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RESUMO

A resisténcia a multiplas drogas é um dos mais preocupantes fenomenos observados
na quimioterapia atualmente. Nela, células tornam-se resistentes aos quimioterapicos
utilizados na clinica, diminuindo o arsenal de drogas disponiveis para estes tratamentos. Isto
pode ser causado por transportadores da familia ABC, que sdo capazes de expulsar
compostos das células em que sdo expressos, utilizando para isso a energia liberada pela
hidrélise de ATP. Eles sdo encontrados nas mais diversas espécies, de bactérias a
mamiferos, sendo superexpressos em células cancerosas. Uma abordagem na tentativa de
superar este problema é o uso de substancias re-sensibilizadoras, ou seja, compostos capazes
de potencializar a eficdcia dos quimioterdpicos ja existentes. Neste trabalho, exploramos os
efeitos de duas classes de compostos, os derivados do 4cido gdlico e as chalconas, na
inibicao de dois tipos de transportadores, a PdrSp de Saccharomyces cerevisiae e a ABCG2
de humanos. Os derivados do 4dcido gilico demonstraram aumento da eficdcia na inibicdo da
PdrSp com o aumento da cadeia lateral, sendo que os melhores, os galatos de decila e
dodecila, se mostraram capazes de inibir competitivamente a atividade ATP&sica desta
proteina, além de inibirem o efluxo de rodamina 6G pelas células que superexpressam a
Pdr5p.

As chalconas utilizadas neste trabalho, derivadas da 3,4-metilenodioxi-acetofenona,
da 2-naftilacetofenona ou hidroxichalconas, demonstraram ser bons inibidores para a
ABCG2, ja que algumas foram capazes de induzir uma inibi¢do superior a promovida pelo
GF120918, um inibidor de referéncia para ABCG2. A varia¢do nos padrdes de substituicao

dos dois anéis presentes na estrutura bésica desses compostos levou a diferentes graus de



inibicdo e os melhores resultados foram alcangcados com substituintes eletronegativos e
hidrofébicos. Os valores de ICs ficaram na faixa de 0,2 UM, e estas aparentam realizar esta
inibicdo de forma nao-competitiva. Esses inibidores também foram capazes de aumentar a
sensibilidade das células que superexpressam ABCG?2 a mitoxantrona e foram classificados
como inibidores especificos para esta proteina, por nao produzirem efeitos sobre o transporte

das proteinas P-gp e MRP1.
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ABSTRACT

Multidrug resistance is one of the most preoccupying phenomena observed in
chemotherapy nowadays. In this phenomenon, cells become resistant to chemotherapics
used in clinics, reducing the drug arsenal available for these treatments. This may be caused
by transporters belonging to the ABC family, which are capable to extrude compounds from
the cells in which they are expressed using the energy released by ATP hydrolysis. They can
be found in all species, from bacteria to mammals, and are overexpressed in cancer cells. A
way to overcome this problem is the use of chemosensitizers, compounds that are able to
increase the efficacy of the already existent drugs. In this work, we have explored the effects
of two classes of compounds, gallic acid derivatives and chalcones, on two types of
transporters, Saccharomyces cerevisiae PdrSp and human ABCG2. The gallic acid
derivatives were show to increment the efficacy of Pdr5p inhibition with the increase of the
side chain length and the best ones, decyl and dodecyl gallates have shown to competitively
inhibit the ATPase activity of this protein, also with the inhibition of rhodamine 6G efflux
by cells which overexpress Pdr5p.

The chalcones used in this work, derivatives of either 3,4-methylenodioxy-
acetophenone, 2-naphtilacetophenone or hidroxychalcones, were shown to be good
inhibitors for ABCG2, as some were able to induce a greater inhibition than that obtained
with GF120918, a reference inhibitor for ABCG2. The variation on the pattern of
substitution on both rings present on the basic structure of these compounds lead to different
degrees of inhibition, and the best results were achieved with electronegative and

hydrophobic substituents. The ICsy values achieved are in the range of 0.2 uM, apparently
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through non-competitive inhibition. These inhibitors were also able to increase the
sensitivity of cells overexpressing ABCG2 to mitoxantrone and were classified as specific

inhibitors for ABCG2, as they showed no effect on P-gp and MRP1 transport.
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ABCBI1
ABCC1
ABCG2
ADP
AEBSF
ANSA
ATP
BCRP
CTP
DMEM
DMSO
DTT
EGTA
FK506
G418
GF120918
GTP

HEK-293

ICs

ABREVIACOES

produto do gene ABCBI de humanos

produto do gene ABCCI de humanos

produto do gene ABCG2 de humanos

Adenosina 5’-difosfato

fluoreto de 4-(2-Aminoetil) benzenosulfonila hidrocloreto
dcido 1-amino 2-naftol 4-sulfénico

Adenosina 5’-trifosfato

sindbnimo de ABCG2

Citosina 5’-trifosfato

Meio de cultura, do inglés “Dulbecco Modified Eagle Medium”
Dimetilsulféxido

1,4-Ditio-DL-treitol

Acido [etilenobis(oxietilenonitrila)] tetracético

Tacrolimus

Gentamicina

Elacridar

Guanosina 5’-trifosfato

Linhagem celular de origem renal, do inglé€s “Human Embrionic
Kidney”.

Concentracdo em que se atinge 50% de inibi¢ao
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ITP Inositol 1,4, 5- trifosfato, sindnimo de IP3

K, Constante de dissociacdo

K; Constante de inibi¢ao

MATE do inglés, Multidrug and Toxic Compound Extrusion Family
MDR Resisténcia multipla a drogas (do inglés multidrug resistance)
MDRI1 sindbnimo de ABCB1

MFC Concentragdo minima fungicida (do inglés, “Minimum Fungicidal

Concentration”)

MFS do inglés, Major Facilitator Superfamily

MIC Concentragdo minima inibitdria (do inglés, Minimum Inhibitory
Concetration)

MKS571 Acido (E)-3-[[[3-[2-(7-Cloro-2-quinolinil)etenil | fenil]-[[ 3-

dimetilamino)-3-oxopropil]tio]metil Jtio]-propandico

MRP1 sindbnimo de ABCC1

MTT brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoélio

NBD Dominio de Ligacdo de Nucleotideos (do inglés, “Nucleotide Binding
Domain™)

ORF do inglés, Open Reading Frame

PBS Tampao Salina Fosfato

PdrSp Produto do gene PDRS, de Saccharomyces cerevisiae

P-gp Glicoproteina-P

Pi Fosfato inorganico

PKC Proteina cinase C
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PMSF Fluoreto de fenilmetilsulfonila

RND do inglé€s, Resistance-nodulation-cell Division Family

SDS Dodecil sulfato de sédio

SMR do inglés, Small MDR superfamily

TFP Trifluoperazina

TMD dominio transmembranar

T™S Segmento Transmembranar (do inglés, “Transmembrane Segment”)
Tris Tris (hidroximetil) aminometano

UTP Uridina 5’ — trifosfato

YPD Meio de crescimento composto por extrato de levedura, peptona e

dextrose (do inglés, Yeast Extract, Peptone, Dextrose)
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1.INTRODUCAO

1.1. Resisténcia a multiplas drogas

A resisténcia a drogas na quimioterapia antifiingica, bem como na quimioterapia
antibacteriana e anticancer, € a maior causa de falhas destes tratamentos. Os
microrganismos patogénicos € as células cancerosas desenvolveram diversos mecanismos
para escapar do ataque dos quimioterdpicos, dentre os quais, um dos mais importantes e
preocupantes € a resisténcia a multiplas drogas (LAGE, 2003).

A resisténcia a multiplas drogas ou MDR (do inglés “Multidrug Resistance”) consiste
na resisténcia celular a diversos quimioterdpicos estrutural e funcionalmente diferentes, que
apresentam, de forma geral, uma unica caracteristica em comum que € o seu cariter
hidrofébico. Este fendtipo caracteriza-se pela capacidade de expulsdo de drogas presentes
no interior da célula, ou ainda na membrana plasmatica, com conseqiiente reducao de sua
concentracdo no meio intracelular (GOTTESMAN & PASTAN 1993), como mostrado na
Figura 1.

Este tipo de MDR, chamado de “cldssico”, foi descrito primeiramente para células
cancerosas, sendo promovido por uma proteina transportadora transmembranar, chamada
de Glicoproteina-P (P-gp), codificada pelo gene MDRI (RONINSON ET AL, 1986),
atualmente classificado como ABCBI pelas novas regras de nomenclatura estabelecidas
pelo HGNC (do inglés, “Human Genome Organisation Gene Nomenclature Comitee”). A
resisténcia promovida por esta proteina ja estd bem caracterizada, existindo um espectro

1



bem definido de substratos para seu transporte, bem como de inibidores, que podem
também ser chamados de moduladores ou reguladores de MDR. Apds sua descoberta, um
grande numero de proteinas homologas foi descrito em diferentes organismos (LAGE,
2003).

Estas proteinas pertencem a superfamilia dos transportadores ABC (do inglés “ATP-
binding cassette”), mas existem, numa visdo mais ampla, muitas outras familias de
transportadores de multiplas drogas (LAGE, 2003). Todas essas familias sdo responsaveis
pelos fendtipos de MDR em microrganismos patogénicos, assim como em células
cancerosas.

Esses sistemas transportadores estdo presentes em todos os organismos estudados até
o presente momento ¢ podem ser divididos em duas classes majoritdrias (Figura 2). A
primeira classe € composta de proteinas capazes de realizar transporte ativo primario,
utilizando como energia a hidrélise de ATP. Estes transportadores representam a
superfamilia dos transportadores ABC. A segunda classe é composta de proteinas capazes
de realizar transporte ativo secunddrio, acoplado a um gradiente de ions, como s6dio ou
prétons, através de simporte ou antiporte. Os membros desta classes sdo as SMR (do inglés
“Small MDR Superfamily”), MATE (“Multidrug and Toxic Compound Extrusion
Family”), RND (“Resistance-nodulation-cell Division Family”) e MFS (“Major Facilitator

Superfamily”) (PUTMAN ET AL., 2000).



Infl uxo

Efluxo

D

Extrusao

Figura 1. Representacdo esquematica do efluxo e acimulo de drogas em células
sensiveis e resistentes a drogas. (A) Célula sensivel a drogas. As moléculas da droga (D)
se difundem através da membrana celular. O influxo € maior que o efluxo devido a direcao
do gradiente eletroquimico estabelecido para a droga, permitindo um acimulo da droga no
interior da célula. (B) Célula resistente a drogas. Além da difusdo da droga através da
membrana, a droga presente no interior celular é bombeada para o exterior por um
transportador, reduzindo drasticamente o nivel intracelular da droga. (C) Uma célula cujo
fendtipo de resisténcia a drogas foi revertido. A expulsdo da droga estd diminuida ou €
nula, levando a um acimulo semelhante ao observado para a célula originalmente sensivel.

(retirado e adaptado de PEER & MARGALIT, 2005).
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Figura 2. Visao geral das familias de transportadores de miltiplas drogas (MDR).
SMR: do inglés, Small MDR superfamily; MATE: Multidrug and Toxic Compound
Extrusion Family; RND: Resistance-nodulation-cell Division Family; MFS: Major

Facilitator Superfamily (Adaptado DE LAGE, 2003).



1.2. Transportadores ABC

1.2.1. Historico

O estudo dos transportadores ABC teve inicio na década de 1970. Este tipo de
transportador foi descrito inicialmente em bactérias, e estes foram os primeiros a serem
identificados e caracterizados (revisto por HIGGINS, 2001). BERGER & HEPPEL, em 1974,
descreveram uma classe de sistemas transportadores, capaz de realizar transporte primario,
sensivel ao choque osmético e cuja energia para o funcionamento provinha diretamente da
hidrélise de ATP. Estes transportadores descritos eram sensiveis ao choque osmotico
devido a perda da sua proteina de ligacdo ao substrato. Observou-se, apds a conclusdo do
sequenciamento de OppD (um transportador de oligopeptideos de Salmonella typhimurium)
(HIGGINS et al, 1982), que essas proteinas apresentavam uma regido de ligacdo a
nucleotideos bastante conservada, encontrada também em outras proteinas, como ATP
sintase, miosina e adenilato cinase (WALKER et al., 1982). Isso levou a sugestdo de que
esses dominios estariam envolvidos no acoplamento da hidrélise do ATP a fung¢ao realizada
pela proteina e que esses transportadores pertenceriam a uma mesma familia (Mimmack et
al., 1989).

A primeira proteina de eucariotos pertencente a familia dos Transportadores ABC
foi descrita em 1986. Tratava-se da glicoproteina-P de mamiferos (GROS et al., 1986),
envolvida na resisténcia de células cancerosas a quimioterapia. Neste mesmo ano, foi
proposto que estes transportadores estariam organizados em quatro dominios principais.

Porém notou-se que nem todos os membros desta superfamilia apresentavam a funcao de



transporte, podendo estar envolvidos em outros processos biologicos (HIGGINS ef al., 1986).
O nome ABC (do inglés “ATP binding cassette”) foi proposto em 1990 por HYDE e
colaboradores, reconhecendo a importancia desta origem evoluciondria comum entre

proteinas com fungdes tao diversas.

1.2.2. Definicao

Os transportadores ABC podem ser encontrados em todos os filos € compdem uma
das maiores familias de proteinas, participando em diversos processos bioquimicos que
serdo abordados ao longo desta tese. Esses processos vao desde o transporte de ions cloreto
em células epiteliais respiratdrias, onde uma disfun¢ao leva ao desenvolvimento da fibrose
cistica, até a resisténcia a multiplas drogas em microrganismos e no cancer (HIGGINS et al.,
1992).

Todas as proteinas da superfamilia ABC apresentam uma seqiiéncia altamente
conservada, de aproximadamente 215 aminodcidos, denominada de ABC ou de NBD (do
inglés, “Nucleotide Binding Domain”). Este dominio contém dois segmentos peptidicos
curtos chamados de “Walker A” e “Walker B” (WALKER et al., 1982). O segmento “Walker
A” é uma regido rica em glicina e “Walker B” € uma seqiiéncia hidrofébica. Ambos estdo
envolvidos na ligacdo de ATP e estdo freqlientemente presentes em todas as proteinas
ligadoras de nucleotideos. Uma terceira seqiiéncia consenso (“LSGGQ™) € conhecida como

“assinatura” ABC e é exclusiva dos dominios ABC (HYDE et al., 1990).



Os transportadores ABC apresentam uma organizagdo estrutural comum, na qual,
associado ao sitio de ligacdo a nucleotideos, temos um dominio transmembranar (TMD),
geralmente composto de seis alfa-hélices que atravessam a membrana (revisto por
ENDICOTT & LING, 1989).

Para que um transportador ABC tenha atividade bioldgica, acredita-se que a estrutura
minima seja de dois sitios de ligagdo a nucleotideos associados a dois dominios
transmembranares. Em geral, os transportadores de organismos eucaridticos se apresentam
sob a forma de transportadores completos, que consistem em um unico polipeptideo,
apresentando uma topologia [TMD-NBD], ou [NBD-TMD],, chamada de configuragcdao
invertida (Figura 3). Por outro lado, os transportadores de procariotos costumam ter seus
dominios expressos como subunidades separadas, contendo um NBD ligado a um TMD,
que, para serem ativos, em geral, apresentam-se sob a forma de dimeros, podendo ser homo
(duas cadeias de proteinas codificadas pelo mesmo gene) ou heterodimeros (compostos de
duas proteinas diferentes). Apesar de os NBDs apresentarem grande homologia nos
transportadores ABC de todas as origens filogenéticas, os segmentos transmembranares
costumam apresentar grande variabilidade em suas seqiiéncias e, por isso, acredita-se que
nestas regides estejam localizados os sitios de ligacdo de drogas (para revisdo, ver
Altenberg, 2003). Acredita-se que a comunicacdo entre 0 TMD e o NBD seja promovida
por uma regido chamada de dominio intracelular (POLGAR, ROBEY & BATES, 2008).

A superfamilia dos transportadores ABC divide-se em diversas subfamilias, dentre
elas a MRP (do inglés “Multidrug Resistance Protein”), caracterizada pelo transporte de
substancias geralmente conjugadas a glutationa, a MDR, na qual se incluem os genes que
codificam as glicoproteinas-P de humanos e mamiferos em geral, e a PDR (do inglés

“Pleiotropic Drug Resistance”), a familia mais bem caracterizada em Saccharomyces
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cerevisiae, cujos membros foram encontrados também em outros fungos, como Candida
albicans, Aspergillus nidulans, entre outros (DEL SORBO, SCHOONBEEK & DE WAARD,
2000).

Os membros da familia ABC de humanos podem tanto funcionar como
transportadores de membrana, canais de fons ou receptores. Essas proteinas podem estar
localizadas na membrana plasmadtica, reticulo endoplasmdtico, peroxissomas ou na
mitocondria. Dos 48 genes de transportadores humanos, 17 ja foram associados a
patogénese de doencas, que incluem as doengas de Tangier (ABCAI), Stargart (ABCA4),
sitosterolemia (ABCG5/ABCGS) e a fibrose cistica (ABCC7/CFTR), entre outras (POLGAR,

ROBEY &BATES, 2008).
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Figura 3. Possiveis topologias e configuracoes para os dominios transmembranares e
de ligacao a nucleotideos dos transportadores ABC. (a) NBD, dominio de ligacdo a
nucleotideos. (b) TMD, dominio transmembranar. (¢) mondmero com a configuragdao
[NBD-TMD]. (d) mondmero com a configuracgdo [TMD-NBD]. (e) dimero com a
configuragdo [TMD-NBD]s,. (f) dimero com a configuracao [NBD-TMD],. (f) transportador
que apresenta um dominio transmembranar adicional, encontrado na familia MRP (do

inglés, multidrug resistance protein). Extraido de LAGE, 2003.



