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RESUMO

O céncer gastrico é considerado o quinto tipo tumoral mais frequente no mundo, e devido a sua
heterogeneidade faz-se necessério a utilizacdo de terapias individualizadas que apresentam
menor toxicidade e maior eficicia durante o tratamento. Em um estudo prévio, nosso grupo
relatou o aumento do nimero de cdpias do gene MELK em aproximadamente 55,9% dos
tumores de pacientes com adenocarcinoma gastrico e nas linhagens de célula desse tipo
tumoral. Esse gene codifica a proteina maternal embryonic leucine zipper kinase (MELK),
membro da familia serina/treonina cinase, que participa de multiplos processos celulares,
incluindo a progressdo do ciclo celular, proliferacdo celular, apoptose, migragdo celular e
outros. O aumento da sua expressdo foi observado em diferentes tipos de cancer, incluindo o
cancer gastrico. Com isso, 0 presente estudo avaliou por meio de analises in silico, as
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas do OTSSP167, sua atividade antineoplasica
em linhagens de células de cancer gastrico, ACP03 e AGP01, analisando a viabilidade celular,
a interferéncia desse inibidor na expressdo proteica de MELK nas linhagens, a capacidade de
invasdo e migracdo das células. Nas analises in silico, o OTSSP167 apresentou alta
probabilidade de absorcéo intestinal, toxicidade de grau Il e maior escore de atividade para a
inibicdo de cinase. Nos experimentos in vitro, 0o OTSSP167 apresentou atividade citotoxica nas
linhagens géstricas, com maior atividade citotoxica contra a ACP03 (Clso=8,5nM). Além disso,
esse inibidor conseguiu reduzir a expressdio de MELK nas linhagens ACP03 e AGP01
gradativamente de acordo com a concentragdo do composto. Em relacdo a capacidade de
migracdo, o OTSSP167 foi capaz de inibir significativamente a migracdo de celulas ACP03
tratadas por 12 horas com trés diferentes concentra¢cdes do composto (4,25nM, 8,5nM e 17nM),
mas nas analises de 24 horas houve apenas significancia estatistica nas concentracées 8,5nM
e 17nM do OTSSP167. No entanto, a avaliacdo de capacidade de invasdo das células apos o
tratamento com OTSSP167 por 48 horas ndo apresentou resultados estatisticos significantes.
Desse modo, os resultados sugerem que OTSSP167 possui atividade antineoplasica em
linhagens com amplificacdo do gene MELK e inibi a capacidade de migracgéo celular. Portanto,
OTSSP167 apresenta potencial aplicabilidade em futuras terapias, sendo necessario a
realizacdo de testes adicionais para delimitar o mecanismo de acdo do composto.

Palavras-chave: proteina cinase; pequena molécula inibitoria; inibidor de MELK; medicina de
precisao; cancer gastrico.



ABSTRACT

Gastric cancer is considered the fifth most common type of tumor in the world, and due to its
heterogeneity, it is necessary to use individualized therapies that present less toxicity and
greater efficacy during treatment. In a previous study, our group reported an increased copy
number of the MELK gene in approximately 55.9% of tumors in patients with gastric
adenocarcinoma and such tumor cell lines. This gene encodes maternal embryonic leucine
zipper kinase (MELK) protein, a member of the serine/threonine kinase family, which
participates in multiple cellular processes including cell cycle progression, cell proliferation,
apoptosis, cell migration, and others. The increased expression has been observed in different
cancers, including gastric cancer. Thus, the present study evaluated by in silico analysis the
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of OTSSP167, its antineoplastic activity in
gastric cancer cell lines ACP03 and AGPO01, analyzing cell viability, the interference of this
inhibitor in the protein expression of MELK in lineages, the ability of cell invasion and
migration. In silico analyses, OTSSP167 showed a high probability of intestinal absorption,
grade Ill toxicity and higher activity score for kinase inhibition. In vitro experiments,
OTSSP167 showed cytotoxic activity in gastric strains, with higher cytotoxic activity against
ACPO3 (IC50 = 8.5nM). Also, this inhibitor was able to reduce MELK expression in ACP03
and AGPO1 strains gradually according to the concentration of the compound. Regarding
migration capacity, OTSSP167 was able to significantly inhibit the migration of ACPO03 cells
treated for 12 hours with three different concentrations of compound (4.25nM, 8.5nM, and
17nM), but in the 24-hour analyzes, there was only significance. OTSSP167 8.5nM and 17nM
concentrations. However, the evaluation of cell invasion capacity after treatment with
OTSSP167 for 48 hours did not yield significant statistical results. Thus, the results suggest
that OTSSP167 has antineoplastic activity in lines with MELK gene amplification and inhibits
cell migration capacity. Therefore, OTSSP167 has potential applicability in future therapies,
requiring additional tests to delimit the mechanism of action of the compound.

Keywords: protein kinase; small inhibitory molecule; MELK inhibitor; precision medicine;
gastric cancer.
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1. INTRODUCAO

11 CONSIDERACC)ES GERAIS

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), o cancer é a segunda principal
causa de morte em todo o mundo e foi responsavel por 8,8 milhGes de mortes em 2015. No
Brasil, para o biénio 2018-2019, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2018), os
canceres mais incidentes em homens serdo prostata, pulmao, intestino, estbmago e cavidade
oral. Ja a incidéncia nas mulheres, serdo 0s canceres de mama, intestino, colo do Utero, pulmao,

tireoide e estdbmago seréo os principais.

As células tumorais podem promover invasdo e metastase, que sdo eventos que
transformam um tumor primario em uma doenca sistémica, metastatica e com risco de vida.
Durante a cascata de invasdo e metastase ocorre a transigcdo epitélio-mesenquimal (TEM), no
qual as células perdem suas caracteristicas epiteliais e adquirem caracteristicas mesengquimais,
isso promove a perda da adesdo célula-célula, a perda da polaridade celular e a aquisicdo de
propriedades migratorias e invasivas. A invasdo envolve vias de sinalizacdo que controlam a
dindmica citoesquelética nas células tumorais e a comunicacdo célula-matriz e célula-célula,
seguidas pela migracdo das células tumorais para o tecido adjacente (CHAMBERS e WERB,
2015; NIETO, 2013; YEUNG e YANG, 2017).

Os tumores apresentam heterogeneidade em sua morfologia celular, indice proliferativo,
alteracdes genéticas e resposta terapéutica (VISVADER, 2011). Para uma célula normal evoluir
progressivamente para um estado neoplasico, ela precisa adquirir caracteristicas que fornecem
vantagens proliferativas em relacéo as células vizinhas pelo acimulo de alteracBes genéticas e
epigenéticas (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Geralmente, essas alteracGes ocorrem em
oncogenes e/ou genes supressores tumorais que codificam proteinas envolvidas em varias
atividades celulares que sdo desreguladas no cancer. Um gene disfuncional pode resultar na
producdo de niveis anormais de uma proteina critica (excessiva ou insuficiente), na producéo
de uma proteina aberrante (com ganho ou perda de funcéo) ou na auséncia completa da proteina
(IARC, 2008).

Um grande nimero de mutacdes, alteracbes no numero de copias (CNAS) e/ou nivel de
expressao de genes que codificam proteinas da familia cinase foram observados em varios tipos
de cancer (ZHANG, YANG e GRAY, 2009). A proteina serina/treonina cinase maternal
embryonic leucine zipper kinase (MELK) é um membro dessa familia, e participa de multiplos

processos celulares, incluindo a progresséo do ciclo celular, proliferacdo celular, apoptose,



16

processamento de RNA e migracdo celular (ALACHKAR et al., 2014; DU et al., 2014,
GANGULY et al.,, 2015; JIANG e ZHANG, 2013; NAKANO, 2008).

Nos ultimos anos, como a medicina de precisdo tem possibilitado o desenvolvimento de
pequenas moléculas inibitorias e anticorpos monoclonais para o tratamento de diferentes tipos
de tumores, as terapias-alvo para 0 MELK também vem sendo desenvolvidas. Ha estudos com
o inibidor de MELK OTSSP167 em ensaios clinicos com pacientes com tumores avan¢ados ou
metastaticos e tumores malignos refratarios a tratamentos atuais. Dessa forma, o presente
estudo pretendeu explorar o papel do inibidor OTSSP167 em linhagens de células de
adenocarcinoma gastrico com amplificacdo do MELK. Além da sua atividade bioldgica,
avaliamos também suas propriedades fisico-quimicas através de metodologias in silico, com a

ajuda de servidores.

1.2 CANCER GASTRICO (CG)

Entre os varios tipos de cancer, o CG (CID-1° C16) é o quinto tipo tumoral mais
frequente e constitui a terceira maior causa de morte por cancer no mundo (BRAY et al., 2018).
No Brasil, estimou-se 13.540 casos novos de CG entre homens e 7.750 nas mulheres para o ano

2018, sendo o segundo mais frequente nas Regides Norte e Nordeste do pais (INCA, 2018).

O CG possui causa multivariada e os principais fatores de risco sdo: infeccdo por
Helicobacter pylori, idade avancada, género masculino, dieta rica em alimentos salgados,
defumados e em conserva, dieta pobre em frutas e vegetais, tabagismo, associacdo com outras
doencas como metaplasia intestinal, gastrite cronica atrofica, anemia perniciosa, polipos
adenomatosos gastricos, gastrite hipertréfica gigante, historico familiar de CG e polipose
adenomatosa familiar (BRENNER, ROTHENBACHER e ARNDT, 2009; FORMAN e
BURLEY, 2006).

O tumor géastrico pode estar presente entre a juncdo gastroesofagica e o piloro,
acometendo diferentes camadas de tecido, como mucosa, submucosa, muscular, subserosa e
serosa (KANG et al., 2013). Aproximadamente 95% dos tumores gastricos sdo
adenocarcinomas, tendo origem na mucosa; cerca de 3% sdo linfomas, atingindo os linfonodos
proximos, e poucos casos de leiomiossarcomas, que se inicia em tecidos que dao origem aos

musculos e aos 0ssos (INCA, 2018).

A maioria do tumores solidos apresenta instabilidade cromossémica, que resulta em
ganhos e perdas de partes ou mesmo de cromossomos inteiros, e essas mudancas estruturais

dao origem as CNAs exercendo grande influéncia na expressdo génica (HASTINGS et al.,
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2009). Estudos em CG detectaram varias anormalidades cromossémicas, como por exemplo,
ganho no numero de copias no cromossomo 8 (8g24.1), o loco do oncogene MYC, sugerindo
que essa amplificacdo é um preditor de agressividade no CG intestinal metastatico (BURBANO
et al., 2006). Além disso, no mesmo cromossomo foram observados ganhos no nimero de
copias dos genes PTK2, MOS, WISP, RAD54B, KCNK9 e PTP4A3, sugerindo um evento
precoce na carcinogénese gastrica (BUFFART et al., 2009; GIGEK et al., 2017; KANG, 2014).

Dentre as alteracGes genéticas descritas em adenocarcinoma gastrico, o aumento do
nimero de cépias do gene MELK foi observado em estudos prévios pelo nosso grupo de
pesquisa. Além disso, também foi observado o aumento do nimero de cdpias do mesmo gene
em linhagens de células originadas de adenocarcinoma gastrico primario (ACP02 e ACP03) e
liquido ascitico (AGP01) (CALCAGNO et al., 2016), sugerindo que o0 MELK, gene responsavel
pela expressdo de uma proteina cinase (PK) homodnima, pode ser um potencial gene alvo

relacionado com o desenvolvimento do CG.

1.3 PROTEINAS CINASES

As PKs sdo estruturalmente formadas por dominios proteicos que contém de 50-350
aminoacidos que exercem diferentes funcdes. Esses dominios sdo resultado do enovelamento
de qualquer parte da cadeia polipeptidica que acabam formando uma estrutura compacta e
estavel. A estrutura das PKs esta representada na Figura 1 com quatro dominios: SH2 (dominios
de homologia com Src 2) e SH3 (dominios de homologia com Src 3), ambas com func6es
reguladoras e os dominios lébulo-N e l6bulo-C que séo responsaveis pela atividade catalitica
da proteina (ALBERTS et al., 2017).

Figura 1- Estrutura da proteina cinase Src. Os dominios SH2 e SH3 possuem funcGes
regulatorias e entre os dois dominios lébulo-N (em amarelo) e I6bulo-C (em laranja) ha o sitio
de ligacdo do ATP. (A) Modelo em fitas da proteina com o substrato ATP em vermelho. (B)
Modelo compacto com o substrato ATP em vermelho.

A

Dominio SH3 B

Dominio SH2

Fonte: Alberts et al., 2017.
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Em geral, as proteinas podem ter sua funcdo regulada e sofrer uma mudanca
conformacional, por exemplo, na fosforilagcdo, quando um fosfato se liga covalentemente a
cadeia lateral de um dos aminoécidos. O grupo fosfato possui duas cargas negativas, e ao se
ligar & proteina, pode impedir que novos ligantes se aproximem da superficie da proteina,
mudando sua atividade, por conta de um efeito alostérico (ALBERTS et al., 2017). A
fosforilacdo de proteinas desempenha um papel importante na comunicacao intercelular, nas
respostas fisiologicas, na homeostase e no funcionamento dos sistemas nervoso e imunoldgico
(MANNING et al., 2002).

