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“Onde a ignorancia se esconde, também estao as fronteiras da descoberta.”
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RESUMO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, o cancer representa um grupo de
patologias que figura entre as com maior indice de mortalidade a nivel global. Apesar
dos diferentes mecanismos de atuacdo do tratamento medicamentoso, células
cancerigenas costumam desenvolver mecanismos de resisténcia. Entre esses,
destacamos a superexpressio de transportadores ABC, que promovem o efluxo de
agentes antineoplasicos levando ao fendbmeno de resisténcia a multiplas drogas
(MDR, Multidrug Resistance). Visando reverter o fendbmeno MDR, inibidores dos
transportadores ABC foram desenvolvidos. A cromona 4a foi recentemente descrita
como um inibidor potente e seletivo de ABCG2, um dos principais responsaveis pelo
fenbmeno MDR. Esse composto demonstrou-se extremamente potente e isento de
citotoxicidade, e seu uso foi validado em ensaios em modelos animais. Entretanto,
sua baixa solubilidade em agua representa um enorme desafio em direcdo aos testes
clinicos. Para produzir uma formulagao farmacéutica compativel com ensaios clinicos,
duas estratégias diferentes foram propostas: a primeira baseada em lipossomas € a
segunda em microvesiculas biolégicas. Os lipossomas contendo cromona 4a inibiram
a atividade do ABCG2 apds 24 horas de incubacédo, demonstrando um ICso de
0,12 uM, similar a cromona 4a solubilizada diretamente em DMSO. Esse dado sugere
que os lipossomas podem ser usados na entrega de inibidores de transportadores
ABC, drogas normalmente hidrofébicas que tém como alvo o sitio de ligagao
transmembrana dessas proteinas. As microvesiculas de Giardia intestinalis também
demonstraram potencial no transporte de cromona 4a. Microvesiculas incubadas com
10 uM de cromona 4a inibiram completamente a atividade do transportador ABCG2.
Por fim, a atividade inibitoria das microvesiculas carregando cromona 4a foi
confirmada pelo ensaio de viabilidade celular em células superexpressando ABCG2.
O tratamento com microvesiculas incubadas com cromona 4a quimiosensibilizou as
células cancerigenas aos efeitos citotoxicos do SN-38, metabdlito ativo do
quimioterapico Irinotecan. Como conclusao, esse estudo demonstrou pela primeira
vez que lipossomas e microvesiculas podem ser usados como mecanismos de

entrega de inibidores dos transportadores ABC.

Palavras-chave: ABCG2. Lipossomas. Microvesiculas. Quimioresisténcia.



ABSTRACT

According to World Health Organization, cancer represent a group of pathologies
among those with highest mortality rates. Besides the different approaches for drug-
based treatment, cancer cells often develop resistance mechanisms. Among them, we
highlight the overexpression of ABC transportes, which promote the efflux of
antineoplastic agents, leading to the phenomenon of MDR (Multidrug Resistance). In
order to overcome the MDR phenotype, inhibitors of ABC transporters have been
developed. Chromone 4a was recently described as a potent and specific inhibitor of
ABCG2 transporter, one of the most important to trigger MDR. This drug was
noncytotoxic and showed a highly potent ABCG2 inhibition effect. In addition, the use
of chromone 4a was validated in xenografic animal models. However, due the highly
hydrophobicity of this drug, its water solubility is considered the major challenge toward
clinical trials. To produce a pharmaceutical formulation compatible with clinical models,
we sucessfully proposed two different strategies: one based on liposomes and the
second based on biological microvesicles. Lipossomes carrying chromone 4a were
able to inhibit the ABCG2 transporter activity after 24 hours of incubation,
demonstrating an 1Cso of 0.12 yM, similar to chromone solubilized directly in DMSO.
This data proved that liposomes can be applied to delivery ABC transporter inhibitors,
that are normally hydrophobic drugs targeting the transmembrane binding site of these
membrane proteins. In addition, microvesicles from Giardia intestinalis were also used
to delivery chromone 4a. Microvesicles incubated with 10 uM of chromone 4a inhibited
completely the ABCG2 transport activity. Finally, the inhibition activity of the
microvesicles carrying chromone 4a was confirmed by a cell viability assay using cells
overexpressing ABCG2. The treatment using microvesicles carrying chromone 4a fully
chemosensitized these cells to SN-38, the active metabolit of the chemotherapeutic
irinotecan. In conclusion, this study showed for the first time that liposomes and

microvesicles can be used for delivery of inhibitors of ABC transporters.

Key-words: ABCG2. Lipossomes. Microvesicles. Chemoresistance.
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1 INTRODUGAO

Classificadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como sendo
patologias com elevado indice de mortalidade, as neoplasias apresentam dificil
manejo clinico ao tratamento, levando a complicagdes, internamentos e agravamento
do quadro clinico (INCA, 2020).

Um fator que coopera para o elevado indice de mortalidade do cancer é o
fendbmeno de resisténcia aos agentes quimioterapicos apresentado pelas células
cancerigenas (FLETCHER et al.,2010). Dentre os mecanismos responsaveis por esse
fendmeno, destaca-se a superexpressao de transportadores da familia ABC (ABC, do
inglés ATP Binding Cassette). Transportadores ABC s&o proteinas de membrana que,
através da ligacao e hidrdlise de adenosina trifosfato (ATP) promovem o transporte de
diferentes substratos para o exterior celular, isso €, seu efluxo, sendo portanto
responsaveis pela resisténcia a diferentes classes de agentes quimioterapicos,
caracteristica intrinseca ao fenbmeno de resisténcia a multiplas drogas (MDR, do
inglés Multridrug Resistance) que restringe o tratamento (DEAN; HAMON;
CHIMINI,2001; AMBUDKAR et al.,2003; GLAVINAS et al.,2004; BURKE;
ARDEHALI,2007; KATHAWALA et al.,2015; FLETCHER et al.,2016; NEMCOVA-
FURSTOVA et al.,2016; JACKSON et al.,2018).

A familia de proteinas ABC é constituida de 48 membros, sendo os trés
principais representantes o transportador chamado de glicoproteina P (P-gp/ABCB1),
a proteina associada ao fenétipo de multiresisténcia (MRP1/ABCC1) e a proteina de
resisténcia ao cancer de mama (BCRP/ABCG2) (VAN LOEVEZIJN et al.,2001).

Para um tratamento efetivo do cancer, é necessario contornar os mecanismos
de resisténcia, para tanto, estudos envolvendo inibidores dos transportadores ABC
representam uma estratégia importante. Apesar de existirem inibidores da
glicoproteina P para uso em testes clinicos, inibidores do transportador ABCG2 que
estariam disponiveis para testes clinicos apresentam problemas farmacotécnicos
relacionados ao seu perfil de solubilidade, estando, portanto, indisponiveis para teste
na forma como se apresentam. Entre os compostos desenvolvidos como inibidores do
transportador ABCG2, figura a cromona 4a, um inibidor potente e seletivo do
transportador ABCG2 com excelentes resultados in vitro (PIRES et al.,2016) porém

cuja insolubilidade em meio aquoso impede a utilizagdo em ensaios clinicos.
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Com o intuito de viabilizar testes pré-clinicos e futuramente clinicos com a
cromona 4a, o presente estudo visa utilizar microvesiculas de Giardia intestinalis e
lipossomas como matrizes biolégica e sintética, respectivamente, como potenciais
encapsuladores desse composto e testar a capacidade dessas matrizes de liberar a
cromona 4a desencadeando seu efeito inibitorio sobre o transportador ABCG2.

A formulagao envolvendo microvesiculas de Giardia intestinalis, referida como
matriz bioldgica, representa nesse estudo uma prova conceitual, cujo intuito é estudar
a capacidade das microvesiculas de origem biologica de interagirem com a cromona
4a, se a ligacao formada é estavel e resiste a centrifugacédo (etapa importante na
eliminagao do solvente utilizado na solubilizagdo da cromona 4a), se a formulagao
pronta apresenta capacidade de liberar o composto para as células no estudo in vitro
e se ele mantém sua atividade farmacoldgica apds os procedimentos envolvidos na
sua formulagéo nessa matriz bioldgica.

Havendo uma resposta positiva nessa prova conceitual, o intuito é progredir o
estudo para microvesiculas provenientes de células do préprio paciente,
apresentando, portanto, compatibilidade total (BALACHANDRAN; YUANA, 2019).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

De acordo com a OMS cancer é a segunda principal causa de morte no mundo
(IARC, 2018). No Brasil, dados fornecidos pelo Instituto Nacional do Céancer (INCA)
estimaram o surgimento de mais de 630.000 novos casos da doenga para o ano de
2018.

