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RESUMO

NASCIMENTO-VIANA, JESSICA BARBOSA. LDT3 e LDT5, antagonistas
multi-alvo de adrenoceptores «aqa1p € receptores 5-HTiao inibem a
proliferacdo de células prostaticas hiperplasicas humanas, a contragcao
prostatica e o aumento de pressao intrauretral. Rio de Janeiro, 2015. Tese
(Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) é caracterizada pela proliferagao de
células estromais prostaticas e a contragdo do musculo liso periuretral,
ocasionando os sintomas do trato urinario inferior. Ainda que nao alcancado o
ideal no balango entre eficacia e seguranga, o tratamento atual da HPB se
baseia em monoterapia com antagonistas de adrenoceptores (AR) -Qia,
contendo os eventos contrateis da doenga. Relatos recentes sugerem que a
estimulacdo de AR-aip e receptores 5-HT1a (serotonina) contribuem para a
proliferagdo celular em tecido prostatico. Desta forma, farmacos que
antagonizem esses receptores poderiam conter a progressao da doenga. Neste
trabalho avaliou-se o potencial derivados N-fenilpiperazinicos - LDT3, LDT5 e
LDT8 - antagonistas multi-alvo de receptores associados a HPB, estimando: a
afinidade e eficacia em ensaios de contragao isométrica e de ligacao (binding)
utilizando tecidos (préstata e aorta) e preparagdes de membrana cerebral
enriquecidas em receptores especificos, alvo ou nao; a poténcia dos LDTs em
ensaios de medidas de Ca®' intracelular, utilizando células que super-
expressam os subtipos de AR-a4 humanos; o efeito anti-proliferativo em células
prostaticas (DU-145 e células de pacientes portadores de HPB); e, efeitos
sobre pressao intrauretral e arterial de ratos. LDT3 e LDTS sao antagonistas
potentes de AR aia e aip e receptores 5-HTqa (valores de Ki na faixa
nanomolar) e inibem completamente a proliferacdo de células prostaticas
induzida por fenilefrina e serotonina. Ao mesmo tempo, que o LDT5 é capaz de
bloquear totalmente o aumento da presséao intra-uretral induzida por fenilefrina
(DEso de 0,09 nug/kg) e, nas mesmas doses, nao apresenta nenhum efeito
sobre a pressdo arterial média basal. LDT3 e LDT5 s&o antagonistas multi-alvo
dos principais receptores envolvidos na HPB, e sdo capazes de desencadear o
relaxamento da musculatura prostatica além de inibir o crescimento de células
de proéstata humana in vitro. Assim, LDT3 e LDT5 representam potenciais

novos candidatos a farmacos para o tratamento de HPB.
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ABSTRACT

NASCIMENTO-VIANA, JESSICA BARBOSA. LDT3 and LDT5, multi- target
antagonists of adrenoceptor aia1p and 5 -HT1A receptors, inhibits the
proliferation of human prostatic hyperplastic cells, prostatic contraction
and the increase in intraurethral pressure. Rio de Janeiro, 2015. Tese
(Doutorado Em Ciéncias Biolégicas) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Benign prostatic hyperplasia (BPH) is characterized by stromal cell proliferation
and contraction of the periurethral smooth muscle, causing lower urinary tract
symptoms. Current BPH treatment, based on monotherapy with aqa-
adrenoceptor antagonists, is frequently suboptimal, and recent reports suggest
that stimulation of aip-adrenoceptors and 5-HTa (serotonin) receptors also
contributes to cell proliferation. Here, we investigated the potential of three N-
phenylpiperazine derivatives - LDT3, LDT5 and LDT8 - as multi-target
antagonists of BPH-associated receptors. The affinity and efficacy of LDTs were
estimated in isometric contraction and competition binding assays using tissues
(prostate and aorta) and brain membrane samples enriched in specific on- or
off-target receptors. LDT potency was estimated in intracellular Ca?* elevation
assays using cells overexpressing human as-adrenoceptors subtypes. The anti-
proliferative effect of LDTs on prostate cells (DU-145 and cells from BPH
patients) was evaluated by viable cell counting and MTT assays. We also
determined LDT effects on rat intraurethral and arterial pressure. LDT3 and
LDT5 are potent antagonists of asa-, aip-adrenoceptors and 5-HT1a receptors
(Ki values in the nanomolar range), and fully inhibited phenylephrine- and 5-HT-
induced proliferation of BPH cells. Also, LDT5 fully blocked the increase of
intraurethral pressure induced by phenylephrine showing a EDsg of 0.09 ug/kg,
these doses had no effect on basal blood pressure. In summary, LDT3 and
LDT5 are multi-target antagonists of key receptors for BPH, and are able of
triggering both prostate muscle relaxation and human hyperplastic prostate cell
growth inhibition in vitro. Thus, LDT3 and LDTS5 represent potential new lead

compounds for BPH treatment.
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L. Introducao

. A.DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

Diversas estratégias para o desenho molecular de farmacos estao
disponiveis. A abordagem fisiolégica, corresponde a uma dessas estratégias, a
qual depende da eleicdo do alvo-terapéutico, o que por sua vez depende do
conhecimento do processo fisiopatoléogico envolvido (KUBINYI, 1995,
LINDSAY, 2003).

Durante muitos anos a principal estratégia no desenvolvimento de
farmacos foi a busca por moléculas com alvos uUnicos e altamente seletivas
(“magic bullet”), como idealizado inicialmente por Paul Ehrlich (revisado em
ROTH e cols., 2004). Mais recentemente a proposta de que farmacos multi-
alvos (do inglés “multi-target drugs”) seriam mais interessantes do que
farmacos altamente seletivos vem ganhando espaco (CSERMELY e cols.,
2005; LU e cols., 2012). Doengas de maior complexidade podem envolver a
alteracao de varias vias de sinalizagao celular e, portanto, farmacos que sejam
direcionados para atuar em diferentes receptores podem ser terapeuticamente
uteis (HUBER e cols., 2008).

Um exemplo de uma condigao clinica que envolve diversas vias de
sinalizacao celular é a Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) (ROEHRBORN,
2008). E nesses casos a polifarmacologia, ou seja, farmacos capazes de atuar
através de multiplos-alvos modulando diferentes vias de sinalizacao, parece ser
mais apropriada (PETERS, 2013).

A.1. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E SELETIVIDADE

No contexto de desenvolvimento racional de novos farmacos, no qual
se objetiva aumentar a probabilidade de obtencdo de novos candidatos a
prototipos de farmacos, a busca é por candidatos que nao somente
apresentem o0s requisitos farmacoféricos apropriados, mas também
propriedades de solubilidade adequadas (DUARTE e cols., 2007). Na literatura
sao descritas algumas estratégias com este objetivo como, por exemplo, o
trabalho de LIPINSKI e colaboradores (2001), que descreveu a "Regra dos 57,
ou o trabalho de HOPKINS e colaboradores (2014), que descrevem a

“Eficiéncia do Ligante” (EL).
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A seletividade também é uma propriedade muito levada em conta no
desenvolvimento de farmacos. Ela corresponde a capacidade que um farmaco
tem em reconhecer e se ligar, com maior afinidade, a alvos moleculares
desejaveis para a abordagem farmacoldgica, em detrimento a ligagdo a outros
alvos. Evitando assim eventos adversos decorrente de afinidades por outros
receptores ou, até mesmo ag¢des em sistemas que nao sao os desejaveis para
a aplicagdo desse novo composto ao tratamento farmacoldgico de uma

determinada doenga ou condig&o clinica.

