenvolvimento de ma adaptacdo hipertréfica (Peng et al. 2007; DiMichele, L. et al. 2006,
Clemente, C.F.M.Z et al. 2007). Corroborando esta ideia, estudos demonstraram que FAK
encontra-se com sua expressio e atividade aumentada em ventriculos esquerdos de ratos
com disfuncio cronica por sobrecarga (Bayer, A.L. et al. 2002). Em tal modelo, uma
correlagdo foi demonstrada entre o grau de hipertrofia e expressio de FAK durante a
transicdo da hipertrofia ventricular esquerda compensada para insuficiéncia cardiaca.
Interessantemente, embora a FAK fosse detectada em midcitos cardiacos em ratos Sham e
em ratos portadores de estenose adrtica, muito do aumento da expressao da FAK ocorre no
intersticio cardiaco, isto sugere que tal aumento de expressio da FAK no intersticio foi
devido a proliferacdo de fibroblastos cardiacos. Entretanto, neste modelo foi demonstrado
que a FAK também estaria aumentada em alguns midcitos cardiacos adjacentes as dreas de
fibrose, isto implica que a ativagcdo da FAK em midcitos cardiacos pode também contribuir
para deterioracdo de coracdes de ratos com sobrecarga cronica (DiMichele, L. et al. 2006).
Resultado similar também foi obtido em ventriculos esquerdos de camundongos
submetidos a sobrecarga cronica (Clemente, C.F. et al. 2007). Além disso, o aumento da
expressdo e atividade da FAK foi observado em amostras de células cardiacas obtidas de
cirurgia realizadas em individuos com regurgitacio mitral comparados com amostras de
coragdo transplantados (Lopes, M.M. et al. 2007). Nas amostras dos coracdes
transplantados a deteccdo da FAK foi quase que exclusivamente restrito aos midcitos
cardiacos, mas nas amostras de coragdes com insuficiéncia cardiaca a FAK estava
localizada preferencialmente no intersticio. A fibrose € caracterizada por deposicoes
excessivas de coldgeno e remodelamento de matriz extracelular que leva a falha organica e

a morte. O processo fibrético € o resultado de uma resposta aberrante para uma lesdo que
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induz a migragdo, proliferacdo e ativagdo de células mesenquimais com a geracdo de
miofibroblastos que tem papel chave na fibrogénese de tecido (Wynn, T.A. et al. 2007).
Assim, existe muito interesse tanto da clinica como da indudstria farmac€utica para
identificar mecanismos de inibi¢do da atividade de miofibroblastos ou de sua funcao.
Sabendo-se que a fibrose cardiaca € uma condi¢do importante para a disfucdo
cardiaca, houve a necessidade de investigar a resposta para o tratamento com o 4-BZLO
em modelo de fibrose cardiaca. No presente estudo os animais foram tratados de maneira
preventiva e curativa por 15 e 30 dias, no entanto ndo houve diferencas marcantes entre os
grupos citados acima. No grupo de animais coarctados observou um aumento do actimulo
de coldgeno em relacdo ao grupo sham, portanto, houve aumento da drea de fibrose
cardiaca nesses animais. No grupo coarctado e tratado com o 4-BZLO ocorreu uma
expressiva reducdo no acimulo de coldgeno, isto €, nesses animais o 4-BZLO foi capaz
reduzir a fibrose cardiaca. Esse resultado € bastante promissor, uma vez que a fibrose é uma
condicdo que provoca a perda da capacidade funcional do coracdo e, portanto, um novo

farmaco que consiga agir na reducdo da fibrose poderd melhorar o funcionamento do

coragdo em pacientes com insuficiéncia cardiaca.

4.6. Avaliacdo do 4-BZL.O em modelo de animal transgénco especifico

para FAK

Nosso laboratério desenvolveu camundongos transgénicos especificos para a FAK
que desenvolve moderada hipertrofia cardiaca (Clemente, C.F.M.Z. et al. 2011). Em tal
modelo, procurou-se determinar se a FAK sinaliza vias funcionais para o desenvolvimento
de hipertrofia cardiaca. Foi observado que moderado aumento na expressao da FAK induz a
modificacdes funcionais, estruturais e moleculares de uma concéntrica, mas compensada
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hipertrofia cardiaca. Consistente com este fenétipo, midcitos isolados de camundongos
transgénicos apresentavam um aumento da drea seccional cruzada, sem alteracdo no
comprimento, quando comparado com camundongos selvagens. Também com esse modelo,
evidéncias que efeitos pro-hipertréficos da FAK sdo comumente mediados por sinalizagdo
das vias AKT e mTOR foram demonstrados (Clemente, C.F.M.Z. et al. 2011). O modelo de
camundongos transgénico especifico para a FAK constatou que a resposta a sobrecarga
pressérica € preservada nos coragdes hipertréficos destes animais. Também ficou
evidenciado nos animais transgénicos para a FAK que a hipertrofia cardiaca requer
aumento da atividade da FAK (Clemente, CEFM.Z. et al. 2011). Assim, tal modelo
permitiu testar a eficiéncia do composto 4-BZLO para tratamento da hipertrofia cardiaca
induzida pela FAK. Parametros de ecocardiografia foram avaliados, como por exemplo, a
medida da espessura da parede do ventriculo esquerdo que se encontrava aumentada nos
animais transgénicos em relacdo ao selvagem e diminuida nos animais transgénicos
tratados com o 4-BZLO. Os parametros gravimétricos também foram avaliados. A relagio
do peso médio do ventriculo esquerdo sobre o peso médio corporal dos animais
transgénicos estava aumentada em relacdo ao selvagem e foi diminuida apds o tratamento
com 0 4-BZLO (Figura 32). Os resultados obtidos com os animais transgénicos especificos
para a FAK demonstraram que o 4-BZLO foi capaz de reduzir a hipertrofia cardiaca devido

