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Resumo

Este projeto tem a finalidade de analisar as caracteristicas toxicoldgicas de novos
compostos quinazolinicos, que foram sintetizados recentemente no Instituto de Quimica-
UNICAMP. Uma série de derivados de 4-fenilamino quinazolinas foi sintetizada como
potentes inibidores da proteina quinase e sua citotoxicidade foi demonstrada através de
técnicas de Inibicdo de Crescimento de 50% da populacdo celular, onde procuramos
estabelecer alguns efeitos bioldgicos desses novos compostos quinazolinicos, através de
cultura de células PC12 e de cultura de células tumorais humanas, recomendadas pelo NCI
(The U.S. National Cancer Institute) para ensaios anti-proliferiativos para estudos do
cancer. A utilizagdo da metodologia de “docking molecular” nos levou ao descobrimento
do sitio de acdo dos compostos quinazolinicos em células tumorais de mama (MCF07).

Estudos com camundongos foram realizados, utilizando a metodologia
recomendada pela OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development),
para determinacdo in vivo da toxicidade aguda pelos compostos quinazolinicos,
descrevendo os efeitos causados pelas diferentes concentracdes dos compostos
quinazolinicos em estudo aplicadas aos animais.

Através da Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H)
pode-se identificar o metabdlito final das catecolaminas, o dcido homovanilico em urina,
escolhido por ser um composto que aparece em grandes concentragdes na urina e por ser de

excelente precisdo diagndstica em algumas doencas neuroldgicas.
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Abstract

This project aims to analyze the toxicological characteristics of new quinazoline
compounds, which were summarized recently in the Institute of Chemistry-UNICAMP.
The compound 4-phenylamino quinazoline was synthesized as a potent inhibitor of protein
kinase and its cytotoxicity was demonstrated by an inhibitory activity on growth of human
tumor cell lines. Through techniques of 50% Growth Inhibition of cell lines we provide
some biological effects of these new quinazoline compounds through PC12 cell culture and
culture of human tumor cells, as recommended by the NCI (The U.S. National Cancer
Institute) for testing anti-proliferative for studies of cancer. The use of the methodology of
"molecular docking" has led to the discovery the binding site of action of quianzoline
compounds in breast tumor cells (MCFO7).

Studies with mice were performed, using the methodology recommended by the
OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development), to determine in vivo
toxicity of the quinazoline compounds, describing the effects caused by different
concentrations of quinazoline compounds under study applied to animals.

Through the Nuclear Magnetic Resonance Spectrometry of Hydrogen (*H) was able
to identify the final metabolite of catecholamines, the acid in urine homovanilico, chosen to
be a compound that appears in high concentrations in urine and to be an excellent

diagnostic marker in some neurological diseases.
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S")A Toxicidade de compostos quinazolinicos e identificagdo do HVA por RMN de Hidrogénio ('H).
1. Intoducio.

Os compostos quinazolinicos fazem parte de uma das estruturas mais fascinantes no
campo do descobrimento de novos farmacos por apresentarem uma série de substituintes!.
A quinazolina é uma 1,3-benzodiazina e possuem derivados que podem ser encontrados na
natureza (vasicina, evodiamina, febrifugina, etc). Sdo compostos fisiologicamente ativos,
porém pouco usados terapeuticamente?. A quinazolina possui estrutura semelhante as bases
pirimidicas (uracila, timina e citosina) presentes nos dcidos nucléicos3. Algumas
quinazolinas sdo conhecidas como agentes anti-maldricos®, como neurotoxinas, hipnéticos,
diuréticos, algumas também possuem atividade contra parasitas sanguineos, anestésicos
locais® e agentes anti-neopldsicos, inibidores da proteina Tirosina Quinase do Fator de
Crescimento Epidérmico6'8. Esses compostos podem apresentar uma variedade de
substituintes como, como mostra a estrutura abaixo (Figura 1):

R1
~N

B

N R

Figura 1. Quinazolina. Ry =H ou CHs e R> = Alquila'.

Os compostos quinazolinicos que foram usados nesta pesquisa (Figura 2) para
avaliacdo tdxica in vitro e in vivo foram sintetizados no Instituto de Quimica (IQ-

UNICAMP) e fornecidos pelo Prof. Dr. Roberto Rittner
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S")A Toxicidade de compostos quinazolinicos e identificagdo do HVA por RMN de Hidrogénio ('H).

A introdu¢d@o no mercado de novas drogas, cosméticos, aditivos de alimentos e
outras substancias, exige que as mesmas passem por extensivos testes de toxicidade antes

de obterem autorizacdo para sua comercializagéog.

R = N(CHg)s, Br, CHs e H.

6,7 — Metilenodidxi-4-[3’-(R)-fenil] aminoquinazolina
|

Figura 2. Compostos quinazolinicos sintetizados no IQ-UNICAMP'®",

No decorrer da vida, nosso material genético pode sofrer mutacdes que sdo causadas
por erros que ocorrem no momento da duplicacio do DNA. Exposicdo direta a agentes
mutagénicos ou fatores de risco como radiacdo ionizante, raios UV, substancias quimicas,
além de infec¢des por microrganismos, também podem alterar a seqiiéncia do DNA,
favorecendo o aparecimento de mutacdes no organismo. Muitas dessas mutagdes podem
passar despercebidas, porém, alguns genes especificos quando sofrem mutag¢des contribuem
para o crescimento exacerbado de células, promovendo a formacdo de massas celulares

(tumores) que se infiltram em diversos locais do organismo.

Atualmente, o tratamento desses individuos consiste por meio de diferentes terapias

isoladas ou combinadas entre si, de forma a melhorar a qualidade de vida e prolongar a
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sobrevida desses pacientes. Porém, tendo em vista que além da doenga, o tratamento

P (- . . 12
quimioterapico resulta em vérios efeitos colaterais “.

Um dos tratamentos mais usados contra o cincer € a quimioterapia antineoplésica,
método que pode ser aplicado isoladamente ou em associacdo com outro método, como a
radioterapia. Na quimioterapia se utilizam compostos quimicos especificos para inibir o

. . - 13 . < .~ ~
crescimento e proliferacdo celular °. Devido as projecdes para o aumento de cancer nos
proximos anos, nao sé no Brasil (Tabela 1), mas em todo mundo, o uso e o

. e . ;- z 2 . 14,1
desenvolvimento de novos quimioterdpicos também se elevara proporcionalmente ™ ’,

Tabela 1. Estimativa de casos de céancer no Brasil, valida também para 2009.

Localizagao Primaria Estimativa de casos novos
Neoplasia Maligna Masculino  Feminino Total
Prostata 49530 - 49.530
Mama Feminina - 49,400 49.400
Traguéia, Bringuio & Pulman 17.810 9 460 27270
Colon e Reto 12450 14.500 26.990
Estdmago 14.080 7720 21.800
Colo do tero - 18,680 18.680
Gavidade Oral 10.380 3780 14.160
Esifago 7900 2650 10.5560
Leucemias 5240 4320 9.540
Pele Melanoma 24950 2970 5.920
Qutras Localizagies 88610 62270 117.880
Subtotal 176.970 176.750 351.720
Pele ndo Melanoma 55890 58120 115.10
Todas as Neoplasias 231,860 234.870 486.730 .

FONTE: INCA - Instituto Nacional do Cancer, 2008'®.

Os agentes alquilantes (Figura 3) foram as primeiras drogas utilizadas no tratamento
do cancer e, apesar de sua toxicidade, constituem a base da maioria dos tratamentos
antineopldsicos. A cisplatina € um dos farmacos antitumorais de maior importancia clinica
desde a sua descoberta em 1965 por ROSBERG e cols'’. Anos depois, visando um
tratamento menos citotoxico, porém de mesma importancia clinica, surge em 1978

. iy . . o« . . 18-2
experimentos utilizando a carboplatina, um farmaco semelhante  cisplatina'® .
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OH OH|
"N ClI Cl N~ N
¢ | N | 5 (o] NH
N N — N _ Pt ~ N )\\ N N \ 0 - / 3
/' '\ Pt
‘ | | \ PN
H H / (o) NH;
o
Cisplatina Carboplatina

Figura 3. Agentes alquilantes usados como antineoplasicos.

A cisplatina vem sendo utilizada nos ultimos anos como fdrmaco de escolha
altamente eficiente no tratamento antitumoral de diversas neoplasias, tais como as de
pulmao, cabeca, estdbmago, linfomas, melanoma, osteosarcoma, de mama, pélvis, testiculo e

2 21-2
préstata® .

Muitos estudos relacionados ao cancer priorizam o Receptor do Fator de
Crescimento Epidérmico do tipo Tirosina Quinase (EGFR) (Figura 4) que € um proteina de
170 kD, composta de um dominio extracelular (621 aminodcidos) para o ligante Fator de
Crescimento Epidérmico (EGF), de uma regido transmembrana (23 aminodcidos

hidrofébicos) e do dominio intracelular (542 aminoécidos)8’24.
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Cell membrane

Extracellular
. domain Cytoplasmic
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e

transduction
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bindigng site ATP binding site
Transmembrane

domain

Figura 4. Representacdo esquematica do EGFR da Tirosina Quinase.

O EGFR estd diretamente relacionado com processos regulatérios de proliferagdo,
~ oA 25-30 . .
manutengdo € sobrevivéncia celular™ . Subclasses do EGFR da Tirosina Quinase
. 30 A
consistem em quatro membros: EGFR/Her1, Her2, Her3 e Her4™. Todos os membros tém
um sitio de ligacdo na regido extracelular, na regido entre membranas e na regido do
dominio citoplasmatico da Tirosina Quinase.
. 32 - . . .

Atualmente muitos genes™ estdo diretamente relacionados com o surgimento do

cancer, dentre eles o Her2, também conhecido como ERBB2, que tem sido amplamente

34 . A e ~
3334 escolhido na terapéutica de combate ao cancer,

estudado como um alvo molecular
principalmente o de mama (Figura 5), que € considerado mundialmente um dos tipos mais
freqiientes, atingindo em 2002 como o mais prevalente no mundo sendo também a principal

causa de morte por cancer e o tipo mais freqiiente entre as mulheres® = (23 a 25% de todas

. 37,38 . . e 3 .. . .
as neoplasias)” """, Assim como a histéria familiar 9, a maioria dos fatores de risco descrita
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v‘>

uUNICAMP

na literatura estd relacionada com o tempo de vida da mulher e sua exposi¢do ao estrogeno:

menarca precoce € menopausa tardia, nimeros totais altos de ciclos menstruais e ao uso de

estrégeno-progesterona™”.

Figura 5. Cancer de mama inflamatério.