1.2.3. Mecanismos propostos para os Transportadores ABC

Acredita-se que os transportadores ABC envolvidos na resisténcia a multiplas
drogas possam ter um mecanismo molecular de transporte comum. Diversos modelos foram
sugeridos para explicar sua ampla especificidade por compostos quimicamente tao
diferentes (VARMA et al,. 2003).

Os modelos atualmente propostos para descrever o funcionamento dos
transportadores ABC sao trés (Figura 4): o modelo de poro, o de aspirador hidrofébico e o
de flipase. O modelo de poro, também chamado de transporte convencional, € caracterizado
pela remogao da droga apds sua ligagdo ao transportador diretamente no citoplasma,
passando por um poro aquoso (ALTENBERG et al., 1994). No modelo de aspirador
hidrofébico, o mais aceito atualmente, ocorreria a ligacdo da droga ao transportador na
folha interna da membrana plasmatica e sua condugdo, através do interior do poro, a0 meio
extracelular (RAVIV et al., 1990). No terceiro modelo proposto, a droga passaria da camada
interna para a camada externa da membrana plasmatica, através de ligagdes e/ou interacoes
com os lipidios da membrana, sendo eliminada em seguida. Este mecanismo € chamado de

flipase (HIGGINS & GOTTESMAN 1992).

1.2.3.1. Reconhecimento de substratos por Transportadores ABC

A capacidade dos transportadores de multiplas drogas de se ligarem a um niimero grande de

substancias de estruturas bastante variadas foi considerada, por um longo tempo, como
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inusitada entre os pesquisadores. A investigacdo cldssica de diversas enzimas mostrou que
elas sdo capazes de se ligar a um determinado substrato devido a interagcdes atOmicas
especificas entre residuos de aminodcidos da enzima e a molécula de substrato
(STAVROVSKAYA & STROMSKAYA, 2008). Por isso, ndo € surpreendente que a no¢ao de que
o sitio de ligacdo a drogas dos transportadores ABC seja capaz de interagir com dezenas de
moléculas de estruturas diversas tenha sido reconhecida por muitos anos como uma
violagdo de um principio fundamental da bioquimica. Felizmente, progressos na andlise
estrutural de transportadores ABC e algumas outras proteinas que reconhecem multiplas
substancias ajudaram na solu¢do deste mistério.

A forma pela qual os substratos se associam inicialmente aos transportadores ABC e
as mudancas conformacionais decorrentes do mecanismo de transporte também vem sendo
discutidas. Estudos com a P-gp demonstraram que no interior da membrana celular forma-
se uma grande cavidade organizada pelas hélices transmembranares da proteina
(ZHELEZNOVA et al., 1999). Essa cavidade apresenta dois vaos laterais expostos para a
membrana, através dos quais os substratos a ser transportados podem entrar na cavidade.
Existem trabalhos que sugerem que os substratos podem ser captados pelo transportador a
partir do espago entre as duas camadas da membrana plasmadtica, € ndo no citoplasma
(HI1GGINS, 2007). Acredita-se que o mecanismo de ligacdo seja através da penetragdo dos
ligantes na cavidade da proteina, onde estabelecem interacdes de Van Der Waals com os
residuos hidrofébicos que o permeiam e, além disso, as dimensdes da cavidade da proteina
sdo suficientemente grandes para permitir diferentes orientacdes da molécula ligante,

podendo ocorrer a interagdo da mesma com diferentes residuos presentes na parede que
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Figura 4. Modelos propostos para o mecanismo dos Transportadores da Superfamilia
ABC. (a) No modelo de poro, a droga se ligaria a proteina no citoplasma, sendo expulsa da
célula através de um canal. No modelo de flipase (b), a droga presente na folha interna da
membrana plasmatica seria deslocada para a folha externa apds a ligagdo a proteina,
passando em seguida por difusdo passiva para o meio extracelular, enquanto que no modelo
de aspirador hidrofébico (c), a droga, ainda na camada interna da membrana plasmatica,

seria captada pela proteina e expulsa através do canal (extraido de VARMA et al., 2003).
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forma a cavidade (NEYFAKH, 2003). Desta forma, de acordo com o modelo proposto, apds a
ligacdao do ATP ao NBD da P-gp, a conformacgdo das hélices transmembranares da proteina
muda fortemente, resultando no fechamento dos vaos laterais (NEYFAKH, 2003;
ZHELEZNOVA et al., 1999). Este processo seria acompanhado pela diminui¢ao da afinidade
do transportador pelo substrato, o que resultaria na dissociacdo do substrato que estava

ligado a proteina ao meio extracelular.

1.2.3.2. Atividade Catalitica dos Transportadores ABC

A ligacio do ATP e sua hidrélise sdo essenciais para o funcionamento dos
transportadores ABC, sendo a estequiometria desta reacdo de uma molécula da droga
transportada para cada duas moléculas de ATP hidrolisadas (GOTTESMAN & PASTAN,
1993). A reacdo global da P-gp de humanos foi proposta inicialmente por SENIOR e
colaboradores (1995), revista por SAUNA e colaboradores em 2001 e por Suresh e
colaboradores em 2007. Neste modelo, a reacdo € composta de dois ciclos, nos quais 0s
sitios de ligagdo de ATP e drogas interagem de forma coordenada, para que a droga seja
transportada para o exterior, num processo dependente de ATP (Figura 5).

A droga e a primeira molécula de ATP se ligam a proteina em seus respectivos
sitios. Em seguida, ocorre a hidrélise do ATP em ADP + Pi, fornecendo energia para o
transporte da droga. A liberacdio do ADP do sitio de ligagdo a nucleotideos encerra o
primeiro ciclo, que é seguido de uma mudanca conformacional da proteina, capaz de

reduzir a afinidade tanto pelo nucleotideo, quanto pela droga. O segundo ciclo teria inicio
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com a hidrdlise de outra molécula de ATP, realizada pelo outro sitio de ligacdo a
nucleotideos, sendo esta energia liberada necessdria para devolver a proteina a sua
conformacdo original. A posterior liberacdo do ADP concluiria o segundo ciclo, tornando a

P-gp capaz de iniciar um novo ciclo de transporte da droga.

1.3. Resisténcia a miiltiplas drogas conferida por transportadores ABC

no Cancer

No total, 48 transportadores ABC foram identificados no genoma humano e
agrupados em sete subfamilias (de ABCA a ABCG), de acordo com as suas homologias
sequenciais e estruturais (DEAN et al., 2001). Destes, aqueles que foram comprovadamente
associados ao fendmeno de resisténcia a multiplas drogas sdo a glicoproteina-P (P-gp ou
ABCB1), MRPI1 (do inglés, “Multidrug resistance-associated protein 17, ou ABCC1) e
ABCG?2, por existirem evidéncias relacionando culturas de células resistentes a drogas e
material obtido de pacientes (DEAN et al, 2001). Entretanto, pelo menos 17 desses
transportadores tiveram sua capacidade de transporte de drogas in vitro demonstrada
(LAGE, 2008), o que sugere um papel importante da variacdo no padrdo de expressao dessas

proteinas nas diferencgas de susceptibilidade a drogas.
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Figura 5. Ciclo catalitico proposto para os transportadores ABC. (proposto por nosso grupo a

partir dos dados de SENIOR et al., 1995, Sauna et al., 2001). (1) A droga e a primeira molécula de
ATP ligam-se a proteina em seus respectivos sitios. (2) Hidrdlise do ATP em ADP + Pi, que
fornece energia para o transporte da droga. (3) Fim do primeiro ciclo - liberagdo do ADP do sitio de
ligacdo a nucleotideos, com concomitante mudanca conformacional gerada pela liberacio do ADP
que reduz a afinidade pelo nucleotideo e pela droga. (4) Ligacdo de outra molécula de ATP,
iniciando o segundo ciclo — a energia liberada é utilizada para devolver a proteina a sua
conformacdo original. A posterior liberagdo do ADP conclui o segundo ciclo, fazendo com que a P-
gp possa iniciar um novo ciclo catalitico.

Legenda:

Vv Droga; © ATP; & ADP+Pi; ﬂinergia; Membrana plasmatica;

. Sitio de ligacdo de ATP com alta afinidade; ‘ Sitio de ligacdo de ATP com baixa
afinidade; ISl’tio de ligacdo a drogas com alta afinidade; .Sitio de ligagdo a drogas com baixa

afinidade.
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1.4. A proteina ABCG2

A proteina ABCG2 € composta por 655 aminodcidos, tem peso molecular de 72,1
kDa e consiste numa proteina de membrana com um sitio de ligagdo a nucleotideos N-
terminal e uma regido transmembranar C-terminal, composta de seis dominios
transmembranares. Como os outros membros da subfamilia ABCG, a proteina ABCG2 ¢
classificada como um hemitransportador, que forma um homodimero para ser funcional
(LITMAN et al., 2001), apesar de terem sido descritos tetrameros (MCDEVITT et al., 2006) e
até dodecameros (XU et al., 2004). Enquanto outros hemitransportadores estao presentes em
membranas intracelulares, como é o caso dos transportadores para apresentacdo de
antigenos 1 e 2 (TOWNSEND & TROWSDALE, 1993), a ABCG2 se localiza principalmente na
membrana plasmadtica (Litman et al.,, 2000), onde atua na expulsdo de drogas do interior
celular.

Os trés primeiros grupos que descreveram o transportador ABCG2 deram a ele trés
nomes diferentes. Foram eles BCRP (do inglés, “Breast Cancer Resistance Protein™), por
ter sido possivel isold-lo de uma sublinhagem de cancer de mama MCF-7 resistente (DOYLE
et al., 1998), ABCP, por ser um transportador ABC altamente expresso na placenta
(ALLIKMETS et al., 1998) ou MXR (do inglés, “Mitoxantrone resistance protein”), por ter
sido identificado em células de carcinoma de célon resistentes a mitoxantrona (MIYAKE et
al., 1999). A proteina foi identificada como a explicacdo para o fenétipo de resisténcia a
multiplas drogas em linhagens de células resistentes a drogas que nao expressavam P-gp ou
MRPI1, que eram as proteinas associadas a resisténcia a drogas conhecidas naquele

momento. O Comité de Nomenclatura de Genes Humanos deu a esta proteina o nome
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oficial de ABCG2, descrevendo-a como o segundo membro da subfamilia ABCG de
humanos.

Apesar de ter sido primeiramente descrito como tendo um papel na resisténcia de
células cancerosas a quimioterdpicos, este transportador também é encontrado em tecidos
normais. Seu papel estd bastante relacionado a protec@o contra xenobidticos, como sugerem
os altos niveis de expressao observados na placenta, participando da barreira materno-fetal.
(ALLIKMETS et al., 1998). Além disso, para a placenta, foi sugerido que este transportador
poderia participar no transporte de hormonios esterdides ali produzidos, como a estrona 3-
sulfato e dehidroepiandrosterona-sulfato (SUZUKI et al., 2003). Um outro papel atribuido a
ele seria a participacdo na formagdo da barreira hemato-encefdlica, participando,
juntamente com a P-gp e MRPI1, da protecdo contra a entrada de substincias nocivas,
devido a sua localizacdo luminal na superficie do endotélio de microvasos presentes no
cérebro (COORAY et al., 2002). Sua expressdo no trato gastrointestinal também indica uma
participacdo em limitar a absor¢cdo de drogas e toxinas (JONKER et al, 2000; Van
HERWAARDEN et al., 2003). Esta proteina também foi descrita como capaz de participar do
efluxo de heme e porfirinas de células como eritrdcitos e células tronco, protegendo-as
contra o acimulo excessivo de heme (KRISHNAMURTHY et al., 2007), bem como da secre¢cdo
de riboflavina (vitamina B,) no leite de camundongos, indicando que esta vitamina seria um
possivel substrato fisioldgico para este transportador (VAN HERWAAREN et al., 2007). Este
ultimo dado corrobora o fato de que o nivel de expressdo deste transportador em glandulas
mamadrias € bastante alto durante a lactacdo, levando também a concentracdo de drogas e
xenotoxinas carcinogénicas no leite (JONKER et al., 2005). Os animais com o gene ABCG2

deletado sdo férteis e ndo apresentam alteracOes fenotipicas aparentes quando comparados
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com animais selvagens, porém sio extremamente sensiveis ao feoforbideo A, uma porfirina
fototdxica que € produto catabdlico da clorofila (JONKER et al., 2002).

No cancer, o maior nimero de resultados da participacdo deste transportador ocorre
para a leucemia miel6ide aguda (Ross et al., 2000; VAN DER KOLK et al., 2002), entretanto,
também existem relatos da presenca deste transportador em tumores de diferentes origens
(DIESTRA e colaboradores, 2002).

As divergéncias percebidas quanto a capacidade de transporte desta proteina em
diferentes trabalhos, que traziam resultados contraditdrios, levou a maiores investigacoes
quanto a diferenca de sequéncia destes transportadores em diferentes linhagens celulares.
Isto acontecia em casos em que era relatada uma disparidade no transporte de rodamina 123
(HoNJO et al., 2001), e, assim, descobriu-se que variacdes no aminodcido presente na
posicdo 482 eram cruciais para os varios padroes de transporte observados. A arginina nesta
posicdo € considerada o residuo presente na proteina selvagem, pois € encontrado nas
linhagens celulares parentais e em células recentemente selecionadas com drogas, enquanto
que, em linhagens celulares antigas selecionadas com drogas, pode haver uma substitui¢ao
da arginina por uma glicina, uma treonina ou outros residuos. Estas mudancas, portanto,
sdo capazes de alterar a capacidade de ligacdo de diferentes drogas a proteina, o que pode
levar a diferentes substratos transportados (OzZVEGY-LACZKA et al., 2005). Além deste
residuo, ja existem outros descritos como responsdveis pela ligacdo a drogas, como E446,
N557 e H630 (MiwA et al., 2003). Recentemente, foi demonstrado que cada dimero de
ABCG?2 apresenta pelo menos dois sitios de ligacdo a droga simétricos (CLARK et al.,
2006). Além disso, mais de 40 SNPs (do inglés, “Single Nucleotide Polymorphisms”)

foram descritos para o gene ABCG2 (STAUD & PAVEK, 2005; YANESE et al., 2005) e estas

variagdes genotipicas determinam diferentes graus de susceptibilidade a drogas.
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A atividade ATPasica da ABCG2 pode ser modulada de formas diferentes por
diversas drogas. Ela é sensivel a vanadato e observa-se uma atividade basal, talvez pela
presenca de algum substrato endégeno. Entre seus ativadores, estdo a mitoxantrona,
daunorubicina, prazosina e flavopiridol, o que confirma o fato de serem substratos da
proteina. O composto de transporte FTC (fumitremorgina C) é um excelente inibidor da
atividade ATPasica da ABCG2, enquanto que o verapamil, que € um inibidor do transporte,
mas um ativador para a atividade ATPasica da P-gp, € um fraco inibidor da atividade
ATPasica da ABCG2. E, ao contrario, a FTC é um bom ativador da atividade ATPasica da

P-gp (LITMAN et al., 2001).

1.4.1. Substratos e inibidores para ABCG2

De uma forma geral, os substratos transportados por esta proteina sdo moléculas
grandes e hidrofébicas, podendo ser positiva ou negativamente carregadas (POLGAR, ROBEY
& BATES, 2008). Conforme citado anteriormente, muitos trabalhos ja descreveram sua
capacidade de transportar drogas utilizadas na quimioterapia anticancer, que foram os
primeiros substratos descritos, como flavopiridol, metotrexato, e inibidores de
topoisomerase I (SCHELLENS et al., 2000; ROBEY et al., 2001; Volk & Schneider, 2003). Em
seguida, compostos de outras classes foram identificados como substratos, tais como
antibidticos (MERINO et al., 2005; MERINO et al., 2006), flavondides (YOUDIM et al., 2004;
SESINK et al., 2005), porfirinas (ROBEY et al., 2006), entre outros. Recentemente, foi

relatada para os inibidores de tirosina cinase, imatinibe e gefitinibe, a capacidade de serem
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transportados pela ABCG2, sendo eles também descritos como inibidores competitivos da
proteina (ELKIND et al., 2005; BURGEr et al., 2004; YANESE et al., 2004).

E importante mencionar também que ABCG2 compartilha diversos substratos com
MRP1 e a P-gp, o que € o caso do GF120918 (DE BRUIN et al., 1999), também chamado de
elacridar, e da fumitremorgina C (FTC) — uma micotoxina produzida pelo fungo
Aspergillus fumigatus — e seu andlogo Kol43 (RABINDRAN et al., 2000; ALLEN et al.,
2002).

Neste mesmo caso incluem-se novos inibidores relatados recentemente para ABCG2,
que sdo potentes e especificos para este transportador, que foram obtidos a partir de
inibidores anteriormente descritos para P-gp. E o caso de alguns compostos obtidos a partir
do tariquidar (KUHNLE et al., 2009) e de algumas chalconas, que foram obtidas a partir de

um estudo anterior para P-gp (HAN et al., 2008; L1u, TEE & GO, 2008).

1.5. Resisténcia a miltiplas drogas em Saccharomyces cerevisiae

Nos fungos, as duas maiores classes de transportadores envolvidos na resisténcia a
multiplas drogas s@o os transportadores ABC e membros da familia MFS, que apresentam
doze dominios transmembranares e utilizam como energia para o transporte a forca préton
motriz (LAGE, 2003).

Duas diferentes andlises do genoma da levedura S. cerevisiae revelaram a presenca de
29 (DECOTTIGNIES & GOFFEAU, 1997) ou 30 (TAGLICHT & MICHAELIS, 1998) “Open

Reading Frames” (ORFs) de possiveis proteinas ABC. Destes, até a presente data, apenas
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cinco ja tiveram funcdo relacionada a resisténcia a multiplas drogas, que sao PdrSp, Snq2p,
Pdr12p, Yorlp e Ycfpl, sendo que os trés primeiros apresentam topologia [NBD-TMS¢],,
ou seja, uma topologia invertida (BALZI et al., 1994; BISSINGER & KUCHLER, 1994), quando
comparada com a topologia da P-gp.