a inibicdao da FAK nesses animais.
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5. SUMARIO
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O presente trabalho descreve uma nova quinazolina com capacidade de inibir a
quinase de adesdo focal (FAK). Para isso foi necessdrio o uso de estudos computacionais
que permitiram selecionar estruturas propostas para a sintese de maneira racional, portanto
houve economia de tempo e de dinheiro.

O composto 4-BZLO apresentou grau de pureza satisfatorio e apresentou absorcio
in vivo. Tal composto foi o que apresentou melhor resultado para inibir a atividade da FAK
em células (Flp-In) que superexpressam essa enzima. Além disso, 0 mesmo composto foi
capaz de inibir a atividade da FAK em aproximadamente 50% com 1nM em ensaio
enzimatico. O composto 4-BZLO também apresentou capacidade de inibir a FAK in vivo
nos animais tratados com esse composto.

0O 4-BZ1.0 apresentou resultados satisfatorios em teste de screening para diferentes
linhagens de células leucémicas e tumor sélido. A linhagem U87, que representa um
glioblastoma humano, foi uma das linhagens que mais sofreu influéncia do 4-BZLO no
teste de screening. O composto 4-BZLO inibiu a atividade da FAK nessa linhagem celular,
0 que pode sugerir que o resultado promissor no screening pode ser devido a inibi¢do da
atividade da FAK.

Em experimento de coarctacdo da aorta que leva a um aumento da massa cardiaca
(hipertrofia) e fibrose, os animais foram tratados com 4-BZLO de maneira curativa e
preventiva. Como resultado demonstramos que houve reducdo da hipertrofia e da fibrose
nos animais tratados, quando comparado aos animais controle. Finalmente, em
camundongos transgénicos que superexpressam a FAK em midcitos cardiacos
apresentaram hipertrofia cardiaca compensada e apods tratamento com 4-BZLO, houve

reducdo da hipertrofia cardiaca.
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5. CONCLUSAO
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Os resultados obtidos permitiram concluir que o composto quinazolina denominado

4-BZ1LO0 €é um bom candidato a farmaco como inibidor da FAK.
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Tabela 2. Lista das quinazolinas em relagdo ao cédlculo do Log P. Abaixo representacdo

esquemdtica do anel quinazolinico com as posicdes R1, R2, R3, R4 que foram substituidas