O Her?2 estd intimamente correlacionado com a malignidade da doenga e com a falta

40-42
. Em

de efetividade dos tratamentos quimioterdpicos isolados ou como adjuvantes
condi¢des normais, Her2 desempenha um importante papel na transdugdo de sinal no
. oA . I 29,3044 c
crescimento, sobrevivéncia e diferencia¢do celular . Her2 € o gene do EGFR 2 da
Tirosina Quinase localizado no cromossomo 17, codifica uma glicoproteina de membrana
Her2 ~ ‘. . g
de 185 KD (p185°°7) e seus receptores sdo expressos em vdarios tecidos epiteliais,

. ) .y
mesenquimais e neuronais>>>>4.
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Atualmente, existem varios compostos para alvos moleculares usados nas terapias
anticancer Her2 positivo e que despertam interesse clinico pela sua eficdcia’®. A Tabela 2
mostra alguns desses medicamentos usados como monoterdpicos ou adjuvantes com
afinidade pela familia de receptores Her/ERBBY, porém uma dessas drogas se destaca por
apresentar grandes resultados quando analisadas junto ao cincer de mama: o Lapatinib
(Figura 6), um composto quinazolinico, conhecido devido sua grande afinidade com o

L 27454
receptor Her2 da Tirosina Quinase®” >,

N H
. _ NI
HN
Oi
o)
AN (o K
S
AN
/ o F
Figura 6. Estrutura molecular do Lapatinib (aminoquinazolina).
Tabela 2. Drogas de alvo molecular para Her2 em uso clinico®
Composto Tipo Alvo Indistria Comentarios
Aprovado para o
Anticorpo tratamento de Cancer de
Trastuzumab Monoclonal Her2 Genentech/Roche LTNE ) p051.t1V0, a
Humanizado podendo ser associado a
outras drogas.
Estudos de Fase II para o
tratamento de canceres de
prioes ovario, mama, prostata e
Pertuzumab Monoclonal Her2 Genentech NS(.:!"C’ L2 DLE)
Humanizado habilidade de bloquear a
dimerizacao de Her2.
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Aprovado para o
tratamento de CRC,
podendo ser combinado
. ImClone/Merck A
Anticorpo KoaA com varias drogas para o
Cetuximab Monoclonal EGFR/Her2 8 tratamento de cancer de
NP Bristol-Myers a
Quimérico Squibb pancreas, HNSCC e
q NSCLC.
Anti Estudos de fase I para
nticorpo A
Monoclonal NSCLC, canceres
Matuzumab . EGFR/Her2 Merck KgaA ginecologico, de pancreas
Humanizado P
e esofagico.
TGO Usado para CRC, RCC e
Panitumab Monoclonal EGFR/Her2 Abgenix P ?
. NSCLC.
Humanizado
Aprovado para o
tratamento de NSCLC
apos falha de outros
Inibidor Especifico tratamentos. Usados para
Gefitinib 1cor Espect EGFR/Her2 AstraZeneca canceres do trato
da Tirosina Quinase . .
grastrointestinal e de
pancreas
Aprovado para o
tratamento de NSCLC
Erlotinib Inlb'ldOI: Espec.lfico EGFR/Her2 Genentech/(?SI apos falha de out’r(?s
da Tirosina Quinase Pharmaceuticals tratamentos em varios
tipos de canceres
Estudos de fase III em
pacientes com cancer de
Inibidor Especifico mama que sio refratarios
Lapatinib da Tirosina Quinase EGFR/Her2 GlaxoSmithKline ao Trastuzumab e
quimioterapia.
Estudos de fase I —
primeira multifuncao
o p como inibidor de
AEE788 Inibidor Especifico | EGFR/Her2/VEG Noavrtis EGFR/Her2/VEGF
da Tirosina Quinase FR e e ae
muitas indicagoes
potenciais.
Irrel;::rilcvie;;cl(:l:ll:dor Estudos de fase II em
CI-1033 Tirogina i EGFR/Her2 Pfizer Canceres de mama e
NSCLC.
Irreversivel Inibidor
Especifico da Estudos de fase IIT em
EKB-569 R/H -
Tirosina Quinase B — R NSCLC.
Inibidor Especifico
EXEL 7647/EXEL | da Tirosina Quinase | EGFR/Her2/VEG EXELIXIS Estudos de fase 1.

CRC - Cancer de colo-retal; EGFR — Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico

; HNSCC — Céancer de cabega e pescogo

célula-escamosa; NSCLC — Cancer de pulméao nao-pequenas células; RCC — Cancer de células renais; VEGFR — Receptor do
fator de Crescimento Vascular Endotelial.
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Estudos in vitro, revelam que o Lapatinib inibe o crescimento celular e induz
apoptose em vdrias linhagens tumorais humanas (pulmao, cabeca e pesco¢o, mama, vulva e
est@mago)zg.

Muitas vezes usados quando hd resisténcia a outras drogas, o Lapatinib em
pacientes com cancer de mama apresenta uma maior eficdcia, principalmente quando
associados a outras drogas, como a Capecitabina, por exemp1048.

Alguns estudos, como a pesquisa de De LAURENTIIS e cols. (2005)* ¢ RUIZ e
cols. (2008)’, revelam que drogas como o Trastuzumab tém mais eficdcia quando utilizado
em concomitancia com o Lapatinib, que por sua vez € tido, entre os pesquisadores clinicos,
como grande promessa na terapéutica contra o cancer de mama.

O Lapatinib é comercializado nos Estados Unidos (Tykerb®) ha algum tempo e sua
chegada ao Brasil se deu no ano passado, como diz a matéria publicada em 20/02/2008, no
Jornal O GLOBO: “Tykerb — remédio contra cdncer de mama jd pode ser vendido no
Brasil”.

O NCI (The U.S. National Cancer Institute) sugere, para estudos relacionados ao
cancer, o emprego de 60 linhagens celulares diferentes para ensaios anti-proliferativos in
vitro’"" Desses 60 tipos celulares, utilizamos 9 linhagens de células tumorais humanas:
melanoma (UACC-62), mama (MCF7), ovdrio resistente a multiplas drogas (NCIADR),
rim (7860), pulmao (NCI460), préostata (PCO3), ovario (OVCAR3), célon (HT29) e
leucemia linféide (K562).

Considerando que na literatura algumas quinazolinas sao conhecidas por inibirem o
EGF da Tirosina Quinase®’ !> assim direcionamos o estudo da interacdo quinazolina-

receptor para o EGFR da Tirosina Quinase, conhecendo seu sitio de acdo através do método
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de “docking” molecular, realizado no 1Q-UNICAMP pelo Prof. Dr. Cleverson Cassero
Bocca.

Recentes avancos nas descobertas de drogas contribuiram para um aumento
acentuado de ensaios bioquimicos e celulares in vitro, consequentemente maior tempo e
custo a fim de elucidar o mecanismo bioldgico de determinados compostos e seus
respectivos alvos de interagdo. Para desvendar o sitio de acdo de determinadas drogas,
principalmente as novas, atualmente o método de “docking” molecular vém sendo
amplamente utilizado em pesquisas referentes a interacdo droga-receptor. “Docking” ¢
frequentemente usado para prever a orientacdo de uma pequena estrutura molecular
(drogas, por exemplo) candidatas a um alvo protéico a fim de definir a atividade e afinidade
dessas drogas™. Assim podendo ser definido como o melhor acoplamento entre o receptor e
seus ligantes através dos ajustes conformacionais das estruturas moleculares a partir de
dados dos algoritmos.

No caso do “docking”, um algoritmo ¢ uma seqiiéncia de dados, onde através de
fun¢des matemaéticas, o software computacional ird fornecer o melhor caminho para que se
obtenha o acoplamento ideal, formando um complexo estdvel entre o receptor e seu
ligante™®,

A simulagdo do processo “docking” ¢ um evento mais complexo do que parece ser.
Nestes termos, a proteina e seu ligante sao separados fisicamente, e o ligante encontra sua
posicao dentro do sitio ativo dessa proteina apds certos nimeros de movimentos dentro do
seu espaco conformacional. Os movimentos estdo relacionados com as transformagdes no

corpo da molécula como rotagdes e translagdes, por exemplo, bem como mudangas internas

na estrutura do ligante como torcdo e rotacdo angular. Cada um desses movimentos no
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espago conformacional do ligante induz a um gasto de energia total do sistema, assim,
depois de todos esses movimentos, o gasto de energia total € calculado pelo software.

A flexibilidade estrutural das moléculas, sdao analisadas e observadas em estruturas
tridimensionais (3D) (Figura 7) obtidas a partir de modelos de alta resolug¢do por Raio-X ou

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), disponiveis em banco de dados eletronico, como o

Protein Data Bank (PDB)’.

L7es
) T79%0 "\ L777
A743
792 >
L7188 26 A M766
& \ha i E762
s Tk ™ 3 ~
—
d L858
775
— R856
G796 % T854  pass
F723
cra7 Lapatinib

Figura 7. Exemplo de um complexo 3D do Lapatinib (em verde) ligado ao sitio de ATP do EGFR®.

Assim, a capacidade de simular uma situacdo real de interacdo entre o ligante e o
receptor em um curto espaco de tempo, bem como de substituir ou complementar outros
métodos de andlise de flexibilidade do ligante para incorporé-lo ao receptor, sdo as grandes
vantagens do método de “docking” molecular™ .

Além de sua capacidade de identificar potenciais ligantes e as conformacdes dos

seus respectivos receptores, o0 método tem custo reduzido, tendo a vantagem de realizar os
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estudos em tempo minimo, baseando-se em encontrar multiplos alvos protéicos no qual

uma pequena molécula pode se ligar forte ou fracamente ao seu receptor correspondente61.
Assim como muitos tipos de farmacos, as quinazolinas interferem na funcdo do

sistema nervoso simpdtico e, portanto exercem profundos efeitos sobre a fisiologia dos

A oF o . 2,63,64
6rgaos inervados por este sistema®®%*,

Nesta pesquisa, utilizou-se a linhagem celular adrenal feocromocitoma - uma
neoplasia das células cromafins da medula adrenal - de rato PC12 (P = Pheo; C =
Chromocytoma 12), uma linhagem clonada inicialmente de células tumorais de rato e
expressam uma grande variedade de receptores envolvidos no sistema nervoso e canais

i0nicos, assim liberam catecolaminas continuadamente (Figuras 8 € 9).

A

Figura 8. Células PC12%.
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Figura 9. Reconstrugao tridimensional de uma célula PC12 isolada.

Além disso, estas células possuem as caracteristicas catecolaminérgicas intactas,
razdo pela qual sdo bastante utilizadas em estudos de neurobiologia e neuroquimica, ou

como modelos neuronais para doengas neurodegenerativas“”67,

1.1. Toxicidade in vivo.

Testes de toxicidade aguda realizados em animais, envolvem avaliacdo de um efeito
toxico geral de uma tnica dose de um composto quimico, ou em muitos casos, o efeito de
multiplas doses. O estudo de toxicidade aguda tem como objetivo caracterizar a relacao
dose/resposta que conduz a determinacdo da dose letal 50 (DL50) que corresponde a
concentracdo do composto estudado que é letal para 50% da populacdo estudada.
Geralmente a substancia estudada é administrada em ratos ou camundongos por via oral ou
intraperitonial em vdrias doses até atingir a faixa letal. O nimero de animas mortos num

periodo de 14 dias ¢é utilizado para calcular a DL50%,

Os testes de toxicidade aguda fornecem a base para classificar produtos quimicos

com relacdo a sua manipulacio, transporte e uso, também para definir mecanismos de ac¢io
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téxica, estabelecer niveis de doses para outros testes e propor recomendacdes médicas em
casos de superdosagem. Estes testes envolvem normalmente um grande nimero de animais,

0s quais sdo caros e acarretam problemas de ordem ética®.