Dois genes, PDR1 e PDR3, codificam fatores de transcricdo pertencentes a familia
Zn,Cysg, que regulam a expressdo dos genes PDRS5, SNQ2 e YOR1 (DECCOTIGNIES et al.,
2001). Mutagdes do tipo “ganho de funcdo” conferem a esses fatores de transcri¢do a
capacidade de induzir a superexpressao das proteinas Pdr5p, Sng2p e Yorlp em membranas
plasmaéticas. De forma geral, a expressao dos transportadores ABC em S. cerevisiae esta
sob o controle de uma complexa rede de regulacdo que envolve, além dos fatores de
transcricao Pdrlp e Pdr3p, outros fatores reguladores da resposta ao stress
(KOLACZKOWSKA & GOFFEAU, 1999).

Ja foi observada uma sobreposi¢do na capacidade de transporte de substratos dos
produtos dos genes PDRS5, SNQ2 e YORI. Isto é observado em casos em que a
sensibilidade total de uma cepa a um determinado composto s6 € obtida quando se faz
dupla ou tripla delecao desses genes (KOLACZKOWSKI et al., 1998). Para algumas drogas, as
cepas deletadas em PDR1 e PDR3 sdo mais sensiveis que as cepas deletadas nos trés genes
de transportadores ABC, indicando que possam existir outros genes regulados por Pdrlp e
Pdr3p, além dos genes estudados envolvidos na resisténcia a multiplas drogas em
leveduras.

O papel fisiolégico desses transportadores ainda nao estd bem definido, mas foi
sugerido por MAMNUN, SCHULLER & KUCHLER (2004) uma funcdo para a Pdr5p no efluxo

de produtos de catabolismo na fase de crescimento exponencial da levedura S. cerevisiae.
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Os niveis de expressdo deste transportador caem significativamente quando o crescimento
celular comeca a diminuir e a atividade do mesmo também € reduzida pela baixa da
quantidade de glucose e nitrogénio presente no meio. Mais um dado interessante foi
relatado por WOLFGER, MAMNUN E KUCHLER em 2004. Os autores descrevem o
funcionamento de um outro transportador, a Pdr15p, que se torna mais abundante quando a
célula comeca a deixar a fase exponencial e que € induzido em diversas situacdes de
estresse, como ‘“heat shock”, baixa de pH, entre outros, e apresenta capacidade de
transporte moderada de substincias como cloranfenicol e detergentes.

Um transportador de S. cerevisiae, que apresenta funcdo bem definida, é o produto
do gene STE6, que apresenta grande homologia com a P-gp de mamiferos e com os
transportadores da familia PDR. Esta proteina nao estd envolvida no transporte de drogas,
mas sim no efluxo do feromoénio sexual a (KUCHLER et al., 1989). Mais recentemente,
HLAVACEK e colaboradores (2009) sugeriram um papel dos transportadores Pdr5p e Sng2p
influenciando nas fases de desenvolvimento e fisiologia da populacdo de leveduras
crescendo em meio liquido. Esses dados, em associagdo, levariam a crer que estas proteinas

estariam envolvidas no fendmeno de “quorum sensing’.

1.6. A proteina PdrSp

A Pdr5p é um transportador da superfamilia ABC que apresenta alta massa molecular
(~160 kDa) e topologia invertida ([NBD-TMS¢],). Seu gene foi inicialmente identificado
como sendo capaz de conferir resisténcia a cicloheximida, sulfometilurona e outras drogas,

quando amplificada por um plasmidio multicépias (LEPPERT et al., 1990).
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A atividade ATPésica da Pdr5p ja foi explorada em diversos trabalhos
(DECOTTIGNIES et al., 1994; DECOTTIGNIES et al., 1998; GOLIN et al., 2007) e sabemos que,
em muitos aspectos, sua enzimologia se parece com a de outros transportadores ABC. Esta
enzima apresenta Km para a atividade ATP4sica de 1,9 mM a 35°C, é magnésio-dependente
e sua atividade ATPésica € totalmente extinta na presenca de 300 uM de vanadato (GOLIN
et al., 2007). Porém, € necessdrio destacar que este transportador apresenta uma alta
atividade ATP4sica basal, o que sugere que possa haver um substrato presente in vivo,
como um lipidio, peptideo ou proteina anfipdtica, que estaria presente mesmo em
preparacdes de membranas plasmaticas (ERNST et al., 2008).

Em estudos com mutantes que superexpressam a PdrSp, foi demonstrado que esta é
capaz de hidrolisar outros nucleotideos trifosfatados além do ATP, como o UTP,
apresentando os melhores niveis de atividade ATPadsica e UTPasica em pH 7,5
(DECOTTIGNIES et al., 1994). GOLIN e colaboradores (2007) demonstraram que o GTP pode
ter um papel importante como substrato fisiolégico da PdrSp em S. cerevisiae, uma vez que
o Km para atividade GTPésica desta proteina nessas leveduras estd de acordo com as
concentracdes intracelulares deste nucleotideo. Além disso, neste trabalho, os autores
sugerem que o nucleotideo trifosfatado utilizado pode variar de acordo com o substrato a
ser transportado.

ERNST e colaboradores (2008) demonstraram que a PdrSp apresenta uma atividade
ATPasica basal e desacoplada do transporte de substratos, ja que a mesma nao € estimulada
na presenca destes. Em alguns casos a atividade ATPasica pode ser inibida pelo substrato,
como ocorre para o clotrimazol. Neste caso, a atividade ATP4sica € totalmente inibida em

concentragdes em que o composto continua sendo transportado pela proteina, enquanto que
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as atividades GTPasica e UTP4sica sdo mantidas. A proposta de GOLIN e colaboradores
(2007) € que, de acordo com o substrato a ser transportado e as mudangas conformacionais
que ele promove na proteina, o nucleotideo trifosfatado a ser utilizado para o transporte
pode variar, o que poderia ser uma forma de aumentar o numero de substratos
transportados, variando o nucleotideo utilizado. Entretanto, no transporte de rodamina 6G,
uma sonda fluorescente hidrofébica, o tnico nucleotideo trifosfatado capaz de promover o
processo € o ATP, o que poderia indicar que, apesar de ser capaz de hidrolisar todo tipo de
nucleotideo trifosfatado (ATP, UTP, GTP, CTP, ITP) em velocidades comparaveis, apenas
o ATP seria capaz de interagir adequadamente com o sitio de liga¢do a droga, induzindo a
mudanca de conformacio necessdria para o transporte do substrato (KOLACZKOWSKI et al.,
1996).

Muito estudo foi dedicado sem que ainda se possa confirmar a localiza¢io precisa e o
nimero de sitios de ligacdo a drogas dos transportadores ABC em geral. Para a PdrSp, uma
proteina que confere resisténcia a diversas substincias em S. cerevisiae, inicialmente,
WOLFGER e colaboradores (2001) indicaram que a regido de ligacdo a drogas estaria
localizada nos segmentos transmembranares, uma vez que mutagdes pontuais nestes
segmentos geraram mutantes com a especificidade alterada pelo substrato (droga). Desses
mutantes produzidos, o que foi considerado mais interessante apresentava uma mutacao
S1360F (a troca de um aminodcido serina na posi¢cdo 1360 por uma fenilalanina) no
segmento transmembranar de ndmero 10 (TMS10), que conferia especificidade diminuida
por cetoconazol, bem como uma minima resisténcia a itraconazol e cicloheximida. Além
disso, a proteina mutante deixava de ser susceptivel ao inibidor FK506 (também conhecido
como tacrolimus), que inibe o transporte de certas drogas. Entretanto, se a troca do

aminodcido serina fosse por uma alanina em vez de uma fenilalanina, ocorria um aumento
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na sensibilidade da proteina ao inibidor (EGNER et al.,, 1998). Isto poderia sugerir que o
TMS10 controla tanto a especificidade de alguns substratos, quanto a susceptibilidade a
alguns inibidores.

Em 2003, GOLIN e colaboradores propuseram a existéncia de pelo menos trés sitios
de ligacdo a drogas na Pdr5p. Estes diferem em comportamento com o modelo proposto
para a P-gp, no que diz respeito ao tipo de interacdo entre os substratos e seus sitios de
ligacdo, podendo alguns substratos interagir com mais de um sitio, o que indica uma
sobreposicdo entre os mesmos. Além disso, foi demonstrado que, apesar de a ionizagdo dos
substratos ndo ser necessdria para que ocorra o transporte, como sugerido anteriormente
(GOLIN et al., 2000), e de ter sido postulado que apenas um dos sitios utilize interacdes
hidrofébicas como forma de sele¢do para a ligacdo de substratos, existe uma dependéncia
de tamanho (200-225 A) para que ocorra o transporte em todos os sitios de ligacdo a

substratos descritos para essa proteina.

1.6.1. Substratos e moduladores da PdrSp

Inicialmente, a PdrSp era vista como um andlogo da P-gp de mamiferos
(KOLACZKOWSKI et al., 1996) e, como a P-gp, a PdrSp apresenta multiplos sitios de
transporte, caracteristica compartilhada com outros transportadores com quem tem grande
homologia (SHUKLA et al., 2003). Porém, GOLIN e colaboradores (2007) demonstraram que
as regras para a afinidade por substratos diferem entre esses dois transportadores. Por

exemplo, os compostos organicos contendo estanho sdo transportados pela PdrSp, e ndo
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pela P-gp (GOLIN et al., 2003). Substratos que sdo compartilhados pelos dois
transportadores sdo quimicamente complexos (KOLACZKOWSKI et al.,et al., 1996) e €
bastante plausivel que cada um seja capaz de reconhecer o substrato por uma caracteristica
diferente do mesmo. Da mesma forma, mesmo havendo uma sobreposi¢do na capacidade
de transporte dos trés principais transportadores ABC de S. cerevisiae, para a PdrSp existe
uma restricao quanto ao tamanho do substrato a ser transportado que parece nao existir para
os outros dois. Por exemplo, Snq2p € capaz de transportar compostos que sdo muito
pequenos para Pdr5p, como 6xido de 4-nitroquinolina e resazurina (ROGERS et al., 2001;
LEONARD et al., 1994).

Ja foi demonstrado que a Pdr5p compartilha diversos substratos com a P-gp, entre
eles, drogas utilizadas na quimioterapia anticincer, peptideos iondforos e esterdides
(KOLACZKOWSKI et al., 1996). Além disso, a PdrSp € capaz de conferir resisténcia a
diversos azoéis, polienos, herbicidas, além de outras classes de drogas (KOLACZKOWSKI et
al., 1998), com espectros que se sobrepdem aos de outros transportadores ABC de S.
cerevisiae (Sng2p e Yorlp, por exemplo). No entanto, a Pdr5Sp é o tnico transportador
capaz de conferir resisténcia celular a cicloheximida, benomil, fluxilazol, nuarimal,
fenapromil e sorafen (DECOTTIGNIES et al., 2001).

Em alguns casos, a Pdr5p € capaz de conferir resisténcia in vivo a determinados
compostos, que se apresentam como potentes inibidores da ligacdo de rodamina 6G, que,
por sua vez, também € transportada em células intactas. Como exemplo, temos a
oligomicina, que € um excelente inibidor da Pdr5p, apresentando um ICsy préximo a 82 nM
para o transporte de drogas, que ndo € capaz de inibir o crescimento das células

(KOLACZKOWSKI et al., 1996). O sitio de ligacdo da rodamina 6G na PdrSp foi estudado por

Ernst e colaboradores (2008), e esses autores demonstraram que mutacdes na alca H da
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proteina (presente no NBD2) sdo capazes de afetar seletivamente o transporte desta
molécula, sem afetar o transporte de outros substratos e a atividade ATPasica.

O inibidor FK506 também € substrato para a PdrSp, conforme descrito por EGNER e
colaboradores (2000). Esses autores demonstraram que as células que superexpressam esta
enzima sao mais resistentes a este composto que aquelas que ndo a expressam. A
explicagdo para a inibicdo do transporte de substancias fluorescentes por este composto
estaria numa taxa de efluxo menor ou em uma maior afinidade do mesmo pelo sitio de
ligacdo a drogas, quando comparado a outros substratos como a Rodamina 6G.

CONSEIL e colaboradores (2003) demonstraram que um derivado de estradiol,
RU49953, apresentou grande poder de inibi¢do da Pdr5p, com um ICsy préoximo a 0,083
UM para a ligacdo de rodamina 6G. Porém, a concentra¢do necessaria para a inibi¢do da
atividade NTPasica da proteina foi 400 vezes maior, indicando que a inibi¢do (que foi
caracterizada como competitiva) estaria ocorrendo no sitio de ligacdo a drogas, € ndo no
sitio de ligacdo de nucleotideos.

Como a P-gp e outros transportadores homoélogos possuem uma regido passivel de
fosforilagdo por proteinas cinases, foi proposto que esta regido estaria envolvida no
controle do efluxo de drogas, j4 que foi demonstrado que a P-gp era capaz de ser
fosforilada tanto in vivo quanto in vitro, e que inibidores de proteina cinase C (PKC) eram
capazes de inibir tanto a fosforilacdo, quanto a atividade da P-gp. Entretanto, foram
realizadas mutacdes em todos os residuos passiveis de fosforilacdo da P-gp e ndo se
observou alteragdo na resisténcia a drogas. Assim, CONSEIL e colaboradores (2001)
demonstraram que inibidores de PKC, como derivados da estaurosporina, sdo capazes de se

ligar diretamente a transportadores como P-gp, Pdr5p e ltmdrl (de Leishmania tropica). De
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fato, a inibicdo do processo de efluxo de drogas afeta tanto a ligagdo de rodamina 6G, como
a hidrélise de nucleotideos de forma ndo competitiva, sugerindo que este efeito estaria
relacionado a uma interferéncia na transdu¢do de sinal entre a hidrdlise do nucleotideo e a
interacdo com a droga, € ndo a inibi¢do da fosforilagdo desta proteina, o que é compativel
com os resultados obtidos para a P-gp.

CONSEIL e colaboradores (2000) descreveram também o efeito de diversos prenil-
flavonoides sobre a PdrSp. Nesse trabalho, observou-se que esta classe de inibidores da
enzima em questdo liga-se com alta afinidade a mesma. Este efeito foi correlacionado a
capacidade de inibicdo da ligacdo de rodamina 6G ao(s) sitio(s) de ligacdao a drogas da
proteina. Esta inibicdo se mostrou competitiva pelo sitio de ligacdo a drogas, o que foi
confirmado pelo fato de que a hidrélise tanto de ATP como de UTP ocorreu em
concentragdes muito mais altas. Dos derivados de flavondides testados, o que demonstrou
ser mais eficiente foi a 6-(3,3-dimetilalil)-galangina, com uma constante de inibicao (Kj) de

0,18uM para a ligacdo de rodamina 6G.

1.7. A busca pela reversao do fendtipo de resisténcia a maltiplas drogas

Existem diversas estratégias de combate a resisténcia a multiplas drogas. Todas elas
envolvem diminuicdo do impacto causado pelo efluxo dos agentes quimioterdpicos, tendo
como objetivo manter uma alta concentragdo da droga no interior celular, para que esta
atinja seu sitio de ac@o. A estratégia ideal seria a de encontrar novas classes de drogas que

nao fossem transportadas por bombas de efluxo (Figura 6, item A). O uso de inibidores
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para transportadores de multiplas drogas € uma outra possibilidade. Neste caso, que ja foi
amplamente explorado para o transportador ABC mais estudado até hoje, a P-gp (revisado
por MCDEVITT & CALLGHAN, 2007), o acimulo do quimioterdpico seria restabelecido
através do bloqueio da fun¢do dos transportadores responsaveis pela expulsdo da droga. As
diferentes possibilidades de inibi¢do da funcdo desses transportadores sao mostradas nos
itens B e C da Figura 6. O inibidor poderia agir somente sobre o transportador, bloqueando
sua funcdo (Figura 6, item B), ou alvejar mais de um alvo celular, sendo a0 mesmo tempo
capaz de matar a célula ou inibir seu crescimento, inibir a fun¢do das bombas de efluxo
envolvidas no fenétipo de resisténcia desta célula e também inibir a transcricao ou tradugdo
dessas proteinas (Figura 6, item C), atuando, por exemplo, sobre fatores de transcricao da
familia da proteina Pdrlp, encontrada em fungos como C. glabrata e S. cerevisiae, cujo
mecanismo, via um receptor nuclear, € semelhante aquele descrito para a proteina PXR (do
inglés, “Pregnane X Receptor”), envolvido na regulacdo dos genes MDR de humanos
(THAKUR et al., 2008). Uma outra estratégia seria a de depletar a energia requerida para as
células realizarem o efluxo de drogas (Figura 6, item D), através da inibi¢do, por exemplo,
da enzima Pmalp, uma H'-ATPase, para o caso de fungos. Esta estratégia se mostra
interessante, pois, em geral, a perda da funcdo de um determinado transportador de drogas
leva a uma maior expressdo de outros, produzindo um efeito compensatorio
(KOLACZKOWSKA et al., 2008), e dessa forma todos os transportadores seriam inibidos por
um mesmo mecanismo. Finalmente, novas drogas poderiam ser desenhadas com a
capacidade de serem captadas de forma mais eficiente pela célula (Figura 6, item E), ou
seja, o influxo seria maior que o efluxo, levando a um balango positivo para a captacdo da

droga, sem qualquer regulacio do efluxo (CANNON et al., 2009).
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Figura 6. Estratégias para superar a resisténcia a miltiplas drogas (Adaptado de
CANNON et al., 2009). (A) Célula susceptivel a uma droga que ndo é substrato para as
bombas de efluxo, ou que € rapidamente fungicida. (B) a droga € administrada em
combinacdo com inibidor para a bomba. (C) A droga é um inibidor multifuncional e afeta
ao mesmo tempo seu alvo, a atividade da bomba de efluxo e a transcri¢ao do transportador.
(D) A droga é administrada em combina¢do com um inibidor da enzima responsavel pelo
potencial de membrana, neste caso, a uma bomba de prétons, levando a reducdo da
captacao de nutrientes e, consequentemente, a concentracao de ATP, o pH e o potencial de
membrana. (E) a captacdo da droga é aumentada e supera o efluxo. (FT) fator de

transcricao.
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1.7.1. Derivados do acido galico e classes de chalconas na resisténcia a

multiplas drogas

Os derivados do 4cido gdlico ja tiveram diversas atividades bioldgicas descritas,
como inibicdo da P-gp (KITAGAWA et al., 2005), atividade antiproliferativa e indutora de
apoptose para células de leucemia humana HL-60 (DODO et al., 2008), acdo citotéxica para
diferentes linhagens de tumores de camundongos (FREY et al., 2006) e também atividades
antibacteriana (KUBO, FUIITA & NIHEI, 2003; TORMAKANGAS et al., 2005) e antiviral
(UozAKI et al., 2007, HURTADO et al., 2008; KRATZ et al., 2008), entre outras. Das
atividades apresentadas por esses compostos, a atividade antifingica (KuBO, X1A0 &
FuntaA, 2001; LEAL er al., 2009), e a antioxidante (MASAKI et al., 1997) sdo as mais
exploradas, uma vez que esses compostos, sobretudo os galatos de propila, octila e
dodecila, por apresentarem essas propriedades, sdo utilizados como aditivos em alimentos
(KUBO et al., 2002).