. B.FisioPATOLOGIA DA HPB

A HPB é uma alteragdo histologica benigna da glandula prostatica.
Sua prevaléncia esta relacionada com o envelhecimento, onde o auge de sua
ocorréncia se da por volta de 80-90 anos de vida dos homens (RICKE e cols.,
2011). Assim, sua prevaléncia salta de aproximadamente 50% dos homens em
torno de 50 anos de idade, atingindo 80% da populagdo masculina aos 80 anos
(ROEHRBORN e cols, 2002; BURNETT & WEIN, 2006).

B.1. PROSTATA

A prostata € uma glandula exdcrina que faz parte do sistema genital
masculino. E um 6rgdo que estad presente somente em mamiferos e difere
anatbmica, quimica e fisiologicamente, entre as diferentes espécies. A principal
diferenca € a presenca da capsula prostatica que envolve e preserva a
integridade tecidual da préstata humana (MARKER e cols., 2003; GANDELLINI
e cols., 2012) que nao é encontrada em roedores, por exemplo. Além disso, a
arquitetura dos ossos do assoalho pélvico difere entre quadrupedes e bipedes
e acarretam em diferencas estruturais (PRADIDARCHEEP e cols., 2011)

Situada imediatamente inferior a bexiga, a prostata envolve a porgao
proximal da uretra (Fig. 1). Em adultos, a préstata é uma estrutura densa que

repousa sobre a parte anterior da pelve (MYERS e cols., 2010).
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Ureter

Linfonodos

Reto

Bexiga

Prostata

Ducto deferente

Uretra

Pénis

Testiculo

Figura 1: llustragdo da anatomia do sistema reprodutor e urinario masculino
mostrando, em destaque, a prostata entre outros 6rgéos.
Modificado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMHT0025017/?figure=1
Acessado em 25.08.2015

A fungao da prostata humana é produzir e armazenar um fluido incolor e
ligeiramente alcalino (pH 7,29) que corresponde a 10-30% do volume do fluido
seminal. Desta forma, o liquido prostatico juntamente com o fluido produzido
pelas vesiculas seminais e os espermatozoides constitui o sémen. Em outras
palavras, a prostata é responsavel pela produgao, armazenamento e secreg¢ao
da porgéo liquida do sémen na ejaculagdo (BURDEN e cols., 2006, MYERS e
cols. 2010). A prostata também desempenha importante fungdo no mecanismo
de continéncia urinaria masculina, uma vez que sua localizagao, circundando o
colo vesical e a uretra proximal, permite o desenvolvimento de tal papel
(ZAICHICK, 2014).

No adulto, a prostata é dividida de acordo com sua origem
embrioldgicas, caracteristicas histoldgicas, divisbes anatbmicas, fungdes e
susceptibilidade a doengas, em quatro zonas anatomicas (MCNEAL 1968;
MYERS e cols., 2010; WADHERA, 2013) (Fig. 2):
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A zona periférica - ocupa a parte posterior da préstata e

compreende 70-75% da glandula;

e A zona central — localizada na parte superior, situa-se em torno
dos ductos ejaculatérios e compreende 20-25% da gléndula;

e A zona de transi¢ao - envolve a uretra compreendendo a 5-10%
da glandula;

e Estroma fibromuscular — ocupa a superficie anterior, sendo

composto de musculo liso e do tecido fibroso.

Estroma
Fibromuscular

b Legenda "\

ZT - Zona de transigao
ZC — Zona Central
ZP — Zona Periférica
U — Uretra
DE - Ducto Ejaculatori

e 2

Figura 2. Diagrama esquematico das zonas prostaticas humana. Corte transversal.
Modificado de: Adaptado a partir MYERS e cols., 2010

A préstata € composta por células glandulares, cuja secre¢do € drenada
pelos ductos prostaticos ramificados que se abrem na superficie posterior do
interior da uretra proximal. Os ductos estdo imersos em um estroma composto
em sua maior parte por musculatura lisa, apresentando também outros tipos
celulares, tais como: fibroblastos, miofibroblastos e células neuronais, linfaticas

e vasculares. Tais ductos sdo constituidos por epitélio estratificado, o qual é
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caracterizado por trés tipos celulares (BOK & SMALL, 2002, SIGNORETTI &
LODA, 2006, NELSON e cols., 2007, GANDELLINI e cols., 2012) (Fig. 3):

e células colunares altas (células
luminais) — revestem o lumen
glandular, e correspondem as
células secretorias

Limen do ducto prostatico
propriamente ditas; 2

0/ Célula
e células cuboides  (células }// T e
basais) — que formam uma > : ' Células luminais
camada basal subjacente a - A O& Te) Células basais
membrana basal SN Q‘!é— Membrana basal

e células neuroenddcrinas (NE) —

Estroma Neurdnio

que se localizam entre as

células secretérias e estdo _ o
Figura 3: llustragdo do epitélio

presentes em menor prostatico, mostrando as diferentes

= = : : células que o compbem. Modificado de
proporcédo. S&o enriquecidas BOK & SMALL. 2002.
em granulos contendo a amina

biogénica serotonina (5-HT) e

alguns peptideos.

O desenvolvimento normal da préstata se da pela secregdao de
testosterona pelos testiculos a partir da fase fetal. Desde o nascimento até
puberdade, a préstata pesa aproximandamente 1-2 g, mas aumenta até cerca
de 20 g durante a puberdade, podendo ter seu tamanho comparado ao de uma
castanha na fase adulta (HADDAD e cols., 2001).

A prostata cresce ao longo do envelhecimento, mas este aumento difere
entre as diferentes zonas: a zona central pode ter seu tamanho triplicado
(WELL e cols., 2007), enquanto que a zona periférica permanece com tamanho
semelhante durante toda a vida (MCNEAL, 1968).

A zona de transicao apresenta fibras musculares lisas entrelacadas,
além de um estroma mais denso. Seu remodelamento ao longo do

envelhecimento envolve a formacdo de nodulos contendo elementos
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principalmente estromais (ALONSO-MAGDALENA e cols., 2009; LEE e cols.,
2011). Devido a sua localizagdo anatdbmica, o crescimento desta regiao esta
intimamente relacionado com a HPB acarretando nos sintomas obstrutivos e
dinamicos desta condicdo (TANNENBAUM e cols., 1983; revisto em HIEBLE &
RUFFOLO, 1996, SAMPSON e cols., 2007). A razdo estroma:epitélio é
diferenciada no desenvolvimento da hiperplasia ou em casos em que ha o
crescimento natural da prostata, com auséncia de hiperplasia. Ou seja, em
casos de HPB sintomatica, esta razdo € de cerca de 5:1 enquanto que na
auséncia da hiperplasia € 2:1 (MCNEAL e cols., 1990 KYPRIANOU e cols.,
2003).