Apesar das diferencas, a realizacdo dos experimentos in vitro € in vivo para simular
uma resposta toxicoldégica em humanos tem se mostrado muito util na protecio da
~ 7
populacdo 0,

Muitos estudos tém demonstrado boa correlac@o entre citotoxicidade in vitro obtida

com linhagens celulares indiferenciadas e dados de DL50""7%,

A medula adrenal sintetiza 3 hormonios ativos catecolaminicos (amina contendo
derivados de catecol 1,2 diidroxibenzeno): dopamina, norepinefrina e epinefrina (Figura

10).

H
© NH,
Dopamina
HO
OH OH
HO
H
° NH, NHz
CH;

HO Norepinefrina HO Epinefrina

Figura 10. Catecolaminas.
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Nos tltimos anos, foram acumuladas indmeras informacdes sobre as catecolaminas
e compostos relacionados, em parte, devido a importincia das interacdes entre
catecolaminas enddgenas e muitos medicamentos usados no tratamento da hipertensao,
distirbios mentais e vdrias outras doencas. Sob esse titulo geral, estdo incluidas a
noradrenalina (transmissor da maioria das fibras sindpticas pds-ganglionares e alguns tratos
do SNC) e a dopamina (transmissor predominante no sistema extrapiramidal dos mamiferos
e varias vias neuronais (mesocorticais € mesolimbicas), assim como a adrenalina (hormoénio
principal da medula supra-renal)’”. Essas catecolaminas constituem uma classe de
neurotransmissores quimicos e hormonios que desempenham papel fundamental na
regulacdo de processos neurolégicos, enddcrinos e fisiolégicos’® e sdo liberadas por
vesiculas de armazenamento da medula adrenal em resposta ao medo, exercicio, frio e
baixos niveis de glicose no sangue, bem como aumentam a degradacdo de triglicerol e
glicogénio, aumentam o débito cardiaco e a pressdo arterial. Estes efeitos sdo partes de uma
resposta coordenada para preparar o individuo para emergéncias, frequentemente

denominada reacdes de “luta ou fuga!””.

Os efeitos bioldgicos dessas catecolaminas sdo mediados por 3 classes de
receptores, o alfa (a), o beta (f) e os receptores dopaminérgicos. As quinazolinas possuem
afinidade para os receptores adrenérgicos, especialmente o subtipo a-1"°, estas
glicoproteinas foram originalmente identificadas baseando-se nas mais variadas respostas a
certos antagonistas e agonistas’®. O bloqueio dos receptores a-1 adrenérgicos inibe a
vasoconstri¢do induzida pelas catecolaminas enddgenas; pode ocorrer vasodilatacio em

vasos de resisténcia arteriolares e em veias. O resultado consiste em queda da pressao

arterial, devido a menor resisténcia periférica. A magnitude desses efeitos depende da
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atividade do sistema nervoso simpatico no momento em que se administra o antagonista,
sendo, portanto menor em individuos em posi¢do supina do que em posi¢do ortostdtica e
particularmente pronunciada se houver hipovolemia. O bloqueio dos receptores a-1

adrenérgicos, também inibe a vasoconstri¢ao e a elevacdo da pressdo arterial produzida pela

administracdo da amina simpaticomiméticas.

O conhecimento atual sobre os locais e mecanismos celulares da sintese,
armazenamento e liberacdo das catecolaminas foi conseguido pelos estudos dos 6rgaos de
inervacdo adrenérgica e do tecido da medula supra-renal, onde sdo armazenadas em

granulos cromafins.

Estes hormonios sdo sintetizados da tirosina (Figura 11) e armazenados em granulos
até sua liberacdo exocitdria conforme o controle do sistema nervoso simpdtico’”.

As duas principais enzimas envolvidas no metabolismo das catecolaminas sdo a
Catecol-®-Metil transferase (COMT) e Mono-Amino Oxidase (MAO)77'79. A COMT ¢€
amplamente distribuida em tecidos, sendo localizada intracelularmente como uma enzima
citoplasmatca. A atividade enzimdtica ¢ aumentada no figado e rins, também est4 presente
nas células dos misculos liso e cardiaco e outros tecidos inervados pelos nervos

adrenérgicos.
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Figura 11. Sintese das catecolaminas.

A MAO ocorre dentro das células ligando-se a membrana da superficie da
mitocOndria, catalisa a deaminagdo oxidativa das catecolaminas e em larga escala das
outras aminas para formar seus aldeidos. A deaminacdo oxidativa das catecolaminas foi
originalmente descrita em 1930"*. E uma enzima mitocondrial e parece estd localizada entre

a parte externa e interna da membrana mitocondrial’®™

, € abundante nas terminagdes
nervosas noradrenérgicas, mas também estd presente em muitos outros locais, como o
figado e o epitélio intestinal.

O HVA ¢ o produto correspondente da degradacdo metabdlica da dopamina (Figura

12), que por sua vez é um precursor metabdlico imediato da noradrenalina e da adrenalina.
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Figura 12. Metabolismo da dopamina.

A dopamina trata-se de um neurotransmissor central, particularmente importante na
regulacdo do movimento, dotado de importantes propriedades farmacoldgicas intrinsecas.
Este neurotransmissor € um substrato da MAO e COMT, de modo que € ineficaz quando

.. . 73
administrada por via oral .

O HVA € um dos principais marcadores do neuroblastoma, um tumor sélido
freqliente na infincia que acomete principalmente abdome, mediastino posterior e regiao
paravertebral. As metastases sdo precoces e atingem com freqii€éncia ossos, medula dssea,

linfonodos e figado. Em cerca de 90% dos neuroblastomas ocorrem a producdo de
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catecolaminas, cujos metabdlitos podem ser mensurados na urina: dcido vanil-mandélico
(VMA), HVA e norepinefrinagl. Na prética, os marcadores mais utilizados sdo o VMA e o
HVA. Em alguns paises a pesquisa destes marcadores (VMA e HVA) na urina tem sido
realizada em lactentes para testes de triagem (screening), objetivando a detec¢do precoce
do tumor®*®. Estes marcadores sdo importantes no diagndstico e no acompanhamento dos
pacientes com neuroblastoma. Além dos neuroblastomas, outros tumores que produzem

4 . 4
8 uma neoplasia das células

catecolaminas, como ganglioneuroblastoma e feocromocitoma
cromafins da medula adrenal, produtoras de catecolaminas, causa hipertensdo secundéria e

seu diagndstico pode ser confirmado pelo aumento excessivo de catecolaminas plasmaticas

e metabdlitos urindrios catecolaminicos, como o HVA, por exemplo85 .

A quantidade de HVA urindrio é uma medida da secrecdo enddgena das
catecolaminas, assim pretendemos analisar a degradacdo metabdlica das catecolaminas,
identificando o principal analito, o metabdlito final da dopamina (HVA) urindrio, por ser
um composto de excelente precisao diagnéstica86, através de estudos de Espectrometria de

RMN de Hidrogénio ('H).

Quando se ouve falar em Ressonancia Magnética Nuclear, possivelmente a primeira
idéia que se vem a cabeca é dos exames médico-diagndsticos por imagem realizados por
aqueles grandes aparelhos tubulares, no qual o paciente fica dentro, na posi¢ao horizontal
para que seja feita a varredura anatomica do seu corpo. Essa associacdo se justifica, pois
dezenas de milhares desses exames sdo realizados anualmente pelo mundo, porém a RMN
vai além do diagndstico por imagem, hoje em dia € utilizada em centros de pesquisas
bioldgicas, agrondmicas, farmacéuticas, etc. O principio fisico da técnica aplicada para o

7z

diagnéstico médico e da RMN de Hidrogénio € o mesmo, diferindo no modo como as
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amostras sdo processadas e apresentadas, ou seja, ao invés de imagens anatomicas na qual
estamos acostumados, temos a representacao grafica dos picos de absorcao nos espectros,

identificando o conteido quimico das amostras, através dos hidrogénios ou outros nicleos

de suas estruturas quimicas.

De acordo com SILVERSTEIN e cols. (1987)87, a RMN de Hidrogénio (H) ¢é
basicamente uma outra forma de espectrometria de absorciao, semelhante a espectrometria
no infravermelho ou no ultravioleta. Sob condicdes apropriadas uma amostra pode absorver
radiacdo eletromagnética na regido de radiofreqiiéncia em frequéncia de acordo com as
caracteristicas estruturais da amostra. Um registro grifico das freqii€ncias dos picos de

absorcdo contra suas intensidades constitui um espectro de RMN.

Partindo do principio que todos os nicleos possuem carga, e em alguns casos a
carga gira em torno do proprio eixo nuclear gerando um momento angular, que pode ser
medido através do ndmero de spin I, que pode assumir os valores de 0, 1/2, 1, 3/2,etc I =0

corresponde a um niicleo que ndo gira em torno do préprio eixo)®’**.

Virios nicleos apresentam ndimero de spin I = 1/2 (‘H, "F, °C e *'P) e, portanto
uma distribuicdo de carga mais esférica e uniforme. O nimero de spin I determina o
nimero de orientacdes diversas que um nicleo pode assumir quando colocado dentro de
um campo magnético externo e uniforme, de acordo com a férmula 2 x 7 + 1, ou seja no

caso do 'H, que possui o ndmero de spin I = 1/2, apresenta duas orientacdes possiveis® .

Estabelecido as duas orientagdes possiveis ou os dois estados de energia para 'H,
pode-se introduzir agora uma quantidade de energia em MHz em um campo magnético,
fazendo com que o nicleo passe do seu estado fundamental (de menor energia) para o de

maior energia, nesse momento o sistema estd em ressonancia® .
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Com a necessidade de uma maior sensibilidade e melhor resolucdo dos espectros,
hoje sdo fabricados aparelhos de 300 a 500 MHz, e amplamente disseminados pelo mundo,

chegando até a existir aparelhos de 900 MHz.