As PKs sdo enzimas que catalisam a fosforilacdo de proteinas por meio da transferéncia
de um grupo fosfato de ATP (Adenosina Trifosfato) ou em casos raros de GTP (Guanosina
Trifosfato) em residuos de tirosina (Tyr), treonina (Thr), e serina (Ser), alterando a atividade da
proteina-alvo. O processo de fosforilacdo ocorre nesses aminoacidos porgue eles possuem o
radical hidroxila (OH) em suas cadeias laterais, 0 que o leva a condicdes ideais para a reacao
de hidrélise do ATP, e liberacdo do fosfato presente (Figura 2). Essa fosforilacdo dos residuos
é responsavel por estimulos extracelulares e intracelulares, que fornecem mecanismos para
controlar a atividade de proteinas (SILVA et al., 2009).

Figura 2- Esquema de fosforilagdo de Thr, Ser e Tyr. Na hidrolise de ATP, ocorre a
transferéncia do grupo fosfato terminal de uma molécula de ATP para uma hidroxila lateral dos
aminodacidos de serina, treonina ou tirosina na proteina-alvo.
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Fonte: Adaptado de Silva et al., 20009.
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Notadamente, as PKs s&o essenciais no processo de apoptose, proliferacdo celular,
metabolismo do glicogénio, neurotransmissao e oncogénese. A desregulacdo ou superexpresséo
de proteinas cinases esta associada a doencas como asma, desordens cardiovasculares, diabetes,

doencas do sistema nervoso central, cancer, entre outras (NARAYANA et al., 1999).

O genoma humano possui aproximadamente 518 PKs codificadas e praticamente todos
0s processos de transducgdo de sinal sdo interligados através de uma cascata de transferéncia de
fosfato, demonstrando a importancia da atividade das PKs na comunicacéo celular (ZHANG,
YANG e GRAY, 2009).

A producéo e a liberacdo de sinais promotores do crescimento em tecidos normais que
induzem o ciclo de crescimento e divisdo celular, sdo controlados para garantir a homeostase
do namero de células e, portanto, a manutencdo da arquitetura e fungdes teciduais normais. Ja
em celulas cancerosas, esses sinais sdo desregulados e sua ativacdo é transmitida em grande
parte por fatores de crescimento que se ligam a receptores de superficie celular, tipicamente
contendo dominios cinases intracelulares com residuos de Tyr ou Ser/Thr. Estes receptores vao
emitir sinais atraves de vias de sinalizacdo intracelulares ramificadas que regulam a progressao
ao longo do ciclo celular, bem como o crescimento celular (Figura 3) (HANAHAN e
WEINBERG, 2011).

Uma célula possui véarias PKs, cada uma responsavel pela fosforilagdo de uma proteina
diferente ou um conjunto de proteinas. Essas PKs pertencem a uma grande familia de enzimas,
no qual cada membro possui diferentes sequéncias de aminoacidos, o que permite reconhecer
as proteinas que devem ser fosforiladas (ALBERTS et al., 2017). De acordo com a sequéncia
dos dominios cataliticos das PKs foi possivel construir um dendrograma, que as classificam em

dois grupos conforme a similaridade de suas sequéncias e funcGes bioldgicas (Figura 4).
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Figura 3- Cascata de sinalizacdo de proteinas cinases. O fator de crescimento TGF
(transforming growth factor) se liga ao receptor especifico de cinase e em seguida, ocorre a
dimerizagdo do receptor e a autofosforilacdo dos residuos intracelulares de serina, treonina ou
tirosina, que se encontram na cauda do receptor. A proteina RAS € ativada através da molécula
adaptadora GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2) que é fosforilada e se liga ao
residuo da proteina, isso induz RAS a trocar seu GDP por um GTP, ativando-o e iniciando
vérias etapas de fosforilagdo de MEK, MAP-cinase e fatores de transcri¢cdo que véo induzir a
proliferagéo celular.
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Fonte: Adaptado de Favoni et al., 2012 e Rang et al., 2016.

Figura 4- Dendrograma que representa os oito grupos de proteinas cinases: AGC; CAMK
(calcium/calmodulin-dependent kinase); CMGC; RGC (receptor guanylate cyclase); TK;
TKL (tyrosine kinase-like kinase); STE e CK1.
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TKL \

RGC A M\\\

Fonte: Manning et al., 2002.
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As PKs constituem o maior nimero de proteinas dos seres eucariontes e sao divididas
em proteinas que fosforilam residuos de tirosina cinases (TKSs) e as que fosforilam residuos de
serina/treonina cinases. Dentre as 518 PKs que s&o codificadas pelo genoma humano, 90 delas
pertencem ao grupo das TKs, 388 ao grupo de serina/treonina cinases que possuem seis
subgrupos e 40 ao grupo de cinases atipicas (Figura 5) (GOTINK e VERHEUL, 2010).

Figura 5- Classificacdo das proteinas cinases. As proteinas cinases apresentam dois grandes
grupos: tirosina cinases e serina/treonina cinases. As tirosinas cinases apresentam Varias
familias, como VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor); FGFR (fibroblast
growth factor receptor); PDGFR (platelet derived growth factor receptor); EGFR (epidermal
growth factor receptor); ABL (abelson kinase) e TIE (tyrosine kinase with immunoglobulin-
like). Ja as serina/treonina cinases possuem seis subgrupos: AGC que possui as familias PKA
(protein kinase A) e PKC (protein kinase C); CAMK (calcium/calmodulin-dependent kinase);
CK1 (casein kinase 1); CMGC que contém as familias CDK (cyclin-dependent kinase) e MAPK
(mitogen-activated protein kinase); STE homologo de levedura sterile 7 e sterile 11; TLK
(tyrosine kinase-like kinase).
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Fonte: Adaptado de Gotink e Verheul, 2010.

Além da classificacdo de familias, as TKs podem ser classificadas também em proteinas
tirosina cinases receptoras (RTKS) e proteinas tirosina cinases ndo receptoras (NRTKS). Ja as
serina/treonina cinases possuem varios grupos de proteinas, entre eles, a proteina cinase A
(PKA), proteina cinase dependente de ciclina (CDK) e proteina serina/treonina cinase ativada
por AMP (AMPK) (SILVA et al., 2016).
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1.3.1 Tirosina Cinases (TK)
Tirosina Cinases Receptoras (RTKSs)

Sdo proteinas transmembranas cuja regido citoplasmatica contém um dominio citosélico
C terminal de tirosina cinase, e as regides extracelulares possuem o dominio N terminal
variavel, permitindo a ligacdo de diferentes proteinas com diversas fun¢ées (NAGAR, 2007).
A ativacdo da proteina se inicia quando um ligante, como por exemplo, um fator de
crescimento, interage com os dominios extracelulares desses receptores que, por sua vez,
ativam seus dominios citosolicos cinase, resultando tanto em fosforilacdo dos proprios
receptores como das proteinas-alvo intracelulares que propagam o sinal iniciado pela ligacdo
do ligante (GOTINK e VERHEUL, 2010).

Tirosina Cinases Nao Receptoras (NRTKS)

Podem estar presentes tanto no nucleo quanto no citoplasma das células, e séo
frequentemente associadas a membranas por meio de modificacdes lipidicas. Geralmente, as
NRTKSs apresentam um tnico dominio de tirosina cinase intercalado em varios outros dominios
de proteina modulares, incluindo SH2 e SH3, que interagem com 0s peptideos contendo

fosfotirosina e poliprolina, respectivamente (NAGAR, 2007).

1.3.2 Serina/Treonina Cinases
Proteina Cinase A (PKA)

A PKA é uma proteina tetraédrica que possui duas subunidades cataliticas, as quais
estdo ligadas a homo ou heterodimeros de subunidades reguladoras. Assim, a liga¢ao de quatro
moléculas de AMPc (monofosfato de adenosina ciclica) distribuidas em duas moléculas para
cada subunidade reguladora, diminuem a afinidade existente entre as subunidades reguladora e
catalitica, levando a dissociacdo entre ambas e consequentemente, a ativacdo das subunidades
cataliticas (Figura 6). Estas subunidades cataliticas podem fosforilar proteinas nos residuos de
Ser e Thr, tais como a MAP-2 (proteina associada a microtibulo do tipo 2, envolvida com a
definicdo da morfologia celular) (SILVA et al., 2016; TAYLOR et al., 2012).
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Figura 6- Ativacdo da PKA. O AMPc se liga as subunidades reguladoras e induz uma mudanca
conformacional, causando a dissocia¢do das subunidades cataliticas e ativando sua funcéo.

Subunidade catalitica
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A A A
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Fonte: Adaptado de Lodish et al., 2008.

As células de mamiferos possuem, pelo menos, dois tipos de PKA: o tipo | esta presente
principalmente no citosol, e o tipo Il esta ligado as membranas plasmatica, nuclear e
mitocondrial externa e também aos microtubulos por meio da subunidade reguladora e de
proteinas de ancoramento (ALBERTS et al., 2017). Estudos sugerem que o tipo | apresenta um

papel antiapoptdtico, ja o tipo 1l tem atividade proapoptética (CROSS et al., 2000).

De modo geral, o papel da PKA na apoptose parece ser inibitorio, visto que em alguns
tipos de cancer a sua expressdo é aumentada e a introducdo de RNA antisense de PKA diminui
a proliferacdo de linhagens de células neoplasicas (ALPER, HACKER e CHO-CHUNG, 1999).

Proteina Cinase Dependente de Ciclina (CDK)

A CDK tem grande importancia para o ciclo de diviséo celular, visto que pode ativar e
inativar varios mecanismos, como a sintese e a degradacédo da ciclina. Certamente que o ciclo
celular ndo depende apenas do complexo ciclina-CDK, mas estudos comprovam que um dnico
complexo ciclina-CDK é suficiente para ordenar os eventos do ciclo celular (GERARD et al.,
2015).

O nivel de CDK no ciclo celular mais simples é constante. Ja as ciclinas apresentam um
ciclo de sintese e de degradacdo a cada ciclo celular, e essas mudancas ciclicas resultam na
formacdo do complexo ciclina-CDK. Nos vertebrados ha quatro tipos de CDKSs, como mostra
0 Quadro 1. As ciclinas e as CDKs possuem ligacfes permutaveis, permitindo a formacéo de
diferentes complexos ciclina-CDK dentro das células e depois de formados, os dimeros séo
estaveis e podem durar horas ou segundos (ALBERTS et al., 2017; HOCHEGGER, TAKEDA
e HUNT, 2008; KOBAYASHI et al., 1994).
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Quadro 1- Ciclinas e CDKs de vertebrados.

o Vertebrados
Complexo ciclina-CDK o _
Ciclinas CDK associada
G1-CDK CiclinaD CDK4, CDK6
G1/S-CDK Ciclina E CDK2
S-CDK Ciclina A CDK2
M-CDK Ciclina B CDK1

Fonte: Adaptado de Alberts et al., 2017.

As ciclinas D-CDK4 e D-CDKG6 estédo presentes principalmente na fase G1 do ciclo, a
E-CDK2 ¢ necessaria para iniciar a fase S do ciclo celular. J& a ciclina A, ligada a CDK2, é
responsavel pela continuacdo da fase S e pela entrada na mitose e a ciclina do tipo B, junto com
CDK1, catalisa a entrada na mitose como mostra a Figura 7 (NURSE, 2000).

Figura 7— Niveis de ciclina-CDK em cada etapa do ciclo celular nos vertebrados.

D-CDE4/CDEG E-CDK2? A-CDK2 B-CDK1

@ (s D

Fonte: Adaptado de Weinberg, 2008.

Além da ciclina ativar a CDK, juntas fosforilam grupos diferentes de substratos
protéicos, em cada tempo do ciclo celular podendo induzir efeitos diferentes, ja que o0s

complexos ciclina-CDK mudam em cada fase do ciclo (ALBERTS et al., 2017).
Proteina Serina/Treonina Cinase Ativada por AMP (AMPK)

Entre as inimeras cinases, a AMPK, proteina cinase ativada por AMP (5’adenosina

monofosfato) se destaca por ser a componente central de uma via de sinalizagdo que regula a
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alternancia entre o anabolismo e o catabolismo, assim como muitos outros aspectos da funcéo
celular (HARDIE, SCHAFFER e BRUNET, 2016).

A AMPK possui complexos heterotriméricos que apresentam subunidades cataliticas
(o) e subunidades reguladoras (B e y), e ainda possui varias isoformas em humanos (al, a2; B1,
B2; v1, y2, v3) que sdo codificadas por diferentes genes, gerando até 12 combinagdes
heterotriméricas. Esses complexos detectam o estado de energia das células, revelando
aumentos nas proporcoes celulares de AMP/ATP, visto que a reacdo € catalisada pela adenilato
ciclase (2ADP—ATP+AMP) (HARDIE e HAWLEY, 2001; HARDIE, SCHAFFER e
BRUNET, 2016).