Ry
Ro N ﬁ
R3 AN
R4
Estrutura R1 R2 R3 R4 LogP
1 OMe H H 3-nitro-5-(trifluoromethyl)aniline 4,12
2 OMe H H 1,3-benzodioxol-5-amine 2,93
3 OMe H H 3,5bis(trifluoromethyl)aniline 5,06
4 OMe H H 3-(methylthio)aniline 3,93
5 OMe H H 4-(4-chlorophenoxy)aniline 5,41
6 OMe H H 4-(methylthio)aniline 3,93
7 OMe H H 4-(trifluoromethyl)aniline 4,18
8 OMe H H 4-[(4-nitrophenyl)thio]aniline 5,43
9 OMe H H 4-chloro-3-(trifluoromethyl)aniline 4,78
10 OMe H H 4-aminobenzenesulfonic acid 2,48
11 OMe H H 2-[(4-chlorophenyl)thio]aniline 6,09
12 OMe H H 3-(difluoromethoxy)benzene-1,2-diamine 4,07
13 OMe H H 2-(methylthio)aniline 3,93
14 OMe H H 2-(phenylsulfonyl)aniline 4,26
15 OMe H H 2-(phenylthio)aniline 5,49
16 OMe H H 2-methoxyaniline 4,73
17 OMe H H 2-(trifluoromethyl)aniline 4,18
18 OMe H H 3-(1,1,2,2-tetrafluoroethoxy)aniline 4,46
19 OMe H H 1-(3-aminophenyl)ethanol 2.95
20 OMe H H 3-(difluoromethoxy)aniline 4,10
21 OMe H H 3-methoxyaniline 4,73
22 OMe H H 3-(trifluoromethyl)aniline 4,18
23 OMe H H 1-(4-aminophenyl)ethanol 2,95
24 OMe H H 4-(2-aminoethyl)aniline 2,72
25 OMe H H 4-(4-bromophenoxy)aniline 5,57
26 OMe H H 4-(4-fluorophenoxy)aniline 4,94
27 OMe H H 4-(4-nitrophenoxy)aniline 4,20
28 OMe H H 4-(difluoromethoxy)aniline 4,07
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29 OMe H H 4-(hexyloxy)aniline 5,36
30 OMe H H 4-(pentyloxy)aniline 491
31 OMe H H 4-(trifluoromethoxy)aniline 4,73
32 OMe H H 4-[(trifluoromethyl)sulfonyl]aniline 4,25
33 OMe H H 4-[(trifluoromethyl)thio]aniline 5,27
34 OMe H H 2,3,5,6-tetrafluoro-4- 4,75
(trifluoromethyl)aniline
35 OMe H H 2,4-dichloro-6-(trifluoromethyl)aniline 5,39
36 OMe H H 2,5-bis(trifluoromethyl)aniline 4,66
37 OMe H H 2,6-dibromo-4-methoxyaniline 5,87
38 OMe H H 2,6-dibromo-4-(trifluoromethyl)aniline 5,32
39 OMe H H 2,6-dichloro-4-(trifluoromethoxy)aniline 5,54
40 OMe H H 2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)aniline 4,99
41 OMe H H (2-aminophenyl)methanol 2,53
42 OMe H H 2-bromo-4-(trifluoromethoxy)aniline 5,50
43 OMe H H 2-bromo-4-(trifluoromethyl)aniline 4,95
44 OMe H H 2-bromo-4-chloro-6- 5,55
(trifluoromethyl)aniline
45 OMe H H 2-bromo-5-(trifluoromethyl)aniline 4,95
46 OMe H H 2-bromo-6-chloro-4- 5,55
(trifluoromethyl)aniline
47 OMe H H 2-bromo-6-nitro-4-(trifluoromethyl)aniline 6,19
48 OMe H H 2-chloro-4-(trifluoromethoxy)aniline 5,34
49 OMe H H 2-chloro-4-(trifluoromethyl)aniline 4,78
50 OMe H H 4-bromo-2-chloro-6- 6,11
(trifluoromethoxy)aniline
51 OMe H H 2-chloro-6-(trifluoromethyl)aniline 4,78
52 OMe H H 2-chloro-6-nitro-4-(trifluoromethyl)aniline 6,02
53 OMe H H 2-fluoro-3-(trifluoromethyl)aniline 4,32
54 OMe H H 2-fluoro-6-(trifluoromethyl)aniline 4,32
55 OMe H H 2-fluoro-5-(trifluoromethyl)aniline 4,32
56 OMe H H 2-methoxy-5-(trifluoromethyl)aniline 4,02
57 OMe H H 2-methyl-3-(trifluoromethyl)aniline 4,69
58 OMe H H 2-morpholin-4-ylaniline 3,19
59 OMe H H 2-nitro-5-(propylthio)aniline 5,95
60 OMe H H 2-nitro-6-(trifluoromethyl)aniline 5,42
61 OMe H H (3-aminophenyl)methanol 2.53
62 OMe H H 3-chloro-4-(4-chlorophenoxy)aniline 6,01
63 OMe H H 3-methoxy-5-(trifluoromethyl)aniline 4,02
64 OMe H H 4-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)aniline 2,77
65 OMe H H 4-(1H-imidazol-1-yl)aniline 3,03
66 OMe H H 4-(6-methyl-1,3-benzothiazol-2-yl)aniline 5,90
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67 OMe H H | 4-(3-thienyl)aniline 473