A distribuicao de incidéncia para as diferentes neoplasias apresenta diferentes
perfis relacionados ao sexo, no Brasil a populacdo masculina é mais susceptivel
estatisticamente ao cancer de prostata (29,2%), seguido pelo de cdlon e reto (9,1%)
e de traqueia, brénquio e pulmao (7,9%). A populagédo feminina, por sua vez,
apresenta como mais incidente o cancer de mama (29,7%), seguido pelo de cdlon e

reto (9,2%) e colo do utero (7,5%), como pode ser observado na figura 1 (INCA, 2020).

FIGURA 1 — DISTRIBUIGAO PROPORCIONAL DOS DEZ TIPOS DE CANCER MAIS INCIDENTES
ESTIMADOS PARA 2020 POR SEXO, EXCETO PELE NAO MELANOMA.

Localizagdo primaria Casos Yo Localizagao primaria Casos %o
Prosata 65840 292%  Mamafemnna 66280 29.7%
Colon e Reto 20540 91% Homens  Mulheres Colone Reto 20470 9.2%
Traqueia, Bronguio e Pulmao 17.760 7.9% Colo do atero 16.710 7.5%
Estdmago 13.360 5.9% Traqueia, Brénguio e Pulmdo 12.440 5,6%
Cavidade Oral 11.200 5,0% Gldndula Tireoide 11.950 5,4%
Eséfago 8.690 3.9% Estdmago 7.870 3.5%
Bexiga 7.590 3.4% Ovario 6.650 3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do (tero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 29% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 26% Sistema Nervoso Central 5.230 23%

FONTE: INCA (2020).

Em escala global, estima-se que o risco acumulado de incidéncia para um
individuo desenvolver cancer ao longo de sua vida seja de 12,5% para os homens e
10% para as mulheres, observando-se ainda que, a despeito de diferencas no indice
de Desenvolvimento Humano (IDH), paises subdesenvolvidos e paises com elevado
IDH apresentam indices de mortalidade comparaveis, caracterizando a gravidade da
patologia em diferentes contextos sociais e de cuidados a saude (BRAY et al.,2018).

Contribui para a elevada taxa de mortalidade desse conjunto de patologias a
resisténcia apresentada ao tratamento, que pode ser intrinseca — quando presente

desde o diagndstico — ou adquirida, isso €, evidenciada apdés o tratamento e
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normalmente caracterizada como recidiva, ambas representando umas das principais
causas da mortalidade do cancer (WANG; ZHANG; CHEN,2019). Essa resisténcia é
mediada por diferentes mecanismos, como mutagdes genéticas, epigenéticas,
selecdo de subpopulacdes resistentes ao tratamento, alteracdes no sitio-alvo e o
efluxo mediado pela superexpressdao de transportadores ABC (WANG; ZHANG;
CHEN,2019).

2.2 TRANSPORTADORES ABC

O genoma humano codifica 48 proteinas da familia ABC, classificadas em 7
subfamilias (desde a subfamilia A até a subfamilia G) de acordo com homologias
estruturais (DEAN; HAMON; CHIMINI,2001; AMBUDKAR et al.,2003; MOHAMMAD;
HE; YIN,2018; ROBEY et al.,2018).

Alguns transportadores ABC s&o constitucionalmente expressos em varios
tecidos do organismo, desempenhando papel importante na homeostase celular,
transporte de peptideos, apresentacdo de antigeno do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex) e em
processos de detoxificagdo e transporte (GOTTESMAN,2002; SCHINKEL,;
JONKER,2003; BURKE; ARDEHALI,2007; CHAPUY et al.,2008; KASHIWAYAMA et
al.,2009; TAYLOR et al.,2017).

Estruturalmente os transportadores ABC apresentam um dominio
citoplasmatico de ligacao a nucleotideos (conhecidos como NBD, do inglés Nucleotide
Binding Domain), onde ocorre a ligacdo e a hidrolise de ATP, e dominios
transmembrana (conhecidos como TMD, do inglés Transmembrana Domain), que
realizam a ligacdo e o transporte dos substratos (FIGURA 2) (DEAN; HAMON;
CHIMINI,2001).

Importante frisar que nem todos os membros da familia de transportadores
ABC atuam, necessariamente, transportando substratos como uma bomba ATP-
dependente, a exemplo do transportador ABCC7, que funciona como um canal iénico
que desempenha papel importante no efluxo de ions cloro (DEELEY; WESTLAKE;
COLE,2006).
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FIGURA 2 - ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DOS TRANSPORTADORES ABC E SUBSTRATOS DE
INTERESSE.

ABCG2 ABCB1 ABCC1

Dominio extracelular
——

Membrana

o ']
Dominio intracelular .

Mitoxantrona, Metotrexato,
Substratos de Topotecan, Irinotecan,
interesse Doxorrubicina, Imidazoacridonas

Paclitaxel, Vincristina, Etoposido, Etoposido, Doxorrubicina, Vincristina,
Daunorrubicina Irinotecan, Mitoxantrona, Metotrexato

LEGENDA: ABCG2 (Proteina de resisténcia do cancer de mama, PDB ID 5NJ3), ABCB1 (glicoproteina
P, PDB ID 5KPI), ABCC1 (Proteina associada a multipla resisténcia, PDB ID 5UJ9).
FONTE: Adaptado de Robey et al (2018).

O NBD dos transportadores ABC é a regiao conservada, apresentando
elevada similaridades entre membros, entretanto, o TMD apresenta consideravel
heterogeneidade, resultando na enorme da gama de substratos reconhecidos e
transportados (DEAN; HAMON; CHIMINI,2001).

O primeiro transportador descrito foi a glicoproteina-P (P-gp), codificada pelo
gene ABCB1. A P-gp é uma proteina de 170 kDa, constituida por dois dominios NBD
e 12 dominios TMD, de localizacdo apical e que pode ser encontrada no tecido
hepatico, renal, na placenta, na barreira hematoencefalica, intestinos e glandulas
adrenais, sendo responsavel pela resisténcia a uma miriade de agentes
antineoplasicos, como palcitaxel, docetaxel, vinblastina, vincristina, doxorubicina,
daunorubicina, entre outros (ALLEN et al.,2002; GOTTESMAN; FOJO; BATES,2002;
SODANI et al.,2012).

A superexpressdo de alguns membros da familia ABC é de extrema
relevancia no fenébmeno MDR, em especial ABCB1, ABCC1 e ABCG2 (GLAVINAS et
al.,2004; YOH et al.,2004; SZAKACS et al.,2008; KATHAWALA et al.,2015; JACKSON
et al.,2018).

Com o aumento desses transportadores na membrana citoplasmatica da
linhagem neoplasica ocorre aumento do efluxo celular de agentes neoplasicos de

forma inespecifica, conferindo fendtipo de resisténcia ao tratamento (WEEN et
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al.,2015). Esse fenbmeno é extremamente impactante no tratamento haja vista a
inespecificidade do transporte, afetando agentes antineoplasicos de distintas classes,
sendo, portanto, um mecanismo de resisténcia que afeta varias estratégias de
tratamento simultaneamente (SHAROM,2008).

Em virtude do papel dos transportadores ABC no transporte de agentes
antineoplasicos em diferentes tipos de cancer (TABELA 1), atualmente se busca por
potenciais inibidores desses transportadores.

Corrobora com esse importante papel no fenébmeno de MDR o estudo de
Szakacs e colaboradores (2004), que quantificou a expressdo de RNA mensageiro
(RNAm), que codifica para transportadores ABC, por RT-PCR, em 60 linhagens
cancerigenas diferentes, e comparou os resultados com seus respectivos fenétipos
de resisténcia, evidenciando forte correlacdo entre a superexpressdo dos
transportadores ABC em células cancerigenas e o fenbmeno MDR, assim como
caracteristicas de malignidade mais pronunciadas (WEINSTEIN et al.,1991;
SZAKACS et al.,2004).

TABELA 1 — TRANSPORTADORES ABC E SUA EXPRESSAO EM DIFERENTES NEOPLASIAS.

TRANSPORTADOR SUPEREXPRESSOS NAS SEGUINTES NEOPLASIAS
ABC

ABCA2 Cancer de pulméao, Leucemia Mieléide Aguda

ABCA3 Neuroblastoma

ABCB1 Cancer de pulmao, Leucemia Mieldide Aguda

ABCBS5 Melanoma

ABCC1 Carcinoma de células escamosas, cancer de pulmao, glioma, Leucemia
Mieldide Aguda

ABCG2 Cancer de pulméo, Leucemia Mieldide Aguda, cancer de eséfago,
neuroblastoma, glioma, cancer de células escamosas, cancer de ovario,
cancer de mama

FONTE: Adaptado de Fletcher et al (2016).
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2.3 TRANSPORTADOR ABCG2

O transportador ABCG2 foi descoberto simultaneamente por trés grupos de
pesquisa, justificando a existéncia de diferentes denominagdes, sendo elas ABCP por
sua abundancia na placenta, BCRP pela sua descricao nas linhagens tumorais de
cancer de mama (do inglés, Breast Cancer Resistance Protein) ou MXR, por conferir
resisténcia a mitoxantrona (do inglés, Mitoxantrone Resistance Protein) (ALLIKMETS
et al.,1998; DOYLE et al.,1998; MIYAKE et al.,1999).