A AMPK ¢é ativada por um desequilibrio energético que reduz a ATP da célula e
aumenta AMP, isso acontece principalmente em casos de privacéo de glicose, hipdxia, isquemia
e choque térmico (KEMP et al., 2003). Ocorre a fosforilagdo do residuo de treonina (Thrl72)
localizado na subunidade o da AMPK, promovido pelas cinases LKB 1 (liver kinase B 1) e
CaMKK2 (calcium—calmodulin-dependent kinase kinase 2). Essa atividade pode ser reduzida
pela cinase PKA que fosforila a serina Ser173 na subunidade al e pela AKT que fosforila a
Ser485 de al e Ser491 de o2. No processo de desativacdo da AMPK, proteinas fosfatases
promovem a desfosforilacdo do sitio Thr172 (Figura 8) (DAVIES et al., 1995; DJOUDER et
al., 2010; HORMAN et al., 2005; PULINILKUNNIL et al., 2011).

Figura 8- Mecanismos que regulam a atividade da cinase AMPK. AMP e ADP se ligam a
subunidade y da AMPK e facilita a fosforilagdo do sitio Thr172 localizado na subunidade a,
que € ativada pelas cinases LKB e CaMKK2. As proteinas PKA e AKT modulam
negativamente para essa fosforilagdo. A AMPK pode ser desativada por proteinas fosfatases.
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Uma vez ativa, a AMPK restaura a homeostase energética, ativando as vias catabdlicas
geradoras de ATP e inibindo as vias anabdlicas, consumidoras de ATP (HARDIE, 2015).

Manning et al. (2002) catalogaram o complemento de PK do genoma humano, o
chamado Kinome Human, onde foram identificados varios genes e pseudogenes de PK. Esse
estudo ainda indica que 12 PKs (BRSK1, BRSK2, NUAK1, NUAK2, QIK, QSK, SIK,
MARK1, MARK2, MARK3, MARK4 e MELK) estdo intimamente relacionadas as
subunidades cataliticas de AMPK, portanto, fazendo parte dessa subfamilia (LIZCANO et al.,
2004; MANNING et al., 2002). Entre essas PKs, destaca-se a proteina MELK, a Unica que ndo
depende da LBK1 ou da CAMKK2 para ser ativada (LIZCANO et al., 2004). Geralmente,
MELK é ativada através da autofosforilacdo por um mecanismo ainda desconhecido ou pode
ser fosforilada por uma CDK, e proteina cinase ativada por mitogenos (MAPK) (BADOUEL
et al., 2006; BEULLENS et al., 2005).

1.4 CARACTERISTICAS GERAIS DA PROTEINA MELK

A proteina MELK pertence a familia AMPK, modula o metabolismo celular através da
fosforilacdo de enzimas metabdlicas ou via regulagéo transcricional (BADOUEL et al., 2010;
HEYER et al., 1997; JAGER et al., 2007). A proteina ¢é codificado pelo gene MELK que esta
presente no brago curto do cromossomo 9 (9p13.3), e possui quatro dominios que séo

apresentados na Figura 9.

Figura 9- Representacdo da localizagdo e estrutura de MELK. O gene encontra-se no brago
curto do cromossomo 9, na regido 9p13.3. No diagrama da estrutura, na regido N-terminal se
encontra o dominio cinase (11-268), seguido pelo dominio UBA que suporta o dobramento e a
atividade do dominio cinase. O dominio rico em treonina-prolina (TP) e o dominio associado a
cinase 1 (KA1) possuem funcdes que ainda ndo estdo bem compreendidas, mas eles podem
inibir a atividade da cinase.
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MELK desempenha um papel importante em varios processos celulares e biologicos,
incluindo renovacado celular progenitora neural, apoptose, splicing de RNAm, reparo de DNA,
divisdo celular assimétrica, proliferacdo e migracéo celular (BENSIMON, AEBERSOLD e
SHILOH, 2011; CORDES, FRANK e GARRIGA, 2006; JUNG, SEONG e HA, 2008; LIN et
al., 2007; NAKANO et al., 2005; VULSTEKE et al., 2004).

Como a MELK esta envolvida em muitos processos celulares, ela consegue se ligar a
varias outras proteinas e interferir em suas atividades. A plataforma STRING (Search Tool for
the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) mostra a interacdo direta e/ou indireta da MELK

com 20 proteinas que podem ser reguladas por essa cinase (Figura 10).

Figura 10— A interacdo de MELK com algumas proteinas.
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Fonte: Adaptado de Plataforma STRING!.

Entre essas proteinas, destaca-se a FOXM1 (Forkhead Box M1), que é um fator de
transcricdo que atua em diversos processos de regulacdo das atividades celulares, inclusive na
progressao mitética de células cancerosas. MELK fosforila e ativa a FOXML, e juntas se ligam

a EZH2 (Enhancer Of Zeste Homolog 2), uma proteina responsavel por manter a repressao

! Disponivel em: http://version10.string-db.org/cgi/network.pl?taskld=73rcJgTfllrp
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transcricional de certos genes e, esta regulacdo acaba por resultar em radioresisténcia das
células de glioblastoma (JOSHI et al., 2013).

Além da FOXM1, o MELK pode regular muitas proteinas através da interacdo e da
fosforilacdo, e com isso, inimeras vias de sinalizacdo podem ser afetadas. A importancia da
MELK ¢é destacada devido a sua superexpressao em varios tipos de cancer e a infinidade de

interacGes com diferentes proteinas em cada tipo da doenca (JIANG e ZHANG, 2013).

MELK foi descoberta em um ensaio de complexo imune com cinases e que ela tem
atividade catalitica de cinase ativa, sugerindo que um produto génico funcional foi de fato
formado nesses tecidos. Adicionalmente, a expressdo de MELK foi restrita as células T e
macrofagos/mondcitos, mas ndo foi detectada em células B. Nos tecidos adultos normais é
dificil detectar MELK, exceto nos testiculos e em niveis menores no timo, bago e intestino
delgado.(GIL et al., 1997; LIN et al., 2007).

Entretanto, altos niveis de expressao da proteina foram encontrados em CG (LI et al.,
2016), cancer de mama (LIN et al., 2007), glioblastoma (MARIE et al., 2008), cancer de
prostata (KUNER et al., 2013), tumores cerebrais (NAKANO, 2008) e leucemia mieloide aguda
(LMA) (ALACHKAR et al., 2014).

1.4.1 Ortdlogos de MELK em diferentes espécies
Foi a identificacdo da estrutura protéica de MELK em humanos que desencadeou 0s
estudos dos ortologos de MELK em varias outras espécies, ja que essa estrutura protéica é

altamente conservada em mamiferos e ndo mamiferos (HEYER et al., 1997).

Cada espécie que apresenta um gene ortélogo de MELK também pode ter uma variagéo
do papel funcional da proteina. Apesar das dificuldades de compreender a real funcdo da
proteina MELK, a presenca dos genes em diferentes espécies € um indicativo da grande

importancia dessa PK para os seres vivos (GANGULY et al., 2015).

O gene MELK esta presente em diferentes organismos e tipos celulares, como por
exemplo: MPK38 (Murine Protein Kinase 38) isolado de biblioteca de células de
teratocarcinoma de camundongos; pEg3 (Paternally-Expressed gene 3) isolado de biblioteca
de células embrionarias de sapos do género Xenopus; e PIG-1 (Pre-intermoult gene-1) gene
ortologo isolado da espécie Caenorhabditis elegans (Figura 11) (CHIEN et al., 2013; GIL et
al., 1997; LE PAGE et al., 2011).
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Além dessas denominagfes dadas ao MELK em diferentes espécies, hé alguns estudos
que denominam as proteinas destes ortdlogos pelo prefixo que se refere a espécie de origem
mais o sufixo MELK, por exemplo, quando se trata do género Xenopus, chama-se de XMELK.

Figura 11— Os dominios essenciais para a atividade de MELK em diferentes espécies. Os
nameros indicam a porcentagem de residuos homologos nos diferentes dominios das espécies
em comparacdo com MELK de Homo sapiens.
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Fonte: Adaptado de Ganguly et al., 2015.

O MPK38 € o gene ortologo presente em Mus musculus, como ratos e camundongos, e
foi ele que levou a descoberta do MELK em humanos. O gene MPK38 foi isolado e clonado e
observou-se que ele codifica uma proteina de 643 aminoacidos, e a sequéncia de aminoacidos
do dominio catalitico dessa proteina possui aproximadamente 60% de identidade de sequéncia
com a familia das serina/treonina cinases. A expressao de MPK38 sugere o importante papel

do produto do gene no desenvolvimento e funcdo das células hematopoiéticas (GIL et al., 1997).

O ortélogo pEg3 esta presente em sapos da espécie Xenopus laevis, e tem grande
importancia na fase embrionaria dessa espécie, ja que durante a divisdo celular ele se associa
com uma proteina crucial para a citocinese, a anilina, demonstrando que o mecanismo da
citocinese muda durante o desenvolvimento inicial do Xenopus. E também, a superexpressao
de XMELK leva a falha da citocinese e prejudica o acimulo no sulco de divisdo da GTPase

RhoA ativada, que é um regulador essencial da citocinese (LE PAGE et al., 2011).

Outro gene ortdlogo é o PIG-1, presente em nematddeos da espécie C. elegans, que esta
relacionado com a divisdo assimétrica de células precursoras de neurénios, os neuroblastos, que
gera duas células filhas com diferentes destinos (uma maior que serd um precursor neuronal e

outra menor que sofrerd apoptose). A PIG-1 localiza os centrossomos durante as divisdes
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celulares e 0o complexo PAR-4-STRD-1 estimula a atividade cinase da PIG-1 para promover as
divisbes de neuroblastos assimétricos e a geracdo de células-filhas com destinos diferentes
(CHIEN et al., 2013).

A partir dos estudos dos ortélogos de MELK é possivel notar as diversas fungdes da
proteina em diferentes espécies de seres vivos, e a importancia desta principalmente para as

divisdes celulares.

1.4.2 A relagdo do MELK com o ciclo celular

O ciclo de diviséao celular é convencionalmente dividido em quatro fases (G1, S, G2 e
M) e possui trés pontos de transi¢do reguladora: o primeiro € no final de G1, onde a célula
duplica seus cromossomos; o segundo € na transicdo de G2/M, onde ocorre o alinhamento de
Cromossomos no eixo mitotico na metafase; e o terceiro é a transicdo entre metafase e anafase,
onde o sistema de controle estimula a separacéo das cromatides-irmas, levando ao fim da mitose
e da citocinese. Esse sistema de controle impede o prosseguimento da divisao celular e pode
sofrer interferéncia de algumas cinases (Figura 12) (ALBERTS et al., 2017).

Figura 12- As fases do ciclo celular. G1 ¢ o intervalo entre as fases M e S, ja o intervalo G2
esta entre a fase S e a fase M.
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Fonte: Adaptado de Alberts et al., 2017.

Os niveis de regulacdo e expressdao do MELK correlacionam-se com outras cinases e
enzimas que também estdo envolvidas na progressdo do ciclo celular (GANGULY et al., 2015).
A atividade catalitica de MELK esta correlacionada com o seu estado de fosforilagdo e é durante
a fase M do ciclo celular que a fosforilagéo e a atividade de MELK sdo maiores em embrides
de Xenopus e em culturas de células, como HeLa, células provenientes de cancer cervical
(BADOUEL et al., 2006).
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A serina/treonina cinase MELK interfere na progressao e proliferacdo do ciclo celular,
e provavelmente sofre interferéncia da expressédo de CDC25B (DAVEZAC et al., 2002; GRAY
et al., 2005). Molecularmente, MELK interage e fosforila a Ser323 do CDC25B, induzindo o
acumulo de celulas na fase G2 do ciclo celular, como mostra um estudo com linhagem de
células epiteliais de osteossarcoma 6sseo humano (U20S) (DAVEZAC et al., 2002). Esse efeito
estaciondrio é neutralizado quando ocorre a superexpressdo de CDC25B. Isto levou a concluséo
de que MELK esté potencialmente envolvido na progressdo do ciclo celular, atuando como um
regulador negativo da transicdo G2/M (DAVEZAC et al., 2002).

Experimentos com células de CG demostraram que a reducdo da expressao de MELK
ou a inibi¢do da atividade dessa cinase aumentaram a parada do ciclo celular e a apoptose em
G2/M, inibindo o crescimento de células in vitro e in vivo (LI et al., 2016).

MELK tambem regula eventos de transcricdo, por exemplo, em células derivadas de
fibroblastos embrionarios de rim humano (293T), a proteina ZPR9 pode ser fosforilada pelo
MPK38 para permitir sua translocacao para o nucleo, onde interage com o B-Myb, levando ao
aumento da atividade transcricional (SEONG et al., 2002).

Estudos in vitro também com células 293T, sugerem que MPK38 estimula a ativagédo
de ASK1, atraves da interacdo e fosforilacdo da Thr838 presente na ASK1. Isso induz a
apoptose mediada por H202 em células renais embrionarias (JUNG, SEONG e HA, 2008). Em
contrapartida, MELK também pode ter funcdo anti-apoptética, ja que a superexpressao de
MELK diminui a atividade promotora de p53. A inibicdo de p53 impede a apoptose de células
de glioblastoma (GU et al., 2013).