As chalconas sao bioprecursores dos flavondides e apresentam uma estrutura bésica
de 1,3-difenilprop —2- en-1-ona (Figura 7). Diversos grupos ja descreveram atividades
bioldgicas para essa classe de compostos como agentes anticancer (LIU & Go, 2006;
TATSUZAKI et al., 2003), antimalaricos (LIU et al., 2001), entre outras. O uso desses
compostos como inibidores de proteinas de resisténcia a multiplas drogas foi relatado por
Bois e colaboradores, em 1998 (4-alcoxichalconas) para a P-gp e em 1999, para chalconas
halogenadas. IVANOVA e colaboradores, em 2008, descreveram o efeito de 3.4,5-
trimetoxichalconas também como inibidores da P-gp e Liu, TEE & GO (2008)

demonstraram que substitui¢des no anel A com grupos 5-(1-etilpiperidina-4-ila) e 2.4-
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dimetoxi aumentaram o poder inibitério desses compostos. Ao verificar a especificidade
desses compostos para a P-gp, os autores verificaram que apenas um composto da série
testada era capaz de inibir ABCG2. Esta descoberta deu origem a um novo trabalho, em
que sao descritas chalconas com substituicdes 2,4-dimetoxi ou 2,4-dihidroxi como
inibidores especificos de ABCG2, por ndo apresentarem efeito sobre a P-gp (HAN et al.,

2008).
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Figura 7. Estrutura basica dos compostos utilizados neste trabalho. (A), Estrutura
basica de uma chalcona, (B), Estrutura do dcido gdlico. A lista completa dos compostos

utilizados neste trabalho pode ser encontrada em “Materiais e Métodos™.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho, procuramos estudar duas diferentes classes de compostos, 0s
derivados do 4cido gdlico e as chalconas, cuja estrutura basica € mostrada na Figura 7, com
relacdo a seu potencial como inibidores de dois transportadores ABC, a PdrSp de S.
cerevisiae ¢ a ABCG2 humana, envolvida na resisténcia a multiplas drogas no cancer,
explorando o mecanismo de inibi¢do dessas enzimas. Os compostos utilizados neste
trabalho estdo listados em “Materiais e Métodos”. Sendo assim, os objetivos especificos

desta tese sdo:

e Verificar o efeito de ésteres do acido gélico e de novos derivados de chalconas
sobre o transporte de substratos da PdrSp de S. cerevisiae e sobre a ABCG2 de
humanos;

e Verificar o efeito desses compostos sobre a atividade NTP4sica das duas proteinas;

e Verificar a capacidade de reversao do fendtipo de resisténcia a multiplas drogas por
€sses compostos;

e Aprofundar o entendimento do mecanismo de inibicdo por esses compostos, através

do estudo do tipo de inibi¢do promovido pelos mesmos.
Parte dos resultados desta tese, referente aos efeitos dos derivados do 4cido gélico

sobre a PdrSp, originaram um trabalho, submetido a revista canadense “Journal of

Pharmacy & Pharmaceutical Sciences”, que se encontra no Anexo L.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

A mitoxantrona, calceina-AM, ATP, UTP, benzonase, liticase, aprotinina, AEBSF,
DTT, MTT e a rodamina 6G foram comprados da Sigma®, o composto GF120918 foi
adquirido da GlaxoSmithKline®, o composto FK506 foi adquirido da Tecoland
Corporation (EUA). Todos os outros reagentes utilizados nesta tese apresentavam alto grau
de pureza. Os derivados do 4cido galico e as chalconas utilizadas neste trabalho foram
gentilmente cedidos pelo grupo do Prof. Ricardo José Nunes (Universidade Federal de
Santa Catarina) e estdo listados na Figura 8 (para os derivados do 4cido gdlico) e nas

Tabelas I, I e III, para as trés séries de chalconas.

3.2. Crescimento da cepa de S. cerevisiae AD1234567

As cepas de S. cerevisiae ADI1234567 (Ayorl::hisG, Asng2::hisG, ApdrS::hisG,
Apdr10::hisG, Apdrll::hisG, Aycfl::hisG, Apdr3::hisG), deletada de todos os
transportadores ABC da levedura expressos na fase exponencial de crescimento, uma vez

que nao had deleccio para PdrlS5p, que é expresso somente na fase estaciondria, e

AD124567 (Ayorl::hisG, Asnq2::hisG, Apdr10::hisG, Apdrl1::hisG, Aycf1::hisG,
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AG = Acido gilico R|=R,=R3;=R,=OH

@)
G2 = Galato de etila R1:R2:R3:OH; R4:OCH2CH3 R
1
G4 = Galato de butila R;=R,=Rs=OH; R,=O(CH,)sCH R,
G6 = Galato de hexila R,=R,=R;=OH: R,=O(CH,)sCH R;

G8 = Galato de octila R{=R,=R3=0H; R4=0O(CH,);CH3;

G10 = Galato de decila R;=R,=R3=0H; R4=0(CH,)oCHj3

G12 = Galato de dodecila R;=R,=R3=0OH; R4=0(CH,);;CHj3
G16 = Galato de hexadecila R{=R,=R;=0H; R4=0O(CH,);5CHj3
G18 = Galato de octadecila R;=R,=R3;=0OH; R4=0(CH,)7CHj;

G10M = 3.,4,5-trimetoxibenzoato de decila Rj=R,=R3= OCHj3. R4=0O(CH,)9CHj3

Figura 8. Derivados de acido galico utilizados neste trabalho.
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Tabela I. Chalconas da Série L — derivados da 3,4-metilenodioxi-acetofenona.

Composto Estrutura Massa Molecular
(0]
L1 < Z 286,71
O Cl
(0]
O Cl
L2 < ‘ = ‘ 286,71
O
(0] Cl
L3 < ‘ = ‘ 321,16
O Cl
(0]
0 Cl
L4 < ‘ = ‘ 321.16
O cl
(0]
L5 < ‘ = ‘ 297,27
O NO,
(0]
0 NO,
L6 < ‘ ~ ‘ 297,27
O
(0]
L7 < = 331,17
O Br
(6]
LS < ‘ ~ ‘ 2823
O OCH;
(6]
0 _ OCH,
L11 < ‘ ‘ 342,35
O OCH,4
OCH;
(0]
L13 < Z 266.3
O CH,4
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Tabela 1. Continuacio

Composto Estrutura Massa Molecular
(o]
O
L14 { ‘ ~ O 295,34
5 N _CHy
Ly,
(0]
L15 302,33
L16 302,33
L18 324,38
L19 270,26
120 < ‘ = O 270,26
O
(0] Cl
L23 < ‘ = ‘ 286,71
O
(0]
7 (0]
L24 < [ )—on 256,26
(6]
o _ OCH;
L25 < ‘ ‘ 282.3
O
(6]
L27 = S 258,29
{ W
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Tabela 1. Continuacio

Composto Estrutura Massa Molecular
(@)
o _ OCHj,
L.28 < ‘ ‘ o 388,24
0 OCH;
O =
L29 < 312,32
O
OCH;
i
L38 312,32

<o - OCHj3
o j :OCH3
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Tabela II. Chalconas da Série R — derivados da 2-naftilacetofenona.

Composto Estrutura Massa Molecular
OCH; O
R5 312,32
H,CO
303,32
- S
303,32

J e

292,76

o4

327,21

=
CC
Cl

292,76

R11 O‘ = ‘ 327.21
Cl
Cl

SO0y

R15 O‘ = ‘ 258,32

R16 OO ~ O 272,35
CH

A

288,35

00

Q
a
&

\

348,40

o
a
5

o0

o
3
=

o)
o)
=
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Tabela II. Continuacao

Composto Estrutura Massa Molecular
(o]
=
R21 OO ‘ 301,39
. __CH;
L,
(o]
SOhAe
R23 e 330,43
(0]
R24 OO 7 ‘ 276,31
F
0 F
R25 OO Z 27631
(6]
R26 OO Z ‘ 337.22
Br
(0]
Z (0]
R27 O‘ O > 302,33
(0]
(0]
Seaade
PPg
R29 O‘ _ ‘ 308,38
(0]
=
R32 “ ‘ 302,33
COOH
(0]
Z (0]
R36 O‘ [ —om, 262,31
0 OCH,
segee
H,CO OCH,4
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Tabela II. Continuacao

Composto Estrutura Massa Molecular
o]
SeRaeH
R45 Y 394,47
o)
= OCH3
RAG /\@ v@ 423,31
Br O
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Tabela III. Chalconas da Série H — Hidroxichalconas

Composto Estrutura Massa Molecular
OH O O
H16 O = O 274,32
HA4 0 27432
HO l = ‘
OH O O
HA32 O = O 334,37
CH,0 CH,0
OCH; o
HAU 327
NO,
CHj o
OH O COOH
HB1 Br ' I PR i 407,22
CH,0 ‘ CH,0 ‘
HB62 & 302,30
CH3O OCI—:\QF
HB68 OH ¢ oH 458,10
CH30O OCH3 Br
HB74 oH P 377,30
poage!
CH30 OCH3 CHs
HB75 OH O 408,21
RO
CHy OCH; \Q
NO,
OH O
HBS5 413,27




Apdr3::hisG) (DECOTTIGNIES et al, 1998), que superexpressa o gene PDRS, foram
crescidas em meio de cultura YPD (extrato de levedura 1 %, peptona 2 %, e dextrose 2 %)
por aproximadamente 17 h, até uma leitura da densidade 6tica correspondente a metade da

fase de crescimento exponencial.

3.3. Isolamento de membranas plasmaticas de S. cerevisiae

O isolamento das membranas plasmaéticas foi feito como descrito por GOFFEAU E
DUFOUR (1988), com algumas modificagdes feitas pelo nosso grupo (RANGEL et al., 2008).
Apbs o crescimento, as células foram lavadas com solucdo de azida sédica a 10 mM e
mantidas em gelo. Estas sofreram digestdo quimica da parede celular a 37°C por 1 h com
liticase, na proporcao de 0,025 mg de enzima para cada unidade de densidade 6tica obtida
apo6s o crescimento. Em seguida, apds utilizacdo de um homogeneizador do tipo “potter”, a
fracdo mitocondrial foi eliminada por centrifugacdo a 9000 Xg durante 30 minutos e a
fracdo bruta de membranas plasmaticas foi isolada por centrifugacdo a 20000 Xg por 45
minutos. As aliquotas obtidas foram armazenadas a -70°C em tampdo Tris-EGTA 1 mM
pH 7,5 e na presenca de um coquetel de inibidores de proteases. A medida da concentragdo
de proteinas foi realizada pelo método descrito por BRADFORD (1976), utilizando albumina

bovina (BSA) como soluc¢do padrao.
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34. Medida da atividade NTPasica da Pdr5p

A atividade ATPasica foi medida pela incubagao de aproximadamente 13,0 pg/ml de

proteina a 37°C em um volume final de 50 pl na presenca de um meio de rea¢do padrdo
contendo ATP 3 mM, MgCl, 4 mM e Tris-HCI 100 mM ajustado para pH 7,5, além dos
inibidores enzimaticos (para outras ATPases e/ou fosfatases de membrana) azida sédica 7,5
mM, molibdato de amonio 0,3 mM e KNO3; 75 mM. A reagdo, realizada em microplacas de
96 pocos, num volume final de 50 pl, era disparada pela adicdo das membranas plasmaticas
e paralisada ap6s 60 minutos pela adicao de 100 ul de dodecil sulfato de s6dio (SDS) 1%
(p/v) seguindo o método descrito por DULLEY (1965). O fosfato inorganico liberado pela
hidrélise do ATP foi medido de acordo com o método descrito por FISKE & SUBBAROW
(1925), com a adic@o de 100 pl por poco do reagente. Este era composto de uma parte de
uma solucao redutora misturada a cinco partes de uma solu¢do de molibdato de amoénio 10
g/l em 4cido sulftrico 1% (v/v). A solugdo redutora foi preparada com 2,5 g de bissulfito de
sodio e 1,25 g de ANSA em 12,5 ml de dgua destilada, misturados a 500 ml de uma solucao
a 15% (p/v) de metabissulfito de sédio. Esta mistura, que compde o redutor de fiske, foi
mantida por 24 h em geladeira protegida da luz e em seguida filtrada para a remocao dos
cristais violeta formados. Ap6s 15 minutos, a leitura das placas foi feita utilizando um leitor
de microplacas (Fluostar Optima, BMG Labtech, Offenburg, Alemanha) a 660 nm.

Neste meio também eram adicionados os compostos a serem testados, em
concentracdes diferentes (discriminadas nas legendas das figuras), dependendo do

experimento a ser realizado.
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3.5. Efluxo de rodamina 6G por células intactas de S. cerevisiae

Os experimentos de avaliagao de efluxo foram feitos como descrito anteriormente por
NiMI e colaboradores (2004), com pequenas modificagdes. As células das cepas
AD124567 e AD1234567 foram crescidas em meio YPD até antes da metade da fase
exponencial e entdo lavadas em dgua destilada e mantidas a 4°C em tampao HEPES-NaOH
50 mM, pH 7,0. No dia seguinte, elas foram ressuspensas para uma D.O. de 10 e incubadas
com 2-deoxiglicose a 30°C por 30 minutos e em seguida com rodamina 6G a 15 uM. Apés
30 minutos a 30°C, as células foram lavadas duas vezes, ressuspensas novamente em
tampao HEPES para uma D.O. de 10 e divididas em aliquotas de 200 pl. As aliquotas
foram incubadas por 1 h a 30°C com ou sem os compostos a serem testados e foi
adicionada glicose na concentracdo final de 0,2 % para disparar a reacao de efluxo. Uma
série de tubos controle foi realizada utilizando tampao HEPES no lugar da glicose para
descontar da série com glicose. As amostras foram entdo centrifugadas a 9000 Xg por 5
minutos e o sobrenadante foi recolhido para quantificacdo fluorimétrica em um leitor de
microplacas (Fluostar Optima, BMG Labtech, Offenburg, Alemanha), utilizando

comprimento de onda de excitagdo de 529 nm e o de emissao de 553 nm.
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3.6. Analise qualitativa do aciimulo de Rodamina 6G por microscopia

de fluorescéncia

Este ensaio foi realizado como descrito por YAMAMOTO e colaboradores (2005). As células
das cepas AD12345678 e AD1345678 foram crescidas em meio YPD até a metade da fase
exponencial a 30°C “overnight”, tratadas com ou sem 0s compostos a serem testados e
cultivadas por 2 h a 30°C. Em seguida, foi adicionada Rodamina 6G para uma concentra¢io
final de 2 uM. Apds 30 minutos, as células foram lavadas e ressuspendidas em PBS
contendo 2 % de glicose e visualisadas em um microscépio de fluorescéncia Zeiss Axioskop

40 (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha).