O gene ABCG2 codifica para uma proteina que contém 1 NBD e 1 TMD e, por
isso, ele é considerado pela literatura como “meio transportador” (OZVEGY-LACZKA
et al.,2005; ROBEY et al.,2009; KHUNWEERAPHONG; STOCKNER;
KUCHLER,2017).

Entretanto, sua forma funcional na membrana celular € homodimérica com
uma massa molecular de aproximadamente 144 kDa (DEAN; HAMON;
CHIMINI,2001). Esse gene localiza-se no cromossomo 4q22 (BAILEY-DELL et
al.,2001).

Sao substratos de ABCG2 a mitoxantrona, topotecan, doxorubicina,
daunorubicina, Irinotecano, SN-38 e Hoechst 33342 (DEAN; HAMON; CHIMINI,2001;
ROBEY et al.,2001; MO; ZHANG,2012).

Fisiologicamente, o transportador ABCG2 apresenta-se expresso na prostata,
ovarios, testiculos, sistema nervoso central (SNC), tendo elevada expressdo na
placenta e no intestino delgado, onde desempenha importante papel na protecéo do
feto e na detoxificacdo celular (DOYLE et al.,1998; JONKER et al.,2000),
apresentando também papel secundario no metabolismo do acido urico (ISHIKAWA,;
AW; KANEKO,2013).

Visto sua importancia no fendbmeno de MDR e sendo parte do metabolismo de
células tronco hematopoiéticas, foi desenvolvido o anticorpo monoclonal 5D3, que
reconhece a porgcao extracelular do homodimero, isso €, o transportador ativo
(OZVEGY-LACZKA et al.,2005).

Esse reconhecimento, além de possibilitar a pesquisa do transportador através
de técnicas de citometria de fluxo e imunofluorescéncia, contribui também para
caracterizar o funcionamento do transportador.

O estudo de Taylor e colaboradores (2017), responsavel por caracterizar a

estrutura do ABCG2 em alta resolugao, demonstrou que o 5D3, ao ligar com a regiao
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extracelular do transportador, une os dominios TMDs forgando a estrutura desse a
permanecer estacionario na conformagao aberta ao interior celular, promovendo
impedimento alostérico do transporte de substrato e da ligagdo de ATP, informagao
relevante que auxiliou a compreensdo dos mecanismos envolvidos no transporte de
substrato (TAYLOR et al.,2017).

A conformacéao estrutural do transportador ABCG2, quando voltada para o
interior celular, apresenta uma cavidade semelhante a uma fenda profunda, capaz de
acomodar moléculas planas, policiclicas e hidrofébicas, cuja estrutura é formada pelo
alinhamento das regides transmembrana TM2 e TM5 dos homodimeros.

Essa fenda precede outra cavidade menor, com menor afinidade pelo
substrato, mais préxima da regido extracelular porém ocluida nessa conformagéao
estrutural, sugerindo que a mudanga conformacional promovida pela ligacdo de ATP
apresenta ao substrato um caminho de menor afinidade através do transportador até

o meio extracelular, conforme ilustrado na Figura 3 (TAYLOR et al.,2017).

FIGURA 3 — ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DO TRANSPORTADOR ABCG2.

Dominio extracelular

Membrana

Dominio intracelular

LEGENDA: Estrutura tridimensional do transportador ABCG2, demonstrando a
necessidade de homodimerizag&o para seu funcionamento (PDB ID SNJ3).
FONTE: Adaptado de Taylor et al (2017).
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2.4 INIBIDORES DO TRANSPORTADOR ABCG2

Na tentativa de contornar o mecanismo de resisténcia mediado pelo
transportador ABCG2, estudos envolvendo inibidores foram desenvolvidos
(BOUMENDJEL et al.,2011; VALDAMERI et al., 2012a; VALDAMERI et al., 2012b;
VALDAMERI et al., 2012c; VALDAMERI et al., 2012d; LECERF-SCHMIDT et al.,2013;
PAYEN et al.,2014; GOZZI et al.,2015; JABOR GOZZI et al.,2015; PIRES et al.,2016),
porém multiplas circunstancias dificultaram o avangco rumo aos testes clinicos
(SODANI et al.,2012; ROBEY et al.,2018). O primeiro inibidor seletivo do transportador
ABCG2 foi a Fumitremorgin C (FTC). Contudo, o uso do FTC ¢é inviavel na clinica
devido sua elevada neurotoxicidade (RABINDRAN et al.,2000).

A busca por compostos com menor toxicidade levou a descoberta do
composto Ko143, um analogo tetraciclico da FTC, caracterizado por ser mais potente
que a FTC como inibidor do transportador ABCG2, porém apresentou neurotoxicidade
residual em estudos in vivo (VAN LOEVEZIJN et al.,2001; ALLEN et al.,2002), sendo
hoje utilizado como inibidor de referéncia em ensaios in vitro.

O grupo de Boumendjel descreveu em 2007 uma série de derivados de
acridona, e o composto mais promissor apresentou um ICso (concentragdo que inibe
50% da atividade de transporte) de 0,35 yM (BOUMENDJEL et al.,2011). Derivados
de resveratrol também foram testados apresentando ICso de 0,16 uM, porém com
citotoxicidade residual (VALDAMERI et al., 2012a). Compostos derivados da FTC
apresentaram ICso de 9 - 34 yM, associados a efeitos citotoxicos relevantes (ALLEN
et al.,2002).

Outro exemplo envolvendo o uso de uma estrutura promissora como base
para a obtencdo de analogos € o GF120918/elacridar, utilizado como estrutura base
das acridonas (BOUMENDJEL et al.,2007; ARNAUD et al.,2011), o qual foi substituido
posteriormente por um nucleo de cromona, objetivando a elevagao da capacidade
inibitoria do transportador ABCG2 (VALDAMERI et al., 2012c).

Nesse contexto, as cromonas aparecem como uma classe promissora de
inibidores seletivos do transportador ABCG2 (VALDAMERI et al., 2012c; VALDAMERI
et al., 2012d). A cromona 6g foi identificada em 2012 e descrita como o inibidor do
transportador ABCG2 mais promissor descrito na literatura, devido sua poténcia de
inibicdo e auséncia de citotoxidade, apresentando um ICso de 0,11 uM (VALDAMERI

et al., 2012c). Devido a esses aspectos promissores a cromona 6g foi patenteada
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ainda em 2012 com o nome de MBL-II-141 (INPI 01520002938). Posteriormente, o
uso do MBL-II-141 foi validado em modelo animal (PAYEN et al.,2014; HENIN et
al.,2017).

Os resultados em modelo pré-clinico foram excelentes, revertendo a
resisténcia mediada pelo transportador ABCG2, contudo, a hidrofobicidade da
molécula ndo permite sua solubilizagdo em meio aquoso, por isso os estudos in vitro
foram conduzidos solubilizando o MBL-II-141 em dimetilsulfoxido (DMSO) e os

estudos in vivo solubilizando em DMSO e diluindo em 6leo de girassol.

2.5 CROMONAS

As cromonas s&o compostos derivados do benzopirano com substituigao por
grupo ceto no anel pirano.

Esses compostos foram identificados como potentes e seletivos inibidores do
transportador ABCG2. Com o intuito de obter analogos sintéticos mais potentes e
menos toxicos, uma série de modificagdes quimicas foram conduzidas, até
identificacdo do MBL-II-141 (FIGURA 4).

FIGURA 4 — REPRESENTAGCAO ESTRUTURAL DO MBL-II-141.

0] 0]

Br

FONTE: Pires et al (2016).
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Esse analogo, em decorréncia de seu potencial, foi testado em estudos in
vivo, onde evidenciou-se que seu uso concomitante ao quimioterapico CPT-11
bloqueou o crescimento de tumores recém implantados assim como interrompeu o
crescimento de tumores previamente estabelecidos, inibindo o fendétipo resistente em
90% dos casos (PAYEN et al.,2014).

A pesquisa por analogos do MBL-II-141 resultou na descoberta da Cromona
4a (FIGURA 6), um inibidor do transportador ABCG2 trés vezes mais potente que o
MBL-II-141, de massa molecular 533 g/mol (PIRES et al.,2016). Entretanto, sua
insolubilidade em agua impede o avango para ensaios clinicos (VALDAMERI et al.,
2012c). Essa diferenca extremamente significativa na poténcia inibitéria do composto
decorre da posi¢ao e do tipo de halégeno ligado no anel aromatico, como pode ser
observado na figura 5. Ficou evidenciado que a mudanga na posi¢ao do Bromo no
MBL-II-141 sem mudar o ligante resultou nesse aumento significativo na capacidade
inibitéria (VALDAMERI et al., 2012c).