1.4.3 MELK e cancer

Nos ultimos anos, MELK emergiu como um alvo importante para a terapia do cancer,
ja que sua expressdo esta aumentada em diferentes tipos de cancer com alto indice de
proliferacdo, associada a resisténcia a quimioterapia e radioterapia, e ao pior prognéstico de
pacientes com CG, cancer de mama, glioblastoma, cancer de prostata e LMA (BEKE et al.,
2015; GRAY et al., 2005; KUNER et al., 2013; LI et al., 2016; LIU et al., 2006; MARIE et al.,
2008; NAKANO, 2008; PICKARD et al., 2009).

MELK é importante em papéis bioldgicos nas células cancerosas, como a proliferacéo,
a sobrevivéncia e a metastase (CHUNG et al., 2012; JOSHI et al., 2013). Além disso, 0 MELK

foi identificado como um dos genes comumente expressos em células cancerosas
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indiferenciadas, o que pode sugerir um possivel papel do mesmo na manutencdo e
sobrevivéncia de células-tronco cancerosas (NAKANO, 2008; RHODES et al., 2004).

A anélise de um conjunto de dados indicou que MELK estava superexpresso em cérebro
fetal, e com menor expressdo no cérebro adulto sadio. Ele também foi superexpresso em
tumores cerebrais e seus niveis de expresséo se correlacionam com a malignidade, com niveis

mais altos de expresséo em glioblastoma multiforme e meduloblastoma (NAKANO, 2008).

Estudos em glioblastoma mostraram que MELK fosforila a FOXM1, um fator
importante de transcricdo e regulador principal da mitose em células-tronco cancerosas. A
FOXML1 e seus alvos, como a Ciclina B1, estdo envolvidos na proliferacdo através da
modulacgéo da progressao do ciclo celular também na LMA (JOSHI et al., 2013; NAKAMURA
et al., 2010). Estudos indicam que tanto a fosforilagdo da proteina FOXM1 quanto a atividade
transcricional de FOXM1 dependem da atividade de MELK (JOSHI et al., 2013).

Nos canceres de prostata com altos escores de Gleason, a expressdao de MELK foi
elevada e sua inibicdo por RNAI sugeriram supostas fungfes na modificacdo da cromatina,
desenvolvimento embrionario e migracdo celular. Além disso, MELK foi correlacionado
positivamente com genes de progressdo do ciclo celular como UBE2C, KIF20A, TOP2A,
AURKB e FOXM1 (KUNER et al., 2012).

Em cancer mama, MELK esta associado com atividades anti-apoptoticas em linhagens
de célula. Essa PK interage com Bcl-G, um membro pro-apoptotico da familia Bcl-2, através
de sua regido amino-terminal. Especificamente, Bcl-G é fosforilado por MELK in vitro e a
superexpressdao de MELK suprime a apoptose induzida por Bcl-G nas células e promove a
carcinogénese, resultando na baixa sobrevida dos pacientes com cancer de mama (GUO,
GODZIK e REED, 2001; LIN et al., 2007).

MELK também esta superexpresso em linhagens de células e em amostras de tecidos
de CG, com maior expressao em tumores avancados do que precoces (LI et al., 2015). Em 2014,
Du e colaboradores investigaram os niveis de proteina MELK em 61 amostras de tecidos ndo
tumorais e 78 amostras de tecidos de CG. As taxas positivas de deteccdo da proteina foram de
37,7% (23/61) nos tecidos ndo tumorais e 65,4% (51/78) nos tecidos tumorais. Os niveis de
proteina ainda foram correlacionados com os parametros clinicopatoldgicos dos pacientes,

mostrando que o0 MELK foi elevado em CG bem diferenciado e do tipo intestinal.

O numero expressivo de MELK e de outras cinases nas células cancerosas desperta o

interesse de varios grupos de estudo, que tentam compreender a importancia dessas proteinas
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no desenvolvimento das células. H& também a busca pelo desenvolvimento de farmacos que

podem interferir na acdo dessas proteinas e influenciar diretamente alguma atividade celular.

1.5 DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

O processo de desenvolvimento de compostos candidatos a farmacos é demorado e
apresenta altos custos. Medicamentos eficazes e seguros apresentam uma boa combinacgdo de
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas, incluindo alta poténcia, afinidade e
seletividade com relacgéo ao seu alvo molecular (SEGALL, 2014).

A farmacocinética avalia o percurso de uma molécula no organismo, iniciando com a
administracdo, seguido dos parametros de absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excre¢do da
droga e de seus metabdlitos e toxicidade (ADMET). Ja a farmacodinamica analisa 0 mecanismo
de acdo do composto e o efeito dele no organismo (RANG et al., 2016).

Inicialmente as drogas eram descobertas avaliando moléculas sintetizadas por meio de
varios testes in vitro e in vivo, assim eram analisadas suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas. Hoje, o uso de técnicas computacionais ajudam a elucidar o mecanismo de
acdo das drogas, suas propriedades, interacdes moleculares e contribuem para o melhoramento
do composto (DE RUYCK et al., 2016; WANG e HOU, 2015).

O processo de melhoramento de um composto envolve modificacGes quimicas até ele
adquirir propriedades farmacologicas aceitaveis, tais como: maior poténcia e seletividade, e
menor toxicidade (LIMA, 2007). Com a medicina de precisdo, as estratégias para o
desenvolvimento de farmacos que incluem a reducéo de tempo, custos e encargos, fazem esses
medicamentos seguirem uma via de aprovacdo acelerada e/ou prioritaria pela FDA (Food and
Drug Administration), visto que o tempo total de desenvolvimento e revisao de um inibidor ou
anticorpo monoclonal chega a ser menor (1,7 anos) do que um medicamento comum. Além
disso, o paciente tem maior probabilidade de beneficio, com maior eficacia e menor toxicidade
do medicamento, ja que eles sdo selecionados para o tratamento (COLLINS, 2011; SARVAS
et al., 2019; WEIL, 2018).

Em 1997, Lipinski e colaboradores realizaram um estudo com mais de 2000 farmacos,
e observaram que algumas propriedades fisico-quimicas eram necessarias para que as drogas
apresentassem boa solubilidade em agua e permeabilidade intestinal, caracteristicas essenciais
para a disponibilidade oral. Esse estudo deu origem a regra dos 5 (“rule of five"- RO5) que
auxilia nas modificagdes quimicas e na busca pelo melhor composto. A RO5 define faixas de

parametros fisico-quimicos simples (peso molecular, log P, doadores de liga¢do de hidrogénio
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e aceptores de ligacdo de hidrogénio) associados a 90% de farmacos ativos por via oral que
alcancaram o estado clinico de fase Il (LIPINSKI, 2004). Em seguida, Veber e colaboradores
(2002) incluiram na regra o numero de ligacdes rotacionaveis (nlr) e a area de superficie polar
(ATSP). Estes parametros fisico-quimicos estdo associados com solubilidade aquosa e
permeabilidade intestinal aceitaveis e compreendem os primeiros passos na biodisponibilidade
oral. Essa regra se aplica a todos os casos, com excecdo de vitaminas, antifingicos e
antimicrobianos (CERQUEIRA et al., 2015).

O processo de descoberta e desenvolvimento de fArmacos precisa passar pela etapa de
identificacdo e validacdo do alvo, sendo necessario conhecer a patologia e suas caracteristicas
moleculares. Os principais alvos sdo receptores, enzimas, elementos do sistema de expresséo
génica ou eventos de cascatas de sinalizacdo intracelular. Para cada alvo, dois tipos de testes
séo disponibilizados: (1) alto rendimento, baseado na interacdo com proteinas alvo ou linhagens
de células selecionadas, que permitem verificar a afinidade/atividade de varios compostos
muito rapidamente e (I1) baixo rendimento, realizado a partir de tecidos, 6rgdos ou animais, nos
quais 0s compostos pré-selecionados sdo investigados em procedimentos mais detalhados, por
semanas ou meses (BRODNIEWICZ e GRYNKIEWICZ, 2010).

Alguns alvos de medicamentos sdo as proteinas cinases, cuja a desregulacdo destas
desempenha um papel essencial em muitos estadios de doenca (LI et al., 2019). Existem 38
inibidores de cinase aprovados pela FDA disponiveis para o tratamento de diferentes doencas,
como canceres, doencas imunoldgicas, inflamatorias, degenerativas, metabdlicas,
cardiovasculares e infecciosas, e muitos outros candidatos ainda em desenvolvimento clinico
(FERGUSON e GRAY, 2018; FDA, 2019).

Um dos alvos terapéuticos é a cinase MELK, a qual possui varios inibidores, incluindo
NVS-MELK8a, HTH-01-091, MELK-T1 e com destaque o OTSSP167, que suprimi o
crescimento do tumor, agindo provavelmente em células-tronco cancerosas, a partir da inibi¢éo
da fosforilacdo de MELK (CHUNG e NAKAMURA, 2013; HUANG et al., 2017).

1.5.1 Inibidores de MELK

A utilizacdo das cinases como alvos de drogas é estimulada por varios fatores: (1)
praticamente todo processo de transducdo de sinal é conectado através de uma cascata de
transferéncia de fosfato, sugerindo que a inibicdo da atividade da cinase pode alterar uma
resposta fisiologica; (I1) apesar de um alto grau de conservacao no sitio de ligacdo do ATP,

pequenas moléculas altamente seletivas com propriedades farmacéuticas favoraveis podem ser
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desenvolvidas; (I11) a inibicdo da atividade cinase em células normais pode ser tolerada,
apresentando uma janela terapéutica para a morte seletiva de células tumorais e (I1V) algumas
drogas como o Imatinibe, exibem taxas de resposta de até 80% em pacientes com leucemia
mieloide crénica (LMC), visto que essa droga é inibidora da tirosina cinase ABL que confere a
célula leucémica alta resisténcia & morte celular (ZHANG, YANG e GRAY, 2009). Devido a
esses fatores, as cinases se tornam alvos atraentes para o desenvolvimento de inibidores

eficientes que possam impedir o desenvolvimento de varias doengas, inclusive o cancer.

A busca pelo desenvolvimento de inibidores que suprimem a atividade da cinase alvo €
complexa. Elas possuem um sitio de ligacdo de ATP que é reconhecido como um alvo ideal
para terapia farmacoldgica, e diferencas nos residuos que revestem sua cavidade de ligacdo a
ATP conferem seletividade de inibidores contra um alvo especifico de cinase. Essas proteinas
possuem uma conservacao estrutural que leva a reacdo cruzada inesperada, podendo produzir
efeitos colaterais inesperados e desfavoraveis (COWAN-JACOB, MOBITZ e FABBRO, 2009;
CRESPO, ZHANG e FERNANDEZ, 2008; ZHANG, YANG e GRAY, 2009).

Devido ao papel oncogénico do MELK, muitos estudos foram desenvolvidos para
buscar um inibidor altamente seletivo. Entre esses inibidores, encontramos NVS-MELKS8a,
HTH-01-091, MELK-T1 e OTSSP167 (Quadro 2).

Quadro 2- Atividade dos principais inibidores de MELK.

Inibidor de MELK Clso(nM) Linhagem Referéncia
NVS-MELK8a 110 MDA-MB-468 Touré et al., 2016
3,680 MCF-7
HTH-01-091 2,710 MDA-MB-468 Huang et al., 2017
4,130 MCF-7
MELK-T1 37 Ba/F3 Johnson et al., 2015
OTSSP167 6,7 A549 Chung et al., 2012
4,3 T47D
2,3 DU4475
6,0 22Rv1
97 HT1197

O inibidor NVS-MELKSa foi testado em um painel de 456 cinases (KINOMEscan),

com uma concentragdo de 1uM para avaliar sua seletividade. Além do MELK, essa droga inibiu
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apenas sete cinases com mais de 85% de inibicdo da ligagdo, o que demonstra grande
seletividade. Além disso, quando administrada por via subcutanea em camundongos, a NVS-
MELKS8a foi bem tolerada e alcangou niveis plasmaticos e tumorais muito elevados. Para
determinar se 0 composto é capaz de inibir MELK em linhagens de células, foram utilizadas as
linhagens de cancer de mama MDA-MB-468, uma linhagem basal triplo negativa (receptor de
estrogeno negativa, receptor de progesteronas negativo e HER2-negativo), que expressa MELK
em nivel mais alto em comparacdo a MCF-7, uma linhagem de cancer de mama luminal e
receptor de estrogeno positiva. O efeito inibidor de crescimento do NVS-MELKS8a foi maior
na linhagem MDA-MB-468 do que na MCF-7, sugerindo que o composto exibe uma atividade
seletiva direcionada a MELK (TOURE et al., 2016).

O HTH-01-091 inibiu sete cinases (PIM 1/2/3, RIPK2, DYRK3, snMLCK e CLK2)
alétm do MELK que estavam no painel ICKP (International Center for Kinase Profiling).
Usando o ensaio de ligacdo de filtro radioativo fornecido pelo ICKP, descobriu-se que o0 HTH-
01-091 inibiu a atividade de MELK com um valor de Clsp de 15,3nM, em boa concordéancia
com o ensaio enzimatico Z'-LYTE, enquanto as cinases potenciais fora do alvo exibiram valores
de Clso no intervalo de 42-109nM. Apos a confirmagdo do HTH-01-091 ser um potente inibidor
de MELK em ensaios bioquimicos, foi investigado sua atividade em linhagens de cancer de
mama avaliando a proliferacdo em trés e sete dias, em ambos 0 composto apresentou atividade
proliferativa fraca para as linhagens MDA-MB-468 e MCF-7 (HUANG et al., 2017).