3.7. Cultura de células HEK-293

As células da linhagem HEK-293 (do inglés, “Human Embryonic Kidney”)
transfectadas com o plasmideo pcDNA3 e os genes ABCG2, ABCBI ou ABCCI, ou com o
vetor vazio, foram cultivadas até aproximadamente 90 % de confluéncia em meio DMEM
(Gibco), acrescidas de 10 % de soro fetal bovino, 1 % de penicilina/estreptomicina e
suplementadas com 500 pg/ml de G418 (Gibco), também conhecido como geneticina,

utilizado para selecionar células transformadas geneticamente com o vetor pcDNA3.
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3.8. Citometria de fluxo

Para avaliar a capacidade inibitéria dos compostos testados neste trabalho sobre a
ABCG?2, utilizamos a técnica de citometria de fluxo para medir a indu¢do do acimulo de
substancias fluorescentes, que sao substratos para os transportadores estudados, no interior
celular, por essec compostos, verificando a inibicdo dessas proteinas. Dessa forma, em
placas de 24 pogos, um total de 2x10° células da linhagem HEK-293 pcDNA3ABCG?2 ou
HEK-293 pcDNA3 foram expostas a 5 UM de mitoxantrona em DMEM por 30 minutos a
37°C na presencga ou auséncia dos compostos a serem testados, que foram diluidos em
DMSO em uma concentracio méxima de 0,5 %. Em seguida, o meio de cultura foi
removido e foi adicionada uma nova quantidade de meio, livre de substrato e com a mesma
concentracdo de composto. Apds uma hora, o meio de reacdo foi novamente removido e as
células foram destacadas com PBS, utilizando uma pipeta automdtica. A medida da
fluorescéncia do substrato mitoxantrona (excitagdo a 635 nm) acumulada no seu interior foi
realizada em um citometro de fluxo FACSCalibur 4C HTS (Becton Dickinson
Biosciences), equipado com um laser diodo vermelho, utilizando o canal FL4. Para os
testes com as células HEK-293 pcDNA3ABCCI, no lugar de mitoxantrona, foi utilizado 1
UM de calceina-AM, sendo utilizado o canal FL1 para a leitura da fluorescéncia no
citometro de fluxo. A fluorescéncia dos compostos testados foi avaliada e células que nao
foram incubadas com qualquer substrato foram incluidas como controle para
autofluorescéncia e nio apresentaram interferéncia no resultado final do experimento. Os
valores da média geométrica da fluorescéncia obtida referente ao acimulo de mitoxantrona

pelas células que superexpressam ABCG2 ou ABCBI1 foram comparados com o valor

48



obtido na presenca de 5 uM de GF120918 (DE BRUIN et al., 1999), que serviu como
controle positivo. Para a linhagem que superexpressa MRP1, HEK-293 pcDNA3ABCCI,
cujo substrato foi a calceina, os valores foram comparados com o valor obtido para o

inibidor de referéncia MK571 a 30 uM.

3.9. Preparacio de Membranas de células HEK-293

As membranas foram obtidas segundo protocolo descrito por DEY e colaboradores
(1998). As células cultivadas em meio DMEM, acrescido de 10 % de soro fetal bovino e 1
% de penicilina/ estreptomicina, até 80-90 % de confluéncia, foram removidas com a ajuda
de PBS gelado acrescido de 1 % de aprotinina e recolhidas através de centrifugacao por 10
minutos a 1000 xg. O sedimento foi ressuspendido em 50 ml de um tampao de lise
hipotdnico (Tris 10 mM, NaCl 10 mM, MgCl, 1 mM, DTT 1 mM, aprotinina 1 %, AEBSF
2 mM, pH 7,5). A amostra foi congelada a -70°C e lentamente descongelada em gelo. As
células foram rompidas com um homogeneizador “dounce”, diluidas duas vezes em tampao
de lise e centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 500 xg. O sobrenadante foi incubado com
benzonase (50U/ ml) em CaCl, 1 mM por 20 minutos para digestdao dos dcidos nucléicos
das células lisadas, dispersos no sobrenadante. Apos centrifugacdo a 100000 xg por 60

minutos a 4°C, o sedimento foi ressuspendido em tampao de ressuspensdo (Tris 10 mM,
glicerol 10 %, sacarose 250 mM, NaCl 50 mM, DTT 1 mM aprotinina 1 %, AEBSF 2 mM,

pH 7,5), aliquotado e armazenado a -70°C. A medida da concentra¢do de proteinas foi
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realizada pelo método descrito por BRADFORD (1976), utilizando albumina bovina (BSA)

como solucao padrio.

3.10. Atividade ATPasica da ABCG2

A atividade ATPésica da ABCG2 foi medida de acordo com o método de SARKADI et
al. (1992) e o método para quantificacdo do Pi liberado foi inicialmente descrito por
CHIFFLET et al. (1988). Membranas plasmaticas de células contendo ABCG2 foram
utilizadas para disparar a reacdo em microplacas com um volume final de 60 pl, em um
meio contendo KCl 50 mM, DTT 2 mM, 5mM, Tris-HCI 41,2 mM, pH 7.5, além dos
inibidores EGTA 2 mM, ouabaina 1,3 mM e azida s6dica 5 mM. Os experimentos foram
realizados em placas de 96 pocos, onde foram adicionados de aproximandamente 10 pg de
proteina, com ou sem a adi¢do de ortovanadato de s6dio a 400 uM. Os compostos foram
adicionados a partir de solugdes estoque em DMSO, cuja concentracdo méxima era de 0,5
%. A reagdo foi interrompida apds 1 h de hidrélise pela adicao de 30 ul de SDS 10 %. Em
seguida, foram adicionados 200 ul de reagente de detec¢do de Pi (5 ml de molibdato de
amonio a 35 mM em solu¢do de acetato de zinco a 15 mM, pH 5,0, misturados com 20 ml
de 4cido ascorbico 10 %) e apds 20 minutos foi medida a absorbancia a 660 nm em um
leitor de microplacas (Fluostar Optima, BMG Labtech, Offenburg, Alemanha). A diferenca
de atividade ATPésica na presenca ou auséncia de vanadato de s6dio, no meio que continha

EGTA, ouabaina e azida sddica como inibidores para outras ATPases corresponde a

atividade ATPasica da ABCG?2.

50



3.11. Ensaios de citotoxicidade

As células HEK-293 pcDNA3ABCG2 e as células contendo o vetor vazio HEK-293
pcDNA3 foram cultivadas como descrito anteriormente e destacadas com tripsina. Em
seguida, foram dispostas em placas de 96 pocgos (5000 células por 200 pul por pogo). As
células foram incubadas por 24 horas para que aderissem a placa. Os compostos foram
adicionados com concentra¢do final de DMSO méxima de 0,5 % e as células foram
incubadas durante 72 horas, a 37°C com 5 % de CO,. A citotoxicidade foi avaliada através
do ensaio do MTT (MOSMANN, 1983). Para esses ensaios foram utilizadas concentra¢oes
crescentes dos compostos, até 100 uM, enquanto que para os ensaios de sensibilizacdo a
mitoxantrona por inibicdo da ABCG2, foram utilizadas concentragdes crescentes da
mitoxantrona (até 1uM) e uma concentracdo fixa dos compostos testados (1 uM),
selecionadas de forma a que ndo fossem tdéxicas para as células utilizadas a partir do

experimento de citotoxicidade.

3.12. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas dos resultados obtidos nesta tese foram realizadas através da
utilizagio do programa Sigma Plot V. 10.0° (SPSS Science Marketing). O ajuste
matematico das curvas de inibicdo e os valores de Ki aparente foram obtidos a partir da

equacao f(x)=Vo/(1+(x/Ki))+R, sendo f(x) a velocidade enzimatica correspondente a uma

determinada concentacdo de inibidor, x a concentra¢do de inibidor, Vo a velocidade enzimadtica
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inicial (na auséncia de inibidor), Ki a constante de inibi¢do aparente e R o residuo (fracdo da

atividade enzimatica insensivel ao inibidor).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito dos derivados de acido galico sobre a atividade ATPasica da

PdrSp

A atividade ATPasica da PdrSp foi testada frente a dez compostos diferentes desta
série (Figura 9). Os derivados de 4cido gélico testados neste trabalho apresentam
substitui¢des seja na cadeia lateral, transformando o grupamento dcido em éster e variando
o tamanho desta cadeia, seja no anel fendlico, substituindo as hidroxilas por metoxilas. O
que podemos observar na Figura 9 € que o efeito inibitério destes compostos a 100 uM
sobre a Pdr5p € inexpressivo para o dcido galico e seus derivados de cadeia lateral curta
com até 8 carbonos. Porém, o efeito inibitério sobre a Pdr5p foi observado em compostos
de cadeia lateral de tamanho médio, sendo a poténcia desses compostos aumentada até o
tamanho de 12 carbonos. Em seguida, com a cadeia lateral contendo 16 carbonos,
observamos a perda parcial na capacidade inibitéria desses compostos. Além disso,
podemos observar que o derivado de dez carbonos na cadeia lateral cujas hidroxilas do anel
fendlico foram substituidas por metoxilas ndo apresentou qualquer efeito sobre a atividade
ATPésica da proteina. Os ésteres que apresentaram efeito mais pronunciado na

concentracao testada foram o galato de decila e o galato de dodecila.
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Figura 9. Atividade ATPasica da PdrS5p na presenca dos diferentes derivados do acido
galico. A atividade ATPasica foi ensaiada em preparacdes de membrana utilizando a
concentracdo de 100 uM dos derivados. Os valores representam a média + o erro padrao de

3 experimentos independentes. (C) controle. As siglas para os compostos estdo listadas na

Figura 8.
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4.2. Inibicao da atividade NTPasica da PdrSp pelos galatos de decila e

dodecila

Realizamos com dois compostos, selecionados por seu maior seu poder inibitério no
experimento anterior, curvas de dose-resposta para a atividade ATPésica e UTPasica, com
concentracdes que foram até 200 uM. O que podemos observar nas Figuras 10 e 11 é que
os dois compostos apresentaram perfis de curvas bastante parecidos, tanto para ATP como
para UTP, com os valores de Ki aparente (constante de inibi¢do) mostrados na Tabela IV.
O 4cido gélico e o 3,4,5-trimetoxibenzoato de decila foram utilizados no experimento com
ATP como controles negativos para a inibi¢do da atividade ATP4sica da enzima na faixa de
concentracdes testada, e por esse motivo, ndo avaliamos seu efeito sobre a atividade

UTPaésica, nem calculamos seus valores de Ki aparente.
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Figura 10. Curvas de inibicao realizadas com os derivados do acido galico. Os galatos
de decila (O) e dodecila (¥) foram utilizados e seus valores de Ki aparente foram
calculados a partir do ajuste matematico das curvas, como descrito em “Materiais e
Métodos”. O écido gélico (@) e o 3,4,5- trimetoxibenzoato de decila (A) foram utilizados
como controle negativo. As preparacdes de membranas foram incubadas em meio de reagdao
padrdao, com concentracdes crescentes dos compostos, como descrito em ‘“Materiais e
Métodos”. A atividade maxima, correspondente ao ponto sem adi¢do de inibidor (100%)

era de 0,1727 + 0,006 pMol Pi. mg".min" (n =3 + S.E.).
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Figura 11. Curvas de inibicdo da atividade UTPasica da Pdr5p na presenca dos
galatos de decila e dodecila. Os galatos de decila (®) e dodecila (O) foram utilizados em
concentracdes crescentes até 200 uM. Os valores de Ki aparente foram calculados a partir
do ajuste matematico das curvas, como descrito em “Materiais e Métodos”. A atividade
maxima, correspondente ao ponto sem adicao de inibidor (100%) era de 0,086 + 0,009

1Mol Pi. mg"'.min™ (n =3 + S.E.).
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Tabela IV. Valores de K; aparente para a inibicio promovida pelos galatos de decila e

dodecila utilizando ATP ou UTP como substrato

Substrato Galato de decila Galato de dodecila
ATP 4541215 uM 55,311,997 uM
UTP 37,7+2,09uM 63,8 £2,35 uM
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4.3. Tipo de inibicao promovida pelos galatos de decila e dodecila

sobre a atividade ATPasica da Pdr5p

Com o objetivo de investigar o tipo de inibicdo promovido pelos dois compostos
selecionados sobre a atividade ATPésica da PdrSp, nés avaliamos os graus de inibicdo desta
enzima quando variamos a concentragdo de ATP (1 mM, 2 mM e 3 mM), na presenga de
concentracoes diferentes destes inibidores (10, 20 ou 40 uM) (Figura 12). Quando tracamos
um gréifico duplo-reciproco, observamos um padrdo de inibicdo do tipo competitiva,
indicando que estes compostos realizariam sua inibi¢do através da ligacdo ao dominio de

ligacdo de nucleotideos.

4.4. Efeito dos derivados de acido galico sobre o efluxo de rodamina

6G pela PdrSp

Para efeitos de comparagdo, decidimos avaliar o efeito dos derivados de dcido gélico
também sobre o efluxo de rodamina 6G realizado pela PdrSp. A rodamina 6G é um
substrato fluorescente da PdrSp frequentemente usado para a avaliacdo de sua capacidade
de transporte. Na Figura 13, observamos que, na presenga de glicose, as células da cepa
AD124567 foram capazes de promover o efluxo de rodamina 6G, cuja fluorescéncia foi
detectada no sobrenadante (controle). Quando adicionamos os galatos utilizados neste

trabalho, observamos um padrdo bastante semelhante aquele observado para a atividade
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Figura 12. Tipo de inibicao da atividade ATPasica da PdrSp pelos derivados de acido
galico. Graficos de duplo-reciproco da atividade ATPdsica, sugestivo de uma inibicio
competitiva, com concentracdes diferentes do substrato ATP: 1 mM, 2,0 mM e 3,0 mM, na
auséncia (@) ou na presenca de concentragdes dos dois galatos utilizados, sendo elas de 10
UM (0), 20 uM (v) e 40 uM (a). A, galato de decila, B, galato de dodecila. Os dados

mostrados se referem a um experimento tipico.
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Figura 13. Efeito dos derivados do acido galico sobre o transporte de Rodamina 6G
pela PdrSp. Os compostos foram testados a uma concentracao final de 100 uM, utilizando
meio padrao para medida do efluxo, como descrito em Materiais & Métodos. (C) controle.
As siglas para os derivados sdo mostradas na Figura 8. Os dados correspondem a um

experimento representativo.
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ATPésica na mesma concentragdo utilizada no experimento inicial (100 uM). Curvas de
dose-resposta para os galatos de decila e dodecila mostraram valores de ICsy 10 vezes
menores do que aqueles obtidos para a atividade ATPasica (Figura 14).

Também foram realizadas microscopias de fluorescéncia utilizando a rodamina 6G
como sonda fluorescente e os galatos de decila e dodecila a 25 uM (Figura 15), uma
concentracdo em que j4 se observa uma inibicdo razodvel da atividade ATPésica. A
microscopia confirma o resultado obtido para a medida da fluorescéncia em fluorimetro, ou
seja, hd um acimulo de rodamina 6G no interior celular, em intensidade semelhante aquela
observada para o inibidor de referéncia, o FK506 a 10 uM, e para a cepa controle,

AD1234567.

4.5. Efeito das diferentes séries de chalconas sobre o efluxo de

rodamina 6G pela PdrSp

Nesta secdo, avaliamos o efeito de trés diferentes séries de chalconas sobre o efluxo
de rodamina 6G promovido pela Pdr5p.

Para a série L (Figura 16), que sdo chalconas derivadas da 3,4-metilenodioxi-
acetofenona, observamos que cinco dos compostos testados apresentaram um efeito
inibitério da PdrSp superior a 50 % na concentragdo de 100 pM. Quando avaliamos a série
R (Figura 17), de chalconas derivadas da 2-naftilacetofenona, obtivemos um nimero maior
de compostos capazes de produzir um efeito inibitério do efluxo de rodamina 6G superior a

50 %, porém decidimos selecionar um tnico composto de cada série para dar continuidade
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Figura 14. Curva de dose-resposta dos galatos de decila e dodecila sobre o transporte
de Rodamina 6G pela Pdr5p, medido por fluorescéncia do sobrenadante. Os
compostos foram testados em concentragdes crescentes até 200 uM. (O) galato de decila,
(@) galato de dodecila. Os dados correspondem a um experimento padrdo, descrito em

“Materiais & Métodos™.
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AD124567 AD1234567 Galato de decila Galato de dodecila
25 uM 25uM

Figura 15. Efeito dos galatos de decila e dodecila sobre o transporte de rodamina 6G.
As células da cepa AD124567 foram incubadas com Rodamina 6G na presenca ou auséncia
dos compostos testados a 25 UM e do inibidor de referéncia FK506 a 10 uM, como controle
positivo. O acimulo de Rodamina 6G € observado através do aumento da fluorescéncia
intracelular. A cepa AD1234567 também foi utilizada como controle positivo. (A) contraste

de fase, (B) fluorescéncia.
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Figura 16. Efeito das chalconas da série L (derivados da 3.,4-metilenodioxi-
acetofenona) sobre o efluxo de rodamina pela cepa AD124567. As células foram
carregadas com 15 uM de rodamina 6G, como descrito em Materiais € Métodos. Todos os
compostos foram testados em uma concentragdo fixa de 100 uM. Os resultados

correspondem a um experimento tipico. (C) controle, (V) cepa AD1234567.
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Figura 17. Efeito das chalconas da série R (derivadas da 2-naftilacetofenona) sobre o
efluxo de rodamina pela cepa AD124567. As células foram previamente carregadas com
15 uM de rodamina 6G, como descrito em Materiais e Métodos. Todos os compostos foram
testados em uma concentracdo fixa de 100 uM. Os resultados correspondem a um

experimento padrdo. (C) controle, (V) cepa AD1234567.
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a este trabalho. Na Figura 18, foi testadado o efeito de 100 uM das chalconas da série H,
que sdo hidroxichalconas de estruturas variadas. Desta série, aquela que apresentou melhor
resultado de inibicao do efluxo de rodamina 6G pela Pdr5p foi a chalcona HA4, que chegou
proximo a 90 % de inibicdo. Sendo assim, os compostos selecionados foram aqueles que
apresentaram os melhores valores para a inibi¢ao do efluxo de cada série, ou seja, HA4, L2

e R32.

4.6. Inibicao do efluxo de rodamina 6G pelas chalconas selecionadas

das séries H,L e R

Os compostos selecionados de cada série foram utilizados para a realizacao de curvas
de inibicdo, até 200 uM, que sdo mostradas na Figura 19 onde podemos observar curvas
com perfis dose-dependentes.