68 OMe H H 4-(2-thienyl)aniline 4,73
69 OMe H H tert-butyl (4-aminobenzyl)carbamate 3,92
70 OMe H H (4-aminophenyl)methanol 2,53
71 OMe H H 4-bromo-2-(trifluoromethoxy)aniline 4,88
72 OMe H H 4-bromo-2-(trifluoromethyl)aniline 4,95
73 OMe H H 4-bromo-2-chloro-6- 5,55
(trifluoromethyl)aniline
74 OMe H H 4-bromo-3-(trifluoromethyl)aniline 4,95
75 OMe H H 4-chloro-2-(trifluoromethyl)aniline 5,02
76 OMe H H 4-fluoro-2-(trifluoromethyl)aniline 4,32
77 OMe H H 4-fluoro-3-(trifluoromethyl)aniline 4,32
78 OMe H H 4-methyl-3-(trifluoromethyl)aniline 4,69
79 OMe H H 4-nitro-2-(trifluoromethyl)aniline 4,12
80 OMe H H 4-nitro-2-(trifluoromethyl)aniline 4,12
81 OMe H H ethyl (4- 3,44
aminobenzyl)(methoxymethyl)phosphinate
82 OMe H H N,N-dimethylbenzene-1,3-diamine 3,41
83 OMe H H N,N-dimethylbenzene-1,4-diamine 3,41
84 OMe H H tert-butyl (4-aminophenyl)carbamate 4,78
85 OMe H H 2-[(4-chlorophenyl)thio]aniline 6,09
86 OMe H H 2-(difluoromethoxy)aniline 4,07
87 OMe H H 2-(methylthio)aniline 3,93
88 OMe H H 2-(phenylsulfonyl)aniline 4,26
89 OMe H H 2-(trifluoromethoxy)aniline 4,73
90 OMe H H 2,2'-dithiodianiline 5,07
91 OMe H H 3,5-diethoxyaniline 3,70
92 OMe H H 2,3-dichloroaniline 4,51
93 OMe H H 2,4-dimethoxyaniline 2.99
94 OMe H H 2,4-dimethylaniline 4,33
95 OMe H H 2,5-difluoroaniline 3,59
96 OMe H H 2,5-dimethoxyaniline 2,99
97 OMe H H 2,5-dimethylaniline 4,33
98 OMe H H 2-(4-chlorophenoxy)aniline 6,02
99 OMe H H 2-bromoaniline 4,42
100 OMe H H 2-ethylaniline 4,26
101 OMe H H 2-phenoxyaniline 4,80
102 OMe H H 3,4-dimethoxyaniline 2.99
103 OMe H H 3,3"-sulfonyldianiline 3,43
104 OMe H H 3-chloro-4-fluoroaniline 4,05
105 OMe H H 4,4'-thiodianiline 4,70
106 OMe H H 4,4'-methylenedianiline 4,56
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107 OMe H H 4,4'"-ethane-1,2-diyldianiline 5,01
108 OMe H H | 44-oxydianiline 4.49
109 OMe H H 4-aminobenzonitrile 3.16
110 OMe H H biphenyl-4-amine 4,95
111 OMe H H 4,4'-sulfonyldianiline 3,43
112 OMe H H 4-butoxyaniline 4,47
113 OMe H H 4-chloro-2,5-dimethoxyaniline 3.59
114 OMe H H 4-ethoxyaniline 3,50
115 OMe H H 4-propylaniline 4,26
116 OMe H H 4-isopropylaniline 4,55
117 OMe H H 4-phenoxyaniline 5,41
118 OMe H H 5-chloro-2,4-dimethoxyaniline 3.59
119 OMe H H 4-aminobenzenesulfonamide 1,91
120 OMe H H methyl 4-aminobenzoate 3,31
121 OMe H H 2-(4-aminophenyl)ethanol 2,82
122 OMe H H N-(3-aminophenyl)acetamide 2,54
123 OMe H H N-(4-aminophenyl)acetamide 2,54
124 OMe H H 4-morpholin-4-ylaniline 3,19
125 OMe H H ethyl 4-aminobenzoate 3,66
126 OMe H H butyl 4-aminobenzoate 4,63
127 OMe H H ethyl 3-aminobenzoate 3,66
128 OMe H H 3-amino-N,N-diethyl-4- 2.91
methoxybenzenesulfonamide
129 OMe H H methyl 2-aminobenzoate 4,61
130 OMe H H N,N-diethylbenzene-1,4-diamine 4,12
131 OMe H H N-phenylbenzene-1,4-diamine 4,74
132 OMe H H N-(4-amino-2,6- 5,08
dimethoxyphenyl)benzamide
133 OMe H H 3,4,5-trimethoxyaniline 3,29
*134 H OMe OMe | 4-(benzyloxy)aniline 3.92
135 Cl H H 4-(benzyloxy)aniline 3.92
136 Cl H H 3,4,5-trimethoxyaniline 3,91
137 H OMe OMe | 3,4,5-trimethoxyaniline 2.90
138 Cl H H 4.,4'-sulfonyldianiline 4,20
139 H OMe OMe | 4,4-sulfonyldianiline 3,19
140 OMe H H 4-propylaniline 4,70
*4-BZ1LO
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Tabela 3. Estruturas das quinazolinas e o resultado do cdlculo de Docking molecular para a
FAK. Abaixo representacdao esquemdtica do anel quinazolinico com as posi¢des R1, R2,