MELK-T1 foi produto da descoberta de drogas baseada em fragmentos, exibindo uma
seletividade impressionante devido a um ligante de dobradica de carbonila atipico. Um estudo
com base no perfil de um painel de 235 cinases, MELT-T1 a 1 uM conseguiu inibir seis enzimas
com mais de 50%, entre elas, apenas MELK e FLT3 tiverem as interacbes mais potente. A
linhagem celular Ba/F3 acionada por FLT3 mostrou que MELK-T1 inibiu a proliferacdo na
auséncia de IL-3 e ndo mostrou nenhuma atividade na presenca de IL-3. Ja as células Ba/F3
transfectadas com FGFR1 (Fibroblast growth factor receptor 1), FGFR3 (Fibroblast growth
factor receptor 3) ou KDR, MELK-T1 ndo inibiu a proliferacdo, na presenca ou na auséncia de
IL-3, confirmando assim o envolvimento do alvo intracelular e a especificidade para FLT3.
Dada demonstracdo de atividade intracelular, MELK-T1 deve, portanto, ser uma sonda quimica
adequada para elucidar os efeitos fenotipicos celulares decorrentes da inibicdo de MELK
(HUANG et al., 2017; JOHNSON et al., 2015).

Estudos desenvolvidos por Chung e colaboradores (2012), por meio de triagem de alto

rendimento para identificacdo de compostos alvos seguido de estudo intensivo sobre atividade
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de estrutura, mostraram que o OTSSP167 inibiu efetivamente a atividade de MELK com Clso
de 0,41nM. Ensaio antiproliferativo in vitro em linhagens de células de cAncer de mama (T47D
e DU4475), pulmdo (A549) e prostata (22Rv1), nas quais MELK se revelou altamente expressa,
mostraram valores de Clso de 4,3, 2,3, 6,7 € 6,0nM, respectivamente. Ja as células cancerosas
de bexiga (HT1197), que a expressdo MELK era dificilmente detectavel, revelaram um valor
de Clso de 97nM, implicando claramente o efeito inibidor do crescimento dependente de MELK
deste composto (CHUNG et al., 2012). Atualmente, 0 OTSSP167 estd em quatro ensaios
clinicos (NCT01910545, NCTO02768519, NCT02795520 e NCTO02926690) em canceres
humanos, incluindo tumores sélidos, como o cancer de mama, e neoplasias hematoldgicas,
como a LMA refratéria ou recidivante (CLINICAL TRIALS, 2019).

O avango no desenvolvimento de inibidores de MELK é encorajador, e quando bem
caracterizados e seletivos ajudam a explorar melhor as fungdes biologicas e o impacto

terapéutico que pode causar na proteina alvo (TOURE et al., 2016).

15.2 OTSSP167

O OTSSP167, segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
é denominada de 1- (6- (3,5-dicloro-4-hidroxifenil) -4 - ((trans-4 - ((dimetilamino) metil) ciclo-
hexil) amino) -1,5-naftiridin-3-il) etanona (Figura 13). A atividade inibitoria para 0 MELK é

de Cls0=0,41nM, a menor em comparacdo com outros inibidores (CHUNG et al., 2012).

Figura 13— Estruturas do inibidor OTSSP167. (A) Estrutura quimica do inibidor de MELK. (B)
Estrutura 3D do composto.

Fontes: Chung et al., 2012 e Molinspiration, 2019.

O OTSSP167 foi desenvolvido como um inibidor de MELK potente e seletivo com forte

atividade antitumoral em canceres hematoldgicos e tumores sélidos (ALACHKAR et al., 2014;
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CHUNG et al., 2012). Ao contrario da quimioterapia convencional, 0 uso da dose méxima
tolerada (MTD) e a medida do volume do tumor nem sempre séo apropriados para a avaliagcdo
clinica de drogas moleculares, e para otimizar essa dosagem, devem ser esclarecidos a via
molecular e os biomarcadores afetados pela droga (CHUNG et al., 2016; MARSHALL, 2012).

Apesar do OTSSP167 ser um dos inibidores mais potentes para MELK e com eficacia
de amplo espectro em modelos in vivo e in vitro, ele é um inibidor de cinase promiscuo e ainda
ndo tem sua atividade antitumoral bem definida. Por isso, 0 OTSSP167 também pode interagir
com outras proteinas como as cinases CDK7 (Cyclin-dependent kinase 7), PIK3CA
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha isoform), mTOR
(mammalian target of rapamycin) e GSK3A (Glycogen synthase kinase-3 alpha). Huang e
colaboradores (2017), com base no perfil bioquimico das interagdes do OTSSP167 com as
proteinas, testaram a afinidade do inibidor usando os ensaios enzimaticos Z'-LYTE e ADAPTA,
observaram que as cinases estudadas apresentaram valores de Clsg superior tem ao de inibicéo
de MELK, mostrando que 0 OTSSP167 tem maior afinidade pela cinase MELK (Quadro 3).

Quadro 3 - Valores bioquimicos de 1Cso do OTSSP167 em diferentes cinases.

Proteina Clso (nM) Referéncia
MELK 0,5 Huang et al., 2017.
GSK3A 1,6
mTOR 35,7
CDKY7Y 49,1
PIK3CA 66,5

O inibidor OTSSP167 pode ser administrado via oral devido ao seu alto nivel de
biodisponibilidade, mas tanto injecdo intravenosa quanto a administracdo oral da droga
suprimiram significativamente o crescimento tumoral em modelo de xenoenxerto em
camundongos usando células MDA-MB-231 (células de cancer de mama triplo negativo e com
MELK positivo), sem detectar toxicidade na dose efetiva. A supressao do crescimento tumoral
(provavelmente de células-tronco cancerosas) ocorre através da inibicdo da fosforilacdo do
substrato da proteina (Figura 14). A droga também suprimiu o crescimento de células de cancer
de mama, pulmao, pancreas e prostata que expressam altos niveis da proteina MELK (CHUNG
et al., 2012; CHUNG; NAKAMURA, 2013).
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Figura 14 — Representacdo esquematica da sintese de MELK e acdo do inibidor OTSSP167.0
gene MELK que esta presente na regido 9p13.3 do cromossomo 9 é transcrito formando uma
fita simples de RNA mensageiro, que em seguida, codifica a proteina MELK. A superexpressao
dessa proteina induz a proliferacdo de células-tronco cancerosas e consequente formacao de
tumor, mas com a agdo do OTSSP167 a proteina cinase é inibida e a informacéo ndo é levada
para o nucleo da célula, logo, ndo ocorre a divisao celular.

" Cromossomo 9 ‘
9p13.3 - MELK

u Transcricao

‘ RNAm ‘
MELK

M Traducao

Proteina ‘
MELK

OTSSP167
Superexpressio

A 4
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Proliferacio de celulas-tronco cancerosas
Formacao do tumor

Fonte: Adaptado de Ganguly et al., 2014.

Em estudo com cancer de mama observou-se que 0 OTSSP167 nédo afetou o crescimento
dos tumores de mama luminal, mas a droga causou uma inibicao significativa no crescimento
dos tumores de mama basal. Isso indica que 0 MELK é seletivamente necessario para o
crescimento de células de cancer de mama basal, e sugere que a sua inibicdo pode ser uma

abordagem eficaz no tratamento desta doenca (WANG et al., 2014).

Outro estudo com cancer de mama mostrou que a inibicdo do MELK com OTSSP167
anula o “checkpoint” mitético e interrompe a citocinese. As linhagens de células MCF-7,
positivas ao receptor de estrégeno, que foram tratadas somente com DMSO, a maioria alinhou
seus cromossomos, entrou em anafase e prosseguiu para a citocinese. As células MCF-7
bloqueadas na mitose pelo nocodazol (um medicamento despolimerizante de microtubulos)
foram sinalizadas a progredir de forma sincronizada através da mitose ap0s a retirada do
nocodazol. Ja as células tratadas com OTSSP167 ndo conseguiram terminar a citocinese, e
sairam da mitose sem alinhar os seus cromossomos, sugerindo a anulagdo do “checkpoint”
mitotico (JI et al., 2016).
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Li e colaboradores (2016) monitoraram a progresséao do ciclo celular, observando que o
tratamento com OTSSP167 aumentou a populacdo de células na fase G2/M do ciclo em
comparacdo com o controle (57,88% vs. 9,83% em células BGC823 de adenocarcinoma
géstrico e 21,37% vs. 9,83% em celulas SGC7901).

O MELK é um potencial alvo terapéutico e importante para a LMA, visto que a
OTSSP167 induziu a diferenciacdo mieloide e a apoptose, e diminuiu a migracao celular. 1sso
sugere que o desenvolvimento clinico do OTSSP167 na LMA merece bastante atencdo
(ALACHKAR et al., 2014).

Estudos com linhagens de células de cancer do colo do Gtero (C33A, SiHa e Hela)
mostraram que MELK poderia afetar significativamente a proliferacdo, capacidade de
formacéo de coldnias e promover senescéncia e apoptose dessas células. Dentro de uma certa
faixa de concentracdo (0-40nmol/mL), o aumento na concentracdo do inibidor OTSSP167
acelerou a taxa de inibicao da proliferacdo dessas linhagens citadas, diminuiu a capacidade de

clonagem e promoveu senescéncia e apoptose celular (WANG et al., 2018).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa descreveu a amplificacdo de 9p13.3 nas
linhagens de células de cancer gastrico ACP03 e AGPO01 observada por Hibridizacdo Gendmica
Comparativa (CGH) e CGH array (aCGH). Alem disso, os resultados encontrados foram
confirmados por analise de FISH (fluorescence in situ hybridization) e PCR (Polymerase Chain
Reaction) em tempo real nas linhagens estudadas. Adicionalmente, um aumento do nimero de
copias do gene MELK, localizado na regido 9p13.3, foi observado em 55,9% (38/68) das
amostras de adenocarcinoma gastrico. A caracterizacdo do aumento do nimero de copias em
uma pequena regido do cromossomo 9 em linhagens de células de adenocarcinoma gastrico
revelou MELK como um gene alvo candidato que possivelmente estd relacionado com o
desenvolvimento de cancer gastrico (CALCAGNO et al., 2016).

Nesse sentido, é necessario o desenvolvimento de novas alternativas de tratamento para
0 cancer, ja que as opc¢des disponiveis para o tratamento parecem ter um papel paliativo, na
maioria dos casos sem refletir no aumento da taxa de sobrevida dos pacientes. Por isso, é
importante explorar o papel do OTSSP167 em linhagens de células gastricas com amplificacédo
do MELK, como AGPO1 e ACPO03, ja que ndo ha estudos em linhagens com amplificacdo do
gene. Este estudo permitira uma melhor compreensdo da etiologia e fisiopatologia da
carcinogénese gastrica e a identificacdo de possiveis alvos, o que pode levar ao diagnéstico

precoce, progndstico e desenvolvimento de uma nova terapia anticancerosa.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar o papel de inibi¢do da atividade cinase de MELK por OTSSP167 em linhagens de

cancer gastrico com amplificacdo do gene MELK.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar de forma tedrica os parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos do

OTSSP167 por meio de metodologias in silico;

e Auvaliar o potencial citotoxico de OTSSP167 nas linhagens de adenocarcinoma gastrico
AGPO01 e ACPO3;

e Avaliar a capacidade inibitéria do OTSSP167 na migracdo e invasdo celular na

linhagem de adenocarcinoma com maior efeito citotoxico.



42

3. MATERIAL E METODOS
3.1 LINHAGENS DE CELULAS E CULTIVO

Foram utilizadas linhagens de células de adenocarcinoma gastrico obtidas do fluido
ascitico de paciente com adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal (AGP01) e do tumor
primario de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal (ACP03) estabelecidas no Laboratorio
de Citogenética Humana (LCH) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Para (LEAL et al., 2009).

As células foram cultivadas em garrafas de cultura apropriadas, com os meios de cultura
DMEM high glucose da Gibco e 10% de soro bovino fetal (SBF), 1% dos antibidticos
estreptomicina e penicilina e 1% de anfotericina B, as garrafas foram mantidas em estufa com
atmosfera em 5% de CO2 a 37°C. Suas confluéncias foram constantemente acompanhadas em
microscopio invertido. O meio de cultura foi trocado sempre que os nutrientes foram
consumidos. Para os experimentos o meio foi desprezado, as células lavadas com PBS

(Phosphate Buffered Saline) e tripsinizadas para desprendé-las do fundo da garrafa.

3.2 DROGA

A substancia objeto de estudo deste trabalho é 0 OTSSP167 adquirido da ProbeChem,
China. Para os experimentos in vitro, o composto foi diluido em DMSO a uma concentragéo de
250,2uM, seguida da diluicdo em meio de cultura para a concentracdo desejada para cada

experimento.