Para instrumentacdo e manuseio da amostra, o solvente ideal ndo deve conter
prétons em sua estrutura para nao haver interferéncia na leitura dos espectros, deve ter

. -~ - 7
baixo ponto de ebulicdo, ser barato e inerte®”8,

A 4rea do pico € proporcional ao nimero de hidrogénios, sendo assim apenas um
pico apareceria no espectro representando todos os 'H da estrutura quimica presente na
amostra. Felizmente, a situacdo ndo € tdo simples assim. Sob influéncia magnética, os
nucleos sdo “blindados” fracamente por uma nuvem de elétrons que os cercam, essa nuvem
de elétrons ou densidade eletronica varia de acordo com a localizacdo do 'H na estrutura
quimica (essa localizacdo também € conhecida como ambiente quimico), fazendo com que
os nucleos absorvam mais ou menos energia de acordo com seu grau de blindagem,
resultando no aparecimento de picos de absorcdo em locais diferentes de um espectro. A
diferenca na posi¢ao de um pico de absor¢do, em relagdo ao pico padrio, é chamada de
deslocamento quimico do hidrogénio, como, por exemplo, o deslocamento quimico dos 'H

do etanol na figura abaixo (Figura 13)*’:
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Figura 13. Espectro do etanol e seus 'H com picos de absor¢do em posicoes diferentes.
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2. Hipéteses

Como as quinazolinas sdo conhecidas por apresentarem diversas atividades
bioldgicas, pretendemos analisd-las frente as ferramentas que temos disponiveis, como
técnicas de toxicidade in vitro e in vivo, por exemplo, a fim de elucidar o papel bioldgico
desses novos compostos e saber se estamos diante de drogas promissoras, tais como

algumas das quinazolinas conhecidas (Tarceva®, Iressa®, Tykerb®, etc) (Figura 14).
y g
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Figura 14. Compostos quinazolinicos usados como anti-neoplasicos.
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3. Objetivos.

Avaliar a toxicidade in vitro dos compostos quinazolinicos para isso utilizando
células PC12 e 09 linhagens de células tumorais humanas: melanoma (UACC-62), mama
(MCF7), ovério resistente a multiplas drogas (NCIADR), rim (7860), pulmao (NCI460),

prostata (PCO3), ovario (OVCAR3), célon (HT29) e leucemia linféide (K562).

Elucidar o sitio de acdo onde ocorre a interagdo entre a droga e o receptor em

células tumorais de mama (MCFO07), através do método de “Docking” Molecular;
Observar sinais de toxicidade aguda in vivo, através de testes hipocraticos;

Identificar o HV A urinério, metabdlito das catecolaminas, através de Espectrometria

de RMN de Hidrogénio (‘H).

44



S")A Toxicidade de compostos quinazolinicos e identificagdo do HVA por RMN de Hidrogénio ('H).

4. Materiais e Métodos.
4.1. Quinazolinas.

Os compostos quinazolinicos (6,7-Metilenodioxi-4-[3’-(R)-

1

fenil]aminoquinazolina)lo’1 utilizados nessa pesquisa foram sintetizados no Instituto de

Quimica (IQ-UNICAMP) e fornecidos pelo Prof. Dr. Roberto Rittner.

As células PCI12 e os camundongos foram tratados com o0s compostos
quinazolinicos e seus diferentes substituintes [Br, H, CH3, N(CHj3),], tendo como veiculo o
meio Dullbecco modificado por Eagle (DMEM) suplementado para as células e salina para
os animais. Inicialmente foram feitos testes com diferentes concentracdes dos compostos

quinazolinicos para se determinar seus efeitos toxicos.

4.2. Manutencio das células.
4.2.1. Células PC12.

As células PC12 foram provenientes da ATCC (American Type Culture and
Collection), cuja identificacdo é CRL-1721™ e foram fornecidas pelo Prof. Dr. Roger
Castilho. Estas células possuem receptores catecolaminicos para 0s neurotransmissores,

4,91 Zots
64.9 . Por apresentarem estas caracteristicas, as

sendo semelhantes as células adrenérgicas
células PC12 foram utilizadas ao longo desta pesquisa para avaliacdo da neurotoxicidade,

sendo expostas a diferentes concentracdes dos compostos quinazolinicos.

As células foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,, em

garrafas com superficie de 75 cm?, com pescog¢o inclinado e tampa com filtro (TPP™,
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EUA), contendo 20 mL do meio DMEM com fenol e 4,5 g de glicose (Cultilab®, Brasil),
suplementado com 10% de soro fetal equino inativado por calor (Sigma-Aldrich™, EUA),
5% de soro bovino inativado (Cultilab®, Brasil) e 1% de penicilina 10.000 Ul/mL e
estreptomicina 10 mg/mL (Gibco™, EUA). Para os repiques periddicos, a cada 48 horas
aproximadamente, aspirou-se todo o meio da garrafa e adicionou-se 10 mL do préprio meio
suplementado. Com o auxilio de um cell scraper (TPP™, EUA) as células eram deslocadas
e transferidas para novas garrafas contendo meio DMEM suplementado como descrito
acima. Para cultura continua, esses repiques foram realizados periodicamente a cada 48
horas aproximadamente, acompanhando o crescimento logaritmico de 7x10° céls/mL.
Todos os experimentos dessa fase foram realizados em cidmara de fluxo laminar com
desinfeccdo prévia dos materiais e bancada de trabalho por luz ultra-violeta (UV) durante

15 minutos e alcool 70%.

4.2.2. Linhagem celular tumoral.

Foram utilizadas 9 linhagens de células tumorais humanas imortalizadas provenientes
da ATCC e fornecidas pelo Prof. Dr. Jodo Ernesto do Laboratério de Farmacologia e
Toxicologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA), local onde foram mantidas e realizados os ensaios anti-proliferativos in vitro. As
9 linhagens de células tumorais humanas disponibilizadas foram: melanoma (UACC-62),
mama (MCF7), ovdrio resistente a multiplas drogas (NCIADR), rim (7860), pulmao
(NCI460), prostata (PCO3), ovario (OVCAR3), colon (HT29) e leucemia linféide (K562).
Todas essas linhagens foram mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera contendo 5% de

CO,, em garrafas com superficie de 25 cm?, com pescoco inclinado e tampa com filtro
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(TPP™_ EUA), contendo meio RPMI 1640 (Cultilab®, Brasil), suplementado 5% de soro
bovino inativado (Cultilab®, Brasil) e 1% de penicilina 10.000 UI/mL e estreptomicina 10

mg/mL (Gibco™, EUA).

Para deslocamento das células aspirou-se todo o meio RPMI 1640 dentro das garrafas
e adicionou-se tampdo de Hank’s (StemCell™, EUA) em cada garrafa, fazendo
movimentos oscilatérios suaves. Em seguida, aspiraram-se novamente todas as garrafas e
adicionou-se 500 pL de tripsina (a 37 °C) em cada garrafa, apds isso agitou-se fortemente
as garrafas para acelerar o desprendimento das células, colocando 5 mL do meio RPMI
1640 suplementado, transferindo 0,2 ml da suspensdo celular para uma nova garrafa,
incubando-as novamente em estufa a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. Para cultura
continua eram realizados os repiques das linhagens tumorais usadas, acompanhando o
crescimento logaritmico de 3x10” céls/mL. Todos os experimentos dessa fase foram
realizados em camara de fluxo laminar com desinfec¢do prévia dos materiais e bancada de

trabalho por luz ultravioleta (UV) durante 15 minutos e dlcool 70%.
4.3. “Docking” Molecular
4.3.1. Modelo de ligacao

Os célculos de modelagem molecular foram realizados utilizando o programa
Gaussian 03°%. As geometrias mais estdveis dos compostos quinazolinicos com os
substituintes CHs e H foram obtidas através do cdlculo da energia potencial de superficie
(PES), através do nivel de teoria HF/3-21G. Em seguida, essas geometrias mais estaveis
foram otimizadas pela teoria de densidade funcional (DFT) com os cdlculos B3LYP hibrido
funcional, que consiste na alternancia de locais funcionais de Becke de trés parametros

fixados” e no local de ndo correlacdo funcional de LEE e cols, (1998)91. A 6-311G (d,p) da
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base fixa de Poplegs’96 foram utilizados para realizar estes calculos. Pontos estaciondrios
foram totalmente otimizados e caracterizados pela freqiiéncia de cdlculos vibracionais, que

também proporcionou energias de ponto zero vibracional (ZPE).
4.3.2. “Docking”

Experimentos através de “docking” foram realizados utilizando Autodock 4.0.32. O
método de pesquisa utilizado foi Lamarckian, um algoritmo Genético (GIG) executado com
100 LGA”. O nimero maximo de avaliacdes energia foi fixado em 1,0 M. Outros
parametros foram deixados aos respectivos valores padrdo. Durante este processo de busca,
os ligantes (por exemplo, substratos) e os residuos enzimaticos Phe699, Lys721 e Met769
foram considerados flexiveis. Os compostos foram fixados no centro dos residuos flexiveis,
onde o tamanho do espaco rotacional foi normalmente fixado em 100, 100 e 100 A (x, y, e

z) a uma resolugdo de 0,281 A.

4.4.Toxicidade e determinacio da taxa de sobrevivéncia celular.
4.4.1. Células PC12.

Os estudos de citotoxicidade foram feitos a partir de discos de cultura de células com
dimensdes de 35 mm x 10 mm (TPP™, EUA). Apés as células terem atingido uma
confluéncia de 80% nas garrafas de 75 cm? foram colocados o meio DMEM com vermelho
de fenol, suplementado, como descrito no tépico 4.2.1., as células PC12 e os compostos
quinazolinicos em diferentes concentra¢des, ndo excedendo o volume final de 2 mL por
disco de cultura. A placa foi mantida em estufa a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO,,

durante 48 horas.
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As células nos discos de cultura foram tratadas com diferentes concentracdes das
drogas, que por sua vez foram previamente diluidas em Dimetil Sulfé6xido (DMSO)
(Sigma-Aldrich™, EUA), onde a cada 10 mg do composto foram diluidos em 100 pL de
DMSO. Dessa diluigdo, 50 pL. foram adicionados em 950 pul. do meio suplementado
(solugdo-mae 5 mg/mL). A partir dai, através da equacdo ClxVI1=C2xV2, foram
distribuidas nas concentragdes de 2,5, 25, 100, 150, 250, 300, 400 ¢ 500 pg/mL dos

compostos quinazolinicos.

Diluicao da Amostra:

Propor¢ao para diluicao:
A cada 10 mg do
composto adicionar
100 yL de DMSO

|

50 yL Amostra

+ E1: eppendorf com a solugdo-méae Br

E2: eppendorf com a solugédo-mae H
950 uL DMEM —— ) E3: eppendorf com a solugdo-mae CHs
suplenjenta_do E4: eppendorf com a solugdo-mae N(CHs)z
(Solugao-Mae)

Como controle, utilizou-se células apenas na presenga do meio DMEM

suplementado.

Para saber se 0 DMSO estaria apresentando algum efeito citotéxico sobre as células,
utilizou-se um controle DMSO, onde as cé¢lulas foram colocadas na presenga de 0,1 pL de

DMSO diluidos no meio. Todas as placas tinham como volume final 2 mL.
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Para a taxa de sobrevivéncia celular, foi utilizado o método de exclusdo por azul de
Tripan (Trypan Blue), que consiste no principio de que a célula € impermedvel a este
corante quando sua membrana celular estd intacta, assim quando essa mesma membrana
sofre lesdo, o corante penetra na célula ligando-se a dupla fita de DNA, onde as células
invidveis apresentam uma colora¢do nuclear azulada, como no exemplo da figura abaixo

(Figura 15).