R3, R4 que foram substituidas.

R
R, Nﬁ
R3 AN
R4
Estrutura R1 R2 R3 R4 Docking(Kcal/mol)
1 OMe H H 3-nitro-5-(trifluoromethyl)aniline -106,75
2 OMe H H 1,3-benzodioxol-5-amine - 98,97
3 OMe H H 3-(methylthio)aniline - 99,04
4 OMe H H 4-(methylthio)aniline -97,62
5 OMe H H 4-(trifluoromethyl)aniline -107,02
6 OMe H H 4-chloro-3-(trifluoromethyl)aniline -107,12
7 OMe H H 4-aminobenzenesulfonic acid -114,48
8 OMe H H 3-(difluoromethoxy)benzene- 1,2-diamine - 106,32
9 OMe H H 2-(methylthio)aniline - 99,96
10 OMe H H 2-(phenylsulfonyl)aniline - 135,11
11 OMe H H 2-methoxyaniline -109,12
12 OMe H H 2-(trifluoromethyl)aniline - 104,60
13 OMe H H 3-(1,1,2,2-tetrafluoroethoxy)aniline - 112,27
14 OMe H H 1-(3-aminophenyl)ethanol - 106,60
15 OMe H H 3-(difluoromethoxy)aniline -111,56
16 OMe H H 3-methoxyaniline - 118,96
17 OMe H H 3-(trifluoromethyl)aniline - 107,02
18 OMe H H 1-(4-aminophenyl)ethanol -102,45
19 OMe H H 4-(2-aminoethyl)aniline - 116,91
20 OMe H H 4-(4-fluorophenoxy)aniline - 118,99
21 OMe H H 4-(4-nitrophenoxy)aniline - 137,72
22 OMe H H 4-(difluoromethoxy)aniline - 104,69
23 OMe H H 4-(pentyloxy)aniline - 106,20
24 OMe H H 4-(trifluoromethoxy)aniline - 106,10
25 OMe H H 4-[(trifluoromethyl)sulfonyl]aniline - 112,85
26 OMe H H 2,3,5,6-tetrafluoro-4-(trifluoromethyl)aniline - 103,50
27 OMe H H 2,5-bis(trifluoromethyl)aniline - 116,89
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28 OMe H H 2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)aniline - 104,77
29 OMe H H (2-aminophenyl)methanol - 98,72
30 OMe H H 2-bromo-4-(trifluoromethyl)aniline - 99,77
31 OMe H H 2-bromo-5-(trifluoromethyl)aniline - 112,61
32 OMe H H 2-chloro-4-(trifluoromethyl)aniline - 113,69
33 OMe H H 2-chloro-6-(trifluoromethyl)aniline - 104,29
34 OMe H H 2-fluoro-3-(trifluoromethyl)aniline -111,58
35 OMe H H 2-fluoro-6-(trifluoromethyl)aniline - 98,53
36 OMe H H 2-fluoro-5-(trifluoromethyl)aniline - 110,37
37 OMe H H 2-methoxy-5-(trifluoromethyl)aniline - 111,26
38 OMe H H 2-methyl-3-(trifluoromethyl)aniline - 111,81
39 OMe H H 2-morpholin-4-ylaniline - 106,33
40 OMe H H (3-aminophenyl)methanol - 102,66
41 OMe H H 3-methoxy-5-(trifluoromethyl)aniline - 116,72
42 OMe H H 4-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)aniline -132,91
43 OMe H H 4-(1H-imidazol-1-yl)aniline - 105,40
44 OMe H H 4-(3-thienyl)aniline -111,98
45 OMe H H 4-(2-thienyl)aniline -111,79
46 OMe H H tert-butyl (4-aminobenzyl)carbamate - 123,66
47 OMe H H (4-aminophenyl)methanol - 101,63
48 OMe H H 4-bromo-2-(trifluoromethoxy)aniline -112,07
49 OMe H H 4-bromo-3-(trifluoromethyl)aniline - 115,45
50 OMe H H 4-fluoro-2-(trifluoromethyl)aniline - 101,06
51 OMe H H 4-fluoro-3-(trifluoromethyl)aniline - 116,94
52 OMe H H 4-methyl-3-(trifluoromethyl)aniline - 105,57
53 OMe H H 4-nitro-2-(trifluoromethyl)aniline - 98,55
54 OMe H H 4-nitro-2-(trifluoromethyl)aniline - 103,94
55 OMe H H ethyl (4- -118,15
aminobenzyl)(methoxymethyl)phosphinate
56 OMe H H N,N-dimethylbenzene-1,3-diamine -96,73
57 OMe H H N,N-dimethylbenzene-1,4-diamine -99,83
58 OMe H H tert-butyl (4-aminophenyl)carbamate - 118,85
59 OMe H H 2-(difluoromethoxy)aniline - 106,32
60 OMe H H 2-(methylthio)aniline - 99,96
61 OMe H H 2-(phenylsulfonyl)aniline - 135,11
62 OMe H H 2-(trifluoromethoxy)aniline -109,12
63 OMe H H 3,5-diethoxyaniline -113,88
64 OMe H H 2,3-dichloroaniline - 99,60
65 OMe H H 2,4-dimethoxyaniline -94,63
66 OMe H H 2,4-dimethylaniline -90,41
67 OMe H H 2,5-difluoroaniline -91,55
68 OMe H H 2,5-dimethoxyaniline -97,20
69 OMe H H 2,5-dimethylaniline - 100,92
70 OMe H H 2-bromoaniline -95,76
71 OMe H H 2-ethylaniline - 99,82
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72 OMe H H 2-phenoxyaniline - 113,14
73 OMe H H 3,4-dimethoxyaniline -103,70
74 OMe H H 3,3"-sulfonyldianiline - 131,47
75 OMe H H 3-chloro-4-fluoroaniline - 98,07
76 OMe H H 4,4'-thiodianiline - 135,36
77 OMe H H 4,4"-methylenedianiline - 119,06
78 OMe H H 4,4'-oxydianiline - 133,21
79 OMe H H 4-aminobenzonitrile - 105,26
80 OMe H H biphenyl-4-amine -112,02
81 OMe H H 4,4'-sulfonyldianiline - 139,61
82 OMe H H 4-butoxyaniline -106,20
83 OMe H H 4-chloro-2,5-dimethoxyaniline - 105,63
84 OMe H H 4-ethoxyaniline - 107,52
85 OMe H H 4-propylaniline - 108,37
86 OMe H H 4-isopropylaniline -97,03
87 OMe H H 5-chloro-2,4-dimethoxyaniline -97,70
88 OMe H H 4-aminobenzenesulfonamide -112,27
89 OMe H H methyl 4-aminobenzoate - 101,65
90 OMe H H 2-(4-aminophenyl)ethanol - 105,53
91 OMe H H N-(3-aminophenyl)acetamide - 106,49
92 OMe H H N-(4-aminophenyl)acetamide - 98,11
93 OMe H H 4-morpholin-4-ylaniline - 108,88
94 OMe H H ethyl 4-aminobenzoate -109,79
95 OMe H H butyl 4-aminobenzoate -112,84
96 OMe H H ethyl 3-aminobenzoate -111,81
97 OMe H H 3-amino-N,N-diethyl-4- - 125,03
methoxybenzenesulfonamide
98 OMe H H methyl 2-aminobenzoate -106,34
99 OMe H H N,N-diethylbenzene-1,4-diamine -101,28
100 OMe H H N-phenylbenzene-1,4-diamine - 118,43
101 H OMe | OMe | 4-morpholine-4-aniline - 131,26
102 OMe H H 3,4,5-trimethoxyaniline -112,15
*103 H OMe | OMe | 4-(benzyloxy)aniline - 139,93
104 Cl H H 4-(benzyloxy)aniline - 130,81
105 Cl H H 3.,4,5-trimethoxyaniline - 118,43
106 H OMe | OMe | 3,4,5-trimethoxyaniline - 116,33
107 Cl H H 4,4'-sulfonyldianiline - 126,21
108 H OMe | OMe | 4,4'-sulfonyldianiline - 141,09
109 OMe H H 4-propylaniline - 102,75
*4-BZ1L.O
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Tabela 4. Avaliacao in silico da farmacocinética dos 28 compostos selecionados.