FIGURA 5 — REPRESENTAGAO ESTRUTURAL DA CROMONA 4a.

Br

FONTE: Pires et al (2016). —0
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2.6 LIPOSSOMAS

Lipossomas séo estruturas esféricas, primeiramente descritas por Banghman
na década de 60 e posteriormente estudadas como potenciais veiculos para
transporte de moléculas visto sua caracteristica anfifilica, constituida por uma
bicamada de fosfolipidios, rearranjados de maneira a apresentarem os grupamentos
polares voltados para o meio exterior aquoso na camada externa e voltados para o
[Umen do lipossoma na camada interna, ficando as caudas carbénicas apolares
intercaladas entre essas duas camadas, formando um compartimento apolar
(BANGHAM; STANDISH; WATKINS,1965; EGBARIA; WEINER,1990).

Lipossomas podem ser categorizados de acordo com seu tamanho e numero

de camadas, como pode ser observado na Figura 6.

FIGURA 6 — CI,_ASSIFICAQAO DOS LIPOSSOMAS DE ACORDO COM TAMANHO E
NUMERO DE CAMADAS.

Droga Hidrofébica

SUV > 20-100 nm

Droga Hidrofilica

LUV > 100 nm

MLV > 500 nm GUV > 1000 nm

LEGENDA: LUV (Large unilamellar vesicles, vesiculas grandes de uma camada); SUV
(Small unilamellar vesicles, vesiculas pequenas de uma camada); MLV (Multilamellar
vesicles, vesiculas de multiplas camadas) e GUV (Giant unilamellar vesicles, vesiculas
gigantes de uma camada). A regido laranja representa a porgéo polar dos fosfolipideos,
a regiao azul corresponde a porgao apolar dos foslolipideos. A imagem acima néo se
encontra em escala.

FONTE: Adaptado de Pattni et al (2015).
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Considerando sua caracteristica anfifilica e a capacidade de transportar
moléculas polares e apolares, o uso de lipossomas como formulagdes para o
transporte de farmacos representa uma ferramenta poderosa para viabilizar
medicagdes cuja solubilidade determina um impedimento ao uso clinico (VAN BALEN
et al.,2004; SOFOU,2007; BUNKER; MAGARKAR; VIITALA,2016; ZYLBERBERG;
MATOSEVIC,2016; BULBAKE et al.,2017).

Concomitante a otimizagao da solubilidade do composto, o encapsulamento
de drogas por essa metodologia protege contra degradagado quimica e biologica
durante o armazenamento e permite a modificagcdo da superficie pela adicao de
ligantes, vetorizando a formulagcéo para alvos especificos (SOFOU,2007; TRAN et
al.,2009; PATTNI et al.,2015).

O uso bem sucedido de lipossomas como nanoformulagdes iniciou-se com o
Doxil® em 1995 (BARENHOLZ et al.,2012), sendo rapidamente sucedido por outras
formulagdes, abrangendo tanto medicamentos quimioterapicos quanto outras classes
medicamentosas, como € o caso do DaunoXome®, Depocyt®, Myocet® (formulagdes
de quimioterapicos), Epaxal®, Inflexal®Y (medicamentos anti-virais), DepoDur™,
Exparel® (medicamentos analgésicos) e Abelcet®, Ambisome® e Amphotec®
(medicamentos antifungicos) (BULBAKE et al.,2017).

2.7 MICROVESICULAS

Sao parte de vesiculas extracelulares, as quais estdo constituidas por
exossomas e microvesiculas, diferindo em tamanho e biogénese. Exossomas sao de
30-100 nm e sao formadas a partir de corpusculos multivesiculares e microvesiculas
(100 nm ate 1 uM) sdo formadas a partir da membrana plasmatica (RAPOSO;
STOORVOGEL,2013; RUFINO-RAMOS et al.,2017).

A liberagao de microvesiculas ocorre de forma regulada e possibilita a célula
de origem transmitir proteinas, micro RNA (miRNA) e RNA mensageiro (RNAm)
(MATHIVANAN et al,2010).

O processo de microvesiculagdo nao esta completamente esclarecido,
entretanto, estudos indicam que a elevagao na concentracao de calcio citoplasmatico
associado ao deslocamento do equilibrio na simetria dos fosfolipidios da membrana
plasmatica desempenham papel fundamental nesse processo (RAPOSO;
STOORVOGEL,2013).
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A elevacgdo do ion Ca?* promove ativagédo das enzimas scramblase, calpaina
e gelsolina, a primeira desempenhando papel no transporte de fosfolipidios e as duas
ultimas relacionadas com alteragdes no citoesqueleto e clivagem de filamentos de
actina. Concomitante a esses processos, ocorre inativacdo de translocases que
mantém os fosfolipidios fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina voltados para a camada
interna (COCUCCI; RACCHETTI; MELDOLESI,2009).

Esse processo leva a formagdo de microvesiculas estruturalmente
caracterizadas por uma bicamada lipidica constituida por esfingomielina,
fosfatidilserina e outros fosfolipidios. Intercalados com esses fosfolipidios temos
proteinas de membrana, de adesdo e colesterol (RAPOSO; STOORVOGEL,2013)
podendo apresentar, inclusive, transportadores ABC, como é o caso descrito de
microvesiculas derivadas de células de cancer de mama que apresentam
transportadores que atuam sequestrando agentes quimioterapicos do meio
extracelular para seu interior (IFERGAN; SCHEFFER; ASSARAF,2005; GOLER-
BARON; ASSARAF,2011).

Considerando a composicdo e capacidade de transportar seletivamente
proteinas, miRNA e RNAm da célula de origem, sdo muitas as formas de atuagao
dessas estruturas celulares, que podem receber proteinas, receptores ou
revestimentos especificos pelas células de origem para posterior identificacdo por
células-alvo de interesse, apresentam capacidade de fusionar com células-alvo
levando a expressao de seus constituintes de membrana nessas células ou mesmo a
transferéncia de seu conteudo, desencadeando uma série de eventos celulares
(SILVERMAN et al.; SKOG et al.,2008; GYORGY et al.,2011; TWU et al.,2013).

Esse tipo de comunicacdo intercelular mediada por microvesiculas esta
presente nos mais distintos organismos, sendo descrito em fungos, plantas, bactérias
e animais, o que justifica-se pela elevada versatilidade na transmissao de informacoes
(BARTENEVA; MALTSEV; VOROBJEV,2013; BUNGGULAWA et al.,2018). Podem
atuar como intermediarios em processos fisiolégicos, desempenhando papel na
coagulacao e processos inflamatdérios (COCUCCI; RACCHETTI; MELDOLESI,2009;
MATHIVANAN et al.,2010), promovendo mudangas fenotipicas nas células-alvo
favorecendo o parasitismo (SILVERMAN et al.; TWU et al.,2013) até transportar
oncogenes entre células tumorais agravando o prognostico (AL-NEDAWI; MEEHAN;
RAK,2009).
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3 JUSTIFICATIVA

Os transportadores ABC sao considerados os principais responsaveis pelo
fenbmeno de MDR. Em contrapartida, o desenvolvimento de inibidores dos
transportadores ABC representa a principal estratégia para sensibilizar células
neoplasicas resistentes ao tratamento quimioterapico.

A literatura sugere que o principal transportador ABC responsavel pela
resisténcia € a glicoproteina-P, seguido do transportador ABCG2. Testes clinicos
utilizando inibidores especificos da glicoproteina-P ja foram realizados, mas na
maioria dos casos os resultados ndo foram promissores devido a uma multiplicidade
de fatores incluindo a ndo confirmacdo de superexpressao de PgP, bem como a
possibilidade da quimiorresisténcia ser decorrente da atividade de outros
transportadores ABC, como ABCG2.

Esse fato é atribuido parcialmente a expressdo do transportador ABCG2,
capaz de transportar uma grande quantidade de quimioterapicos também
transportados pela glicoproteina-P. Nessa conjuntura, torna-se muito importante o
desenvolvimento de inibidores do transportador ABCG2 para testes clinicos. Diversos
compostos demonstraram boa atividade in vitro e in vivo, apresentando especificidade
para o transportador ABCG2 vinculada a um alto potencial inibitorio.

O composto pertencente a classe das cromonas, MBL-II-141, foi identificado
pelo nosso grupo (VALDAMERI et al., 2012c). Sua atividade inibitoria supera o Ko143,
considerado o inibidor de referéncia do transportador ABCG2. O MBL-II-141
apresentou resultados promissores em ensaios in vitro, que também foram validados
em modelo in vivo (HENIN et al.,2017). Contudo, para uso em modelo animal esse
composto foi utilizado solubilizado em uma solugédo de 6leo de girassol e DMSO, o
que inviabilizaria seu uso na clinica.