Figura 15. Células inviaveis em azul, pelo corante azul de Tripan.

As células foram expostas a diferentes concentragdes dos compostos quinazolinicos
por 48 horas. Para obtencdo da IC50 (inibicdo de crescimento de 50% da populacdo
celular), as células foram deslocadas do disco de cultura, e 100 pLL dessa suspensdo celular
foram transferidas para um recipiente contendo 900 pL de azul de Tripan. A concentragao
celular foi determinada por contagem em cimara de Neubauer sob microscopia’™”’. As
células foram contadas nos mesmos quadrantes onde s@o contados os leucdécitos em exames

hematolégicos (Figura 16).
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Figura 16. Contagem das células vidveis em camara de Neubauer.
Para o resultado encontrado na camara de Neubauer, utilizamos a seguinte expressao:
< 4 R 4 ~ A
n total de céls/4 x 10 x 107, onde 10 = fator de dilui¢do e 10” = fator de correcdo da camara

de Neubauer, para expressdo dos resultados em cél/mL.

Todos os testes de citotoxicidade foram feitos em duplicata, tendo um n = 4 para cada
composto quinazolinico. Foram obtidas as médias da quantidade de células expostas as
diferentes concentracdes das drogas e os resultados foram expressos em porcentagem em

funcdo da média do grupo controle, inseridos nos gréficos feitos no software Origin Plus’®.

4.4.2. Linhagem tumoral.

Foram preparadas as suspensdes celulares para semeadura nas placas de 96
compartimentos. Apds a realizacdo das etapas de lavagem como descrito anteriormente,
quando as células estavam soltas, foram adicionados 5 mL de meio RPMI 1640
suplementado, lavando-se bem a garrafa com o proprio meio RPMI. Com o auxilio de uma
pipeta Pasteur, aplicou-se uma pequena quantidade da suspensao celular em uma camara de

Neubauer, para a contagem da quantidade de células, como descrito na Figura 16. Por regra
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de trés, calculou-se quantos ml foram necessdrios da suspensdo para se preparar a

suspensdo na densidade de confluéncia pré-determinada (3x10” céls/mL).

Uma vez pronta a suspensdo celular, procedeu-se entdo a inoculagdo de 100 pL por
compartimento da mesma na placa de 96 pocos, seguindo o desenho experimental a seguir

(Figura 17):

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A
B
C
D
E
F
G
H
! Suspensao celular

Figura 17. Desenho experimental da placa de 96 pogos.

No mesmo dia, foi preparada a placa Ty, através da inoculagdo de 100 pL de

suspensao celular por compartimento, seguindo o desenho experimental acima.

No segundo dia de experimento, diluiu-se cada composto, onde a cada 10 mg do
mesmo, adicionou-se 100 L de DMSO (Sigma-Aldrich™, EUA) (amostra), partindo dessa
amostra, adicionou-se 50 pL. da mesma em 950 pL do meio RPMI 1640 suplementado
(solugdo-mae). Foi feito isso para os 4 compostos - substituintes: Br, H, CH3, N(CH3), - e
para o controle positivo Doxorrubicina (DOXO), um quimioterdpico conhecido por

apresentar propriedades anti-neopldsicas (Figura 18):
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Diluicao da Amostra:

Proporgéo para diluicdo:
A cada 10 mg do
composto adicionar
100 pL de DMSO

50 L ﬁmostra E1: eppendorf com a solugao-mae DOXO
E2: eppendorf com a solugdo-mae Br
950 pL RPMI 1640 — < E3: eppendorf com a solugdo-mae H
suplementado E4: eppendorf com a solugédo-mée CHs
(Solugao-Mae) E5: eppendorf com a solugdo-mae N(CHs)2

Figura 18. Doxorrubicina, quimioterapico amplamente usado contra o cancer.
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As células aderidas foram fixadas pela adicio de 50 pL de 4cido tricloroacético
(TCA) a 10% e incubadas por 1 hora a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as placas
foram lavadas 5 vezes com &4gua deionizada. Cem microlitros (100 puL) de solucdo de
Sulforhodamina B (SRB) 0.4% diluida em 4cido acético a 1% foi adicionado em cada poco

e a placa foi incubada novamente por 10 minutos em temperatura ambiente. O SRB nédo

conjugado as células foi removido através da lavagem (5 vezes) com dcido acético a 1%.

Apés secagem das placas, as células conjugadas aos SRB foram solubilizadas
com tampao Tris e a absorbancia foi lida por um espectrdmetro com leitor de placas
(desenho experimental da placa de 96 compartimentos, abaixo), num comprimento de
onda de 515 nm, conforme metodologia descrita por SKEHAN e cols. (1990)° 2 VICHAI

e KARTIKARA (2006)'®.

Desenho experimental da placa de 96 compartimentos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

250 25 2,5 0,257 250 25 2,5 0,257 250 25
pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL

I OTMMmMOO W >

250 25 2,5 0,25/ 250 25 2,5 0,250 2,5 0,25
Hg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL

Branco do meio de cultura (200pL de meio RPMI 1640 suplementado)

Branco da suspenséo celular (100 pL) + 100 pL de meio RPMI 1640 suplementado (T+)

Branco das amostras teste (100 pL, de cada uma das concentragdes) + 100 pyL de meio RPMI 1640 suplementado

Suspensao celular (100 pL) na presenca da amostra DOXO (100 pL) em quatro concentragoes distintas
Suspensao celular (100 pL) na presenca da amostra Br (100 pL) em quatro concentragdes distintas

Suspensao celular (100 yL) na presenca da amostra H (100 yL) em quatro concentragdes distintas

)
)
)
Suspensao celular (100 pL) na presenca da amostra CH; (100 uL) em quatro concentragdes distintas

Suspensao celular (100 pL na presenga da amostra N(CHs). (100 pL) em quatro concentragdes distintas
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O célculo da inibi¢ao de crescimento (IC) foi feito a partir de:
Se T > C — estimulo de crescimento celular;

Se T>Tpe T <C — atividade citostatica: IC = 100 x [(T-To)/(C-Ty)];
Se T< Ty — atividade citotoxica: IC = 100 x [(T-To)/To].
Onde:
T = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem célula
C = absorbancia do branco de células
Ty = absorbancia do controle de células na placa T.
Cada teste de cultura foi realizado uma vez em triplicata (n = 1) e seus resultados
foram plotados em graficos construidos no software Origin Plus, disponivel no local da

realizacdo dos experimentos (CPQBA).

4.5. Toxicidade aguda em camundongos.

Para essa pesquisa foram utilizados camundongos Swiss, adultos, machos,
aproximadamente entre 30-35 g, mantidos com racdo e agua ad libitum, ambientados a
22°C com fotoperiodo de 12/12h, fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) e mantidos no Biotério
do Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA), sob supervisdao do Prof. Dr. Jodo Ernesto. Dos
animais disponiveis, essa linhagem € a que mais se assemelha a fisiologia humana, motivo
pela qual a utilizamos. A pesquisa com esses animais foi aprovada pelo Comité de Etica na

Experimentacdo Animal da UNICAMP, segundo protocolo 1114-1 (em anexo).
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Para a realizacdo dos testes hipocrétic0s98, utilizou-se 01 (hum) animal para cada
concentracdo dos compostos previamente dissolvidos, que por sua vez foram administrados
por via intraperitonial, por ser uma regido amplamente vascularizada, contribuindo para um
metabolismo mais rdpido da droga ou ainda evitando que a droga sofra agcdo do suco
gdstrico, quando administradas por sonda géstrica. As drogas foram previamente diluidas
em Tween 80 (10 ul) e administradas com salina a 5% de maneira que o volume injetado
nao excedesse a 1 ml/100 g de peso corpéreo de acordo com protocolo do Laboratério onde
foram realizados os testes (CPQBA), em dose determinada de acordo com as normas da
Organisation for Economic Co-Operation and Development (OECD) fornecendo

. ~ s e . - 102
informacdes acerca da dose toxica e dos riscos para a saide humana .

Ap6s a injecdo das doses os animais eram colocados em uma superficie plana com
espaco suficiente para que o mesmo explorasse tal regido e observamos se havia morte

durante as primeiras 4 horas.

N

Adicionalmente a taxa de mortalidade, foi observada a ocorréncia de sinais ou
sintomas do sistema nervoso autonomo (salivagdo, diarréia, etc) e do sistema nervoso

central e periférico (tremor, convulsdo, coma etc).

Nos casos em que a DL50 serd determinada, os compostos quinazolinicos receberdo

uma classificacdo de acordo com “The Globally Harmonized System for Hazard

Classification and Labelling” (disponivel em http://www.unece.org) da organizacio

UNECE (United Nations Economic Comission for Europe) (anexo).
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4.6. Espectrometria de Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio

(‘*H) do HVA urinério.

Nestes experimentos, realizamos uma curva de calibragcdo utilizando HVA diluido
em urina humana. Os espectros de RMN de Hidrogénio ('H) foram obtidos através do
espectrometro Brucker®, disponivel no Instituto de Quimica (IQ-UNICAMP), que opera na
faixa de 400 MHz para 'H em virios solventes. Num tubo de vidro de 5 mm, como solvente
de escolha, utilizou-se 250 ul de dgua deuterada (D,0) e como padrdo, por ter todos os
hidrogénios aparecendo na mesma pico de absor¢do do espectro, utilizou-se o
Trimetilsilano (TMS) (Figura 19), amplamente utilizado como referéncia em ensaios de
Espectrometria de RMN de Hidrogénio (H), por seus 'H serem mais blindados e estarem

no mesmo ambiente quimico®”

Si
H PN H
Hbc ciH

H"
Trimetilsilano

Figura 19. TMS usado como pico de referéncia para o deslocamento quimico.
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4.6. Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados de toxicidade in vitro foi realizada através de
Andlise de Variancia (ANOVA) com corre¢cdao de Tuckey, em software disponivel (Origin

Plus) no Laboratério de Lesdes Oxidativas, sendo * p<0,05 e ** p< 0,01 para os testes in

vitro com células PC12.
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5. Resultados e discussao.
5.1. Toxicidade in vitro (I1C50).
5.1.1. Células PC12.