3.3 ANALISE IN SILICO DA DROGA

A estrutura bidimensional (2D) do OTSSP167 foi desenhada no servidor online
Molinspiration (Molinspiration Cheminformatics, Eslovaquia). A partir disso, se obteve o
SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification) que é o codigo referente ao
composto. Esse mesmo servidor calculou as propriedades fisico-quimicas, seguindo a Regra de
Lipinski e de Veber. De acordo com as observacdes de Lipinski e colaboradores (1997), as
moléculas com boa biodisponibilidade por via oral apresentavam: (i) doadores de ligacdo de
hidrogénio (DLH) <5; (ii) aceptores de ligacao de hidrogénio (ALH) <10; peso molecular (PM)
<500 Da; (iv) coeficiente de particdo (miLogP) <5. Em seguida, VVeber e colaboradores (2002),

incluiram na regra que o namero de ligacGes rotacionaveis (nlr) deveria ser <10 e a area de
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superficie polar (ATSP) <140 A% A partir dos valores de ATSP foi possivel calcular a
porcentagem de absorcao pela formula % ABS = 109 — (0,345 x ATSP) (ZHAO et al., 2002).

O servidor Molinspiration além de avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de um
composto, também consegue prever sua atividade bioldgica. O composto é avaliado conforme
a pontuacdo dos ligantes e dos inibidores, se o valor for maior que 0,00 o composto é
considerado ativo, se o valor estiver entre 0,00 e -0,50 o composto é moderadamente ativo e se
for menor que -0,50 é considerado inativo (VERMA, 2012).

A partir do codigo SMILES foi possivel também avaliar as propriedades de absorcao,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade do OTSSP167, utilizando o servidor
admetSAR 2.0 que analisa candidatos a farmacos e produtos quimicos ambientais.

Os possiveis alvos terapéuticos do OTSSP167 foram avaliados por meio da predicéo
com o servidor SwissTarget Prediction (Swiss Institute of Bioinformatic, Suiga). Esse servidor
compara a similaridade dos compostos com uma biblioteca de 280.000 compostos ativos, em

mais de 2.000 alvos farmacoldgicos, em organismos diferentes (GFELLER et al., 2014).

3.4 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO POR ALAMAR BLUE

O ensaio Alamar Blue é designado para medir quantitativamente a proliferacéo celular,
avaliando a viabilidade e a citotoxicidade das células. Através do espectrofotdmetro é possivel
observar a proliferacdo celular, usando o indicador de Oxido reducdo resazurina (azul e ndo
fluorescente) que é reduzido a resorufina (rosa com altissima fluorescéncia em vermelho) pelas
células viaveis. Essas alteracdes de fluorescéncia do corante permitem identificar a quantidade
de células metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983; RAMPERSAD, 2012; VEGA-AVILA;
PUGSLEY, 2011).

As linhagens de células AGP01 e ACP03 foram semeadas em placas de 96 pocos com
5x10° células por poco e mantidas na estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Apds 24h
de espera para aderéncia, as células foram tratadas com OTSSP167. Foram realizadas dilui¢bes
seriadas em 7 concentracOes diferentes de OTSSP167 diluido em DMSO (1,56; 3,12; 6,25;
12,5; 25; 50 e 250nM) para obtencéo da curva (100 plL/pogo) e um controle negativo que ndo
foi tratado, em seguida, as placas foram mantidas em estufa. Apds um periodo de incubagéo de
72h, foi adicionado em cada pogo 20uL de solugdo de alamar blue (que corresponde a 10% do
volume de cada poco) e a placa foi reincubada na estufa por 2 horas e protegida da luz. Em

seguida, foi feita a leitura por fluorescéncia com a placa tampada no espectrofotometro de placa
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a um comprimento de onda de 530nm de excitagcdo e 590nm de emisséo para avaliacdo dos
efeitos na proliferagédo ou citotoxicidade celular.

Para a realizacdo da analise estatistica dos dados, foi utilizado o software GraphPad
Prism 8.1, calculando uma regress@o nao-linear do percentual de inibi¢do versus logaritmo das
concentracdes, obtendo, desta forma, a concentracéo inibitdria com 50% de atividade (Clso) do
OTSSP167, sendo admitido um intervalo de confianca de 95% e um coeficiente de
determinagdo maior que 0.9 (R%>0.9).

3.5 WESTERN BLOT

A técnica de western blot foi realizada para quantificar a expressdo de MELK apos o
tratamento com OTSSP167. Para isso, foram plaqueadas 0,2x10°® de células em placas de 12
pocos e mantidas em estufa com 5% de CO2 a 37°C para a adesédo das células. Em seguida, foi
feito o tratamento com 0 OTSSP167 nas concentracdes estabelecidas e novamente as placas
foram mantidas na estufa por 24h e 48h. As proteinas das linhagens tratadas e do grupo sem
tratamento foram extraidas utilizando tampédo RIPA (Thermo Scientific) e inibidor de protease
(Thermo Scientific). Os lisados foram quantificados utilizando o BCA Protein Assay (Thermo
Scientific) e a curva BSA-Albumina (Bio-Rad) no equipamento EPOCH™ Bio Teck.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE). Apos a corrida das amostras, foi realizada a transferéncia das proteinas para
membrana de nitrocelulose por meio do Transblot® Semi-dry Transfer Cell. Essas membranas
foram imersas em solucdo de bloqueio para evitar marcaces inespecificas. Entdo, as
membranas foram incubadas com os anticorpos MELK, anti-rabbit 1gG e os enddgenos a-
tubulina e B-actina diluidos em solucdo de BSA. Entre uma incubacdo e outra foram feitas
algumas lavagens com tampdo TTBS (tampdo que contém TBS (tris-buffered saline), agua
milli-Q e Tween20). As bandas foram visualizadas usando o sistema de deteccdo de
qguimioluminescéncia DNR Bio Imaging Systems MF-ChemiBIS 3.2 de acordo com as
recomendacdes do fabricante e o software Gel Capture. As imagens foram analisadas pelo

programa Image J.

3.6 ENSAIO DE MIGRACAO POR CICATRIZACAO
A linhagem celular com maior efeito citotoxico (ACP03) foi cultivada em placas de 12
pocos numa densidade de 2x10° células por poco e mantida por 24 horas na estufa com

atmosfera de 5% de CO2 a 37°C para aderirem. Apos esse periodo foi feito o arranhdo com



45

uma ponteira de 10uL no centro de cada pogo e ent&o foi realizado o tratamento com OTSSP167
(17nM, 8,5nM e 4,25nM) em triplicata por 24 horas. O comportamento das células foi
observado e fotografado no mesmo local no tempo inicial ap6s o risco e no tempo final (0, 6,
12 e 24 horas). O tempo estipulado é baseado no tempo de duplicagdo da célula em estudo, pois
0 ideal é que a migracdo seja observada antes do tempo de duplicagdo celular, para garantir
apenas o efeito inibitério da migracdo e ndo do crescimento celular. Os pocos foram
fotografados em microscopio invertido (EVOS XL®) na objetiva de 100x. As areas dos

arranhBes ap0s o tratamento nos diferentes tempos foram quantificadas no programa Image J.

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo de trés experimentos
independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca significativa entre o controle e o
tratamento nos diferentes tempos, os dados foram comparados por analise de variancia (2way

ANOVA) seguida por Teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05).

3.7 ENSAIO DE INVASAO CELULAR

A capacidade que as células cancerosas tém de invadir o estroma intersticial esta ligada
a metastase e colonizagéo de tecidos adjacentes ao tumor primario. O ensaio de invasao celular
utilizando a camara de Boyden e o matrigel, mimetiza in vitro o processo de invasao do estroma
instersticial, processo comum as células do cancer, principalmente na metastase e colonizagéo
de tecidos adjacentes, dando um parametro do que sugestivamente acontece in vivo (ALBINI,
IWAMOTO e KLEINMAN, 1987). O matrigel € uma mistura proteica do estroma tumoral de
um sarcoma murino, constituido de diversas proteinas de matriz extracelular como os colagenos
(KLEINMAN e MARTIN, 2005).

No ensaio de invasdo, as células sdo semeadas com meio sem soro bovino fetal nos
insertos recobertos com uma fina camada de matrigel. Abaixo do inserto é adicionado meio
com soro bovino fetal a fim de que as células migrem pela quimioatracdo, atravessando o
matrigel e o0 poro de 8um. Se a substancia teste tiver propriedades antimetastaticas, impedira

que as células atravessem a camara (KRAMER et al., 2013).

Esse teste foi feito em placas de 12 pocos, os insertos de 8um (BD Biosciences) foram
revestidos com 400 uL da solucdo de matrigel (diluido em meio de cultura sem SBF) e
solidificado a 37°C overnight. A linhagem ACPO03 foi semeada com 1mL de meio sem SBF na
densidade de 2x10° na parte superior em contato com matrigel, enquanto que abaixo da camara

foi adicionado 1mL de meio com SBF. Os tratamentos foram realizados com OTSSP167
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(17nM, 8,5nM e 4,25nM), enquanto o controle negativo apenas com o diluente (DMSQO) no
tempo em que o Clso ndo foi citotdxico. Ao término do tempo os insertos foram lavados duas
vezes com PBS 1x, fixadas com formaldeido 3,7% por 2 minutos, lavados novamente e
permeabilizados com metanol 100% por 20 minutos. Em seguida, as células presentes nos
insertos foram coradas com Giemsa por 15 minutos. Com auxilio de um swab, o matrigel e as
células na parte superior foram removidos do inserto. A contagem das células no inferior da
camara foi realizada no Image J apds a captura das imagens pelo microscépio invertido (EVOS
XL®). As células presentes na parte inferior do inserto (células que migraram) foram
fotografadas em 7 campos aleatérios na objetiva de 20x.

Para verificar a diferenca entre 0s pocgos tratados e 0s ndo tratados, os dados foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguido por teste de Tukey, com nivel de
significancia de 95% (p<0,05).



47

4. RESULTADOS
4.1 AVALIACAO DO PERFIL FARMACOCINETICO DO OTSSP167

A partir da estrutura 2D do OTSSP167 (Figura 13), foi possivel obter o codigo SMILES
dessa molécula inibidora de MELK (Quadro 4) que foi usado para analises posteriores do seu

perfil farmacocinético e farmacodinamico.

Quadro 4 — Codigo SMILES do composto

Identificagdo SMILES

OTSSP167 | CC(=0)C1=CN=C2C=CC(=NC2=CINC3CCC(CC3)CN(C)C)C4=CC(=C(C(=C4)CI)O)CI

Para avaliar os parametros estruturais do OTSSP167 de acordo com a Regra de Lipinski
e Veber, foi utilizado o servidor Molinspiration. O OTSSP167 apresentou um coeficiente de
particio maior que o permitido pela regra (miLogP=5,89), representando a lipofilia do
composto. Entretanto, todos as outras caracteristicas obedeceram as regras, a area de superficie
polar (ATSP= 78,35 A?) do composto ficou abaixo de 140 A?, logo o calculo da porcentagem
de absorcdo (ABS=81,96%) também favoreceu uma boa biodisponibilidade do composto.
Assim como 0s parametros anteriores, o numero de aceptores de ligacdo de hidrogénio
(ALH=6), doadores de ligacdo hidrogénio (DLH=2) e nimero de ligacbes rotacionaveis (nlr=6)
também seguiram as regras, sendo que ALH e DLH representam a hidrofilia do composto.
Ademais, o0 peso molecular (PM=487,43Da) obtido esta abaixo do valor maximo exigido para

moléculas com bom transporte, difusdo e absor¢do no organismo (Quadro 5).

Quadro 5 — Caracteristicas fisico-quimicas do composto
Identificacdo | miLogP | ATSP(A?) | PM(Da) | ALH | DLH | nIr | Volume | ABS(%)
OTSSP167 5,89 78,35 487,43 6 2 6 | 426,90 | 81,96

As propriedades do ADMET foram avaliadas pelo software admetSAR. Com relagéo a
absorcdo, o OTSSP167 apresentou absorcdo intestinal humana e penetracdo na barreira
hematoencefalica. A localizacdo celular mais provavel do composto € na mitocéndria e foi
identificado como substrato (com maior probabilidade) e inibidor da glicoproteina-P, que é uma
proteina que esta superexpressa na superficie de células tumorais e transporta a droga para a
matriz extracelular, mantendo a concentracdo intracelular de drogas abaixo de um limiar
terapéutico (PERSIDIS, 1999). Ja& na analise de metabolismo, o composto apresentou-se
positivo para a promiscuidade inibitéria ao CYP, e foi identificado como inibidor dos
citocromos CYP 2D6 e CYP 1A2, e como substrato apenas do CYP 3A4. E em relacdo aos

transportadores farmacocinéticos, o OTSSP167 foi inibidor dos polipeptideos transportadores
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de anions organicos 1B1 e 1B3 (OATP1B1 e OATP1B3) e inibidor de bomba exportadora de
sais biliares (BSEP). Quanto a toxicidade, o composto apresentou hepatotoxicidade e foi
classificado na categoria 11, com valor de toxicidade oral aguda de 3,644kg/mol. O composto
também mostrou interacdo com o gene hERG, presenca no micronlcleo, toxicidade a

crustaceos e peixes. Por fim, ndo apresentou caracteristicas de excre¢do (Quadro 6).