Através de uma abordagem de sintese racional foi identificada a cromona 4a,
um derivado do MBL-II-141 trés vezes mais potente. O desenvolvimento deste
analogo, especifico para o ABCG2 e isento de citotoxicidade € um passo impactante
no combate ao fendbmeno MDR mediado pela superexpressao de ABCG2, cujo
impedimento reside na solubilidade do composto.

Portanto, existe a necessidade de um sistema de entrega e liberagao para
superar este problema de solubilidade das cromonas, o que viabilizaria seu uso

clinico.
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Trata-se, portanto, de uma questao de farmacotécnica, uma vez que existem
compostos com acgdo inibitéria comprovada, capazes de reverter o fendtipo de
resisténcia de linhagens transfectadas com o transportador ABCG2, porém restritos
aos testes in vitro pela limitacdo da citotoxicidade dos solventes empregados para sua

solubilidade.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho apresenta como intuito o desenvolvimento de
formulagdes farmacéuticas de origem biolégica (microvesiculas de Giardia intestinalis)
e sintética (lipossomas) para Cromona 4a e testa-las para confirmar a manutengao da

atividade farmacolégica da Cromona 4a como inibidor do transportador ABCG2.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Incorporar a Cromona 4a em lipossomas, formando a matriz sintética;

Caracterizar a matriz sintética;

Incorporar a Cromona 4a em microvesiculas de Giardia intestinalis, formando
a matriz bioldgica;

Caracterizar a matriz bioldgica;

Testar a atividade biologica da Cromona 4a incorporada em lipossomas e
microvesiculas através de ensaio de inibicdo do transportador ABCG2,;

Testar a atividade biolégica da Cromona 4a incorporada em microvesiculas e
lipossomas através de ensaio de quimiossensibilizacdo em células superexpressando
o transportador ABCG2.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 REAGENTES

A Cromona 4a utilizada foi sintetizada pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr.
Ahcene Boumendjel da Université Grenoble Alpes — Franga (PIRES et al., 2016). O
Ko143 (lote GR3183549-1) e o SN-38 (lote APN 12417-1-1) foram adquiridas da
Abcam. Mitoxantrona (lote MKBT1468V) e Hoechst 33342 (lote 1941450) foram
adquiridos da Sigma Aldrich e Invitrogen, respectivamente. Todos os reagentes
supracitados foram solubilizados em DMSO para produg¢ao da solugao estoque, que
foi armazenada em -20 °C.

O tampao PBS 1x utilizado apresentou a seguinte composigao: NaCl 137 mM;
KCI 2,7mM; NazHPO4 10,0 mM; KH2PO4 1,8 mM; pH 7,4. Para o cultivo celular o meio
DMEM (lote 2060444) e o soro fetal bovino (SFB, lote 2104351), foram adquiridos da
Gibco. A anfotericina B (lote 049M4144V) e a solugao penicilina/streptomicina (lote
090719T1) foram adquiridas da Invitrogen e LGC Biotecnologia respectivamente.

O G418 (lote 177709), essencial para garantir a selegdo da linhagem de
HEK393-ABCG2 que superexpressa o transportador ABCG2, foi adquirido da Fisher
Bioreagents. O reagente Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]
(MTT, lote 1967002), utilizado no ensaio de reversao, foi adquirido da Invitrogen e

solubilizado em PBS (0,5mg/mL — concentragéo final).

5.2 LINHAGENS CELULARES

Foi utilizada a linhagem celular de fibroblasto humano HEK293 WT (Célula
humana renal embrionaria - linhagem selvagem, Human Embrionary Kidney - wild
type) e a linhagem celular HEK293 transfectada de maneira estavel para
superexpressar o transportador ABCG2 (HEK293-ABCG2) (VALDAMERI et al.,
2012a). As linhagens foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) alta glicose suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino) e 1% de
antibiético (penicilina e estreptomicina, ambas adquiridas da Sigma Aldrich). As
linhagens foram provenientes do Institut de Biologie et de Chimie des Protéines, Lyon,

Franca, cedidas gentilmente pelo Dr. Attilio Di Pietro.
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5.3 OBTENCAO DE LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram obtidos em parceria com o laboratério de Biopolimeros,
localizado no campus Politécnico, Departamento de Quimica da Universidade Federal
do Parana.

Sua formacdo foi realizada partindo dos fosfolipidios DSPC
(Diestearoilfosfatidilcolina) e DOPE (Dioleilfosfatidiletanolamina). Foram misturados
20 mg de DSPC, 1,86 mg de DOPE e 5,3 mg de cromona 4a (quantidade
correspondente a concentracéo final de 1 mM para o volume final de 10 mL). O
material foi solubilizado em 10 mL de diclorometano em um baldo de fundo redondo
com junta esmerilhada. Essa solugéo foi purgada com N2 por 2 minutos para remogao
parcial de O2. Apds essa etapa o balao foi acoplado em um sistema de rotaevaporagao
até remocao total do solvente volatil, formando um filme na parede do baldo
volumeétrico.

Esse baldo foi submerso em banho de 6leo a 70°C e recebeu 10 mL de PBS,
permanecendo nessas condi¢gdes por 1 hora com agitagcdo magnética vigorosa. O
produto da reagao anterior foi sonicado por 3 minutos para desmantelamento de
eventuais agregados, homogeneizando o tamanho dos lipossomas formados.

Também foi realizada a formacgao de “lipossomas vazios”, sem a presencga da

cromona 4a, com o intuito se serem utilizados como controle experimental.

5.4 OBTENGCAO DE MICROVESICULAS

As microvesiculas foram obtidas em parceria com o laboratério Evahpi
(Extracelular Vesicles and Host-Parasite Interactions Research group), localizado no
campus Biologicas, Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Parana.

Foram utilizadas microvesiculas obtidas de trofozoitos de Giardia intestinalis.
Os trofozoitos foram cultivados em meio TYI-S-33 em tubo Falcon® de 15 mL, em
estufa a 37°C com pressao de CO:2 (5%) até obtencdo de densidade de
1,0 x 108 trofozoitos/mL.

O cultivo foi submetido a banho de gelo por pelo menos 15 minutos, em

seguida centrifugado a 600 g por 5 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. O
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sobrenadante foi descartado e o pellet celular obtido foi ressuspendido em 6 mL de
meio TYI-S-33 sem Soro Adulto Bovino.

Realizou-se nova centrifugagdo nas mesmas condigbes. O pellet foi
ressuspendido em 6 mL de meio TYI-S-33 sem Soro Adulto Bovino, o cultivo foi
suplementado com 1 yL/mL de CaCl2 1 M e incubado a 37°C por uma hora.

Apds a incubagdo, o cultivo foi centrifugado a 600 g por 5 minutos, e o
sobrenadante coletado em microtubos, os quais foram centrifugados a 4.000 g por 30
minutos duas vezes, coletando o sobrenadante e descartando os debris obtidos no
pellet.

Essa etapa separa impurezas e debris celulares de maior grau, preparando a
amostra para o processo de ultracentrifugagéo (100.000 g por 1,5 h) necessaria para
a obtengao das microvesiculas purificadas (CESTARI et al.,2012). Apds obter as
microvesiculas, quantificou-se a concentracdo de proteinas obtida utilizando o kit de
ensaio de proteina Micro-BCA (Thermo Scientific, EUA) conforme descrito pelo
fabricante.

Para esse estudo, as microvesiculas obtidas eram aliquotadas para obter
por¢cdes com 4 ng de microvesiculas, solubilizadas em PBS e foram incubadas com
cromona 4a (solubilizada em DMSOQO) por 30 minutos. Cada aliquota de microvesicula
obtida recebia um volume diferente de cromona 4a, de forma que fossem obtidas as
concentragdes finais de 0,1; 1,0 e 10,0 uM de cromona 4a. Apds o periodo estipulado
de incubagcdo a temperatura ambiente as aliquotas foram submetidas a
ultracentrifugacao (100.000 g por 1,5 h) para remogao do DMSO, ressuspendendo o
pellet obtido em 100 uL de PBS.

O ensaio com a matriz biologica, por questdes logisticas, envolveu a
necessidade de armazenamento das microvesiculas a 4°C, ocorrendo da seguinte
forma: apds obtencdo e quantificacdo das microvesiculas as mesmas foram
armazenadas a 4°C até o dia seguinte, quando era realizada a incubacdo com a
cromona 4a e consequente ultrancentrifugagdo para remover o DMSO. Apds a
ultrancentrifugacao as microvesiculas foram novamente armazenadas a 4°C até o dia

seguinte, quando foram realizados os ensaios de inibicdo e de reversao.
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5.5 ENSAIO DE INIBICAO DO TRANSPORTADOR ABCG2

Células HEK293 wild type e células HEK293-ABCG2 foram tripsinizadas e
plaqueadas em placa de 24 pocos (2,0 x 10° células por poco). As células foram
incubadas por 48 horas em estufa humidificada a 37°C e com atmosfera de 5% de
COo.