B.2. CARACTERIZAGAO DA HPB

A HPB corresponde a uma condigao clinica progressiva e relacionada
ao envelhecimento, que apresenta um impacto consideravel na qualidade de
vida de uma grande parcela da populagdo masculina (NICKEL, 2003). Ela
resulta de um desequilibrio entre a proliferagdo celular e a apoptose
(ROEHRBORN, 2008; SCIARRA e cols., 2008). Histologicamente, a HBP é
caracterizada por uma hiperplasia tanto glandular (epitelial) quanto estromal
(fibromuscular), sendo este ultimo o fator dominante na patogénese da HPB
(MALLOY e cols., 1998; SHAPIRO e cols., 1992). A proliferagdo de células
estromais da préstata periuretral e a contragdo da musculatura lisa prostatica
contribuem para os sintomas do trato urinario inferior (do inglés Lower Urinary
Tract Symptoms (LUTS)) sugestivos de HBP (LUTS / HBP) (ROEHRBORN,
2008).

A fisiologia da LUTS/HPB apresenta dois componentes principais: um
componente estatico relacionado com o aumento da massa celular prostatica; e
um componente dinamico relacionado as variagdes no tbnus simpatico do
musculo liso prostatico mediado por adrenoceptores a4 (CAINE e cols., 1975,
MALLOY e cols., 1998, MICHELOTTI e cols., 2000) (Fig. 4). Os sintomas
obstrutivos sédo caracterizados por jato fraco e intermitente com volume residual
de urina na bexiga, enquanto que o sintomas irritativos, correspondem a

nocturia, urgéncia e aumento da frequéncia urinaria. Ha ainda um possivel
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componente vesical na HPB decorrente inicialmente da hiperatividade do
musculo detrusor em resposta a obstrugcdo da uretra, com faléncia da
musculatura a longo prazo (MCNEAL, 1990, ROEHRBORN, 2011,
NICHOLSON & RICKE, 2011, OSMAN e cols., 2014).

| Componente estatico L
Sintomas obstrutivos:
hesitacdo, intermiténcia, micg¢do
prolongada, esvaziamento
incompleto da bexiga, jato fraco
de urina (MICHELOTTI e cols.,
2000).

Uretra Bexiga

Uretra
comprimida

Componente dinamico
Os sintomas irritativos:
aumento da frequéncia urinaria,
nocturia, urgéncia urinaria
(MICHELOTTI e cols., 2000).

Proéstata normal

Figura 4. llustracdo da préstata normal e hiperplasica (Modificada de ° ReedGroup -
http://www.mdguidelines.com/prostatic-hyperplasia)

A HPB é uma condigéo clinica multifatorial e sua etiologia ainda n&o
completamente elucidada. Sua ocorréncia € dependente parcialmente de
andrégenos circulantes, como a testosterona e principalmente de seu
metabdlito ativo a di-hidrotestosterona (DHT), os quais sdo importantes no
desenvolvimento e crescimento normal da préstata (CARSON & RITTMASTER,
2003). A DHT promove a proliferagcao do epitélio glandular e de miofibroblastos
da zona de transicdo, além da inibicao de apoptose (CARSON &
RITTMASTER, 2003; PRIEST e cols., 2012). Contudo, os niveis de DTH néo
sdo diretamente relacionados ao crescimento prostatico, sugerindo que além
da agao androgénica, outros fatores poderiam estar envolvidos na etiologia da
HPB (LEPOR e cols., 2004). Outros estudos mostram que esse aumento
prostatico pode estar relacionado a fatores de crescimento, sindrome
metabolica, estresse oxidativo, poluentes ambientais, inflamacao,

hereditariedade e a interagdo entre o epitélio e estroma prostatico (BOSTANCI
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e cols., 2013, BARCLAY e cols., 2005, HARMAN e cols., 2001, NICKEL e cols.,
1999, PRAJAPATI e cols., 2013).

Alguns estudos recentes também sugerem a participagdo de
adrenoceptores (AR) AR-a1, mais especificamente o subtipo aip, e receptores
serotoninérgicos, subtipo 5-HT1a, Nno processo de proliferagdo celular (KOJIMA
e cols., 2009, ABDUL e cols., 1994, DIZEYI e cols., 2004, SIDDIQUI e cols.,
2006). Como veremos mais detalhadamente a seguir.

Embora ndo seja alvo desse estudo cabe ressaltar que outros trabalhos
tratam do envolvimento de outras vias de sinalizagdo que possam ser
moduladas para o alivio dos sintomas obstrutivos da HPB. Por exemplo, como
revisto em UCKERT & OELKE (2011), estudos clinicos apontam que o uso de
inibidores de fosfodiesterase (PDE), tais como sildenafil e tadalafil, oferecem
grandes oportunidades no tratamento da disfuncdo do trato urinario inferior.
Tais inibidores contém a degradacao do segundo mensageiro GMP ciclico, um
importante mediador endégeno envolvido na contragdo de musculatura lisa
(RYBULKIN e cols., 2003)

B.3. HPB: TRATAMENTO FARMACOLOGICO E EVENTOS ADVERSOS

Clinicamente a determinacgao de inicio e tipo de terapia se baseia num
indice internacional de sintomas prostaticos (IPSS) do inglés “International
Prostatic Symptoms Score”. O IPSS é um questionario composto de perguntas
que avaliam a frequéncia de sete sintomas associados ao crescimento
prostatico (Fig. 5). As respostas recebem uma pontuacao que varia de 0 a 5 de
acordo com a frequéncia dos sintomas. A oitava pergunta, em separado, avalia
a qualidade de vida do homem em relagdo ao seu ato de urinar. Quanto maior
o resultado desta pergunta, pior é a sua qualidade de vida. A soma destas
pontuagdes fornece o escore de sintomas, que pode variar de 0 a 35.

Os sintomas séo considerados como:

e Leves - para valores entre 0 e 7;
e Moderados — para valores entre 8 e 10;

e Graves — para valores entre 20 e 35.
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E importante considerar que a aplicagdo de escores de sintomas nao
substitui a abordagem pessoal do médico com o seu paciente na quantificagao
dos sintomas e avaliagdo do impacto sobre a qualidade de vida do mesmo
(Guideline da Associagdao Americana de Urologia, AUA do inglés “American

Urological Association”, 2003).

Menos de  Menos da Metade Mais que @ Seu
No ultimo més Nenhuma 1 acada5 metade a metade
das vezes sempre escore
vezes das vezes das vezes
1. Esvaziamento
incompleto
Teve a sensacio de 0 1 2 3 4 5
esvaziamento
incompleto da bexiga
2. Frequéncia
Urinou novamente
num intervalo inferior 0 1 2 3 4 S
a 2 horas
3. Intermiténcia
Teve o fluxo de urina 0 1 2 3 4 5
interrompido
4. Urgéncia
Dificuldade em conter 0 1 2 3 4 5
aurina
5. Fluxo urinario
Jato fraco 0 1 2 3 4 S
6. Disuria
Forga ao urinar 0 1 2 3 4 S
Nenhuma 1 vez 2 vezes 3 vezes 4 vezes 5 vezes
7. Nocturia
Despertar durante a 0 1 2 3 4 5
noite para urinar
Total:
Qualidade de vida salzli:;te?to Satisfeito Pasr:tliaslg ﬁgte Indiferente ins:t:il;?:ito Insatisfeito

Se vocé tivesse que passar o
resto da sua vida com esta
condig&o urinaria que tem 0 1 2 3 4 5
hoje, como se sentiria?