Taxa absor¢do =

Taxa absor¢do =

Parametros 8Cl-4- 6,7-OMe-3’- 8Cl-3,4,5- 6,7-Dimetoxi-4,5-
(benzyloxy)aniline BZLO trimethoxyaniline | trimethoxyaniline
Biodisponibilidade 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70%
Oral
Absorcao passiva Alta (Pe jejuno = | Alta (Pejejuno= | Alta (Pe jejuno = Média (Pe jejuno
5.60E-4). 6.25E-4). 6.05E-4). = 038E-4)

Taxa absor¢do =

Taxa absor¢do =

0,100min™ 0,100min™ 0,150min™
0,100min™
%PPB* 98,11% 99,49% 99,33% 97,19%
Vd* 2,54L/Kg 2,98L/Kg 2,81 L/Kg 2,75 L/IKg
pKa 2,60 2,60 2,60 2,60
Log P 4,33 3,90 3,90 2,77
Solubilidade em Log SW =-473 Log SW =-5,22 Log SW =-5,32 Log SW =-3,67
agua pura
Insoldvel Insolavel Insoldvel Insoldvel
Inibidor seletivo N4o inibidor Nao Inibidor Naéo Inibidor Naéo inibidor
Pglicoproteina
Teste AMES 0,210 0,111 0,111 0,177
Probabilidade de S. Cardiovascular | S. Cardiovascular | S. Cardiovascular | S. Cardiovascular,
efeitos na saide TGI* TGI* TGI* TGI e rins
Toxicidade aguda 1100mg/Kg 530mg/Kg 650 mg/Kg 880mg/Kg
(DLsy Mouse) dose
oral
Toxicidade aguda 690mg/Kg 420mg/Kg 530 mg/Kg 1100mg/Kg
(DLs, Rat) dose
oral
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Parametros 2- 3- 4-(2- 4-(4-
(phenylsulfonyl)aniline | methoxyaniline | aminoethyl)aniline | fluorophenoxy)aniline
Biodisponibilidade 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70%
Oral
Absorcao passiva | Alta (Pe jejuno = 5.80E- | Alta (Pe jejuno Alta (Pe jejuno = Média (Pe jejuno =
4). =6.75E-4). 6.10E-4). 7.5E-4)

Taxa absor¢do =

Taxa absorc¢do

Taxa absor¢do

Taxa absorc¢do =

0,080min™ =0,100min™" =0,100min" 0,100min™
%PPB* 97,00% 98,57% 99,66% 98,19%
Vd* 2,18L/Kg 2,72L/Kg 3,81L/Kg 1,24 L/Kg
pKa 2,60 2,60 2,60 2,60
Log P 4,03 3,70 3,90 3,87
Solubilidade em Log SW =-4,73 Log SW =-4,22 Log SW =-2,32 Log SW = -3,67
agua pura
Insolavel Insolavel Insolavel Insoldvel
Inibidor seletivo Naio inibidor Naio Inibidor Nao Inibidor Nao inibidor
Pglicoproteina
Teste AMES 0,117 0,115 0,105 0,177
Probabilidade de S. Cardiovascular S. S. Cardiovascular S. Cardiovascular, TGI
efeitos na saide Cardiovascular TGI* e rins
TG TGI*
Toxicidade aguda 700mg/Kg 630mg/Kg 650 mg/Kg 880mg/Kg
(DLsy Mouse) dose
oral
Toxicidade aguda 640mg/Kg 520mg/Kg 420 mg/Kg 900mg/Kg
(DLs5y Rat) dose
oral
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Taxa absor¢do =