Apods verificagdo de uma confluéncia de aproximadamente 90% as células
foram lavadas com PBS para remocgado do meio e incubadas com a cromona 4a
(através da matriz sintética e da matriz bioldgica) por 1 hora (ensaio classico) e 24
horas (ensaio adaptado) e, apos esse tempo, incubadas por 30 minutos com o
substrato hoescht 33342 a 20 nM. Apds a incubacgao, o meio foi removido, as células
foram lavadas com PBS aquecido a 37°C e tripsinizadas, sendo ressuspensas em 0,2
mL de PBS gelado e mantidas em gelo em tubo de citometria até o momento da
analise por citometria de fluxo, realizada no citbmetro FACSCelesta® (laser 355 nm
de excitagao e leitura em BP450/50 nm para o Hoechst 33342). Foi utilizado o inibidor
de referéncia Ko143 a 0,5 uM como controle positivo de inibi¢ao.

Ao serem aspiradas pelo citbmetro, as células passam alinhadas na camera
de fluxo onde sao excitadas pela incidéncia do laser, cujas dispersdes frontal (FSC,
Forward Scatter) e lateral (SSC, Side Scatter) fornecem informagdes sobre tamanho
e complexidade respectivamente.

Complementando essas informacgdes, o laser excita os fluorocromos
presentes em cada célula que passa, que irdo emitir fluorescéncia em comprimentos
de onda caracteristicos, o que é detectado concomitantemente e armazenado
eletronicamente como informacgao caracteristica da célula.

A soma de informagbdes sobre tamanho, complexidade e emissdes de
fluorescéncia de cada célula, tanto qualitativamente (se emitiu ou nao fluorescéncia)
quanto quantitativamente (intensidade da emissao, proporcional a marcagao por
anticorpo monoclonal) é caracteristica de cada célula, e a isso chamamos de evento.

Com o intuito de obter uma analise consistente com elevada acuracia, para
cada condigdo armazenamos informagao de, no minimo, 10.000 eventos, ou seja,
informac&o de 10.000 células em cada condig&o.

Essas condi¢cbes, para todos os ensaios de inibicdo realizados, sao
acompanhadas de 3 controles experimentais: o branco (suspensao celular isenta de

qualquer tratamento ou sonda fluorescente, importante para a determinagéo do gate
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celular na analise citométrica e identificacdo da autofluorescéncia celular, que deve
ser minima e nao impactar na analise), o controle negativo (presenga da sonda
fluorescente — Hoeschst 33342 — que é substrato do ABCG2, na auséncia de
inibidores, demonstrando fluorescéncia maior que o branco porém reduzida quando
comparada ao controle positivo, em virtude do efluxo da sonda promovido pela
superexpressao do transportador ABCG2) e o controle positivo (presenga da sonda
fluorescente e de um inibidor de referéncia em concentracdo saturante — Ko143 a
0,5uM — que promove a inibicdo total do ABCG2 impedindo o efluxo da sonda
fluorescente e resultando no acumulo intracelular da mesma, acarretando em uma
elevada fluorescéncia).

No racional do ensaio de inibicdo citométrico, o controle negativo e o controle
positivo representam respectivamente o acumulo minimo e maximo de sonda
fluorescente, diretamente correlacionados com a inibicdo do transportador ABCG2,
ausente no controle negativo e total no controle positivo. A razao de fluorescéncia
entre os controles deve apresentar um delta, conforme equagéo demonstrada abaixo.
Experimentos que ndo apresentarem delta sdo prontamente invalidados, sendo a
apresentagdo de delta um controle experimental importante que evidencia a

expressao de transportadores nas linhagens utilizadas no experimento.

Fluorescéncia Controle Positivo

Af =
/ Fluorescéncia Controle Negativo

onde:

Af: Variagao de fluorescéncia.

Na sobreposigéo ilustrada na Figura 7, podemos verificar a disposi¢cao dos
picos de fluorescéncia na leitura do branco (pico A), controle negativo (pico B) e

controle positivo (pico C).
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FIGURA 7 — SOBREPOSIGAO DOS PICOS DE FLUORESCENCIA
EM UM ENSAIO DE INIBICAO MEDIADOS PELO
ACUMULO DE HOECHST 33342 NAS CONDIGOES
CONTROLE.
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LEGENDA:Sobreposicdo de histogramas provenientes das
fluorescéncias das condi¢cdes “Branco”, “Controle negativo” e
“Controle positivo”.

FONTE: O autor (2020).

Quando o ensaio apresenta delta de fluorescéncia entre os controles negativo
e positivo validado, realiza-se a leitura das condigbes teste, cuja expectativa é que
apresentem leitura préxima do controle positivo, demonstrando que a formulagao
testada teve capacidade de inibir o ABCG2, impedir o efluxo da sonda fluorescente e

promover o acumulo dessa no interior celular, conforme exemplo da Figura 8.
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FIGURA 8 — SOBREPOSICAO DOS PICOS DE FLUORESCENCIA
EM UM ENSAIO DE INIBIGAO MEDIADOS PELO
ACUMULO DE HOECHST 33342 EM UM ENSAIO.
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LEGENDA: Sobreposicdo de histogramas provenientes das
fluorescéncias das condigbes “Branco”, “Controle negativo”,
“Controle positivo” e do “Teste”. Nesse exemplo ilustrativo de um
ensaio de inibicao, € possivel observar que a situagcdo teste
promoveu inibicdo parcial do transportador ABCG2, ocorrendo
acumulo de Hoechst 33342 no interior celular, promovendo
deslocamento do pico de fluorescéncia dentro do delta em diregcao ao
controle positivo.

FONTE: O autor (2020).

Os resultados apresentados nesse estudo, expressos como percentuais de
inibicéo relativos ao controle positivo (inibidor Ko143 em concentragao saturante),
foram determinados de acordo com a seguinte equacgao:

L Fteste — Fneg
% Inibicao = ( Fpos — Fneg )x 100

onde:
Fieste = Mediana de fluorescéncia apresentada pelas formulagdes
farmacéuticas testadas;
Freg = Mediana de fluorescéncia apresentada pelo controle negativo;
Fpos = Mediana de fluorescéncia apresentada pelo controle positivo.
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5.6 ENSAIO DE REVERSAO DO FENOTIPO DE RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA

Células HEK293 WT e células HEK293-ABCG2 foram tripsinizadas e
plagueadas em placa de 96 pogos (2,5 x 10* células por pogo). As células foram
incubadas por 24 horas em estufa humidificada a 37°C e com atmosfera de 5% de
COo.

Apés verificagdo de uma confluéncia aproximada de 40%, o meio de cultivo
foi removido e as células receberam um tratamento de 72 horas com SN-38 10 nM ou
SN-38 10 nM em associagao com o inibidor de referéncia (Ko143 a 0,5 uM) e SN-38
em associacao com as formulagcdes contendo a cromona 4a.

Apos o periodo de tratamento foram adicionados 20 yL de MTT (Brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]) a 5 mg/mL, para obter uma
concentracdo final de 0,5 mg/mL em cada pog¢o. Esse composto € substrato de
enzimas desidrogenases mitocondriais presentes nas ceélulas viaveis, que reduzem o
MTT formando cristais de formazan, em um desenho experimental que permite
correlacionar a intensidade da reacdo com a viabilidade celular.

Apos 4 horas de incubagdo, o meio foi removido e os cristais formados foram
solubilizados pela adicdao de 100 uL de uma solugdo de DMSO e etanol (1:1). A
absorbancia foi lida em 570 nm usando um leitor de microplaca (BioRad).

Nesse ensaio correlaciona-se a elevagao na absorbancia com maior
viabilidade celular, significando que durante o tratamento as células apresentaram
fendtipo de resisténcia aos agentes quimioterapicos empregados. Por outro lado, caso
o tratamento empregado na reversao do fendtipo de resisténcia a quimioterapia seja
bem sucedido, ocorre morte celular ao longo do tratamento resultando em menor
numero de células viaveis apds 72 horas, havendo menor formacao de cristais e
consequentemente baixa leitura de absorbancia. E, portanto, uma leitura indireta por
viabilidade celular da reversao do fendtipo de resisténcia a quimioterapia mediado por
transportador ABCG2.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando o grande potencial da cromona 4a, duas formulagbes foram
estudadas, ambas livres de solvente organico na preparacao final, compativel com

futuros testes pré-clinicos e clinicos.