Infeliz

Figura 5. Questionario que avalia sintomas associados a HPB.
IPSS (do inglés, “International Prostatic Symptoms Score”)
Adaptado a partir http://www.urospec.com/uro/Forms/ipss.pdf
Acessado em 25.08.2015

A auséncia ou ineficiéncia de uma abordagem farmacolégica pode
resultar em complicagbes (ou eventos adversos da HPB) tais como: retengao
urindaria aguda, incontinéncia urinaria, insuficiéncia renal, infec¢do recorrente do
trato urinario e prostatite, lesdo vesical funcional e anatdbmica, presenca de
calculos na bexiga (SPEAKMAN & CHENG, 2014). Assim, o tratamento
farmacolégico visa melhora dos sintomas (LUTS/BPH) e redugéo das

complicacbes da HPB.
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A HPB constitui um problema de saude publica. GROVES e
colaboradores (2013) avaliaram retrospectivamente as causas de internacao de
3,7 milhdes de homens com mais de 50 anos em hospitais do estado da
Califérnia (EUA) entre 2007 e 2010. Os resultados revelaram que o numero de
internacbes em decorréncia de retengdo urinaria aguda secundaria a HPB
aumentou em 25% no periodo estudado. Em outro estudo avaliando dados do
sistema nacional de saude dos EUA relativos ao periodo de 1998 a 2008,
STROUP e colaboradores (2011) detectaram um aumento de 400% no numero
de internagdes por faléncia renal decorrente de HPB. Naturalmente todas estas
ocorréncias acarretam um custo associado ao sistema de saude, além da
reducdo da capacidade produtiva econémica por parte dos pacientes.

A utilizacdo de um tratamento farmacolégico para a HPB deve
proporcionar ao paciente alivio do LUTS/BPH com o menor numero ou
intensidade de efeitos adversos possiveis (O’'SULLIVAN e cols., 2004). E o
critério para a escolha de melhor terapia farmacoldgica € baseada no IPSS, no
antigeno prostatico especifico (PSA, do inglés “Prostate Specific Antigen”) e
tamanho da préstata (MARBERGER e cols., 2012) (Fig. 6). Atualmente, sdo
duas as principais opgoes de tratamento farmacolégico da HPB: uso de
antagonistas de AR-a4 e de inibidores da 5a-redutase (enzima que promove a

converséao da testosterona em DHT) (Fig. 6).

11
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[ Pacientes com sintomas de HPB ]
[ IPSS £7 ] [ IPSS =7 ]
Auséncia ou pouco Incomodo moderado
incomodo ou severo

4 ¥

r

Prostata pequena,
PSA baixo

Prostata grande,
PSA alto

~

Acompanhamento
médico

J

Antagonista AR-a;

7 Antagonista AR-a,

+
Inibidorde
Sa-redutase

&

4

Figura 6. Organograma para a decisao da conduta a ser tomada para o tratamento da
HPB. IPSS (do inglés, “International Prostatic Symptoms Score”) resultado de
questionario que avalia sinfomas associados a HPB.PSA: Antigeno Prostatico

especifico (do inglés “Prostate Specific Antigen”)
Adaptado a partir MARBERGER e cols., 2012.

O tratamento com antagonistas dos AR-qy

promove o alivio do

LUTS/HPB através do relaxamento da musculatura lisa prostatica, além de

relaxar o colo da bexiga e da uretra, resultando no aumento do fluxo urinario e

esvaziamento da bexiga, conforme sera discutido detalhadamente a seguir.

Desta forma, os antagonistas de AR-a; vao atuar aliviando somente o

componente dindmico da HPB nao tendo qualquer efeito sobre a progressao

dessa condigao clinica.

Atualmente, sdo aprovados, pela agéncia reguladora de medicamentos

norte americana (FDA - “Food and Drug Administration”), cinco antagonistas

dos AR-ay:

terazosina, doxazosina,

tansulosina, alfuzosina e silodosina.

Estudos mostram que todos os eles sdo igualmente eficazes na reducao de

LUTS/HPB, porém, antagonistas seletivos AR-a4a ou uroseletivos apresentam

12
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melhor tolerabilidade pelos pacientes, sendo considerados de primeira escolha
para o tratamento da HPB moderada a severa (NICKEL, 2006, ITO e cols.,
2006, HIEBLE, 2011, HENNENBERG e cols., 2014).

Os sintomas decorrentes do componente estatico da HPB estao
relacionados com aumento do volume prostatico propriamente dito e formacéao
de nddulos fibrosos, que em virtude da capsula prostatica, comprimem
fisicamente a uretra, obstruindo a saida da urina da bexiga. Tal aumento €, em
parte, devido a DHT, como discutido anteriormente (KENNY, 1996; TIWARI e
cols., 2005, CARSON & RITTMASTER, 2003; PRIEST e cols., 2012). Desta
forma, o uso de inibidores da enzima 5a-redutase, enzima que promove a
conversao da testosterona em DHT, como por exemplo finasterida e
dutasterida, tem a finalidade de conter tal crescimento prostatico. Esses
inibidores promovem, a longo prazo, a atrofia da prostata uma vez que
apresentam efeito apoptético sobre o epitélio dependente de andrégeno
(CARSON & RITTMASTER, 2003, UNTERGASSER e cols., 2005). Contudo, os
inibidores da 5a-redutase ndo atuam no componente dinamico da HPB e nao
promovem o alivio imediato dos sintomas obstrutivos.

No estudo “THE VETERANS AFFAIRS COOPERATIVE STUDIES
BENIGN PROSTATIC HYPERPLASIA STUDY GROUP” que comparou por 1
ano a eficacia da terazosina e finasterida sobre o fluxo urinario e IPSS, o
antagonista AR-a, foi superior a finasterida (LEPOR e cols. 1996). Contudo, no
estudo Medical Therapy of Prostatic Symptoms (MTOPS) Research Group,
comparando a eficacia do antagonista AR-a; doxazosina, finasterida ou
doxazosina associada ao inibidor da 5-a redutase finasterida por 4,5 anos e
envolvendo 3047 pacientes, foi observado que inicialmente os tratamentos com
doxazosina como monoterapia ou associada eram equivalentes quanto a
melhora do LUTS/HPB. Contudo, apds o segundo ano, a terapia combinada se
mostrou mais eficaz que a monoterapia com doxazosina na redug¢ao do evento
adverso de retengao urinaria aguda (MCCONNELL e cols., 2003). No grupo de
pacientes tratados com finasterida ocorreram 4 casos de cancer de mama, mas
a possivel relacdo entre este evento e o tratamento, além de outras
complicagdes, tem sido alvo de discussao na literatura e ainda nao se chegou a
um consenso (SCHAUER & MADERSBACHER, 2015). Contudo, o uso

13
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prolongado de inibidores da 5-a redutase esta associado efeitos adversos de
ordem sexual, tais como a redugao da libido e disfungao erétil (MCCONNELL e
cols., 2003, KIRBY e cols., 2003, LEPOR e cols., 1996), o que causa um
grande impacto na qualidade de vida do paciente em idade sexual ativa.

A associagdo de inibidores da 5-a-redutase e antagonista AR-qj,
recomendada em casos de IPSS maior que 7, niveis elevados de PSA (acima
de 2,5 ng/ml) e tamanho da prostata (valores considerados normais entre 20-
30 g) (MARBERGER e cols., 2012), € amplamente discutido na literatura em
comparagao a monoterapia com antagonistas AR-a; (LEPOR e cols., 1996,
MCCONNELL e cols., 2003, KIRBY e cols., 2003), todavia ainda nao se chegou
a um consenso.