Nos estudos de citotoxicidade estabelecemos os valores de IC50, que representam
os valores da concentracio do composto quinazolinico que apresenta inibi¢do de
crescimento de 50% da populacdo celular de PC12. Os valores encontrados foram
calculados ap6s contagem de células, a porcentagem dessas células vidveis relacionadas
com a concentracdo do composto inseridas no software Origin que nos forneceu os valores

de IC50 para cada composto quinazolinico, expressos nos graficos a seguir:

150
o L L
T *
= |
g |
S .
o\o 50 T - - iy B B bl i Y i | 11" ~"~"~"rr--- - :‘r --------
0 T T T T T T T T '% 1
o oﬂeo(bg,o@«\,L%o@«:@\)@i@o@«;po@%o@(;po@& N(CHs)s

Concentration (ug/ml)

Grafico 1. 1C50 da populagéo celular de PC12 expostas ao composto com o substituinte dimetilamino (N(CHs))).
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Gréfico 2. 1C50 da populagéo celular de PC12 expostas ao composto com substituinte bromo (Br).
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Grafico 3. 1C50 da populagéo celular de PC12 expostas ao composto com substituinte metil (CHg).
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Gréfico 4. 1C50 da populagao celular de PC12 expostas ao composto com substituinte hidrogénio (H).

Podemos observar através dos grificos 1, 2 e 3 que os compostos com oS
substituintes Br, CH3; e N(CH3),, apresentaram 1C50 entre 300 e 400, sendo que este dltimo
composto [N(CHs3),] a 500 pg/ml provocou morte celular em aproximadamente 100% das
células PC12, resultando numa maior atividade deste composto em relacdo aos outros. Por
sua vez o composto com o substituinte H apresentou IC50 entre 400 e 500 pg/ml,

apresentando menos toxicidade in vitro do que os outros compostos citados acima.

5.1.2. Linhagem tumoral.

A fim de investigar a atividade anti-tumoral dos compostos quinazolinicos (6,7-
Metilenodioxi-4-[3’-(R)-fenil]Jaminoquinazolina) e sabendo que diferentes linhagens
tumorais podem exibir diferentes sensibilidades relacionados a um determinado composto.

O uso de mais de uma linhagem celular foi considerada necessario para investigacdo da
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atividade citotoxica dos compostos quinazolinicos, sendo assim utilizamos 09 linhagens de

células tumorais humanas de diferentes origens histoldgicas:

= m = Melanoma [UACCE2)
— +— Mama (MCF07)

Ovario Resistente a Miltiplas Drogas {NCIADR)
—w— Rim (7860)

Pulmao {NCI460)

_.1_

Proastata (PCD3)

Ovario {OVCAR3)
= W= Cdlon {HT29)
—®%— Leucemia Linfdide (K562)

Segundo o NCI (The U.S. National Cancer Institute), essas células sdo modelos para

ensaios anti-proliferativos in vitro para estudos sobre o cancer.

Para avaliacao da citotoxicidade, a proliferacao celular foi determinada através do

ensaio espectrofotométrico da SR

% Inibicio de Crescimento

2,1
BS’OO.

Doxorrubicina

100 H
75
50 e
25+
0
25 1 —=— UACC62
E —e— MCF7
NCIADR
-50 —v— 7860
. NCI460
—<—PCO3
-75 OVCARO3
] —e—HT29
-100 H
T T T il T T 1
10° 10% 10" 10° 10’ 10° 10°
0 0,25 2,5 25 250

Concentragéo (ng/mL)

Gréfico 5. 1C50 das linhagens tumorais humanas expostas a Doxorrubicina (controle).
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Gréfico 6. 1C50 das linhagens tumorais humanas expostas ao composto com o substituinte dimetilamino [N(CHs).].
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Gréfico 7. 1C50 das linhagens tumorais humanas expostas ao composto com o substituinte bromo (Br).
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Grafico 8. 1C50 das linhagens tumorais humanas expostas ao composto com o substituinte metil (CHg).
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Gréfico 9. IC50 das linhagens tumorais humanas expostas ao composto com o substituinte hidrogénio (H).

64



S")A Toxicidade de compostos quinazolinicos e identificagdo do HVA por RMN de Hidrogénio ('H).

Os gréaficos mostram IC50 vs. faixa de concentracdo (0.25 a 250 pg/ml) para as
substancias testadas mais o controle. As linhas coloridas representam diferentes tipos de
células usadas para o ensaio anti-proliferativo in vitro. Os valores entre 0% e 100%
representam inibicdo de crescimento e os resultados abaixo de 0% representam morte
celular.

Observamos que a atividade citotoxica € extremamente dependente do substituinte.
No caso do N(CH3), este apresentou pequena seletividade para linhagem tumoral de ovério
resistente a madaltiplas drogas (NCIADR), e o composto com o substituinte Br ndo
apresentou seletividade para nenhuma linhagem celular tumoral, sendo téxica para todas as
células, praticamente nas mesmas concentragoes.

Utilizamos o quimioterdpico Doxorrubicina como nosso controle positivo, apesar de
apresentar efeitos adversos devido a baixa seletividade e agredindo células normais do
nosso organismo, € bastante utilizado no tratamento de tumores s6lidos. Nossos compostos
quinazolinicos sdo extremamente seletivos para a linhagem tumoral de mama (MCFO07) e

pouco seletivo para a linhagem tumoral de ovario resistente a maltiplas drogas (NCIADR).

5.2. “Docking” Molecular

Para os experimentos, utilizamos a acoplagem EGFR/Lapatinib no complexo de
resolucdo 2,60 A'”, foi tomado como modelo partida (APO cédigo: 1m17). O Lapatinib foi
retirado do complexo e os residuos foram devidamente acoplados. Atomos de hidrogénio
foram adicionados aos aminodcidos da proteina e os encargos parciais atdmicos foram
distribuidos usando o formalismo de Gasteigere-Marsili, enquanto todos os possiveis

vinculos calculdveis dos ligantes e cargas de Kollman para todos os atomos no EGFR
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foram atribuidos, utilizando o AutoDock como ferramenta. A proteina foi apresentada
através de um procedimento de minimizacao usando os do protocolo. Esses procedimentos
foram realizados por meio dos parametros estabelecidos e implementados no programa

104 . ..
1'% Estudos anteriores indicaram que as 4-

Swiss-Pdb  Viewer versao 4.0.
anilinoquinazolinas provocam inibicao através da sua ligacdo com o sitio de ATP durante a
transferéncia de grupos fosfatos'™'%®. A ligacdo prépria do ATP envolve dois importantes
hidrogénios nas interacdes entre as bases do ATP e de proteinas entre os aminodcidos
GIn767 e Met769. Nossos compostos quinazolinicos (CH3 e H) foram posicionados no sitio

104 . -
% Todo o complexo foi entdo

de acdo do Lapatinib de acordo com estrutura publicada
submetido a ciclos de minimizagcdo. A Figura 20 mostra os compostos CHj3 (a) e H (b)
vinculados ao sitio de ATP do EGFR. De acordo com estudos, o encaixe do composto com
substituinte CHj3 (a) (Figura 20a) se liga a uma por¢do estreita da regido terminal
hidrofébica do dominio EGRF, onde N3 do anel da quinazolina interage com o NH do
aminodcido Met769 (2,2 A). O estreito contato do grupo fenil da quinazolina com o residuo
Leu694 (3.4 A e 3,6 A, respectivamente), sugere uma interacio hidrofébica. Estas
interacdes estabilizaram o composto no sitio ativo do EGFR contribuindo para um
favoravel vinculativo de energia (-12,9 kcal/mol). Para o composto com o substituinte H,
um vinculo entre o grupo hidrogénio adicional do grupo NH fenil amino e o residuo
GIn767 (1,9 A) foi observado (Figura 20b) na ligacdo entre o hidrogénio N3 e o residuo
Met769 diminuindo para 1,9 A, em comparacio com o composto com substituinte CHsz. A
energia observada para o composto com o substituinte H foi préximo ao CHj (-13,7
kcal/mol). As Figuras 20a e 20b mostram uma visualizacdo em 3D do EGRF complexado

com o composto com substituinte CH3, e com o substituinte H, respectivamente, mostrando

que ambos os substituintes ocupam 0 mesmo espago na proteina.
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(a)

Leu768
Val702

Figura 20a. Composto quinazolinico com substituinte CHs

Met769

Leu694

Leu820

Figura 20b. Composto quinazolinico com substituinte H
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A Figura 21 mostra uma visualizacdo em 3D do EGFR complexado ao composto

quinazolinico com os substituintes CHz e H, pois ambos ocupam o mesmo espago no sitio

de ATP.

Figura 21. Estrutura em 3D do EGFR e do composto com o
substituinte CH3. A figura serve para demonstrar as ligagdes dos
dois compostos, ja que ocupam o mesmo lugar na molécula.

68



S")A Toxicidade de compostos quinazolinicos e identificagdo do HVA por RMN de Hidrogénio ('H).

5.3. Toxicidade in vivo.

Para analisar os parametros do quadro dos efeitos de toxicidade aguda, abaixo estdao
alinhados alguns sintomas referentes as drogas em relacdo ao tempo. Na tabela a seguir
podemos observar os resultados dos testes hipocraticos que avaliam os efeitos de toxicidade

aguda nos animais testados com 0s n0Ss0s COmpostos:

Tabela 3. Tabela dos efeitos de toxicidade aguda.

Observacoes
Dosagem
Droga (mg/kg) 17 hora 2" hora 3" hora 4" hora
Controle Sem sintomas de  Sem sintomas de ~ Sem sintomas de Sem sintomas de
(Salina) . toxicidade aguda  toxicidade aguda  toxicidade aguda toxicidade aguda
Desaparecimento
N(CH3), 100 U; NES; CA. U: ES: CA. U: ES: CA. gradativo dos
sintomas de
toxicidade aguda
Desaparecimento
N(CH3), 300 U;NES; CA;RI.  U; NES; CA. U; ES; CA. gradativo dos
sintomas de
toxicidade aguda
Desaparecimento
U; CA; St; RI; St; RI; CA; MA; e gradativo dos
N(CH;), 1000 MA; NES; STM. NES. U:RL ES. sintomas de
toxicidade aguda.
N(CH3) 2000 U; CA; MA; St; CA; MA; St; U; CA; MA; St; U; CA; MA; St;
32 NES; RI; STM. NES; RI; STM. NES; RI; STM. NES; RI; STM.
Desaparecimento
CH, 100 U;CA;ES;RI.  U;CA;ES;RL.  U; CA;ES; RL gradativo dos
sintomas de
toxicidade aguda
CH; 300 U; CA; NES; RI. U; CA; NES; RI U; CA; ES. CA.
Onde:

MA - Marcha anormal; St — Straub (cauda contorcida); U — Urinou; CA -
Contor¢do abdominal; RI - Respiracao intensa; STM - Sem tonus muscular; ES
— Explora superficie e NES - Nao explora a superficie.
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Os testes hipocréticos sdo realizados para a determinagdo de quais concentracdes
adequadas para realizarmos os testes de DL50 (dose letal para 50% da populag¢do de animal
estudada). Esses testes de toxicidade in vivo foram realizados somente com compostos
quinazolinicos com substituintes N(CH3), e CHj3, Solugdes salinas contendo os compostos
quinazolinicos nas concentracdes 100, 300, 1000 e 2000 mg/kg [N(CHs)], e 100 e 300
mg/kg (CH3) foram administradas aos animais. O composto com o substituinte N(CH3), na
maior concentracdo (2000 mg/kg) produziu todos os sintomas de toxicidade aguda, sem que
houvesse desaparecimento dos mesmos, ocorrendo morte do camundongo nas primeiras 24

horas. Para o controle, injetamos apenas salina nos animais.