Taxa absorc¢do =

Parametros 4-(4- 2,5- 3-methoxy-5- 4-(1H-1,2,4-
nitrophenoxy) bis(trifluoromethyl) (trifluoromethyl) triazol-1-
ylmethyl)anilin
aniline aniline aniline e
Biodisponibilidade 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70%
Oral
Absorcao passiva Alta (Pe jejuno = Alta (Pe jejuno = Alta (Pe jejuno = Média (Pe
5.60E-4). 6.25E-4). 6.05E-4). jejuno = 038E-
4)

Taxa absor¢do =

0,085min'1 0,O6Omin'1 Taxa absor¢do =
0,100min™ 0,090min™
%PPB* 92,13% 94,49% 97.47% 97,29%
Vd* 1,34L/Kg 3,38L/Kg 1,81 L/Kg 4,27 L/Kg
pKa 2,60 2,60 2,60 2,60
Log P 3,33 3,70 3,90 3,77
Solubilidade em Log SW =-5,73 Log SW =-4,22 Log SW =-3,32 Log SW =-1,67
agua pura
Insoldvel Insolavel Insoldvel Insoldvel
Inibidor seletivo Naio inibidor Nao Inibidor Naio Inibidor Naio inibidor
Pglicoproteina
Teste AMES 0,521 0,411 0,511 0,587
Probabilidade de S. Cardiovascular S. Cardiovascular S. Cardiovascular S.
efeitos na saide TGI* TGI* TGI* Cardiovascular
TGI
Toxicidade aguda 470mg/Kg 330mg/Kg 350 mg/Kg 480mg/Kg
(DLso Mouse) dose
oral
Toxicidade aguda 960mg/Kg 540mg/Kg 570 mg/Kg 1800mg/Kg
(DLs, Rat) dose
oral
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Parametros tert-butyl (4- 4-bromo-3- 4-fluoro-3- ethyl (4-
aminobenzyl) (trifluoromethyl) (trifluoromethyl) | aminobenzyl)(met
hoxymethyl)phos
carbamate aniline aniline phinate
Biodisponibilidade 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70%
Oral
Absorcao passiva Alta (Pe jejuno = Alta (Pe jejuno = Alta (Pe jejuno = Média (Pe jejuno =
6.50-4). 6.25E-4). 5.06E-4). 3.80E-4)
Taxa absorcdo = Taxa absor¢do = Taxa absorcédo = Taxa absorcdo =
0,010min” 0,100min™" 0,050min™'
0,100min™"
% PPB* 95,15% 97,69% 99,83% 96,89%
vd* 3,54L/Kg 3,98L/Kg 2,82 L/Kg 3,70 L/Kg
pKa 2,60 2,60 2,60 2,60
Log P 3,33 2,90 2,90 3,88
Solubilidade em Log SW =-3,73 Log SW =-4,22 Log SW =-4,32 Log SW =-2,67
agua pura
Insolivel Insoluvel Insoluvel Insoluvel
Inibidor seletivo Nao inibidor Nao Inibidor Nao Inibidor Nio inibidor
Pglicoproteina
Teste AMES 0,110 0,211 0,211 0,577
Probabilidade de S. Cardiovascular S. Cardiovascular S. Cardiovascular S. Cardiovascular,
efeitos na saide TGI* TGI* TGI* TGI
Toxicidade aguda 360mg/Kg 370mg/Kg 560 mg/Kg 380mg/Kg
(DLsy Mouse) dose
oral
Toxicidade aguda 1290mg/Kg 920mg/Kg 1250 mg/Kg 1400mg/Kg
(DLs, Rat) dose
oral
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Parametros

Taxa absorc¢do =

Taxa absor¢do =

tert-butyl 2- 3,3'- 4,4'-
(phenylsulfonyl)aniline | sulfonyldianiline thiodianiline
(4-aminophenyl)
carbamate
Biodisponibilidade 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70%
Oral
Absorcao passiva Alta (Pe jejuno = | Alta (Pe jejuno = 7.25E- | Alta (Pe jejuno = | Média (Pe jejuno
6.60E-4). 4). 5.05E-4). =4,.78E-4)