Desta forma, ainda que antagonistas de AR-a4 apresentem a hipotensao
postural como um dos efeitos adversos, principalmente em pacientes idosos, o
padrao ouro no tratamento da HPB € o uso de antagonistas de AR-a; de
acordo com as Associagbes Americana e Européia de Urologia (MC VARY e
cols., 2011, OELKE e cols., 2013). Dentre os fatores que contribuem para a
hipotensao postural, um dos mecanismos € o bloqueio de AR-ag em vasos de
resisténcia, os quais tem sua expressdo aumentada em idosos (RUDNER e
cols., 1999, LEPOR, 2007).

A tansulosina, farmaco em uso clinico no Brasil, apresenta alta afinidade
pelos AR-a4a € AR-a4p, €, assim, menor incidéncia de hipotensdao como efeito
adverso. De acordo com diferentes modelos experimentais utilizando
receptores clonados ou nativos, a diferenca de afinidade (Ky ou Kg) entre os
AR-a1a € AR-a4g varia de 2 a 14 vezes (PULITO e cols., 2000; MICHEL e
GOEPEL, 1998; RICHARDSON e cols., 1997). Entretanto, de acordo com
ensaios de dissociagcido, o tempo de meia vida de dissociagao da tansulosina
dos AR-a1a parece ser maior em relacédo aos demais adrenoceptores (SATO e
cols., 2012).

14
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B.4. RECEPTORES ENVOLVIDOS NA LUTS/HPB

B.4.1. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G (GPCR)

Receptores de aminas biogénicas, por exemplo varios subtipos de
adrenoceptores (AR), receptores serotoninérgicos, dopaminérgicos e
mucarinicos, correspondem a proteinas de membrana acoplados a proteina G
heterotrimérica e por isto sdo também denominados “receptores acoplados a
proteina G” (GPCR).

Os GPCR apresentam sete dominios transmembranares (TM) e s&o
ativados por ligantes procedentes do meio extracelular, desencadeando
cascatas de sinalizacao intracelular (BOCKAERT, 1999). Esta familia de GPCR
possui mais de 800 receptores e constitui o mais diversificado grupo de
proteinas codificado pelo genoma humano (GUDERMANN e cols., 1997,
LANDER e cols, 2001, VENTER e cols, 2001, MARINISSEN & GUTKIND,
2001, GEORGE e cols., 2002, FREDRIKSSON e cols., 2003, BJARNADOTTIR
e cols., 2006). A ligacdo de um ligante extracelular promove uma mudanga
conformacional do receptor que é refletida na exposicdo de um dominio de
sinalizagdo na porgao C-terminal intracelular e interacdo com uma proteina G
heterotrimérica (OLDHAM & HAMM, 2008).

Segundo a International Union of Basic and Clinical Pharmacology
(IUPHAR) - Receptor Database; www.iuphar.org), os GPCR sao classificados
pala classificacdo “GRAFS”, estabelecida em 2005 (SCHIOTH &
FREDRIKSSON, 2005) que divide os GPCR de vertebrados em cinco classes:

G - Familia glutamato;

R - Familia rodopsina;

A - Familia de receptores de adeséo;
F - Familia Frizzled;

S - Familia da Secretina
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a. FamiLiA RopoprsINA DE GPCR

Os receptores de aminas biogénicas fazem parte da familia R do
sistema GRAFS. De acordo com OVERINGTON e colaboradores (2006), os
farmacos que possuem como alvo farmacologico esta familia de GPCR
correspondem a aproximadamente 1/4 do mercado farmacéutico mundial. Isso
se justifica devido ao principal papel desses receptores, que é o de reconhecer
uma diversidade de ligantes extracelulares enddgenos e exdégenos como
horménios, proteinas, lipideos, neurotransmissores, entre  outros
(BJARNADOTTIR e cols., 2006; OLDHAM & HAMM, 2008), o que os envolve
em diversos mecanismos fisioldgicos e fisiopatologicos.

GPCR’s da familia R apresentam uma grande similaridade na sequéncia
de aminoacidos em regides especificas destes receptores. E de fato, sabe-se
que AR-a4, receptores de serotonina 5-HTa e receptores dopaminérgicos, por
exemplo, apresentam um alto grau de similaridade estrutural , em especial nas
suas regides hidrofébicas transmembranares que sao responsaveis pelo
reconhecimento de ligantes (HIBERT e cols., 1991, TRUMPP-KALLMEYER e
cols., 1992, GLENNON e cols., 1993, FIORINO e cols., 2005).

a.1. ADRENOCEPTORES a1 (AR-a)

Diversos estudos tém caracterizado a presenca desses receptores,
predominantemente os subtipos aa € ayp, no trato urinario inferior. Na bexiga
humana, o AR-ais, e predominantemente o AR-aip estdo expressos no
musculo detrusor, base da bexiga e no urotélio, e envolvidos na contragao da
base da bexiga (CHEN e cols., 2005; MICHEL e VRYDAG, 2006; MALLOY e
cols., 1998). Em modelo de ratos com obstrugdo ao esvaziamento da bexiga,
foram observados redugao da expressao de AR-aia € aumento em até 40% da
expressao de AR-a1p na bexiga (revisado em MICHEL e VRYDAG, 2006). Em
pacientes com obstrugcdo ao esvaziamento da bexiga ha maior resposta
contratil do musculo detrusor em resposta a fenilefrina (BOUCHELOUCHE e
cols., 2005).
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Na prostata (e uretra) humana, de acordo com estudos de ligacéo e
estudos funcionais, o subtipo a;a € o predominantemente expresso no estroma
e epitélio prostatico, sendo responsavel pela contragcdo muscular (PRICE e
cols., 1993, FORRAY e cols., 1994, TSENG-CRANK e cols., 1995).

Na HPB AR-a1a € AR-a4p tém sua expressao prostatica aumentada. De
acordo com NASU e colaboradores (1996) ha um aumento em cerca de seis
vezes no RNA mensageiro (RNAm) total de AR-a4, sendo que os niveis de
RNAmM as;p aumentam em 3 vezes (NASU e cols., 1996). O aumento da
expressdo de AR-a4 leva a uma super regulacao desta via (TESTA e cols.,
1993, FORRAY e cols., 1994, NASU e cols., 1996, MARUYAMA e cols., 1998,
MICHELOTTI e cols., 2000, MICHEL & VRYDAG, 2006).

A contracdo da musculatura lisa vascular e ndo vascular corresponde a
funcao fisiolégica classica mediada por AR-a4, além do envolvimento na
hipertrofia cardiaca, proliferagdo celular de musculatura lisa vascular,
hepatdcitos e prostata (ROKOSH e cols., 1996, ZHONG & MINNEMAN, 1999,
MICHELQOTTI e cols., 2000, PIASCIK & PEREZ, 2001, KOJIMA e cols., 2009).