Foi possivel estimar, a partir do ajuste matematico das curvas de inibi¢cdo, os valores
de ICsg para esses compostos, como mencionado em “Materiais e Métodos”. Os valores de

Ki aparente obtidos (em uM) foram de 28,72 + 8,82 para HA4, 66,22 *+ 2,7 para L2 e 40,8

1 6,09 para R32.
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Figura 18. Efeito das chalconas da série H (hidroxichalconas) sobre o efluxo de
rodamina pela cepa AD124567. As células foram carregadas com 15 UM de rodamina 6G,
como descrito em Materiais e Métodos. Todos os compostos foram testados em uma
concentracdo fixa de 100 uM. Os resultados correspondem a um experimento tipico. (C)

controle, (V) cepa AD1234567.
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Figura 19. Curvas de dose-resposta com os compostos selecionados HA4 (0), R32 (@) e
L2 (v) sobre o efluxo de rodamina 6G pela cepa AD124567. As células foram incubadas
com 15 uM de rodamina 6G, como descrito em Materiais € Métodos. As chalconas foram
testadas em concentracdes crescentes, até 200 WM. As curvas tedricas foram obtidas como

descrito em “Materiais e Métodos”. Os resultados correspondem a um experimento tipico.

69



4.7. Efeito das diferentes séries de chalconas sobre a atividade

ATPasica da Pdr5p

Decidimos comparar o efeito de todas as chalconas sobre a atividade ATPasica da
PdrSp. Para isso, medimos a atividade ATPésica de preparacdes de membrana das células
que superexpressam a Pdr5p (cepa AD124567) na presenca das chalconas utilizadas neste
trabalho na mesma concentragdo selecionada para a triagem inicial (100uM). Podemos
observar nas Figuras 20, 21 e 22 que, para esta classe de inibidores, a inibi¢do da atividade
ATPaésica ndo estd relacionada com o transporte, e vice-versa, uma vez que as chalconas
das trés séries utilizadas produziram efeitos, em sua maioria, de ativacdo da proteina. O
unico composto que se mostrou inibidor da atividade ATPésica (R36) apresentou uma

atividade mediana para a inibi¢cao do efluxo de rodamina 6G.
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Figura 20. Efeito das chalconas da série L sobre a atividade ATPasica da Pdr5p de S.
Cerevisiae. A avaliacdo do efeito desses compostos frente a atividade ATPdasica da
preparagdo de membranas foi realizada como descrito anteriormente (ver “Materiais e

Métodos™), com uma concentracao fixa de 100 uM. (C) Controle (n =3 + S.E.).
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Figura 21. Efeito das chalconas da série R sobre a atividade ATPasica da Pdr5p de S.

Cerevisiae. A avaliacdo do efeito desses compostos frente a atividade ATPasica da

preparacao de membranas foi realizada como descrito anteriormente (vide “Materiais e

Métodos™), com uma concentracao fixa de 100 uM (n = 3 £ S.E.). (C) Controle.
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Figura 22. Efeito das chalconas da série H sobre a atividade ATPasica da Pdr5p de S.
Cerevisiae. A avaliacdo do efeito desses compostos frente a atividade ATPasica da
preparacao de membranas foi realizada como descrito anteriormente (ver ‘“Materiais e

Métodos™), com uma concentracao fixa de 100 uM (n = 3 £ S.E.). (C) Controle.
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4.8. Efeito dos derivados de acido galico sobre o acamulo de

mitoxantrona pela ABCG2 de humanos

Os derivados de 4cido gdlico utilizados neste trabalho foram testados quanto a sua
capacidade de inibir o transporte de mitoxantrona de células HEK-293 transfectadas com o
gene ABCG2, que leva a uma superexpressdo desta proteina, através da técnica de
citometria de fluxo. Na Figura 23, podemos verificar que estes compostos ndo apresentaram
qualquer efeito sobre este sistema, exceto o derivado metoxilado do galato de decila,
GI10M, que apresentou uma porcentagem de 248% em relacdo as células que
superexpressam ABCG2, enquanto que o GF120918, nosso controle positivo, produziu um

acumulo de mitoxantrona de 335,11%.
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Figura 23. Efeito dos derivados do acido galico sobre o acimulo de mitoxantrona pela

células HEK-293pcDNA3ABCG2. As células foram incubadas com os compostos a uma
concentracdo final de 10 UM e a mitoxantrona a 5 uM como descrito em ‘“Materiais e

Métodos”. Os valores correspondem a um experimento representativo. (C) controle, (GF)

GF120918.
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4.9. Efeito das diferentes séries de chalconas sobre o transporte pela

ABCG2

O primeiro passo na avaliagdo do efeito dos diferentes grupos de chalconas a serem
testados sobre o transportador ABCG2 superexpresso em células HEK-293 foi uma triagem
para selecionarmos aqueles com melhor efeito em uma concentragdo fixa de 10 uM,
concentracdo esta considerada alta quando comparada aos inibidores anteriormente
descritos na literatura. Para isso, a metodologia escolhida foi a citometria de fluxo, em que
¢ medido o acimulo de um determinado composto no interior das células utilizadas. O
composto escolhido foi a mitoxantrona, ja que a mesma € utilizada na quimioterapia do
cancer e, além de ser fluorescente, € um excelente substrato para ABCG2.

O acumulo de mitoxantrona pelas células que superexpressam o transportador foi
considerado como 100%. O inibidor de referéncia GF120918 a 5 uM produziu um actimulo
de aproximadamente 330 % do valor produzido pelas células controle. Como controle
adicional realizamos testes onde os compostos foram incubados somente com as células, na
auséncia de substrato fluorescente. Nenhuma das drogas testadas apresentou
autofluorescéncia (dados ndo mostrados).

A Figura 24 mostra os efeitos das chalconas da série L utilizadas neste trabalho, a 10
UM, sobre o actimulo de mitoxantrona (a 5 uM) sobre as células HEK-293 que
superexpressam ABCG2. Podemos observar que alguns compostos foram capazes de
produzir um acimulo de mitoxantrona superior ou igual aquele observado para o inibidor
de referéncia utilizado, o GF120918. Na Figura 25, podemos observar que para a série R,

um ndmero maior de compostos foi capaz de produzir uma inibi¢do significativa sobre o
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efluxo promovido pela ABCG2. A Figura 26 mostra os efeitos da série H, da qual trés
chalconas apresentaram um efeito superior ao do GF 120918.
Com os valores para todas as chalconas estudadas a 10 uM, decidimos selecionar

aqueles que produziram um efeito equivalente ao do GF120918 (em torno de 300% de
inibicdo) para dar continuidade a este trabalho. Sao eles: L11, L14, L23, L28, L.29, L38,

RS, R12, R15, R21, R25, R27, R29, R44, R45, R46, H16, HA4 e H32.
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Figura 24. Efeito das chalconas da série L sobre o acimulo de mitoxantrona pelas

células HEK-293pcDNA3ABCG2. As células foram incubadas com os compostos a 10 uM
e a mitoxantrona a 5 UM, como descrito em “Materiais e Métodos”. Os valores

correspondem a um experimento tipico. (C) controle, (GF) GF120918.
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Figura 25. Efeito das chalconas da série R sobre o acimulo de mitoxantrona pelas

células HEK-293pcDNA3ABCG2. As células foram incubadas com os compostos a 10 uM

e a mitoxantrona a 5 UM, como descrito em “Materiais e Métodos”. Os valores

correspondem a um experimento tipico. (C) controle, (GF) GF120918.
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Figura 26. Efeito das chalconas da série H sobre o aciimulo de mitoxantrona pelas

células HEK-293pcDNA3ABCG2. As células foram incubadas com os compostos a 10 uM

e a mitoxantrona a 5 UM, como descrito em “Materiais € Métodos”. Os valores

correspondem a um experimento tipico. (C) controle, (GF) GF120918.
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4.10. Curvas de dose-resposta com os compostos selecionados das séries

L,ReH

Os compostos selecionados na etapa anterior foram utilizados para a obtengao de
curvas de dose-resposta para avaliar o acimulo da mitoxantrona, com concentragdes que
variaram de 0 a 5 M. A partir destas curvas, pudemos estimar os valores de ICsy para a
inibicdo do transporte promovido por estes compostos, que estdo listados na Tabela V. As
curvas para os compostos que resultaram nos menores valores de ICsy e que produziram
uma inibi¢do completa do transporte da proteina sdo mostradas na Figura 27.

Trés desses compostos, um de cada série (L29, R45 e HA32), foram selecionados
para continuar nosso estudo, fazendo uso de diversos quesitos, sendo eles: os melhores
valores de ICsp, a estrutura (para o caso da selecdo do composto L.29 no lugar do L28, pois
a estrutura deste é muito semelhante a do inibidor selecionado da outra série, o R45), a
presenca de substituintes (para o caso da selecio do R45 no lugar do R29, que ndo
apresenta substituintes) e a inibicdo proxima a mdxima alcancada pelo GF120918

(justificando a escolha de L29 no lugar do L38).

4.11. Modo de inibicao das Chalconas estudadas sobre ABCG2

Para estudar o modo de inibi¢do das chalconas utilizadas neste trabalho sobre a

ABCG?2, optamos por comparar os efeitos das trés chalconas selecionadas, uma de cada
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grupo, em uma concentracdo fixa, de 0,5 uM, com concentragdes crescentes de
mitoxantrona, de 0,5 a 20 uM (Figura 28). Neste experimento, observamos que, em todos
0s casos, a saturagdo foi atingida, com Km semelhante ao da curva controle, sem qualquer
inibidor, porém a velocidade mdxima nao foi alcancada, o que é compativel com o perfil de
curva obtido para inibidores nao-competitivos. Os valores mostrados no gréfico

correspondem ao efluxo de mitoxantrona, calculado a partir da subtragdo dos valores

82



Tabela V. Valores de ICs) obtidos a partir do ajuste matematico das curvas de
inibicao da ABCG2 pelas chalconas das séries L, R e H

Composto 1Cs

HI16 1,60 + 0,44 uM
HA4 0,78 £ 0,19 uM
HA32 0,27 + 0,07 uM
L11 0,99 + 0,25 uM
L14 0,84 +£0,31 uM
L23 0,71 £0,41 uM
L28 0,22+0,11 uM
L29 0,60 + 0,11 uM
L38 0,50 + 0,06 uM
R5 1,10 £ 0,20 uM
R12 1,46 + 0,49 uM
R15 2,23 + 1,00 uM
R21 0,91 +£0,35 uM
R25 2,12 £0,68 uM
R27 3,06 + 0,90 uM
R29 0,13 +£0,04 uM
R44 0,68 +0,13 uM
R45 0,13 + 0,04 uM
R46 0,16 £ 0,02 uM
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Figura 27. Curvas de inibicao do efluxo de mitoxantrona pelas chalconas selecionadas.
As células da linhagem HEK-293pcDNA3ABCG2 foram incubadas com concentragdes de
0,5 a 5 uM dos inibidores e SuM de mitoxantrona. (@) L29, (O)R45, (v) HA32. Os
resultados foram calculados utilizando o valor obtido para o GF120918 a 5 uM,

considerado como 100 %. Os valores correspondem aos de um experimento tipico.
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Figura 28. Tipo de inibicao do transporte de Mitoxantrona por chalconas das série L,
R e H. Curva mostrando actiimulo de mitoxantrona utilizada em concentragdes crescentes
(0,5 a 20 uM), na auséncia (@) ou na presenca de 0,5 uM de L29 (0), R45 (¥v) e HA32 (A).
Os valores obtidos para a linhagem HEK-293pcDNA3ABCG?2 foram subtraidos dos valores
obtidos para a linhagem HEK-293pcDNA3. Os dados mostrados se referem a um

experimento tipico.
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obtidos com a linhagem HEK-293pcDNA3ABCG?2 pelos valores obtidos com a linhagem

HEK-293pcDNA3.

4.12. Efeito das diferentes séries de chalconas sobre a Atividade

ATPasica da ABCG2

Decidimos comparar as diferencgas entre o efeito das trés séries de chalconas sobre o
transporte de mitoxantrona e a atividade ATPésica da ABCG?2. Para isso, testamos o efeito
de todas as chalconas utilizadas frente a atividade ATP&sica desta proteina na mesma
concentracdo usada na triagem que deu inicio a este trabalho. Observamos que os efeitos
exercidos por estes compostos sobre a atividade ATPésica foram completamente distintos
daqueles observados para o transporte de mitoxantrona. Embora a concentragio testada
nesses estudos seja considerada alta, as inibi¢des ou ativagdes promovidas por esses
compostos foram considerados pequenos. Estes efeitos podem ser observados nas Figuras

29,30¢e 31.
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Figura 29. Efeito das chalconas da série L sobre a atividade ATPasica da ABCG2. A
atividade ATPésica da ABCG?2 foi testada frente as chalconas da série L, na concentragcao
de 10uM, em experimento padrdo, descrito em “Materiais e Métodos” (n=3 = S.E.). (C)

controle.
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Figura 30. Efeito das chalconas da série R sobre a atividade ATPasica da ABCG2. A

atividade ATPésica da ABCG2 foi testada frente as chalconas da série R, na concentragcdo

de 10uM, em experimento padrdo, descrito em “Materiais ¢ Métodos” (n=3 + S.E.). (C)

controle.
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Figura 31. Efeito das chalconas da série H sobre a atividade ATPasica da ABCG2. A

atividade ATPésica da ABCG?2 foi testada frente as chalconas da série H, na concentragcao

de 10uM, em experimento padrdo, descrito em “Materiais e Métodos” (n=3 = S.E.). (C)

controle.
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4.13. Citotoxicidade das chalconas selecionadas

Os compostos selecionados nas etapas anteriores deste trabalho tiveram sua
citotoxicidade avaliada frente as células utilizadas neste estudo. Neste experimento,
utilizamos concentracdes crescentes desses compostos, de 1 a 100 uM e os resultados sao
mostrados na Figura 32. A chalcona L29 mostrou ser a mais citotoxica para as duas
linhagens testadas, com ICsy para a linhagem HEK-293pcDNA3ABCG?2 de 4,091 0,59 uM
e 3,55+ 0,74 uM, para a linhagem HEK-293pcDNA3, seguida pela chalcona HA32, com
ICsp de 14,28+ 3,75 uM e 6,02t 1,94 uM para as linhagens HEK-293pcDNA3ABCG?2 e
HEK-293pcDNA3, respectivamente. A chalcona R45 mostrou baixa toxidade para as duas

linhagens de células HEK-293 utilizadas neste trabalho.

4.14. Reversio da resisténcia a mitoxantrona pelas chalconas
selecionadas

Os mesmos compostos selecionados foram utilizados na concentragdo fixa de 1 uM
para a observagdo da reversdo da resisténcia das células que superexpressam ABCG2 a
mitoxantrona. Para tal, as células das linhagens HEK-293pcDNA3ABCG2 e HEK-
293pcDNA3 foram cultivadas por 72 h na presenca de concentracdes crescentes de
mitoxantrona. Em paralelo, as células da linhagem HEK-293pcDNA3ABCG2 foram
cultivadas com as mesmas concentracdoes de mitoxantrona e as chalconas selecionadas na
concentracdo de 1 uM. Os valores de ICsy foram estimados e uma redugdo neste valor para

a linhagem HEK-293pcDNA3ABCG?2 na presenca das chalconas indica que ocorreu uma
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N

sensibilizacio, ou reversio da resisténcia A mitoxantrona, pelo composto testado. E
importante destacar que a concentracdo selecionada das chalconas para este experimento
ndo era toxica para nenhuma das duas linhagens utilizadas. Na Figura 33, sdo mostrados os
efeitos das chalconas L.29, R45 e HA32. Podemos observar que, para a linhagem que
superexpressa ABCG2, na presenca das chalconas utilizadas, houve um deslocamento do

perfil da curva com a linhagem de células resistentes na direcdo da linhagem de células
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Figura 32. Citotoxicidade das chalconas utilizadas neste trabalho. Os experimentos
foram conduzidos como descrito em “Materiais e métodos”. As células HEK-293 pcDNA3
sdo representadas por simbolos abertos (O) e as células HEK-293 pcDNA3-ABCG?2 sao

representadas por simbolos fechados (@) (n=3 + S.E.).
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Figura 33. Efeito de sensibilizacdo a mitoxantrona pelas chalconas selecionadas das
séries H, L. e R. As chalconas foram usadas em uma concentra¢do atéxica para as duas
linhagens das células HEK-293 (1 uM) na tentativa de sensibilizar as células resistentes a
mitoxantrona. As células HEK-293 pcDNA3-ABCG2 (®) foram incubadas na presenga ou
auséncia das chalconas e as células HEK-293 pcDNA3 (O) somente com concentragdes
crescentes de mitoxantrona. Os valores de ICs, para a mitoxantrona nas trés situacdes foram

obtidos através do ajuste matemdtico das curvas, como descrito em ‘“Materiais e Métodos”.
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Tabela VI. Valores de ICsy da mitoxantrona para as células HEK-293 pcDNA3
ABCG2 na presenca ou auséncia das chalconas (1 uM) e para as células HEK-293

pcDNA3.

HEK-293 pcDNA3 ABCG2 HEK-293 pcDNA3
Controle 0,0828 £ 0,0217 uM 0,0145 + 0,0036 uM
L29 0,0267 + 0,0114 uM -
R45 0,0164 £ 0,0031 uM -
HA32 0,0175 + 0,0022 uM -
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sensiveis, o que indica uma reducio do ICsy para a mitoxantrona, que foi quase completo
para HA32. Na concentracdo utilizada, para L29 e R45, ndo foi observado um efeito
completo, porém, observamos uma diminuicao significativa no ICsy da mitoxantrona. Os
valores de ICsy da mitoxantrona para as células HEK-293 pcDNA3ABCG?2 na presenca ou

auséncia das chalconas utilizadas sao mostrados na Tabela VI.