Inicialmente os animais apresentavam sintomas de toxicidade aguda importantes,
mas apos 4 horas havia reversdo desses sintomas. Devemos dar continuidade a estes testes

quando obtivermos uma maior quantidade de amostra dos compostos quinazolinicos.

5.4. Espectrometria de RMN de Hidrogénio ('H) do HVA.

O sinal observado foi o da razdo da drea HVA/TMS vs. a concentracio de HVA
(Tabela 4), levando a curva padrio (R2 = 0,9998) representada pela linha reta obtida no

Grafico 10.
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Tabela 4. Preparacao das solugdes para curva de calibragio de HVA'®.

[HVA] Volume HVA Volume D,0 VYolume TMS Volume Total

(mol/L) (uL)* (uL) (L)’ (uL)
1.01x10™ 10 240 250 500
5.03x10™ 50 200 250 500
1.01x107 100 150 250 500
1.51x107 150 100 250 500
2.01x107 200 50 250 500

2 Volume usado para obter a concentragao final
mostrada na primeira coluna;

b TMS Composto de referéncia.

Curva de calibracdao Area HVA/TMS x [HVA]
10 - R? = 0,9998
9 ——
8
2 7 —
< s —
T /
4
S 3 —
< 5 /
]
O T T T T T T T T T 1
0  0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012 0,0014 0,0016 0,0018 0,002
[HVA]

Gréfico 10. Curva de calibragcdo area HVA/TMS x [HVA] a partir de espectros de RNM de Hidrogénio ('H).

Preparamos uma amostra contendo HVA, diluido em D0, adicionado TMS para a
realizacdo da curva de calibracio. Em uma amostra de urina coletada de um doador
humano sauddvel, foi adicionado HVA para determinacdo da sua concentragdo por RMN

de 'H (Figuras 22 e 23).
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H do HVA em D;O.

™S

AMRIR
40

ppm

0
Figura 23. Espectro de RMN de 'H de HVA na urina.

Os dois picos de absorcdo foram observados nas duas amostras, onde os 'H
metilénicos (CH,) apresentaram um pico de absorcdo a 3,49 ppm e os 'H do grupo metila

(CH3) apresentaram um pico de absorcdo a 3,77 ppm. Nao havendo variagdo no resultado

72



&")A Toxicidade de compostos quinazolinicos e identificagao do HVA por RMN de Hidrogénio ('H).

Y

uUNICAMP

obtido nas duas amostras, a Espectrometria de RMN de Hidrogénio (‘"H) se mostrou

eficiente para identificacdo do HVA.
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6. Conclusoes

De acordo com os resultados apresentados para os testes de IC50, pode-se
ver que os substituintes desempenham papel importante para os indices anti-
proliferativos in vitro, sendo assim, como em outras quinazolinas, a alternancia
desses substituintes pode caracterizar efeitos bioldgicos diversos para esses novos

CoOmpostos;

O composto Br ndo apresentou nenhuma seletividade, sendo téxico para
todas as linhagens tumorais, podendo também ser toxico para células normais do
nosso organismo. Mas os compostos CH3 e H apresentaram significante seletividade
para linhagem tumoral de mama (MCF07). Assim, cada substituinte pode
determinar a atividade especifica e a funcdo bioldgica destes compostos. A
descoberta do sitio de acdo dessas drogas pode constituir novos rumos na

terapéutica do tratamento ao cancer de mama;

Lapatinib € uma droga que além de se destacar pela eficacia contra o cancer
da mama, serve como um modelo para a investigacdo e desenvolvimento de novos
compostos inibidores do EGF/HER-2;

Os resultados dos experimentos com “docking” puderam afirmar que os
compostos com os substituintes CHs e H podem agir sobre a mesma regido alvo
onde EGFR € acoplado com drogas conhecidas por seus efeitos anti-tumorias, como
o Lapatinib e o Gefitinib, por exemplo;

Nossas estruturas fornecem a confirmagdao de muitos estudos tedricos e

podem servir como base para o desenho de novos inibidores especificos do EGF da
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Tirosina Quinase, contribuindo assim para aumentar o arsenal de medicamentos
contra o alvo molecular para o cancer de mama;

Apesar do composto quinazolinico com o substituinte N(CHj3), apresentar
maior toxicidade nos experimentos in vivo e in vitro (células PC12), ndo se pode
afirmar que os mesmos sistemas in vitro forneceram dados toxicoldgicos que foram
totalmente equivalentes aqueles derivados de um sistema in vivo, da mesma forma
que os resultados dos testes com animais nao sdo totalmente representativos de
experiéncia humana a exposi¢do a uma substancia toxica, ainda porque os testes

. . L. . - 114
realizados representam ensaios prévios para realizacao da DL50 ™;

Para dar continuidade nos testes com RMN de 'H do HVA, necessitamos de
uma maior quantidade de amostras de urina para mensurarmos as concentracoes de
HVA urinario. Essas amostras serdo fornecidas por pacientes atendidos no Hospital
de Clinicas da UNICAMP e que apresentam alguma patologia que altere as
concentracdes finais de HVA na urina, como por exemplo, neuroblastomas,

ganglioneuromas, feocromocitoma etc;

Para andlise do HVA urindrio a metodologia mais utilizada nos grandes
centros de diagndsticos é o HPLC (High Perfomance Liquid Chromatography) que
apresenta grande sensibilidade para detecc¢do e quantificacdo do HVA em urina 24
horas. Assim como o HPLC, a Espectrometria de RMN tem custo elevado e requer
conhecimento e manuseio técnico especializado dos aparelhos e interpretacao dos

resultados;
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A quantificacdo e identificacdo de 'H através de Espectrometria de RMN em
amostras de diversos tipos sdo extremamente importantes para verificacdo da pureza

~ . 11
da mesma, da presenca ou ndo de um determinado composto';

As aminoquinazolinas representam avangos significantes nos estudos com
cancer de mama, estudos confirmatérios devem ser considerados para promover o
uso de terapias anti-EGFR, incluindo seguranga e uso clinico. O EGFR tornou-se
alvo para drogas, especialmente no cancer. O desenvolvimento de inibidores
seletivos do EGF, que podem bloquear ou modular as doencas causadas por
anormalidades deste grupo de proteinas € geralmente considerado como uma

abordagem promissora para o desenvolvimento de novas drogas.
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A2.17 Acute toxicity (See Chapter 3.1 for details)
Hazard Criteria Hazard communication elements
category
Symbol
LDsg = 5 mg/'kg bodyweight (oral)
LDsp £ 50 mg/kg bodyweight (skin/dermal)
1 LCs = 100 ppm (gas) Signal word Danger
LCsy = 0.5 (mg/l) (vapour) Fatal if_ ‘3“'511;10“’5‘:1-
(ora
LCs; < 0.05 (mg1) (dust, mist) . .
% (me/l) ( ’ Hazard Fatal in contact with
statement skin (dermal)
Fatal if inhaled (gas,
vapour, dust, mist)
LDsy between 5 and less than 50 mg/kg bodyweight Symbol
{oral)
LDsg between 50 and less than 200 mg/'kg
bodyweight (skin/dermal) .
2 T il Han 500 Signal word Danger
LCsp between 100 and less than 500 ppm (gas) Fatal if svallowed.
LCsy between 0.5 and less than 2.0 (mg/1) (vapour) (oral)
LCsg between 0.05 and less than 0.5 (mg/1) Hazard Fatal in contact with
(dust, mist) Statement skin (dermal)
Fatal if inhaled (gas,
vapour, dust, mist)
LDsg between 50 and less than 300 mg/kg Symbol
bodyweight (oral)
LDsg between 200 and less than 1000 mg'kg
bodyweight (skin/dermal) Sienal word Danger
3 g g
LCsp between 500 and less than 2500 ppm (gas) Toxic if swallowed.
LCsp between 2.0 and less than 10.0 (mg/1) (vapour) {oral)
LC5q between 0.5 and less than 1.0 (mg/1) Hazard Toxic in contact with
(dust, mist) statement skin (dermal)
Toxic if inhaled (gas,
vapour, dust, mist)

Continued on next page
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g
Hazard Criteria Hazard communication elements
category
{cont’d)
ILDspbetween 300 and less than 2000 mg/kg Symbol '
bodyweight (oral) b
LDsgbetween 1000 and less than 2000 mg/'ke
bodyweight (skin/dermal) Signal word Warning
4 LCsp between 2500 and less than 5000 ppm (gas) Harmful if
LCsp between 10.0 and less than 20.0 (mg/1) (vapour) swallowed (oral)
LCsp between 1.0 and less than 5.0 (mg/1) Hazard Hf_’ﬂ‘mﬁlll in contact
(dust, mist) statement with skin (dermal)
Harmful if inhaled
(gas, vapour, dust,
mist)
Symbol No symbol
LDsg between 2000 and 5000 (oral or skin/dermal ,
* ( ) Signal word Warning
For gases, vapours, dusts, mists, LCsgin the
equivalent range of the oral and dermal LDs; (i.e., May be harmful if
between 2000 and 5000 mg'kg bodyweight). swallowed (oral)
5

See also the additional criteria:

Indication of significant effect in humans
Any mortality at Category 4
Significant clinical signs at Category 4

L ]
L ]
L ]
s Indication from other studies.

Hazard
statement

May be harmiful in
contact with skin

(dermal)

May be harmful if
inhaled (gas, vapour,
dust, mist)
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New Substituted Arylquinazolines as potent inhibitors of breast tumor cell
lines: In vitro and Docking Experiments

André N. de Oliveira, Cleverson C. Bocca, Joao E. Carvalho, Ana Ruiz Géis, Thiago P. Silva,

Roberto Rittner, Nelci F. Hoehr.

ABSTRACT

The aryquinazoline represents significant advances in the clinical management of breast cancer,

confirmatory studies must be considered to foster the use of anti-EGFR therapies including safety

and clinical use. The Epidermal grow factor receptor have become prime targets for drug

intervention in the diseased state, especially in cancer. The development of selective protein kinase

inhibitors that can block or modulate diseases caused by abnormalities in these signaling pathways

is widely considered a promising approach for drug development.

A series of 4-phenylamino quinazolines derivates was sinthesized as potent kinase inhibitors and its

citotoxicity show potent growth inhibitory activity in breast tumor cell lines (MCFQ7).

INTRODUCTION

The epidermal growth factor receptor (EGFR) is a 170 000-dalton membrane glycoprotein
composed of an extracellular domain, an intermembrane region, and an intracellular domain that
presents protein tyrosine kinase activity'.The binding of EGF to its receptor (EGFR) activates a
cascade in which several proteins are phosphorylated, where to from there occur the processes of
regulation, maintenance and cell survival®®.