No trato urinario inferior, os mecanismos celulares via AR-a1a € AR-a1p
envolvidos nesses processos ja foram, em parte, estabelecidos. O mecanismo
de contracdo muscular ja é bastante conhecido e descrito na literatura. Em
linhas gerais, na presenga de um agonista, os AR-a1a € AR-ayp sé&o ativados
causando a dissociacao da proteina Gq, gerando as subunidades a e By.
Subsequentemente, a subunidade aGq ativa a fosfolipase Cp1 (PLC-B1) e a
GTPase monomérica RhoA (HENNENBERG & GRATZKE, 2013). A PLC-B1
hidrolisa o fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) da membrana formando os
segundos mensageiros inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O
IP; causa a abertura dos canais de calcio presentes no reticulo
sarcoplasmatico aumentando a concentracao citosélica de Ca®". A abertura dos
canais de Ca?" (do tipo L) dependentes de voltagem mediada por reacdes de
fosforilacdo, e canais de Ca®*" operados por ligante, propicia uma corrente
massiva de Ca?* do meio extracelular para o meio intracelular. O aumento de
Ca?" intracelular leva a ativacdo da calmodulina e da proteina cinase

dependente de Ca?*/calmodulina (CaMK 1), a qual fosforila um residuo serina
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na cadeia leve da miosina (CLM), favorecendo a interagao actina-miosina (WU
e cols., 1992, DOCHERTY, 2010), levando a contragdo muscular.

Além disso, contribuindo com a contracdo muscular, o DAG estimula as
isoformas da proteina cinase C (PKC), de maneira independente ou ndo de
Ca?*. PKC gera a inibicdo da fosfatase de CLM através da fosforilagdo da
subunidade regulatéria, ocorrendo sensibilizacdo dos miofilamentos ao Ca®', o
que resulta em uma maior fosforilagdo da CLM (SOMLYO & SOMLYO, 2003,
HENNENBERG e cols, 2013).

A expressao aumentada dos AR-aia € AR-aip durante a HPB com
consequente super regulagdo de suas vias, pode culminar na ativagdo de
proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPK), também conhecidas como
proteinas cinases ativadas por sinais extracelulares (ERK 1/2). Estas proteinas
comunicam sinais extracelulares ao nucleo através da ativagédo de uma série
de proteinas cinases que culminam na transcricdo de diversos genes
envolvidos na hipertrofia e proliferagdo celular (GARCIA-SAINZ e cols., 1999,
GENTILI e cols., 2002, KUBO e cols., 2005, DELLA e cols., 1997).

Enquanto que a via candnica de sinalizagdo mitogénica ativada por
GPCR é razoavelmente bem definida (ROZENGURT, 2007), uma via menos
elucidada, mas igualmente importante da sinalizagdo de GPCR, é a sua
capacidade para modular receptores tirosina cinase, tais como o receptor do
fator de crescimento epidermal (EGFR) (DAUB e cols., 1996). A participagao do
EGFR na sinalizacdo de GPCR é um processo de transativagao critico para a
atividade mitogénica em alguns modelos (DAUB e cols., 1996, PRENZEL e
cols., 1999) e ja foi descrito no trato reprodutor masculino (revisto em
AVELLAR e cols., 2009).

Um dos mecanismos moleculares propostos para este processo de
transativagao envolve a ativagdo de um conjunto distinto de metaloproteases e
a geragao de determinados membros da familia EGF, que, por sua vez, ativam
EGFR de maneira autécrino/paracrina (PRENZEL e cols., 1999; LIEBMANN,
2011) (Fig. 7).
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Figura 7. Esquema da transativagdo de EGFR induzida por GPCR — Modificado de
LAPPANO & MAGGIOLINI, 2011. Receptores acoplados a proteina G (GPCRs)
induzem a transativagao de receptores de fatores de crescimento epidermal (EGFR).
Tal transativagdo pode envolver varios mediadores, tais como proteinas quinases nao-
receptoras (SRC), célcio intracelular (Ca**) , a proteina quinase C (PKC) e proteina
quinase A (PKA). Estes mediadores ativam metaloproteinases de matriz (MMP) que
vao clivar pro-HB-EGF, liberando o fator de crescimento epidérmico ligado a heparina
(HB-EGF), que iré ativar os EGFR. Este receptor, por meio da via das MAPK, vai
induzir a proliferagéo celular.

Diversos estudos mostram que a transativacdo de EGFR esta
envolvida na sinalizacdo de AR-a4. Por exemplo, a proliferacdo de células
mediada por AR-a1 e contragido vascular € dependente da ativacdo de cinases
mediadas pelo EGFR (OGANESIAN e cols., 2011, ULU e cols., 2010, ZHANG
e cols., 2004). A transativacdo de EGFR por AR-a4g estd envolvido no
mecanismo de dessensibilizacdo do receptor (CASAS-GONZALEZ e cols.,
2006). Desta forma a ativacdo de AR-a; podem, pelas vias canbnica e nao-
canénica, culminar em eventos proliferativos.

KIM e colaboradores (2009) demonstraram que a fenilefrina, agonista
nao seletivo AR-a4, induz alteragdes celulares compativeis com HPB. KOJIMA
e colaboradores demostraram no mesmo ano a participagdo do AR-aip na
regulacdo da proliferacao celular, inclusive em tecido prostatico humano e de
roedores. A ativacdo desses receptores induz a proliferacdo celular estromal,

epitelial e de musculatura lisa, e o bloqueio destes receptores previne este
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efeito. H4 um farmaco em uso clinico no Japao, o Naftopidil, que inibe a
proliferacdo estromal e epitelial da préstata. Este farmaco € um derivado N-
fenilpiperazinico e antagonista com maior afinidade pelo subtipo AR-aip
(KOJIMA e cols., 2009, MICHEL, 2010, HARA e cols., 2013, HENNENBERG e
cols., 2014).

Antagonistas AR-a4, tais como a tansulosina, sdo utilizados para o
tratamento da HPB, uma vez que levam ao relaxamento da musculatura lisa
prostatica e aliviam os sintomas obstrutivos da HPB (MCNEAL, 1990, ZAKARIA
e cols., 2001, NICKEL, 2006). Essa abordagem farmacoldgica foi um grande
avango no tratamento da HPB, principalmente devido a melhor tolerabilidade
por pacientes (MICHEL 2010, JELSKI & SPEAKMAN, 2012). Porém, dois
fatores importantes de LUTS/HBP que ndo sdo modulados por antagonistas de
AR-a4p sdo o tamanho da prdstata e hiperatividade do musculo detrusor
(MCVARY e cols., 2011, OELKE e cols., 2013).

a.2. RECEPTORES SEROTONINERGICOS 5-HT1a

Ao nivel molecular foi verificado que a maioria dos receptores 5-HT é
metabotropico e, portanto acoplada a proteina G (GPCR). E como dito
anteriormente, eles pertencem principalmente a familia R de GPCR, com
excecao de um unico membro da familia, o receptor 5-HT3, que corresponde a
um receptor ionotrépico (HUMPHREY e cols., 1993).

Na préstata existem células neuroendécrinas que produzem e secretam
serotonina (5-HT) (ABRAHAMSSON e cols., 1986), Elas estdo relacionadas
com a patogénese da HPB, pois foi observada maior densidade destas células
em pequenos nédulos em desenvolvimento e em ductos na zona de transigao
(COCKETT e cols., 1993; ISLAM e cols., 2002).

Receptores serotoninérgicos, subtipo 5-HTa, s@o expressos nas células
prostaticas conforme observado tanto em bidpsia de tecido de pacientes com
HPB como em linhagens de células tumorais de prostata tais como LNCaP,
DU-145 e PC-3, sugerindo um efeito autécrino da 5-HT (DIZEYI e cols., 2004).