4.15. Efeito das diferentes séries de chalconas sobre o transporte pela

glicoproteina-P

Ap6s definir que as chalconas sdo bons inibidores para ABCG2 e selecionar os
melhores compostos de cada série, decidimos verificar a especificidade desses inibidores
para esta proteina, testando se estes compostos seriam também inibidores de outros
transportadores normalmente expressos em células cancerosas. Para isso, escolhemos testa-
los frente a glicoproteina—P (P-gp, ou ABCBI1), na mesma concentragdo utilizada
inicialmente para ABCG2, que foi de 10 uM. Nas Figuras 34, 35 e 36, podemos ver que
todas as trés série de chalconas foram incapazes de promover um efeito inibitério sobre a P-
gp, levando, inclusive, a um acimulo de mitoxantrona menor do que o observado para o
controle com as células HEK-293pCDNA3ABCBI sem a adi¢do de qualquer inibidor. O

inibidor GF120918 a 5 uM também foi utilizado como referéncia neste experimento.
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Figura 34. Efeito das chalconas da série L sobre o acimulo de mitoxantrona
promovido pela Glicoproteina-P. As chalconas utilizadas neste trabalho foram testadas a
10 uM sobre células da linhagem HEK-293 pcDNA3ABCBI, como descrito em ‘“Materiais
e Métodos”, com o inibidor GF120918 a 5 uM como controle positivo. Os dados

correspondem a um experimento padrdo. (C) controle, (GF) GF120918.
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Figura 35. Efeito das chalconas da série R sobre o acimulo de mitoxantrona
promovido pela Glicoproteina-P. As chalconas utilizadas neste trabalho foram testadas a
10 uM sobre células da linhagem HEK-293 pcDNA3ABCBI, como descrito em “Materiais
e Métodos”, com o inibidor GF120918 a 5 uM como controle positivo. Os dados

correspondem a um experimento padrdo. (C) controle, (GF) GF120918.
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Figura 36. Efeito das chalconas da série H sobre o acimulo de mitoxantrona
promovido pela Glicoproteina-P. As chalconas utilizadas neste trabalho foram testadas a
10 uM sobre células da linhagem HEK-293 pcDNA3ABCBI, como descrito em “Materiais
e Métodos”, com o inibidor GF120918 a 5 uM como controle positivo. Os dados

correspondem a um experimento padrao. (C) controle, (GF) GF120918.
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4.16. Efeito das diferentes séries de chalconas sobre o transporte pela

MRP1

Dando continuidade a avaliacdo da especificidade desses inibidores frente a ABCG2,
testamos também esses compostos sobre o transporte de outro transportador ABC
superexpresso em células cancerosas, MRP1 (ou ABCC1). O experimento para medida do
transporte pela proteina foi feito com um substrato fluorescente diferente, pois, apesar de
ser caracterizada na literatura como um transportador que tem a mitoxantrona como
substrato, a proteina MRPI1 transporta este quimioterdpico apenas fracamente, o que
dificultaria a avalia¢do do resultado. Sendo assim, foi utilizada a calceina como substrato
fluorescente. Observamos que, para este transportador (Figuras 37, 38 e 39), as trés séries
de chalconas produziram efeitos minimos sobre o transporte de calceina. O inibidor de

referéncia utilizado neste caso foi o MK571 a 30uM.
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Figura 37. Efeito das chalconas da série L. a 10uM sobre o transporte de calceina pela
linhagem de células HEK-293 que superexpressa MRP1. As chalconas utilizadas neste
trabalho foram testadas a 10uM sobre células da linhagem HEK-293pcDNA3ABCCI, com
o inibidor de referéncia MKS571 a 30uM como controle positivo. O experimento foi

realizado como descrito em “Materiais e Métodos”. (C) controle, (MK) MK571.
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Figura 38. Efeito das chalconas da série R a 10 uM sobre o transporte de calceina pela
linhagem de células HEK-293 que superexpressa MRP1. As chalconas utilizadas neste
trabalho foram testadas a 10uM sobre células da linhagem HEK-293pcDNA3ABCCI, com
o inibidor de referéncia MKS571 a 30uM como controle positivo. O experimento foi

realizado como descrito em “Materiais e Métodos”. (C) controle, (MK) MK571.
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Figura 39. Efeito das chalconas da série H a 10uM sobre o transporte de calceina pela
linhagem de células HEK-293 que superexpressa MRP1. As chalconas utilizadas neste
trabalho foram testadas a 10uM sobre células da linhagem HEK-293pcDNA3ABCCI, com
o inibidor de referéncia MKS571 a 30uM como controle positivo. O experimento foi

realizado como descrito em “Materiais ¢ Métodos”. (C) controle, (MK) MK571.
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5. DISCUSSAO

A resisténcia a multiplas drogas € um fendmeno que emergiu apds, e por causa, da
descoberta da quimioterapia. Apesar de os transportadores ABC possuirem uma origem
evoluciondria antiga, uma vez que podem ser encontrados nos mais diversos seres vivos,
eles sO tiveram destaque, chamando a atenc¢ao dos pesquisadores, depois que a resisténcia a
drogas comecgou a causar problemas para a medicina (LAGE, 2008). O funcionamento
desses transportadores estd envolvido na manutencao de diversos processos fisiologicos dos
organismos que os expressam, participando de funcdes como a captagdo de nutrientes,
manutencdo do equilibrio de ions, defesa da célula de produtos de seu catabolismo ou
mesmo a protecao de todo o organismo de certas substancias através de sua expressao em
tecidos como a barreira hematoencefalica, intestino ou placenta (Ayrton & Morgan, 2001),
o que leva a um papel fisiolégico importante na prote¢cdo e na manuten¢do de seu bom
funcionamento. Entretanto, em processos descontrolados, como é o caso de tumores, a
presenca desses transportadores passa de benigna a extremamente danosa, impedindo o
sucesso da quimioterapia anticancer e levando a necessidade de combate ao seu
funcionamento. Na quimioterapia antimicrobiana, o problema também € encontrado, uma
vez que esses transportadores estdo presentes em cepas resistentes e precisam ser
combatidos para que as drogas j4 existentes possam voltar a ter sucesso (NIIMI et al., 2004).
Sao essas as razdes que fazem da busca por inibidores para esses transportadores de enorme
importancia. No entanto, esse trabalho envolve processos extremamente delicados, que

demandam muitos esforcos e a criagao de estratégias diferentes para cada caso.
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Neste trabalho, procuramos contribuir para a evolucdo do conhecimento nesta drea
de estudo através do aprofundamento das informacdes sobre duas classes de inibidores
ainda pouco exploradas. Procuramos avaliar os efeitos produzidos sobre dois
transportadores, que, apesar de serem expressos em sistemas bastante distantes, pertencem
a um mesmo grupo, devido a semelhancgas estruturais (LAGE, 2003). As proteinas Pdr5p e a
ABCG?2 sio classificadas como transportadores invertidos, apresentado na sua por¢do N-
terminal um sitio de ligacdo a nucleotideos (Figura 3).

Buscamos também, através de uma ampla triagem de compostos, iniciar estudos de
relacdo estrutura-atividade, de modo a encontrar melhores inibidores para esses
transportadores, o que poderia proporcionar uma nova alternativa a quimioterapia existente.
Além disso, pretendemos contribuir para um melhor entendimento do processo de inibi¢dao
e funcionamento dessas proteinas.

Os ésteres derivados do 4cido gélico nunca tiveram seu efeito avaliado sobre
transportadores MDR de fungos, como a PdrSp. Por essa razdo, achamos interessante
descrever uma nova funcio para essa classe de compostos, que sdo normalmente utilizados
como aditivos em alimentos devido a sua atividade antioxidante (KUBO et al., 2002;
MASAKI et al., 1997). Estes poderiam ser adaptados a quimioterapia como um adjuvante
para os antifiingicos ja disponiveis, que sdo frequentemente transportados por bombas de
efluxo em cepas resistentes a drogas.

Para os derivados de acido gdlico utilizados neste trabalho, comecamos a triagem
através da observacdo de seus efeitos sobre a atividade ATPé4sica da Pdr5p e sobre o
transporte de rodamina 6G. Observamos que a inibicdo promovida por esses compostos
ocorre de forma bastante semelhante para as duas fungdes. Esta inibicdo demonstrou-se

dependente do tamanho da cadeia lateral desses compostos, j4 que os melhores efeitos
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foram observados quando esta variava de 8 a 16 carbonos, sendo que os galatos de decila e
dodecila foram os que demonstraram um efeito inibitorio mais pronunciado. As atividades
ATPasica e UTPésica da PdrSp foram inibidas de maneira dose-dependente, enquanto que a
atividade ATPéasica foi inibida em grau muito menor pelo édcido gélico e o 3.4,5-
trimetoxibenzoato de decila. Por esta razdo, nds decidimos verificar o mecanismo de
inibicdo desses compostos sobre a PdrSp, primeiramente investigando o tipo de inibi¢do
realizada sobre a atividade ATPdsica. Demonstramos entdo que o galato de decila e o
galato de dodecila sdo capazes de promover uma inibi¢do do tipo competitiva sobre a
atividade ATPésica da PdrSp, com valores de Ki real de 21,3 + 3,28 uM para o galato de
decila e de 15,7 £ 1,45 uM para o galato de dodecila, calculados a partir dos valores obtidos
nos graficos de duplo-reciproco, que estdo na mesma ordem de grandeza daqueles
encontrados nos graficos de dose-resposta, que correspondem ao Ki aparente para esses
inibidores.

Os compostos galato de octila e galato de decila ja tiveram seus efeitos descritos
sobre a P-gp de humanos (KITAGAWA et al., 2005). Os autores desse trabalho sugerem que
tanto o grupamento galoila como o grupamento alquila sdo importantes para a capacidade
inibitéria desses compostos, apesar de que uma cadeia lateral muito volumosa promoveria
um efeito de impedimento estérico e impediria a ligacdo, ou intera¢do, adequada, entre o
inibidor e a proteina. Além disso, BOIS e colaboradores (1999) mostraram que o aumento
da cadeia alquila lateral na posi¢do 4 de chalconas era capaz de melhorar a interagc@o entre o
NBD?2 da P-gp de camundongos e esses inibidores, com um efeito 6timo alcangado com um
substituinte de 8 carbonos (O-n-octila), mas com efeitos similares e proximos para a O-n-
decila. Esses dados sdo interessantes, ja que a PdrSp e a P-gp sdo ambos transportadores

ABC e demonstram uma certa homologia e uma estrutura tridimensional relativamente
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semelhante. Entretanto, neste trabalho, n6s mostramos que existe um ponto de corte para a
inibicdo da PdrSp pelos galatos de alquila, que € um pouco diferente daquele mostrado para
a inibicdo da P-gp e para outras atividades bioldgicas desses derivados de dcido galico,
assim como para sua atividade antifingica (KuBO, X1A0 & FuiiTA, 2001; LEAL et al.,
2009).

FuiitA & KuBo (2002) mostraram que o galato de nonila possui a melhor atividade
antifiingica entre uma série de galatos de alquila testada, que estaria relacionada com a sua
capacidade de romper membranas celulares, agindo como um surfactante. O galato de
octila também demonstrou ter atividade antiftingica, apesar de os autores descreverem que
o comprimento da cadeia lateral ndo seria o contribuinte majoritario, mas teria um papel
importante na atividade do composto. Os autores reportam que o oxigénio presente no
grupamento galoila seria capaz de desfazer as pontes de hidrogénio, que sdo responsdveis
pela estrutura das proteinas, levando a sua inativacdo. A acdo mais importante desses
derivados seria, entdo, de inativar a proteina mais abundante da membrana plasmatica de
fungos, a Pmalp (H'-ATPase), o que induziria a morte celular. Esses trabalhos também
mostram que este efeito ndo € realizado pelo galato de decila, um bom inibidor no nosso
sistema, devido a seu grande comprimento de cadeia lateral. Sendo assim, para a inibi¢do
da P-gp, bem como para a atividade antifungica, o ponto de corte estaria entre 9 ou 10
carbonos na cadeia lateral, enquanto que para a Pdr5p, o efeito seria percebido até o
composto os 16 carbonos, mesmo que atenuado. E importante mencionar também que,
nesses trabalhos, as concentragdes usadas para a atividade antifingica (MIC, 12,5 pg/ml ou
40,32 uM, e MFC, 25pg/ml ou 80,64 uM) e para producdo de danos a membrana
plasmdtica dos fungos foram superiores aquelas usadas no nosso estudo, o que indica que

nossos compostos teriam sido utilizados em concentragdes subletais se tivessem os efeitos

106



descritos para os galatos de octila e nonila. Além disso, nds avaliamos a viabilidade celular
dessas cepas ap6s 2 h de incubac@o com galatos de decila e dodecila para as microscopias
de fluorescéncia (dados nao mostrados) e a concentragdo utilizada nesse teste, de 25 uM,
ndo alterou o crescimento da cepa AD124567, quando comparada ao controle, levando a
crer que os mesmos ndo causariam nenhum dano celular neste tempo de incubagdo e, por
isso, os efeitos promovidos por estes compostos teriam ocorrido exclusivamente sobre a
enzima responsavel pelo transporte de rodamina 6G, a Pdr5p.

Os resultados obtidos para os galatos neste trabalho também podem ser explicados
pelo balanco entre a lipofilicidade e a hidrofilicidade dos compostos testados. A
lipofilicidade dos galatos, que aumenta com o aumento da cadeia lateral (ROSSO et al.,
2006), ¢ um fator a ser considerado, ji que leva a uma maior afinidade a ambientes
lipofilicos (por exemplo, membranas). Ja foi demonstrado que a hidrofobicidade de uma
molécula é um dos fatores que participam da interagdo da mesma com a PdrSp (GOLIN et
al, 2007a). Diversos estudos ja demonstraram também que a lipofilicidade é importante
para a atividade dos galatos como antioxidantes e inibidores de enzimas (MASAKI et al.,
1997; ROSSO et al., 2006; LU et al., 2006) e para a sua citotoxicidade em linhagens
celulares (DI PIETRO et al., 2002; FIUZA et al., 2004).

Além da cadeia lateral, a presenca de hidroxilas no anel benzénico também é
importante para a atividade dos galatos. Nossos resultados mostraram que a substitui¢ao
das hidroxilas do galato de decila no anel fendlico, que deu origem ao composto 3,4,5-
trimetoxibenzoato de decila leva a falta de atividade inibitéria do mesmo. Assim, para os
galatos de alquila, as cadeias laterais moderadamente longas e trés grupos hidroxila no anel
catecOlico parecem ser quesitos importantes para a inibicao da Pdr5p. As hidroxilas e as

caracteristicas hidrofébicas nos grupamentos do dcido gilico podem ser importantes para as
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interacdes polares citoplasmdticas e para a interagdo com o sitio de ligacdo a drogas
presentes nos dominios transmembranares, respectivamente, o que poderia indicar uma
interacdo bifuncional, como descrita anteriormente para os flavondides sobre a P-gp
(CONSEIL et al. 1998).

Em estudos utilizando flavondéides sobre a PdrSp (CONSEIL et al., 2000), observou-
se uma inibi¢do do tipo ndo-competitiva pelo sitio de ligacio de ATP, com os inibidores
agindo na faixa de 2,5 a 50 uM. Entretanto, D1 PIETRO e colaboradores (2002) relataram um
efeito inibitério de diversos flavondis, uma classe de flavondides, sobre a P-gp de
mamiferos, com agao sobre o sitio de ligacdo a nucleotideos. A molécula seria capaz de
sobrepor tanto o NBD, quanto uma regido mais hidrofébica, em que se acredita que se
liguem esterdides, presente também no dominio citoplasmatico da proteina. Neste caso, os
flavondis, que sdo compostos de trés anéis planares conjugados, apresentando hidroxilas
nas posicoes 5 e 7 do anel A, se ligariam ao NBD, produzindo o efeito inibitério por
apresentar uma estrutura similar a da adenina, que compde a molécula de ATP (Figura 40).
Outros flavondides, com cadeias laterais hidrofébicas, como radicais prenila, seriam
capazes de se ligar apenas ao sitio vizinho onde ocorre a ligacao de esterdides, aumentando
a interagdo com o TMD pela hidrofobicidade da cadeia lateral (Figura 41) (D1 PIETRO et al.,
2002).

A partir dos resultados encontrados na literatura, a nossa proposta € que a interacao
do dcido gdlico com o sitio de ligacdo de ATP se daria de forma semelhante aquela
mostrada para os flavondis, ou seja, por uma semelhanca estrutural com a adenina do ATP.
O fato de este inibidor competitivo apresentar para seu radical galoila um tamanho bastante

inferior ao da molécula de ATP poderia levar a uma ocupag¢dao do NBD apenas de forma
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parcial, o que geraria uma flexibilidade para a interacdo da cadeia lateral, que € apolar, com
uma regido hidrofébica préxima da proteina que seria provavelmente pertencente ao
dominio transmembranar da mesma. Este efeito seria justificado pelos valores proximos de
ICs para a atividade ATPasica e para o transporte de rodamina 6G, que € feito através da
ligacdo ao TMD (ERNST et al., 2008).