Taxa absor¢do =

Taxa absorc¢do =

0,100min™ 0,100min™ 0,005min™
0,100min™
% PPB* 98,49% 96,79% 99,19% 97,19%
vd* 1,54L/Kg 1,98L/Kg 3,81 L/Kg 3,27 L/Kg
pKa 2,60 2,60 2,60 2,60
Log P 4,33 4,90 4,90 2,17
Solubilidade em Log SW =-5,22 Log SW =-5,67 Log SW=-432 | Log SW =-4,90
agua pura
Insoldvel Insolivel Insolivel Insolavel
Inibidor seletivo Naio inibidor Naio Inibidor Naio Inibidor Nao inibidor
Pglicoproteina
Teste AMES 0,210 0,111 0,111 0,577
Probabilidade de S. Cardiovascular | S. Cardiovascular TGI* | S. Cardiovascular S.
efeitos na saide TGI* e rins TGI* Cardiovascular,
TGI
Toxicidade aguda 430mg/Kg 330mg/Kg 450 mg/Kg 470mg/Kg
(DLsy Mouse) dose
oral
Toxicidade aguda 990mg/Kg 620mg/Kg 930 mg/Kg 1200mg/Kg
(DLs, Rat) dose
oral
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Parametros 4,4'- 4,4'-oxydianiline 4,4'- 3-amino-N,N-
methylenedianiline sulfonyldianiline diethyl-4-
methoxybenzen
esulfonamide
Biodisponibilidade > 70% 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70%
Oral
Absorcao passiva Alta (Pe jejuno = Alta (Pe jejuno = Alta (Pe jejuno = Média (Pe
5.25E-4). 6.60E-4). 6.75E-4). jejuno = 6.05
Taxa absor¢do = Taxa absor¢do = Taxa absor¢do = E-4)
0,010min" 0,005min”
0,100min”" Taxa absor¢do =
0,100min"
%PPB* 97,49% 96,11% 97,33% 99,19%
vd* 3,54L/Kg 4,98L/Kg 4,81 L/Kg 3,27 L/IKg
pKa 2,70 2,70 2,60 2,60
Log P 4,33 4,35 3,90 3,77
Solubilidade em Log SW =-3,22 Log SW =-4,73 Log SW =-3,67 Log SW =-4,57
agua pura
Insoluvel Insoluvel Insoluvel Insolivel
Inibidor seletivo Nao inibidor Nao Inibidor N3ao Inibidor Nao inibidor
Pglicoproteina
Teste AMES 0,110 0,321 0,321 0,677
Probabilidade de S. Cardiovascular S. Cardiovascular S. Cardiovascular S.
efeitos na satde TGI* TGI* TGI* Cardiovascular,
TGI
Toxicidade aguda 330mg/Kg 410mg/Kg 350 mg/Kg 480mg/Kg
(DLsy Mouse) dose
oral
Toxicidade aguda 890mg/Kg 920mg/Kg 830 mg/Kg 1240mg/Kg
(DLs, Rat) dose
oral
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Parametros N- 4-morphline-4-aniline | 6,7-Dimetoxi-4,4'- 8Cl-4,4'-
phenylbenzene- sulfonyldianiline | sulfonyldiani
1,4-diamine line
Biodisponibilidade >70% 30% e 70% 30% e 70% 30% e 70%
Oral
Absorcao passiva Alta (Pe jejuno = Alta (Pe jejuno = Alta (Pe jejuno = Média (Pe
5.60E-4). 6.25E-4). 6.05E-4). jejuno =
038E-4)
Taxa absor¢do = Taxa absor¢do = Taxa absor¢do =
0,100min™" 0,100min™" Taxa
O,lOOmin'1 absor¢do =
0,005min™
%PPB* 98,11% 99,49% 99,33% 97,19%
vd* 6,54L/Kg 2,98L/Kg 4,81 L/Kg 1,27 L/IKg
pKa 2,60 2,60 2,60 4,60
Log P 4,33 3,90 3,90 1,77
Solubilidade em Log SW =-4,73 Log SW =-5,22 Log SW =-5,32 Log SW = -
agua pura 3,67
Insoldvel Insolivel Insolivel
Insoltvel
Inibidor seletivo Nao inibidor Nao Inibidor Nao Inibidor Nio inibidor
Pglicoproteina
Teste AMES 0,210 0,111 0,111 0,377
Probabilidade de S. Cardiovascular S. Cardiovascular S. Cardiovascular S.
efeitos na saude TGI* TGI* TGI* Cardiovascul
ar, TGI e rins
Toxicidade aguda 490mg/Kg 530mg/Kg 450 mg/Kg 680mg/Kg
(DLsy Mouse) dose
oral
Toxicidade aguda 1090mg/Kg 920mg/Kg 1530 mg/Kg 1800mg/Kg
(DLs, Rat) dose
oral
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*PPB — percentual que o composto se liga a proteina plasmatica humana.
*Vd — volume de distribuigdo.
*TGI - trato géstrico intestinal.

6,7-OMe-4-BZLO (4-BZLO)
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Tabela S. Quinazolinas selecionadas para sintese.

R
R N
2 ﬁ
=N
R3
R4
Estrutura R1 R2 R3 R4 Docking(Kcal/mol)
1 H OMe | OMe | 4,4'-sulfonyldianiline -141,09
2 H OMe | OMe | 4-(benzyloxy)aniline - 139,93
3 Cl H H 4-(benzyloxy)aniline -130,88
4 H OMe | OMe | 4-morpholine-4-aniline -135,11
5 Cl H H 3,4,5-trimethoxyaniline -118,43
6 H OMe | OMe | 3.4,5-trimethoxyaniline -116,33
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Certificamos que o Protocolo n° 2186-1, sobre "Novas guinazolinas 2,4.8-

substituidas com poltencial de inibicdo da quinase de adesio focal (Fak)",
sob a responsabilidade de Prof. Dr. Kleber Gomes Franchini / Jodo Eustaquio
Antunes, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal

adotados pelo Colegio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA/Unicamp em 05 de

julho de 2010.
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CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 2186-1, entitled " " isin
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on July 5, 2010.

Cam inas, 05 de julho de 2010.

Aot %,%/ 4& ey

Prof. E{ Stephen Fatima Alonsg//
Vice-Presidente Secretaria Executiva