6.1 LIPOSSOMAS

Inicialmente foi realizado uma formulagao farmacéutica para cromona 4a em
lipossomas. A incorporagao de moléculas hidrofobicas insoluveis em solvente aquoso
€ uma estratégia classica, bem descrita e utilizada pela industria farmacéutica
(CORTESI et al.,1999; DUA; RANA; BHANDARI,2012; FAN; ZHANG,2013;
ZYLBERBERG; MATOSEVIC,2016). Um exemplo de farmaco que faz uso de
lipossomas € a doxorubicina (BARENHOLZ et al., 2012), que possui uma
apresentagao farmacéutica chamada de doxorubicina lipossomal.

Os lipossomas carregando a cromona 4a foram obtidas partindo dos
fosfolipidios DSPC e DOPE. Na auséncia de uma metodologia padronizada para a
quantificacdo da cromona 4a, para confirmar que os lipossomas incorporaram a
cromona 4a, foi realizado um ensaio de inibicdo do transportador ABCG2, cujo
resultado positivo representaria indiretamente a incorporacdo da cromona 4a pelos
lipossomas. O modelo bioldgico utilizado foram células da linhagem HEK293 que
foram transfectadas de maneira estavel para superexpressar o transportador ABCG2.
As células foram incubadas com o substrato fluorescente do transportador ABCG2,
Hoechst 33342 na auséncia e presencga de lipossomas contendo a cromona 4a. A
fluorescéncia do Hoechst 33342 foi quantificada por citometria de fluxo.

O teste classico de identificacdo de inibidores de transportadores ABC é
realizado incubando concomitantemente o substrato do transportador e o inibidor por
um periodo de 30 minutos. Como pode ser observado na Figura 9, lipossomas
contendo a cromona 4a nao produziram nenhum efeito inibitério. Contudo, quando foi
aumentado o tempo de exposi¢ao dos lipossomas contendo a cromona 4a por um
periodo de 24 horas, foi observado uma inibicdo completa do transportador ABCG2.
Os resultados sugerem duas possibilidades: (i) a incorporagéo dos lipossomas pelas
células ocorre de maneira lenta, logo o tempo de incubacao foi insuficiente para que

ocorresse captacao celular da matriz sintética ou (ii) a liberagao da cromona 4a dos
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lipossomas dentro das células ocorre de maneira lenta. Todavia, os resultados obtidos
em modelo celular confirmam que os lipossomas incorporaram a cromona 4a e
liberaram a molécula dentro das células alvo, observacao confirmada pelo acumulo

da sonda fluorescente na auséncia de efluxo mediado por ABCG2.

FIGURA 9 - INIBICAO DO EFLUXO DE HOECHST 33342 MEDIADO PELO TRANSPORTADOR
ABCG2 RéEALIZADO POR LIPOSSOMAS CONTENDO CROMONA 4a.
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LEGENDA: Nos 3 histogramas superiores, células HEK293-ABCG2 foram expostas
concomitantemente com lipossomas contendo 1 yM da cromona 4a e Hoechst 33342 (20 nM) por um
periodo de 30 minutos. Em uma segunda condi¢do, nos 3 histogramas inferiores, as células foram
expostas por 24 horas com lipossomas contendo1 pM da cromona 4a. Durante os ultimos 30 minutos
de incubagao Hoechst 33342 (20 nM) foi adicionado. A porcentagem de inibi¢éo foi determinada usando
0 Ko143 (0,5 pM) como inibidor de referéncia, capaz de produzir 100% de inibicdo. Um controle com
células HEK293 wild type também foi realizado. Os valores de inibigdo foram calculados a partir dos
valores de mediana de fluorescéncia obtidos por citometria de fluxo, referente ao acumulo intracelular
de Hoechst 33342. (A) Os resultados foram expressos como percentuais de inibicdo em relagdo ao
controle (Ko143) e representam a média + DP de trés experimentos independentes. (B) Histogramas
representativos da incubagdo com cromona 4a por 30 min (superiores) e por 24 h (inferiores)
provenientes de uma das replicatas experimentais.

FONTE: O autor (2020).

O MBL-II-141 foi descrito apresentando um valor de ICso de inibigéo, isso é,
uma concentracéo capaz de inibir 50% do transporte mediado por ABCG2, entre 0,11
e 0,26 uM (VALDAMERI et al., 2012b; PAYEN et al.,2014). Durante a identificagao da
cromona 4a, que apresentou um ICso de inibicdo de 0,086 uM, o MBL-II-141 foi
novamente testado, apresentando um valor de ICso de inibicdo de 0,26 uM (PIRES et
al.,2016).
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Para avaliar se a incorporacao da cromona 4a nos lipossomas foi realmente
eficiente, uma curva de porcentagem de inibicdo pelo aumento da concentragéao de
cromona 4a foi realizada, para tanto, foi realizada diluicdo seriada da “solu¢cdo-méae”
de lipossomas na concentragcao hipotética de 1mM. Como pode ser observado na
figura 10, foi obtido um valor de ICso de inibicdo de 0,12 uM, resultado comparavel
com a cromona 4a solubilizada diretamente no solvente organico DMSO que resultou
em um IC50 de 0,086 uM (PIRES et al.,2016). Esse resultado confirma o potencial
uso de lipossomas para obtencdo de uma formulagao farmacéutica para a cromona

4a compativel com modelos pré-clinicos e clinicos.

FIGURA 10 — INIBIGAO DO EFLUXO DE HOECHST 33342 MEDIADO PELO TRANSPORTADOR
ABCG2 REALIZADO POR LIPOSSOMAS CONTENDO CROMONA 4a.
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LEGENDA: Células HEK293-ABCG2 foram expostas por 24 horas com lipossomas contendo diferentes
concentragdes de cromona 4a (0,05, 0,5, 1 e 5 yM). Durante os ultimos 30 minutos de incubagéo,
Hoechst 33342 (20 nM) foi adicionado. A porcentagem de inibi¢cao foi determinada usando o Ko143 (0,5
MM) como inibidor de referéncia, capaz de produzir 100% de inibigao. Um controle com células HEK293
wild type também foi realizado. Os valores de inibigao foram calculados a partir dos valores de mediana
de fluorescéncia obtidos por citometria de fluxo, referente ao acumulo intracelular de Hoechst 33342.
Os resultados foram expressos como percentuais de inibicdo em relagdo ao controle (Ko143) e
representam a média de trés experimentos independentes.

FONTE: O autor (2020).
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6.2 MICROVESICULAS

Microvesiculas bioldgicas tem sido aplicadas como carreadores de moléculas,
porém pouco foi explorado sobre essa propriedade biotecnologica (COCUCCI;
RACCHETTI; MELDOLESI,2009; RAPOSO; STOORVOGEL,2013; RUFINO-RAMOS
et al.,2017; XU et al.,2018). Considerando que lipossomas sintéticos podem
apresentar citotoxicidade ou ainda induzir reagbes imunolégicas (BULBAKE et
al.,2017), torna-se interessante uma abordagem utilizando matrizes biolégicas. Ainda,
estd bem estabelecido que microvesiculas de Giardia intestinalis sao consideradas
um dos melhores modelos biolégicos para produgdo de microvesiculas em grande
quantidade (EVANS-OSSES et al.,2017). Nesse contexto, apos validagdo da
incorporacao e entrega da cromona 4a em sistema de lipossomas, foi avaliado se
microvesiculas de Giardia intestinalis poderiam funcionar da mesma maneira.

A capacidade de microvesiculas de incorporar e liberar drogas ja € conhecida
para diversas aplicagbes, com o intuito de testar microvesiculas como uma matriz
bioldgica para transporte e entrega da cromona 4a, microvesiculas extracelulares de
Giardia intestinalis foram produzidas através de estimulo com calcio. Apos a obtencao
dessas microvesiculas, em um volume de 100 uL, metade do volume foi aliquotado e
incubado com 3 pM de Hoechst 33342, uma sonda fluorescente que atravessa
membranas bioldgicas, visando obter uma prova de conceito.

Através de um ensaio de citometria de fluxo foi possivel verificar que as
microvesiculas foram capazes de incorporar completamente a sonda fluorescente,
como pode ser evidenciado pelo histograma apresentado na Figura 11. Entretanto,
nessa situacao o solvente que solubiliza o Hoechst 33342 continua na amostra.

Para remogao completa do solvente organico DMSO, apds incubagao do
Hoechst 33342 com as microvesiculas, foi realizado uma etapa de ultracentrifugacéo.
O pellet contendo as microvesiculas foram entdao solubilizados em PBS. Apds esse
processamento foi observado que a sonda fluorescente continua dentro das
microvesiculas, comprovando a capacidade de incorporagao de moléculas por essa
matriz biolégica (FIGURA 11).
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FIGURA 11— INCORPORAGAO DE HOECHST 33342 EM MICROVESICULAS DE Giardia intestinalis.
Antes de ultracentrifugar Apos ultracentrifugar
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LEGENDA: Microvesiculas de Giardia intestinalis foram aliquotadas e metade foi incubada com
Hoechst 33342 (3 uM) por um periodo de 30 minutos, enquanto a outra metade permaneceu como
controle (Ctrl). Foram comparadas duas condi¢des: microvesiculas antes e apos ultracentrifugagao. A
fluorescéncia do Hoechst 33342 dentro das microvesiculas foi observada por citometria de fluxo através
de duas replicatas experimentais.