Quadro 6- Predicao pelo servidor admetSAR

Caracteristica | OTSSP167 | Probabilidade
Absorcao
Absorgéo intestinal humana + 0,9910
Permeabilidade a Caco-2 - 0,7366
Penetracdo da barreira hematoencefélica + 0,9825
Distribuicéo
Localizagdo subcelular Mitocondria 0,6762
Substrato da glicoproteina-p + 0,7114
Inibicdo da glicoproteina-p + 0,6054
Metabolismo
Promiscuidade de inibicdo das CYP + 0,5575
Citocromo CYP450 2C9 (substrato) - 0,5742
CYP450 2C9 (inibidor) - 0,7465
CYP450 2D6 (substrato) - 0,7319
CYP450 2D6 (inibidor) + 0,6468
CYP450 3A4 (substrato) + 0,6877
CYP450 3A4 (inibidor) - 0,6119
CYP450 1A2 (inibidor) + 0,5845
CYP450 2C19 (inibidor) - 0,5190
Transportadores OATP2BL1 (inibidor) - 1,0000
farmacocinéticos OATP1BLI (inibidor) + 0,8825
OATP1B3 (inibidor) + 0,9356
MATEL! (inibidor) - 0,7200
OCT?2 (inibidor) - 0,5500
BSEP (inibidor) + 0,9814
Toxicidade
Toxicidade de 6rgaos Hepatotoxicidade + 0,7750
Toxicidade oral aguda 11! 0,5301
Irritacdo ocular - 0,9676
Corrosdo ocular - 0,9881
Toxicidade genémica Mutagénese AMES - 0,6500
Carcinogenicidade (binario) - 0,8143
Ensaio de micronucleo + 0,8200
Inibicdo do gene hERG + 0,8398
Eco-toxicidade Toxicidade a crustaceos + 0,5349
Toxicidade a abelha - 0,7787
Toxicidade a peixes + 0,9467
Biodegradacéo - 0,9000
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4.2 AVALIACAO DO PERFIL FARMACODINAMICO DO OTSSP167

O servidor Molinspiration também consegue prever a atividade biologica do
OTSSP167. Logo, o inibidor de MELK é ativo para os ligantes de GPCR (Receptor acoplado
a proteina G) e modulador de canal i6nico. Além disso, 0 OTSSP167 também se mostrou ativo
para inibicdo enzimética e de cinase, onde apresentou o maior escore de atividade (Quadro 7).
Predizendo assim, que o OTSSP167 se caracteriza como inibidor de cinase, o ponto principal

explorado pelo nosso trabalho.

Quadro 7- Escore da funcdo biolégica do OTSSP167

Ligante Inibidor
Identificacdo | GPCR Canal Receptor | Protease | Enzima Cinase
I6nico Nuclear
OTSSP167 0,18 0,19 -0,04 -0,07 0,20 0,30

Os alvos do OTSSP167 foram encontrados pelo servidor SwissTarget Prediction e

foram agrupados de acordo com suas classes, conforme o Gréafico 1.

Gréafico 1 — Porcentagem de classes alvos do OTSSP167

= GPCRs

= Cinases = Enzimas Proteases = Canal ibnico = Outros

De acordo com o servidor, 21% dos alvos pertencem a familia das cinases, 15% séao
classificados como enzimas e também GPCRs, 10% sdo proteases e 6% ligantes de canal ibnico.
Essa predicdo de ligantes corrobora com os dados do servidor Molinspiration que caracterizou

0 OTSSP167 como ativo para a inibi¢do de cinases e enzimas.
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4.3 CITOTOXICIDADE DO OTSSP167 EM LINHAGENS GASTRICAS

O ensaio de Alamar Blue foi realizado para analisar a viabilidade das duas linhagens de
células, AGPO1 e ACP03, e determinar as concentracfes ideais do OTSSP167 para ambas as
linhagens. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 1, utilizou-se a regressao nao-

linear para obtengéo da Clso considerando um intervalo de confianga de 95%.

Tabela 1- Clsodo OTSSP167 nas linhagens AGP01 e ACP03 ap6s 72h de tratamento.

OTSSP167
Linhagem celular R? Clso (nM) IC 95% (nM)
AGPO1 0,9497 9,60 8,064-11,43
ACPO3 0,9147 8,50 6,781-10,64

Os dados revelaram que o OTSSP167 apresentou potencial citotoxico nas duas
linhagens de células testadas, com valores de Clso de 9,6nM em AGPO1 e de 8,5nM em ACPO03.
De acordo com esses resultados, pode-se observar que o inibidor se mostrou mais citotoxico
para a ACP0O3 e menos citotoxica a AGPO1, visto que sua atividade foi maior quando

comparado com a linhagem AGPO1.

O gréfico 2 apresenta a diminuicdo da viabilidade celular nas diferentes concentragdes
da droga para cada linhagem testada. Na concentracdo 12,5nM de OTSSP167, o percentual de
células viaveis foi de 37,53% em ACP03 enquanto em AGPO1 foi de 44,07%. Evidenciando
gue a mesma concentracdo de OTSSP167 conseguiu inibir a viabilidade de um niimero maior
de células em ACPO3.

Grafico 2- Curva do percentual de proliferacdo celular apos 72 horas de tratamento com o
OTSSP167 nas linhagens AGP01 e ACP03. Cada ponto equivale a média de trés replicatas.
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A partir dos dados do teste de citotoxicidade, escolheu-se para dar continuidade a este
trabalho a linhagem ACPO03, por apresentar maior sensibilidade ao composto testado quando
comparada a linhagem AGP01. Além disso, a partir do valor da Clso em ACPO03 (8,5nM), foram
definidas as concentracgdes utilizadas nos ensaios posteriores, sendo estas 4,25nM (metade da
Clso), 8,5nM (Clso) € 17nM (dobro da Clso).

4.4 EXPRESSAO DE MELK NAS LINHAGENS GASTRICAS

Analisamos o nivel de expressdo da proteina MELK nas linhagens géastricas (ACP03 e
AGPO01) e na linhagem de cancer de mama (MDA-MB-231) pela técnica Western Blot. A
linhagem MDA-MB-231 foi utilizada como controle, visto que estudos anteriores mostraram
que esta apresenta alta expressdo da proteina MELK (LI et al., 2018). Para investigar se o
OTSSP167 modifica diretamente a expressao de MELK nas linhagens de adenocarcinoma
gastrico, os niveis dessa proteina foram quantificados apos o tratamento de 24 e 48 horas em

diferentes concentracdes do inibidor (Figura 15).

Figura 15- Expressdo de proteina MELK, a-Tubulina e B-Actina em linhagens de células
gastricas e celulas mamarias. A) Deteccdo da proteina MELK mensurada por western blot nas
linhagens ACP03, AGP01 e MDA-MB-231 ap06s 24 horas de tratamento com o OTSSP167. B)
Deteccdo da proteina MELK nas linhagens ACP03 e AGPO1 apds 48 horas tratadas com
OTSSP167. C) Niveis de proteina MELK em celulas de adenocarcinoma gastrico ap6s o
tratamento com OTSSP167, em diferentes concentracfes por 24 horas. D) Expressdo de
proteina MELK em células de adenocarcinoma gastrico ap0s 48 horas de tratamento com
diferentes concentracdes de OTSSP167.
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A comparacéo entre o controle e as células tratadas por 24h em diferentes concentraces
demonstraram que 0 OTSSP167 regula negativamente a proteina MELK nas linhagens ACP03
e AGPO01, uma vez que diminuiu os niveis dessa proteina em ambas (Figura 14A). A linhagem
AGPO01 demonstrou diminuicdo do nivel proteico de acordo com o aumento da concentracdo
da droga. Entretanto, a linhagem ACPO03 apresentou um aumento da proteina quando tratada
com 17nM de OTSSP167, mostrando niveis superiores de proteina MELK em relacdo aos
tratamentos com 4,25 e 8,5nM (Figura 14B).

No tempo de 48 horas, ambas as linhagens gastricas mostraram uma reducdo na
expressdo de proteina MELK a medida em que se aumentou a concentracdo do OTSSP167. O
grafico D ratifica por meio da expressdo relativa que o nivel proteico dessa cinase reduziu
significativamente nas linhagens ACP03 e AGPOL.

4.5 POTENCIAL DE MIGRAQAO DAS CELULAS

A habilidade do OTSSP167 em modular a migragéo celular foi verificada por meio do
ensaio wound healing. A linhagem gastrica ACPO03 foi plaqueada e apos atingir confluéncia foi
feito um arranh&o no centro de cada poco. A placa apresentava controle negativo e 0 grupo
tratado com OTSSP167 (4,25, 8,5 e 17nM). A migracao celular foi determinada medindo a
largura do arranhdo nos tempos de 0, 6, 12 e 24 horas ap0s a incubacdo com o composto. No
grafico 3 estdo os valores de distancias de migracdo das células ACPO3 expressos em
porcentagem. Nossos resultados mostram que o OTSSP167, no tempo de 12 horas, foi capaz
de inibir a migracdo de 55,33% das celulas tratadas com a concentracdo de 4,25nM do
composto, 57,66% das células tratadas com 8,5nM e 58% das células tratadas com o dobro da
Clso, esses resultados garantiram significancia quando comparados ao controle negativo. Ja nas
andlises de 24 horas, 0 composto inibiu 13,66% das células tratadas com metade da Clso 0 que
ndo garantiu a significancia, mas o controle que ndo apresentou distancia entre as células
mostrou-se estatisticamente significante quando comparado com as células tratadas com 8,5nM
(inibicdo de 37,33% das células) e células ACPO3 tratadas com 17nM do OTSSP167

apresentaram inibi¢do de migracdo de 41,66%.
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Gréfico 3— Avaliacdo da acdo do OTSSP167 sobre a migracao de células ACP03. Os valores
estdo expressos em porcentagem em relacdo ao controle. As barras representam a média + erro
padrdo da média de 3 experimentos independentes. *p<0,001 comparado com o controle
negativo e **p<0,0001 comparado com o controle utilizando 2way ANOVA seguido de teste
de Bonferroni.
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Durante o tratamento com o OTSSP167 foi possivel observar que as células do controle
negativo conseguiram migrar para o risco e fecha-lo completamente com o passar do tempo
(Figura 16— A, B, C e D). Ja nas células ACP03 tratadas com OTSSP167, houve uma
diminuicdo da migracdo em todos 0s grupos, podendo ainda ser observado que o espago entre
as células tratadas com 17nM do composto (Figura 16— E, F, G e H) sdo maiores do que as

tratadas com a menor contracao 4,25nM (Figura 16— M, N, O e P).

Figura 16— Fotomicrografia das células ACP03 durante o ensaio de migracdo. As células foram
observadas em quatro tempos (0, 6, 12 e 24 horas), apresentando controle negativo, células
tratadas com OTSSP167 com valores da Clso, 0 dobro e a metade.

Controle 17aM 8,5nM 4,25nM
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4.6 POTENCIAL DE INVASAO DAS CELULAS

De acordo com os resultados mostrados no Gréfico 4, observou-se que 0 composto
inibiu 0,37% de células tratadas com 8,5nM e 3,16% de células tratadas com 17nM do
OTSSP167, porém esses resultados ndo foram estatisticamente significantes quando
comparados ao controle.
Gréfico 4- Avaliacdo da acdo do OTSSP167 sobre a invasao de células ACP03. Os valores sdo
expressos em nimeros de células por campo. As barras representam a média + erro padrdo da

média de 3 experimentos independentes, considerando 7 campos de cada experimento. Os
dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguido por teste de Tukey.
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5. DISCUSSAO

Por décadas, a busca por medicamentos baseados na quimioterapia citotoxica para
combater o cancer mostrou que apesar dessas moléculas atingirem rapidamente células
mitéticas, incluindo células cancerosas e normais, muitos pacientes sofriam com as toxicidades
classicas, como sintomas gastrointestinais (FRANCIA et al.,, 2018). Atualmente, novas
abordagens terapéuticas estdo sendo desenvolvidas como combinacdo de drogas e
procedimentos que sdo designados a atingir células cancerosas primarias e metastaticas
(WIDMER et al., 2014). E uma dessas terapias direcionadas séo os inibidores de pequenas
moléculas, por exemplo, os inibidores de cinases (AMER, 2014).

O beneficio clinico dos medicamentos de uso oral depende, em grande parte, da
exposicdo 6tima aos medicamentos em termos de concentracdes plasmaticas. Isso pode sofrer
interferéncia de fatores como variabilidade de cada paciente na absor¢do, distribuicdo e
metabolismo, diferencas genéticas ou demograficas entre individuos ou anomalias anatdémicas
ou pds-operatorias do trato gastrointestinal. Além disso, outros fatores especificos, como
adesdo, interacdes e dietas medicamentosas ou influéncias ambientais também podem afetar a
exposicdo ao medicamento, comprometendo potencialmente a resposta adequada (JOSEPHS et
al.,, 2013; THOMAS-SCHOEMANN et al., 2014; VON MEHREN e WIDMER, 2011). Os
parametros estruturais da RO5 sdo relevantes para a predicdo tedrica do perfil de
biodisponibilidade oral dos compostos e esta associada a absorcdo e a permeabilidade de
possiveis farmacos. Contudo, 0 OTSSP167 violou apenas a regra do coeficiente de particéo
(miLogP) que apresentou um resultado maior que o esperado, portanto, ndo deve apresentar

problemas com a biodisponibilidade oral.