A 5-HT secretada por células neuroenddcrinas é reconhecida como fator

de crescimento em varios tipos celulares incluindo células prostaticas (DIZEYI
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e cols., 2004, SIDDIQUIi e cols., 2006). Estudos sugerem o envolvimento da 5-
HT no desenvolvimento da HPB, uma vez que estimula a atividade proliferativa
das células epiteliais juntamente com outros fatores de crescimento,
estimulando a mitogénese em fibroblastos e em musculatura lisa (COCKETT e
cols., 1993; ISLAM e cols., 2002).

A ativagdo do receptor 5-HT4ao aumenta a proliferacédo de células da
préstata, através da estimulagdo da via de AkKt/MAPK (HSIUNG e cols., 2005,
DIZEYI e cols., 2011). Por conseguinte, a inibicao da atividade desse receptor,
por tratamento com NAN190, por exemplo, reduz a proliferacdo de linhagens
células de cancer de préstata in vitro (PC3, DU145 e LNCaP) (ABDUL e cols.,
1994 e 1995; DIZEYI e cols., 2004 e 2005).

Desta forma, antagonistas de receptores 5-HTa apresentam efeitos anti-
proliferativos (ABDUL e cols., 1994; DIZEYI e cols., 2004, SIDDIQUI e cols.,
2006, FIORINO e cols., 2014). Fazendo com que este receptor acoplado a
proteina G seja considerado como um alvo atrativo para o desenvolvimento de
farmacos com acao anti-proliferativa, tais como farmacos para o tratamento da
HPB (CHAGAS-SILVA e cols, 2014)

C. PROPOSICAO DE NOVA ABORDAGEM FARMACOLOGICA PARA O
TRATAMENTO DA HPB

O tratamento da HPB pela utilizacao de antagonistas que possam, de
maneira concomitante, relaxar o tecido prostatico e retardar o aumento da
prostata pode ser mais eficaz do que a monoterapia direcionada para o
antagonismo de AR-a4,, atualmente em uso clinico (MICHEL, 2010).

Tendo em vista as agdes anti-proliferativas relacionadas ao AR-aip e
receptores 5-HT 14, propomos neste estudo uma nova abordagem no campo de
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da HPB. Esta nova
abordagem corresponde a busca por antagonistas multi-alvos de AR-aiap €

receptores 5-HTa.
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C.1. ESTRUTURA PRIVILEGIADA

Em quimica medicinal, estruturas quimicas que tém esta capacidade de
reconhecer diferentes receptores sdo chamados de estruturas priveligiadas. Tal
termo comecgou a ser empregado no final da década de 80, visando explicar a
habilidade de certas estruturas reconhecerem diferentes alvos (EVANS e cols.,
1988).

Trata-se de “esqueletos moleculares” com propriedades versateis de
interacdo intermolecular, permitindo a interagdo de forma potente e seletiva
com diferentes alvos moleculares (receptores) através da modificacdo de
grupos funcionais (DESIMONE e cols., 2004). De fato a adogédo desse novo
conceito gerou um grande impacto no processo de desenvolvimento de novos
farmacos, como pode ser notado pelo grande numero de citagdes da
expressao "Estruturas privilegiadas" em diferentes bancos de dados (DUARTE
e cols., 2007).

Uma estrutura quimica que pode ser considerada como estrutura
privilegiada é a subunidade de N-fenilpiperazina (Fig. 8) que representa um
dos “esqueletos moleculares” mais versateis utilizados no campo da quimica
medicinal (MAIA e cols., 2012). Este arcabougo tem sido principalmente
utilizado na concepgédo de compostos que sdo capazes de agir em varios
receptores de aminas biogénicas, tais como varios subtipos de AR, receptores
serotoninérgicos e dopaminérgicos (SOSKIC & JOKSIMOVIC, 1998, LOPEZ-
RODRIGUEZ e cols., 2002, ROSINI e cols., 2007).
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Figura 8. Pontos farmacoféricos e caracteristicas de conformacionais (A — Nitrogénio
basico; B - Anel aromatico (ponto de intera¢des hidrofébicas); C — espacgador) da
subunidade N-fenilpiperazina, e suas semelhangas com 0s neurotransmissores
serotonina, dopamina e adrenalina. Adaptado a partir de MAIA e cols., 2012.

C.2. NOVOS DERIVADOS N-FENILPIPERAZINICOS

Anteriormente, durante desenvolvimento de minha dissertacdo de
mestrado, investigamos a relagao estrutura-atividade de novos substancias
(série LDT 2-8), os quais compartiham a unidade farmacoférica N-
fenilpiperazina (indicada pela seta vermelha) do BMY-7378 (ferramenta
farmacoldgica, antagonista de AR-ayp) (Fig. 9A) e uma segunda subunidade
farmacoférica benzodioxola (indicada pela seta azul) do LASSBio-772 (Fig. 9B)
(ROMEIRO e cols., 2011), quanto aos seus efeitos nos AR-a.

23



L. Introducao

n/\ |
\“0 /\‘\ .@ 0:;7\/‘%"“"‘;—__
/L __~_"NH -

i e, »N\/ bl P N““‘.\
(O G
o I N
N-fenilpiperazina “

BMY7378
: A

Figura 9. Parte superior: Estruturas da N-fenilpiperazina e BMY7378; Parte inferior: (A)
Nucleo N-fenilpiperazinico dos LDTs. R1 e R2 representam substituintes no N, da
piperazina e na posicdo 2 do anel aromatico, respectivamente. (B) Estrutura quimica
do LASSBio-772 (Romeiro e cols., 2011). A unidade farmacoférica N-fenilpiperazinica
¢é identificada pela seta vermelha, e a unidade farmacoférica arilica é indicada pela
seta azul.

Nos estudos com a nova série, foram realizados inicialmente ensaios
funcionais em aorta de rato e de radioligagao (binding) em preparagdes de
figado de coelho e rato, tecidos estes enriquecidos em AR-a1p, AR-asp € AR-
a4 nativos, respectivamente. Além disso, avaliamos a afinidade por receptores
5-HT+a. Nesta primeira etapa dos estudos destacaram-se LDT3, LDT5 e LDT8
(Fig. 10), os quais apresentaram elevada afinidade (faixa nM) por AR-aap €
receptores 5-HTqa (tabela 1) Enquanto que apresentaram menores afinidades
por receptores AR-a1g e receptores serotoninérgicos 5-HTza (tabela 2).
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Figura 10: Estruturas moleculares dos LDT3, LDT5 e LDT8 (PCT/BR2013/00003)
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Tabela 1. Valores de K, ou Kg para os AR-aiap € receptores 5-HT . (Nascimento,
2011, PCT/BR2013/00003)

LDT3 LDT5 LDT8

AR AR AR
aia Oip 5-HT1Aa a1a  aip 5-HT1a a4 aip  5-HTia
Kiou Kg (nM) 4,63 1,95 1,2 3,67 0,59 2,5 3,76 0,18 0,02

Tabela 2. Valores de K; para os AR-asg e receptores 5-HT,s. (Nascimento, 2011,
PCT/BR2013/00003)

LDT3 LDTS LDTS8
AR-G1B 5-HT2A AR-G1B 5-HT2A AR-G1B 5-HT2A
Ki (nM) 73 45 12 248 9,07 254

Desta forma, LDT3, LDT5 e LDT8 podem constituir novos antagonistas
multi-alvos (AR-a; (a1a € aip) e receptores 5-HTqa), 0s quais podem ser
potencialmente uteis ndo s6 no alivio dos sintomas da HPB mas também para
inibir a proliferacado do tecido prostatico. E por esses motivos foram eleitas para

dar continuidade ao projeto, sendo objeto de estudo desta tese de doutorado.
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11.0bjetivo

Il. A. OBJETIVOS GERAIS

Caracterizar farmacologicamente trés derivados N-fenilpiperazinicos,

LDT3, LDT5 e LDTS8, selecionados anteriormente por serem antagonistas de

AR-a4p € aqp, além de apresentarem altas afinidades por estes receptores e

receptores 5-HTqa, determinando suas atividades intrinsecas por estes

receptores. Verificar se tais afinidades seriam reproduzidas em modelos de

receptores humanos, avaliando a seletividade e capacidade antiproliferativa

destes compostos na busca de novos candidatos a protétipos de farmacos para

o tratamento da hiperplasia prostatica benigna.