N3ao existem relatos na literatura que descrevam um sitio especifico de ligacao de esterdides
a Pdr5p, como descrito para a P-gp, porém sabe-se que estes se ligam aos dominios
transmembranares e que sdo transportados pela proteina (KOLACZKOWSKI et al., 1996;
KOLACZKOWSKI et al., 1998; MAHE et al., 1996), enquanto que derivados de esterdides
(mais lipofilicos), como RU49953 (CONSEIL et al., 2003), ligam-se a este sitio mas ndo sao
transportados, agindo como inibidores da proteina em questdo. A interacdo de prenil-
flavonodides com a PdrSp se d4 através da ligacdo a um dos TMDs (CONSEIL et al., 2000),
como ocorre com os esterdides, sem que ocorra o transporte de alguns, o que caracteriza os
que ndo sdo transportados como inibidores. Entretanto, para os derivados do acido galico, a
interagdo poderia acontecer de outra forma, com estes compostos se ligando ao NBD e
produzindo uma inibicdo da hidrélise de nucleotideos, por impedir que estes se liguem

adequadamente ao seu sitio.
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Figura 40. Estruturas de espécies quimicas — Figura esquematica das estruturas dos
compostos quimicos capazes de interagir com o sitio de ligacdo a nucleotideos da
glicoproteina-P de mamiferos: (A) ATP e (B) flavondis hidroxilados nas posi¢des 5 e 7 do

anel A. (C) Estrutura do 4cido gélico.
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Figura 41. Esquema para a interacdo de flavondis e prenil-flavondides com a
glicoproteina-P de mamiferos e transportadores de miltiplas drogas relacionados. Os
flavondis, como kaempferide, galangina ou dehidrosilibina, realizariam interacoes
bifuncionais com os dominios citoplasmaticos da proteina, ligando-se tanto aos NBDs,
quanto a uma regido vizinha, capaz de interagir com esterdides e derivados, tais como
RU486. A prenilacdo favoreceria grandemente a interacdo com a regido de ligacdo a
esterdides e com o dominio transmembranar, o que impediria a sobreposi¢do ao sitio de

ligacdo de nucleotideos (extraido de DI PIETRO et al., 2002).
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Apesar da homologia entre a Pdr5p e a P-gp de mamiferos, existem diferencas
estruturais e estas incluem a disposi¢cdo dos sitios de ligagdo a nucleotideos, que na P-gp
estdo invertidos, ou seja, voltados para lados opostos, enquanto que na Pdr5p, eles se
dispdem de forma especular (Figura 42). E possivel que a disposicio dos NBDs na Pdr5p
impeca que os flavondis tenham a mesma acdo observada na P-gp, por uma questio
espacial de acesso ao NBD. Neste caso, o radical galoila, por ser menor, poderia ter
condi¢des de interagir com o NBD e promover a inibi¢do da ligacio dos nucleotideos
trifosfatados. Adicionalmente, o grupamento alquila, mais apolar, interagiria também com
uma regido mais hidrofébica, o que potencializaria sua inibi¢do com relagdo ao 4cido
gdlico, que tem ICsp de 1,09 mM (dados ndo mostrados) e poderia estar se ligando apenas
ao NBD. Esta hipdtese também seria justificada pelo valor de 1Cs, obtido para o efluxo de
rodamia 6G por esses compostos, que € uma ordem de grandeza menor que aquele
observado para a inibicdo da atividade ATPasica, o que comprovaria a interacdo desses
compostos com o TMD, além da interacdo com o NBD.

FERREIRA-PEREIRA ¢ colaboradores (2003) demonstraram uma estrutura dimérica da
Pdr5p, através da reconstrucdo tridimensional da proteina, com os sitios de ligacdo a
nucleotideos de cada mondmero orientados perpendicularmente, sugerindo movimentos de
rotacdo durante seu ciclo catalitico. Por esta razdo, poderiamos propor também que a
rotacdo destes NBDs durante o ciclo catalitico exponha mais a regido de ligacdo do
nucleotideo e facilite a entrada do 4cido gdlico e de seus derivados. Sendo assim, este
poderia se ligar em um determinado momento do ciclo, passando a promover a inibi¢do da
ligacdo de novas moléculas de nucleotideo trifosfatado.

O efeito desses derivados do acido gélico sobre a PdrSp ndo se repetiu para ABCG2.

Numa triagem inicial, testamos esses compostos a 10 uM e o efeito observado foi um
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Figura 42. Modelos estruturais propostos para dois transportadores ABC. A esquerda,
representacdo esquemdtica da Glicoproteina-P  de mamiferos. Modelo extraido e
modificado de ENDICOTT & LING (1989). A direita, representacio esquematica da PdrSp de

leveduras. Modelo extraido e modificado de BALZI e colaboradores (1994).
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acimulo de mitoxantrona inferior aquele observado para as células HEK-293 que
superexpressam o transportador, exceto para o 3,4,5-trimetoxibenzoato de decila, que
induziu um aciumulo de mitoxantrona préximo a 70% do efeito do inibidor de referéncia, o
GF120918. Quando testamos esses compostos em uma concentracdo mais alta, o efeito
continuou sendo fraco (dados ndo mostrados), o que nos levou a crer que os galatos ndo sao
capazes de se ligar a ABCG2 como a P-gp e Pdr5p. O 3,4,5-trimetoxibenzoato de decila
também foi testado em uma concentracdo inferior, de 2 pM (dados ndo mostrados), mas
ndo apresentou a mesma capacidade de inibi¢do na concentracdo mais baixa, quando
comparado ao GF120918 também a 2 puM. Isso nos leva a crer que ele teria uma maior
capacidade de se ligar a ABCG2 devido as metoxilas presentes em sua estrutura, mas com a
ligacdo ocorrendo com baixa afinidade. Por esta razdo, ndo continuamos o estudo com este
composto.

As chalconas das trés séries utilizadas neste trabalho foram inicialmente testadas
sobre o efluxo de rodamina 6G da Pdr5p a 10 uM. Entretanto, nesta concentracdo, nenhuma
foi capaz de produzir qualquer efeito inibitdrio significativo sobre a PdrSp (dados ndo
mostrados). Sendo assim, decidimos utilizar uma concentracio mais alta, para
selecionarmos alguns compostos e, a partir deles, produzir uma nova geracao de compostos
que poderiam se mostrar mais eficientes na inibicdo dessa enzima. A concentracdo
escolhida foi de 100 uM e, com esta, pudemos observar o efeito de alguns desses
compostos sobre a o transporte de rodamina 6G promovido pela PdrSp. Avaliamos também
o efeito dos mesmos sobre a atividade ATPdasica da PdrSp, e pudemos observar que a
inibi¢do do efluxo de rodamina 6G nao estava relacionada a inibi¢do da atividade catalitica
da enzima, ou seja, os compostos que produziram um efeito inibitério sobre o transporte de

rodamina 6G ndo foram capazes de promover uma inibicdo da atividade ATPésica da
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proteina, na mesma concentragcdo. O unico composto capaz de produzir um efeito
significativo sobre a atividade ATPdsica da PdrSp foi a chalcona R36, que demonstrou um
efeito apenas mediano para a inibi¢do do efluxo de rodamina 6G nesta concentracdo ja
bastante alta. Desta forma, decidimos selecionar apenas uma chalcona de cada série para
aprofundar nosso estudo e comparar com os efeitos obtidos para ABCG2. Os compostos
selecionados apresentaram ICsy) para a inibicdo do transporte de rodamina 6G de
233,7315,96, 40,80%6,09, e 28,7218,82 uM, para L2, R32 E HA4, respectivamente. Esses
compostos foram, portanto, escolhidos para servir como protétipo para a produgdo de novas
chalconas que poderdao apresentar um efeito inibitério mais interessante sobre a PdrSp de S.
cerevisiae, a serem testadas posteriormente.

Algumas chalconas ji foram anteriormente descritas como inibidores da proteina
ABCG?2. HAN e colaboradores (2008) demonstraram para uma série de 17 compostos (com
substitui¢des 2,4 dimetoxi ou 2,4 dihidroxi no anel A e halogenados no anel B - ver modelo
na Figura 7), que existem alguns substituintes que trazem um aumento do potencial
inibitério para esta classe de compostos. Para a série estudada em nosso trabalho, pudemos
detectar efeitos semelhantes, como € o caso do composto RS, que apresenta o padrao de
metoxila¢ao no anel A (2,4-dimetoxi).

O padrao de halogenacdo do anel B também foi estudado, com compostos como
L23, R13 e R25, que sdo monohalogenados na posi¢do 2’ ou 3’°, apresentando efeitos
importantes sobre a ABCG2. Entretanto, para alguns compostos da série L (L3 e L20), esse
efeito nao foi mantido, o que pode ser explicado pelo anel adicional ligado ao anel A, que
promoveria uma interagdo com o sitio de ligacdo da proteina diferente daquela realizada

pelos compostos estudados no trabalho de HAN e colaboradores (2008). Dos outros padroes
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de halogenacdo estudados, e o tnico que apresentou um efeito positivo foi o do composto
R12, de 2’, 6’-dicloro. Entretanto, a presenca do cloro na posicdo 6’ pode ndo trazer
nenhum efeito adicional aquele mostrado para as monosubstituicdes descritas
anteriormente.

O padrio de metoxilagdo no anel B ndo foi explorado no trabalho de HAN e
colaboradores (2008). De maneira geral, nossos resultados demonstraram que a adicao de
grupamentos metoxila, que aumentam a hidrofobicidade da molécula, trazem efeitos
positivos para a inibicdo da ABCG2. O tnico composto que ndo apresentou esse efeito foi o
L8, com uma tnica substituicao na posi¢do 4’. Por outro lado, seu equivalente da série R, o
R17, apresentou um poder de inibicio semelhante ao do inibidor de referéncia, o
GF120918.

Este mesmo efeito foi observado para o grupamento NO,, que, para as duas séries, na
posicdo 4’ ndo mostrou qualquer efeito, porém, para a série R, somente na posicdo 3’
(R17), demonstrou um efeito semelhante ao GF120918. A diferen¢ca no comportamento de
compostos com o mesmo padrdo de substituicdo das séries L e R poderia ser explicada pela
diferenca dos anéis ligados ao anel A, que, no caso da série L, apresenta dois 4tomos de
oxigénio, trazendo um efeito bastante diferente daquele observado para o da série R, uma
naftila, que poderia ser responsavel por promover um efeito hidrofébico mais proximo das
metoxilas encontradas nas posicoes 2 e 4 das chalconas do trabalho de HAN e colaboradores
de 2008. Além disso, esses efeitos contraditérios podem também ser atribuidos a uma
caracteristica importante das chalconas, de serem moléculas flexiveis, caso diferente, por
exemplo, dos flavondides, que sdo planares e, portanto, rigidas. Por esta razdo, as

interacdes entre as chalconas e os seus sitios de liga¢do sdo de previsdao mais complicada.
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A presenca de substituintes aromaticos no anel B também promoveu efeitos
interessantes. Pudemos observar que o efeito dos anéis presentes nos compostos L.15 e R28
ndo foi tdo importante quanto o dos anéis presentes nos compostos L16 e R29, além de
alguns compostos da série H (H16, HA4 e HA32). O radical O-benzila também promoveu
um efeito bastante positivo para esta classe de compostos, como pode ser observado para os
compostos L28, R45 e R46.

Os valores de ICsy para a ABCG2 demonstraram que alguns desses inibidores
apresentam uma afinidade pela proteina semelhante ou maior que a do GF120918, que
apresenta ICsy de 0,3 UM para a linhagem de células utilizada (dados ndo mostrados). E
interessante ressaltar que, para a série H, a adicdo a estrutura de duas metoxilas resultou em
uma afinidade muito maior pelo transportador, levando o ICsy do composto que apresentava
apenas a hidroxila no anel A na posicdo 3 de 0,78 = 0,19 uM (HA4) para 0,27 + 0,07 uM
(HA32) quando estas foram adicionadas nas posi¢des 4 e 6 do anel A.

Nos experimentos de sensibilizacdo a mitoxantrona pelas chalconas, observamos um
efeito reversor do fenétipo de MDR. O efeito de sensibilizagdo a mitoxantrona pela
chalcona HA32 foi praticamente completo, ou seja, o valor do ICsy para as células
resistentes na presenga deste composto ficou bastante proximo daquele observado para as
células sensiveis. Entretanto, para L29 e R45, o efeito foi apenas parcial, uma vez que a
reducgdo do 1Cs existiu, porém os valores obtidos na presenca desses dois compostos foram
intermedidrios entre os das duas linhagens utilizadas. Esta incapacidade de manter o efeito
obtido com 1 h de incubagdo por essas chalconas no experimento de 72 h poderia ser
atribuida a uma metabolizacdo dos mesmos, o que pode ter limitado seu efeito em um

periodo mais longo de tempo. Para a produgcdo de novas séries de chalconas, este fator
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deverd ser avaliado, sintetizando-se compostos que possam ser mais resistentes a
metabolizacao.

A chalcona L29 mostrou ser a mais citotoxica para a linhagem de células HEK-293
das trés chalconas utilizadas, seguida pela HA32. Entretanto, pudemos observar que a
chalcona R45 aparenta apresentar uma toxicidade bastante baixa para as células. Por nao
haver diferenca entre as linhagens resistente e sensivel, nos trés casos, poderiamos dizer
que as chalconas das trés séries testadas ndo sdo substratos para a propria bomba de efluxo.
Para compostos que sdo substratos para ABCG2, as células da linhagem HEK-
293pcDNA3ABCG?2 sobrevivem em concentracdes mais altas que as células da linhagem
HEK-293pcDNA3, pois os compostos sdo mantidos em baixa concentracdo no interior
celular.

Como as chalconas deste estudo aparentam ser inibidores ndo-competitivos para o
sitio de transporte de mitoxantrona e também ndo sdo substratos para essa proteina (como
foi observado nos testes de citotoxicidade), uma das hipdteses possiveis seria a de que as
mesmas produziriam sua inibi¢do através de uma interacdo com o dominio citoplasmético
da proteina. Dois trabalhos descrevem as interagdes de chalconas com uma regidao
citoplasmatica da P-gp, que faz parte do NBD2 dessa proteina (BOIS et al., 1998; BOIS et
al., 1999). Entretanto, esse efeito parece ndo ser compativel com ABCG2 e as chalconas
utilizadas neste estudo, uma vez que os efeitos das chalconas sobre a atividade ATP4sica da
ABCG?2 foram leves. Além disso, os compostos de maior atividade deste estudo tém carater
hidrofébico, o que dificultaria a interacdo como dominios citoplasmaticos. O sitio de
ligacdo nao € conhecido, porém o fato desses inibidores serem especificos para ABCG2
pode indicar que eles se liguem a uma regido exclusiva desse transportador, a ser

investigada posteriormente.
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Como conclusdo deste trabalho, podemos dizer que os derivados do dcido galico sdo
bons inibidores para a Pdr5p de S. cerevisiae, com a possibilidade de produzirem um efeito
sinergistico com antifiingicos ja existentes, utilizados normalmente na clinica médica, e
serem utilizados como modelo para a producao de inibidores eficazes para transportadores
MDR de fungos. Além disso, esses mesmos compostos ndo demonstraram ser bons
inibidores para ABCG2 por nao possuirem os requisitos basicos para apresentar afinidade
por esta proteina, sobretudo o tamanho e a presenca de metoxilas, hipdtese que foi
confirmada pelo fato de o 3,4,5-trimetoxibenzoato de decila ter se mostrado um inibidor
para a ABCG2, mesmo que com baixa afinidade. J4 as chalconas estudadas neste trabalho
apresentam baixa afinidade para a PdrSp, podendo ser utilizadas como um protétipo de
inibidores para a mesma, cuja estrutura deve sofrer modificacdes de acordo com os
requisitos j4 descritos na literatura (Golin et al., 2007a), levando a inibidores mais potentes,
eficazes, e especificos para esta proteina, que poderiam ser testados também em
transportadores homologos de fungos patogénicos.

Para ABCG2, obtivemos resultados interessantes, com inibidores de ICsy baixos, que
se mostraram especificos para ABCG2, e de mecanismo de inibi¢cdo diferente do descrito
normalmente para transportadores ABC, o que os torna potenciais ferramentas para o
entendimento do funcionamento dessa proteina e podem levar a drogas realmente eficazes
que possam contribuir com o funcionamento dos tratamentos quimioterdpicos ja

disponiveis.
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6. CONCLUSOES

Os galatos de decila e dodecila se mostraram eficientes como inibidores da Pdr5p,
com a habilidade nao apenas de inibir a atividade ATP4asica de maneira competitiva,
mas também inbindo o acimulo de rodamina 6G por células intactas;

Os derivados do acido gélico demonstraram ndo ser bons inibidores para ABCG2;

As chalconas utilizadas neste trabalho ndo se mostraram bons inibidores para a
Pdr5p;

Para ABCG2, os requisitos necessdrios para que estes compostos sejam bons
inibidores foram estabelecidos, como tamanho, presenca de substituintes ciclicos e
hidrofébicos;

As chalconas utilizadas neste trabalho demonstraram ser inibidores potentes para
uma primeira geracao, com valores de ICsy baixos, melhores que o valor apresentado
pelo inibidor de referéncia utilizado, o GF120918;

As chalconas utlizadas neste trabalho ndo apresentaram qualquer efeito sobre os
transportadores ABC P-gp e MRPI1, o que os torna inibidores especificos para
ABCG2;

As chalconas utilizadas neste trabalho nao tiveram nenhum efeito sobre a atividade
ATPasica dessa proteina, aparentam ser capazes de inibir ndo-competitivamente o
transporte pela mesma e mostraram-se hébeis na reversao do fenétipo de resisténcia a

multiplas drogas in vitro.
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As chalconas das trés séries testadas ndo sdo substratos para o transportador
ABCG?2 e devem se ligar a uma regido capaz de modular o funcionamento da mesma,

porém ndo envolvida no transporte de substrato, nem na hidrélise de nucleotideos.
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7. PERSPECTIVAS

Verificar o efeito dos galatos de decila sobre transportadores co-expressos em S.

cerevisiae para verificar sua especificidade;

Verificar o efeito dos galatos de decila sobre transportadores homoélogos a PdrSp

encontrados em fungos patogénicos, como C. albicans e C. glabrata;

Avaliar o efeito desses inibidores sobre cepas de fungos patogénicos resistentes a

antifingicos, isoladas de pacientes;

Identificar a regido de liga¢do das chalconas a ABCG2;

A partir dos dados obtidos neste trabalho, com o auxilio de softwares de modelagem

molecular, construir um farmacéforo para ABCG2 e a partir desses, sintetizar uma

série de chalconas mais potentes.
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