Quanto aos parametros de ADMET, o OTSSP167 mostrou acbes de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e toxicidade. Quanto a absor¢do, observou-se que o OTSSP167 foi
positivo para a absorcdo intestinal e penetracdo na barreira hematoencefalica. No sistema
nervoso central as células capilares ndo possuem poros e apresentam pouca atividade
transcitotica. Para que os farmacos atravessem a barreira hematoencefalica, precisam se
difundir transcelularmente, ou seja, penetrar as membranas luminal e basal do endotélio e isso

exige propriedades fisico-quimicas especificas desses farmacos (DANEMAN e PRAT, 2015).

Com relacdo a absorgdo intestinal, um estudo utilizando um método inovador de
espectrometria de massa em tandem por cromatografia em fase liquida (LC-MS/MS) e validado

de acordo coma FDA, monitorou o perfil farmacocinético do OTSSP167 em camundongos por
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24 horas apos a ingestdo oral na dose de 5 mg/kg. Apds 1-2 horas da ingestdo oral, a
concentragdo maxima estava elevada e a meia-vida estava apropriada, sugerindo que o
OTSSP167 ¢ facilmente absorvido pelo intestino e ndo extensivamente metabolizado em
camundongos. A meia-vida média de 2h45min e o volume aparente de distribuicdo de
635mL/kg mostraram que o OTSSP167 foi distribuido nos tecidos do corpo, 0 que pode ser
atribuido a relativa estabilidade metabdlica, as interacGes hidrofébicas e de carga do
OTSSP167, o que explica sua interacdo potencial com os fosfolipidios de carga negativa nos
tecidos e, portanto, uma boa ligacdo (YONG et al., 2018). Assim como nos camundongos
testados, a capacidade do OTSSP167 ser positivo para absor¢do intestinal em humanos
apresenta alta probabilidade (99,1%) como mostra as anlises in silico do servidor admetSAR.

No processo de distribuicdo de farmacos foi avaliado a glicoproteina-p, proveniente do
gene ABCB1, ¢ uma bomba de efluxo ATP-dependente que transporta farmacos e xenobidticos
para a parte externa das células e geralmente é expressa em células do figado, intestino, cérebro
e placenta. A expressdo diferenciada da glicoproteina-p indica seu papel de protecdo e
desintoxicacdo do organismo contra 0s xenobidticos, evitando o acumulo de moléculas dentro
das células (DEAN, HAMON e CHIMINI, 2001; RAPPOSELLI et al., 2012). O OTSSP167
apresentou papel dual, como substrato (71,14%) e inibidor (60,54%), com maior probabilidade

de atuar como substrato da glicoproteina-p.

Na avaliagdo do metabolismo, 0 OTSSP167 mostrou promiscuidade de inibicdo das
CYP, que sdo enzimas que desempenham um papel predominante no metabolismo de
substancias cancerigenas e medicamentos que atenuam o crescimento do cancer. Assim,
inibidores das enzimas CYP podem potencialmente servir como agentes anticancerosos
(WAHLANG et al., 2015). Entre as enzimas avaliadas, o OTSSP167 foi classificado como
substrato da CYP 3A4 e como inibidor das CYP 2D6 e CYP 1A2. Acredita-se que a enzima
CYP 3A4 esteja envolvida no metabolismo de aproximadamente metade dos medicamentos
que sdo utilizados atualmente (MEUNIER, DE VISSER e SHAIK, 2004). J4 em relacdo aos
transportadores farmacocinéticos, 0 OTSSP167 apresentou atividade inibitéria para OATP1B1
e OATP1B3. Esses transportadores sdo expressos na membrana basolateral do figado e
medeiam o influxo de compostos enddgenos (horménios e sais biliares) e também de drogas
anticancerosas, alterando os parametros farmacocinéticos desses compostos (GIACOMINI et
al., 2010). O transportador BSEP também é inibido pelo OTSSP167, ele é predominante na
membrana canalicular do figado, que é voltada para a bile, e atua como um transportador de

efluxo, que transporta os compostos dos hepatocitos para a bile, para manter baixo o nivel das
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drogas nas células do figado (STIEGER, 2010). A inibicdo do transportador BSEP pelo
OTSSP167 pode estar correlacionado com a alta probabilidade de hepatotoxicidade (77,5%)
calculada pelo servidor admetSAR.

Um experimento in vivo com xenoenxerto em camundongos mostrou que o crescimento
do tumor foi significativamente suprimido no grupo tratado com OTSSP167 do modelo
inoculado com células de cancer de pulméo A549 de maneira dependente da dose. J& 0 modelo
inoculado com células de cancer de mama MDA-MB-231 o efeito de supressdo do tumor ndo
foi tdo evidente. Os tecidos tumorais dos camundongos inoculados com células A549 foram
coletados para analises de alteracdes celulares e moleculares ocasionadas pelo OTSSP167, e a
coloragdo Hematoxilina-Eosina revelou necrose central maciga, mesmo em um periodo inicial
apos o tratamento (dia 4), e essas areas necrdticas tornaram-se maiores a medida que se
aumentava a dose do OTSSP167 (2, 12 e 25mg/kg), sugerindo que inicialmente o composto
induz alterac6es intratumorais precoces sem redu¢do no volume do tumor. A administragéo de
OTSSP167 foi bem tolerada no modelo xenoenxerto sem toxicidade significativa e perda de
peso corporal (CHUNG et al., 2016). Nas analises in silico, o OTSSP167 foi classificado como
categoria 111 para a toxicidade oral aguda, com probabilidade de 53,01%, logo possui valor de
dose letal (DLso) superior a 500 mg/kg e inferior a 5000 mg/kg. Quanto a toxicidade gendmica
0 OTSSP167 ndo apresentou toxicidade pelo teste AMES e ndo foi classificado como
carcinogénico. Porém, o OTSSP167 foi positivo para o ensaio de micronucleo e inibicdo do
gene hERG, que codifica proteinas que estdo envolvidas na repolarizacdo do potencial de acéo
cardiaca, cuja funcdo reduzida do hERG pode aumentar os potenciais de acao ventricular e
provocar arritmias (LAMOTHE et al., 2016). O servidor também mostrou que o0 OTSSP167 foi

positivo para toxicidade em crustaceos e com maior probabilidade em peixes.

As andlises in silico do servidor Molinspiration também conseguiram avaliar o perfil
farmacodindmico do OTSSP167, mostrando que o inibidor é ativo e possui maior escore de
inibicdo para as cinases. 1sso corrobora com os estudos de Chung e colaboradores (2012) que
mostraram papel inibidor seletivo e efetivo de OTSSP167 na cinase MELK. Além disso, para
verificar o mecanismo molecular deste inibidor, foi confirmado por espectrometria de massa, a
identificacdo de novos substratos de MELK, os pontos DBNL (drebrin-like) e PSMAL
(proteasome subunit alpha type 1). Em seguida, foi realizado o ensaio de cinase in vitro com
esses dois substratos para confirmar o efeito inibidor da fosforilagdo do composto. A adicéo do

OTSSP167 no ensaio suprimiu significativamente os niveis de fosforilacdo de DBNL e
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PSMAL, fortalecendo ainda mais o efeito inibitorio deste composto na atividade da cinase
MELK (CHUNG et al., 2012).

Tendo em vista a importancia farmacologica do inibidor OTSSP167, no presente
trabalho foi avaliada a atividade citotdxica do composto em linhagens de células de cancer
gastrico, ACP03 e AGP01, que apresentaram valores de Clso de 8,5 e 9,6nM respectivamente,
considerados baixos quando comparados a outras linhagens descritas na literatura. Diversos
trabalhos indicam a atividade citotoxica do OTSSP167 em diferentes linhagens de células. No
estudo de Li e colaboradores (2016) que também utilizaram linhagem de céncer gastrico pouco
diferenciado, a BGC823, e células de adenocarcinoma gastrico, a SGC7901, mostraram que 0
OTSSP167 suprimiu acentuadamente a proliferacdo dessas células de maneira dependente da
dose, apresentando valor de Clso 25nM para ambas as linhagens, sendo mais que dobro do valor

encontrado em nosso experimento.

Estudos in vitro com 11 linhagens de células de neuroblastoma, classificou tais
linhagens como tumorigénicas tipo N neuronal (SK-N-DZ, LA1-55n, SH-SY5Y, NMB, SK-N-
BE2, LAN-5, SMS-KCNR e NBL-W-N) e ndo tumorigénicas tipo S aderentes ao substrato
(LA1-5s, SHEP e NBL-W-S), sendo que as tumorigénicas apresentavam altos niveis de
expressdo da proteina MELK. O Clso do OTSSP167 foi inferior a 9nM para todas as linhagens
de células tumorigénicas do tipo N testadas. No entanto, as células do tipo S que apresentaram
baixa expressdao de MELK foram mais resistentes ao OTSSP167 com Clsg variando de 25 a
44nM. Logo, baixas concentracdes de OTSSP167 inibiram a proliferacdo de células de
neuroblastoma com alta expressdo de MELK (CHLENSKI et al., 2019). Ja os estudos com
linhagens de cancer de pulmédo de pequenas células (SBC3, DMS114, H446 e H82) tratadas
com OTSSP167 nas concentracfes de 10 e 20nM por 48 horas, detectaram que o inibidor
também reduziu o nivel de proteina MELK nessas linhagens (INOUE et al., 2016). Sabendo
que a proteina MELK tem um papel importante no crescimento celular, realizamos Western
blot em dois tempos (24 e 48 horas) com esta proteina. Os resultados mostram que de modo
geral, houve uma diminuicdo da expressdo de MELK na AGPO01 ap6s 24 horas de tratamento e
em ambas as linhagens depois de 48 horas de tratamento com o OTSSP167. Houve uma
pequena variacdo na expressdo de MELK apenas na linhagem ACP03 apds 24 horas de
tratamento. No trabalho de Chlenski e colaboradores (2019) a linhagem tumorigénica de
neuroblastoma NMB também apresentou uma varia¢do na expressdo de MELK apés 24 horas
de tratamento com OTSSP167.
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MELK foiassociado ao envolvimento linfonodal e metéstase a distancia, mostrando que
a reducédo da expressdo do gene MELK em cancer gastrico suprimiu a migracéo e a invasdo in
vitro e in vivo e alterou significativamente os marcadores da TEM (regulacdo positiva da E-
caderina; regulagdo negativa da N-caderina, Vimentina e Snail) (LI et al., 2016). Du e
colaboradores (2014) mostraram que células SGC7901 com alta expressdo de MELK foram
tratadas OTSSP167 (1uM), e em pouco tempo, entre 1 e 2 horas, observou-se além da reducéo
da expressdo da proteina, o inibidor também foi capaz de suprimir significativamente a
migracao e invasao celular na linhagem SGC7901. O mesmo resultado foi observado em células
de leucemia mieloide aguda, THP-1, tratadas com 100nM de OTSSP167 por 6 horas, o que
inibiu a migracdo dessas células em direcéo ao agente quimioatraente SDF-1 (Fator-1 derivado
de célula estromal) (ALACHKAR et al., 2014). Nos nossos experimentos, foi observado que o
OTSSP167 foi capaz de inibir a migracao de células ACPO03 tratadas por 12 e 24 horas com as
concentracdes 8,5nM e 17nM do composto, garantindo resultados significativos quando
comparados ao controle negativo. Ainda no tempo de 12 horas, houve significancia estatistica
quando o controle foi comparado com as celulas tratadas com 4,25nM do OTSSP167. Ja no

ensaio de invasdo celular, nossos resultados ndo foram estatisticamente significantes.
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6. CONCLUSAO

Avaliar a seletividade e especificidade de um inibidor de cinase é um grande desafio
para a pesquisa. Atualmente, varios estudos buscam geralmente determinar a distribuicdo dos
compostos no organismo, monitorar o alvo especifico deles e as interacfes moleculares. Nossos
resultados fornecem informacées in silico do OTSSP167 e do mecanismo de agdo desse

composto em linhagens gastricas que ja possuem amplificacdo do gene MELK, concluindo que:

e De acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do OTSSP167, a maioria dos parametros
analisados seguiram as regras de Lipinski e Veber, considerando o composto com bom
transporte, difusdo e absor¢do no organismo. J& na andlise dos parametros de ADMET, o
OTSSP167 apresentou maior probabilidade de absorcdo intestinal humana e apresentou
hepatotoxicidade;

e Com relacao ao perfil farmacodinamico, o OTSSP167 apresentou 0 maior escore de atividade
para a inibicéo de cinase;

e As células ACP03 sdo mais sensiveis ao tratamento com OTSSP167 em relacdo as células
AGPO01;

e OTSSP167 inibiu a expressdao de MELK nas linhagens de adenocarcinoma gastrico, sendo

mais eficaz no tratamento de 48 horas;

e OTSSP167 foi capaz de inibir a migracdo de células ACP03, mas ndo apresentou efeito na

capacidade de invasdo dessas células.

O presente estudo contribuiu para o conhecimento mais aprofundado do mecanismo de
acdo do OTSSP167 de forma a promover sua utilizacdo futura na terapia do cancer. Além disso,
é importante testar novos métodos para monitorar a acdo do composto em outros meios, visto

que ele pode apresentar outros alvos.
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