FONTE: O autor (2020).

Apds a prova de conceito realizada com a sonda fluorescente, o mesmo
procedimento foi realizado incubando diferentes concentragdes de cromona 4a. Nesse
caso, apos a incubagédo as microvesiculas foram ultracentrifugadas para completa
remogao do solvente DMSO. Ainda foi avaliado o sobrenadante coletado na etapa de
ultracentrifugacao e foi utilizado o Ko143 em concentragao saturante, como controle
experimental representando 100% de inibicao.

Os resultados de inibicdo do transportador ABCG2 com microvesiculas
contendo a cromona 4a demonstraram que essa matriz bioldgica € capaz de
incorporar o farmaco e entregar rapidamente para as células, uma vez que o ensaio
foi realizado incubando as microvesiculas por apenas 30 minutos com as células
HEK293-ABCG2 (FIGURA 12). Além disso, foi observado um efeito dose dependente
para a cromona 4a incorporada nas microvesiculas. A determinagao da inibigdo do
transporte de ABCG2 pelo sobrenadante da microvesiculagao apés a incubagao com
diferentes concentragdes de cromona 4a evidenciou que as microvesiculas nao
incorporaram totalmente o farmaco. A inibicdo de ABCG2 pelos sobrenadantes foi
semelhante a inibicao pelo Ko143. A incubagdo com 10 yM de cromona 4a resultou

na inibicdo de ABCG2 tanto com o sobrenadante quanto com as microvesiculas de
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100% (Figura 12). Esse resultado demonstra que a matriz biolégica pode ser utilizada
para entrega de farmacos, mesmo em um sistema complexo que é a inibicado de

transportadores ABC.

FIGURA 12 — INIBIGAO DO EFLUXO DE HOECHST 33342
MEDIADO PELO TRANSPORTADOR ABCG2
REALIZADO POR MICROVESICULAS
CONTENDO CROMONA 4a.
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LEGENDA: Células HEK293-ABCG2 foram expostas
concomitantemente com microvesiculas contendo diferentes
concentragbes de cromona 4a (0,1, 1, 10 e 50 uM), ou o
sobrenadante recuperado da incubagdo das microvesiculas e
Hoechst 33342 (20 nM) por um periodo de 30 minutos. A
porcentagem de inibigdo foi determinada usando o Ko143 (0,5 pM)
como inibidor de referéncia, capaz de produzir 100% de inibigcao
(Ctrl). Os valores de inibigdo foram calculados a partir dos valores de
mediana de fluorescéncia obtidos por citometria de fluxo, referente ao
acumulo intracelular de Hoechst 33342. Os resultados foram
expressos como percentuais de inibigdo em relagdo ao controle
(Ko143) e representam a média + DP de trés experimentos
independentes.

FONTE: O autor (2020).
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6.3 ENSAIO DE REVERSAO DO FENOTIPO DE RESISTENCIA MEDIADO POR
SUPEREXPRESSAO DE ABCG2

A fim de investigar se a cromona 4a incorporada em microvesiculas pode inibir
o transportador ABCG2 na membrana celular, foram utilizadas concentracées nao
toxicas de cromona 4a e combinadas com um substrato quimico do transportador, o
SN-38, no par de células parental (wild type) e superexpressando ABCG2. A cromona
4a pode ser considerada um composto nao téxico, ndo apresentando citotoxicidade
em concentracdes de até 100 uM (PIRES et al.,2016).

Os ensaios de inibicdo por citometria de fluxo sdo normalmente realizados em
um periodo curto de incubagédo com o substrato e inibidor, sendo 30 minutos o tempo
padronizado de ensaio. Para validar se o efeito de inibicdo se sustenta por longos
periodos, uma abordagem considerada padrao ouro € avaliar a reversdao da
resisténcia através de ensaios de viabilidade celular por um periodo de 72 horas
comparando o efeito em células wild type e que superexpressam o transportador de
interesse, nesse caso ABCG2, na presenca de substrato e inibidor (ROBEY et
al.,2018).

O SN-38 € o metabdlito ativo e citotoxico do quimioterapico irinotecan e ambos
sdo substratos de ABCG2. Os fibroblastos imortalizados ndo sao capazes de
metabolizar o irinotecano produzindo seu metabdlito ativo. Por isso, para o ensaio de
viabilidade, o SN-38 tem que ser utilizado como substrato. As células foram tratadas
com 10 nM de SN-38 por 72 horas, comparando a auséncia do inibidor e a presenca
da cromona 4a, presente nas microvesiculas ou no sobrenadante obtido na etapa de
ultracentrifugacéo.

Como pode ser observado na figura 13, as microvesiculas contendo a cromona
4a foram capazes de reverter o fenotipo de resisténcia em células superexpressando
o transportador ABCG2. O efeito observado com microvesiculas foi dose dependente,
enquanto que ja na menor concentragcdo foi observada uma reversdo completa
quando foi usado o sobrenadante (Figura 13). Esse resultado sugeriu a validacdo do
uso de microvesiculas como formulagdo farmacéutica de inibidores de

transportadores ABC.
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FIGURA 13 - REVERSAO DA RESISTENCIA AO SN-38 MEDIADA PELO TRANSPORTADOR ABCG2
REALIZADO POR MICROVESICULAS CONTENDO CROMONA 4a.

1207 HEK293-WT HEK293-ABCG2

100- Hl Microvesiculas
80 1 [ 1 Sobrenadante
| SN38
60-
40
0

Ctrl SN38 Ctrl SN38 Ko143 01
[Cromona 4a] (uIVI)

Viabilidade celular (%)

LEGENDA: Ensaio de viabilidade celular nas células tratadas somente com o substrato ou em
combinagdo com diferentes concentragdes do inibidor na matriz biolégica. Células HEK293-ABCG2 e
HEK293-WT foram expostas a SN-38 (condigbes teste) e também houve condigbes nédo expostas
(controle). Células HEK293-ABCG2 foram expostas a SN-38 (10 nM) sozinho ou combinado com
microvesiculas contendo diferentes concentragdes de cromona 4a (1, 10 e 50 yM), ou com os
sobrenadantes recuperados da incubagao das microvesiculas por um periodo de 72 horas. Células
HEK293-WT foram expostas a SN-38 (10nM) e cultivadas sem tratamento como condi¢do controle
(Ctrl), para demonstrar a efetividade do SN38 na redugéo da viabilidade celular. A porcentagem de
células viaveis foi comparada as condigbes controle (auséncia de tratamento) e exposi¢cdo so SN-38
sozinho. Os resultados foram expressos como percentuais de células viaveis em relagdo ao controle
sem tratamento e representam a média + DP de trés experimentos independentes.

FONTE: O autor (2020).
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos representam um grande avango no uso de inibidores do
transportador ABCG2, pois demonstraram, pela primeira vez, o desenvolvimento e
aplicacao de formulagdes farmacéuticas com particulas baseadas em lipideos como
sistema de liberacdo de inibidor de transportadores ABC. Demonstramos a
capacidade da matriz biolégica e da matriz sintética de incorporar a cromona 4a,
transporta-la até as células e liberarem a cromona 4a, evidenciado pelo efeito desse
composto na inibicao do transportador ABCG2 presente nas linhagens transfectadas.

A formulagdo com lipossomas é compativel com uso clinico (BATISTA,;
CARVALHO; MAGALHAES,2007) e foi efetiva para um potente inibidor seletivo do
transportador ABCG2, a cromona 4a. A formulagdo farmacéutica baseada em
lipossomas pode ser escalonada possibilitando futuros testes in vivo (BULBAKE et
al.,2017). Tanto a matriz sintética quanto a matriz biolégica necessitam passar por um
processo de caracterizagao.

O uso de microvesiculas obtidas através de uma matriz biolégica como
carreadores de inibidores de transportadores ABC foi realizado como prova de
conceito, uma vez que futuramente essa € uma abordagem que pode ser extrapolada
com a utilizagao de vesiculas extracelulares do proprio receptor (BALACHANDRAN;
YUANA, 2019). Essas células seriam estimuladas em laboratério para producdo de
microvesiculas, que seriam incubadas com os farmacos e entdo devolvidas ao
paciente. Esse sistema teria dois impactos para area farmacéutica: (i) esse € um
sistema 100% compativel com o receptor e (ii) permite o reaproveitamento e sintese
racional de drogas hidrofébicas soluveis apenas em solventes organicos (WANG et
al.,2013). Apesar dessa importante prova de conceito, essas hipoteses ainda

precisam ser validadas.
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