The EGFR is directly related to regulatory processes of cellular proliferation®”. Subclasses of the
EGFR tyrosine kinase consisting of four members: EGFR/Her1, HER-2, HER-3 and HER-4%. All
members have a binding site of the extracellular region, the region between membranes and in the
cytoplasmic domain of tyrosine kinase.

Currently many genes are directly related to the appearence of cancer®, among them HER-2, also
known as erbB2, is the gene of the EGFR tyrosine kinase located on chromosome 17, encodes a
membrane glycoprotein of 185 KD (p185Her2) and its receptors are expressed in several epithelial
tissues, mesenchymal and neural >”'® which has been widely studied as a molecular target '
chosen in therapy against cancer, particularly breast cancer, which is widely considered one of the
most frequent, reaching in 2002 as the most prevalent in the world is also the most frequent among
women'>™ (23 to 25% of all malignancies)'®. As well as family history'® most of the risk factors
described in the literature is related to the life of the woman and her exposure to estrogen: early
menarche and late menopause, high total numbers of menstrual cycles and use of estrogen-
progesterone'®. Overexpression of these EGFR was found in a number of cancers (e.g., breast),
their expression levels often correlate with vascularity, and is associated with poor prognosis in
patients.”"s. Currently, there are several compounds used in molecular targets for anticancer
therapies Her2 positive and that attract by their clinical efficacyw.SeveraI class of specific inhibitors
of tyrosine kinase has been widely studied®?* successfully against molecular targets to combat
cancer which highlight the some quinazolines (e.g. 4-AniIinoquinazolines)18' Our experience with
several biologically active compounds (e.g. adenosine kinase inhibitors) has led to synthesize a novel
of 4-phenylamino quinazolines derivatives® (Figure 1).

38 1
O— 7 8a N\ "
63<
O 6 ’ 4a {
NH_ .

R =H (1) or CH; (2) 6'
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Figure 1. Chemical structures of the 4-phenylamino quinazolines containing key atom numbering.

Materials and methods

Cell culture and maintenance

For this experiment, we used the Sulforhodamine B (SRB) stain assay, a classic methodology for in
vitro inhibition testing and tracking of new drugs against cancer®*°.

4-phenylamino quinazolines derivatives (substituents CH; and H) were synthesized at the Institute
of Chemistry, State University of Campinas (IQ-UNICAMP) and tested using 9 human tumor cell
lines (Figure 1): melanoma (UACC), breast (MCFQ7), drug-resistant ovarian (NCIADR), renal cell
carcinoma (7860), lungs (NCI460), prostate (PCOS3), ovarian (OVICARS), colon (HT29) and
leukemia (K562)*® where cells were plated in 96-multiwell microtiter plate (10* cells/well) for 24 h in
RPMI-1640 medium, supplemented with 5% fetal bovine serum before treatment with the
compounds to allow attachment of cell to the wall of the plate.

In vitro Inhibition

Test compounds were dissolved in DMSO and diluted with saline to the appropriate volume.
Different concentrations of the compound under test (0.25 to 250 ug/ml) were added to the cell
monolayer. Triplicate wells were prepared for each individual dose. Cells were incubated with the
compound for 48 h at 37 °C and in atmosphere of 5% CO2. After 48 h, cells were fixed, washed,
and stained at room temperature for 30 min with 0.4% (wt/vol) with SRB dissolved in 1% acetic
acid. Unbound dye was removed by five washes with 1% acetic acid, and attached stain was
recovered with Tris-EDTA buffer solution. Color intensity was measured in an ELISA plates reader
at 515 nm. The relation between surviving and drug concentration is plotted to get the survival
curve for human tumor cell lines. The concentration required for 50% Growth Inhibition of cell
viability (G150) was calculated and the inhibition curve for Doxorrubicine compound (used as a
reference compound), CHz and H are given in Figures 2, 3 and 4, respectively.

All chemicals and solvents were purchased from Sigma—Aldrich™.

Ligand Modeling

The molecular modeling calculations were performed with the GAUSSIAN 03 package®’. The stable
geometries of (1) and (2) quinazolines were obtained by calculating the potential energy surface
(PES) through HF/3-21G level of theory. Then the most stable geometries were optimized by
density functional theory (DFT) calculations with the B3LYP hybrid functional, which consists of the
nonlocalexchange functional of Becke'’s three-parameter set” and de nonlocal correlation functional
of Lee et al, (1998)*. The 6-311G(d,p) Pople’s basis set’®™' was used to carry out these
calculations. Stationary points were fully optimized and characterized by vibrational frequency
calculations, which also provided zero-point vibrational energies (ZPE).

Docking

Docking experiments were performed using Autodock 4.0.°. The search method used was a
Lamarckian Genetic Algorithm (LGA) with 100 LGA runs® The number of individuals in each
population was 50. The maximum number of energy evaluations was set at 1,0 M. Other
parameters were left to their respective default values.

During this searching process, the ligands (e.g. substrates) and the Phe699, Lys721 and Met769
enzyme residues were regarded as flexibles. The grid box was settled at the center of the flexible
residues and the box size was normally set at 100, 100, and 100 A (x, y, and z) at resolution of
0.281 A.
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It and Discussions:

Anti-proliferative in vitro test
Besides the in vitro testing for GI50 (SRB), all cell lines in this study are suggested by the NCI ( The
U.S. National Cancer Institute) for testing anti-proliferative in vitro®.
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Figure 2. GI50 of human tumor lines exposed to doxorubicin (reference compound).
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Figure 3. GI50 of human tumor lines exposed to the compound with substituent CHs.
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Figure 4. G150 of human tumor lines exposed to the compound with substituent H.

The obtained data showed that Doxorrubicine presented cytotoxicity to all cell lines (Figure
2). Doxorubicin is used with chemotherapy to treat cancer and is associated with adverse effects,
not only is toxic to tumor cells, but also toxic to some normal cells in our body. While other
compounds (CH3z and H derivatives) were specific for breast cancer at low concentrations (x 25
pg/ml) (Figures 3 and 4).

Docking

For the docking experiments the EGFRK/erlotinib complex at 2.60 A of resolution®, was taken as
starting model (PDB code: 1m17). The [6,7-bis(2-methoxy-ethoxy)quinazoline-4-yl]-(3-
ethynylphenyl)amine (erlotinib) molecule were removed from the complex and the truncated
residues were properly completed. Hydrogen atoms were added to the protein amino acids and the
partial atomic charges were assigned using the Gasteigere-Marsili formalism while all possible
ratable bonds of the ligands and Kollman charges for all atoms in EGFRK were assigned by using
the AutoDock Tools. The protein was submitted a minimization procedure by using 500 steps of
steepest descent’s protocol. These procedures were carried out by using the GROMOS96
parameters set implemented in the Swiss-PdbViewer version 4.0.1 program®.

Previous studies have indicated that 4-anilinoquinazolines cause inhibition through binding to the
site occupied by ATP during phosphotransfer.***°. The binding of ATP itself involves two important
hydrogen bonding interactions between the purine base of ATP and the protein backbone between
amino acids GIn767 and Met769. The 4-phenylamino quinazolines derivatives were positioned in
the erlotinib site in accordance with the published crystal structure®®. The entire complex was then
subjected to cycles of minimization (GROMOS96 parameter sets).

The Figure 5 depicts a stereoview of (1) and (2) compounds in ATP binding site into EGRFK
protein. According to docking studies the (1) quinazoline (Figure 5a) binds to a narrow hydrophobic
pocket in the N-terminal domain of EGRFK where N3 of the quinazoline ring interacts with the
backbone NH of Met769 via hydrogen bond (2.2 A). The close contact of the phenyl group and
quinazoline ring with Leu694 residue (3.4 A and 3.6 A, respectively) suggests a hydrophobic
interaction. These interactions stabilize the compound into EGFRK active site contributing to a
favorable binding energy (-12.9 kcal/mol). For the (2) quinazoline an additional hydrogen bond
between NH from phenylamino group and GIn767 (1.9 A) was observed (Figure 2b) and the
hydrogen bond between N3 and Met769 decrease to 1.9 A compared with (1). The energy
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observed to (2) was close to (1), -13.7 kcal/mol. The Figure 6 depicts a 3D view of EGRFK protein
complexed with (1) quinazoline, the (2) quinazoline occupies the same space.

The results of the docking experiments could support the postulation that (1) and (2) quinazolines
may act on the same enzyme target where EGRFK inhibitor acts quinazoline ring position in the
active site remained almost the same for the two compounds, except by a 180° spin x axis in (2)
which provides the phenylamino ring against Leu769 residue, probably to minimize the repulsive
interaction between methyl group in meta position and iso-buthyl group present in the residue. The
binding energy observed to (2) was close to (1), -13.7 kcal/mol. The Figure 3 depicts a 3D view of
EGRFK protein complexed with (1) quinazoline, the (2) quinazoline occupies the same space.

The results of the docking experiments could support the postulation that (1) and (2) quinazolines
may act on the same enzyme target where EGRFK inhibitor acts.

Y Ala719
Leu768 ‘

(a

\al 02

Gl\ 695

Thr766
Lys721

GIn767

(b

Met769

Leu694

Leu820

Figure 5. Stereoview of the a) (1) and b) (2) 4-phenylamino quinazolines in the binding
site and nearby residues from EGFRK. Dashed line indicates an hydrogen bond from
the Met769 amide nitrogen to (1) and (2) and from GIn767 hydroxyl group to (2).
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Figure 6. 3D view of EGRFK protein complexed with (1) quinazoline.
The figure depicts both primary and secondary structures as well a
molecular surface from EGRFK protein (quinazoline in blue).

Conclusions

Breast cancer is a disease that is responsible for approximately 1% of the mortality rate worldwide.
The importance of developing new and improved therapies for its treatment is undisputable.
Studies of molecular target therapy has led to the development of new drugs against breast cancer,
mainly drugs with affinity for EGFR as Lapatinib, for example, drug which will highlight the
effectiveness against breast cancer, serves as a model for research and development of new
compounds EGFR or HER-2 Inhibitors.

Despite the same framework is present in the tested compounds, the substituent is critical to
determine its biological and specific activity. Work is in progress to synthesize new derivatives, to
elucidate how changes in the substituents may lead to a higher or smaller activity. Theoretical
studies are also being undertaken to elucidate if there is any relationship between electronic
structure or steric effects and its biological activity.

Our structures provide confirmation of the many theoretical studies and may serve as a basis for the
design of novel inhibitors, thus contributing to increase the arsenal of drugs against the molecular
target for breast cancer.

The predicted complex structure of quinazoline type inhibitor with EGFR mapping from molecular
docking can interpret the structure activities of the inhibitors well and afford us important information
for structure-based drug design.
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Recent advances in the discovery of drugs contributed to a sharp increase of biochemical and
cellular in vitro assays, therefore more time and cost in order to elucidate the mechanism of certain
organic compounds and their interaction site. To reveal the target of action of certain drugs,
especially the new, the molecular docking methodology is an excellent tool for new drugs tracking
and study its active sites.
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