Il. B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

B
v
v

v

Avaliacao teodrica das propriedades moleculares dos LDTs

. 1. Em material/modelo animal

Determinar de afinidade e atividade intrinseca para AR-a1a
Determinar da seletividade dos LDTs pela verificagao de afinidades
por receptores nao-alvo (AR-ap, receptores muscarinicos e
dopaminérgicos (D,-“like”)

Determinar de atividade intrinseca para receptores 5-HT s
Determinar de possiveis efeitos toxicos apds administracdo de dose
unica dos LDTs in vivo

Determinar dos efeitos dos LDTs em modelo de pressao intrauretral
elevada por via adrenérgica, in vivo

Determinar dos efeitos do LDTs sobre a pressao arterial média em

animal anestesiado

. 2. Em material humano

Determinar de afinidade dos LDTs por AR-a1 humanos em células
transfectadas com tais receptores

v’ Determinar o efeito antiproliferativo dos LDTs utilizando células

v

humanas (linhagem de célula prostatica tumoral DU-145 e linhagem
primaria de células provenientes de pacientes portadores de
hiperplasia prostatica benigna)

Determinar possiveis efeitos citotoxicos dos LDTs
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I11. Material e Métodos

lll. A. Novos DERIVADOS N-FENILPIPERAZINICOS

Ill. A. 1. OBTENGAO

Todos os derivados, denominados LDTs, foram sintetizados pela equipe
do professor Luiz Antonio Soares Romeiro (laboratério LADETER,
Universidade Catodlica de Brasilia), com rendimentos que variaram de 86 a
97%, e foram disponibilizados sob forma sélida de monocloridratos com
posterior solubilizagdo a concentragdo de 10 mM em agua ultrapura e estoque
a-20°C.

Os LDTs foram caracterizados através de espectros de infra-vermelho
com transformada de Fourier (FT-IR) em um espectrdmetro Perkin Elmer
(Spectrum BX) (Anexo 1), espectros de "H-RMN (300 e 500 MHz CDCI3) e de
BC-RMN (75 e 125 MHz, CDCls) em Varian Plus (7,05 T) e espectrometros
Bruker Avance DRX500 e DRX300 (Anexo 1), e espectros de massa
registrados em espectrémetro Shimadzu LCMS IT-TOF.

A pureza foi determinada por cromatografia de camada delgada eluida
com mistura de solventes polar e apolar (etanol/cloroférmio) mostrando apenas
uma unica mancha (spot).

A cada dia de experimento, foram diluidas pequenas aliquotas da
solucdo estoque em concentragdes necessarias para a realizacdo do

experimento em questao.

Ill. A. 2. AVALIAGAO TEORICA DAS PROPRIEDADES MOLECULARES DOS LDTs

lll. A. 2.a. “REGRA DOS CINCO” DE LIPINSKI (RO5)

Segundo Lipinski e cols. (1997), para assegurar uma boa
biodisponibilidade oral, um farmaco deveria satisfazer a quatro critérios
associados com a solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal, sdo eles:

i) apresentar até 5 doadores de ligagao hidrogénio;

ii) apresentar até 10 aceptores de ligagéo hidrogénio;

fii) possuir massa molecular menor que 500 Da;

iv) LogP menor que 5.
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Essa condi¢cao é conhecida como “Regra dos Cinco”, uma vez que para
cada um dos quatro parametros, os valores encontrados correspondem a cinco
ou a seus multiplos (LIPINSKI, 2004). Tal regra serve como um guia qualitativo
para predizer se as moléculas apresentarao boa absorgcido e permeabilidade.

As propriedades moleculares dos LDTs foram calculadas através do uso
do programa Advanced Chemistry Development, inc. sofware acd/Percepta
verséo 14.0.0 (Build 2254), modulo Physchem.

lll. A. 2.b. EFICIENCIA DO LIGANTE

Um parametro que tem tido seu uso bastante difundido no contexto de
planejamento e desenvolvimento de novos farmacos é a Eficiéncia do Ligante
(EL). Este corresponde a energia de ligagado por atomo de um ligante ao seu
receptor.

A EL foi obtida utilizando dados da atividade bioldgica in vitro (valores de
pKi obtidos em ensaios de binding) corrigido pelo numero de atomos néo-
hidrogénio (isto é, carbono, nitrogénio, oxigénio), normalizando assim a
atividade relativa com o tamanho da molécula (HOPKINS e cols., 2014):

(Equacéo 1)

1,4 x pKi
" N2de idtomos nio H

EL

Ill. B. OBTENGAO DOS ORGAOS

Todos os protocolos foram previamente aprovados pelo comité de ética
da UFRJ (CEUA; protocolo: DFBCICB011).

Ratos Wistar machos de 2,5 — 3 meses foram eutanasiados por
decaptacdo apos serem anestesiados em camara saturada com éter. Para os
ensaios funcionais de contragdo isométrica, as tiras de prostata foram
removidas e manipuladas em solugéo fisiologica como descrito em /ll.C.1
(PICARELLI e cols.,1962). Para os ensaios de ligagao, apds o sacrificio dos

animais, o tecido a ser utilizado foi rapidamente removido. Os cérebros foram
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cuidadosamente dissecados sobre placa de gelo, para obtengao das seguintes
estruturas: cortex, estriado e hipocampo. Os tecidos obtidos foram entdo
armazenados em nitrogénio liquido (N2) até a preparagcdo do homogeneizado
seguindo protocolo descrito anteriormente (NEVES e cols., 2010, CHAGAS-
SILVA e cols., 2014; NOEL e cols., 2014).

lll. C. SOLUGOES UTILIZADAS

1. ENSAIO FUNCIONAL

v" Solucéo fisiologica

NaCl 138 mM
KCI 5,7 mM
CaCl, 1,8 mM
NaH,;PO4 0,36 mM
NaHCO; 15 mM
Glicose 55 mM

v Solucédo de potassio despolarizante
KCI 60 mM

2. ENsAIO DE BINDING COMPETITIVO

2. A. PREPARAGAO DE PROTEINA

v" Solucdo de armazenamento e descongelamento (Solucédo "1")

Sacarose 0,25M

EGTA 1 mM

Tris 5 mM

HCI 1N até pH 7,2, a 25°C

v" Solucdo para homogeneizacdo de figado de rato (Solucdo "2")

EDTA 2 mM

NaCl 100 mM

Tris 50 mM

HCI 1N até pH 7,2, a 25°C
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v" Solucdo tampao (Solucdo "3")

EDTA 1 mM
Tris 50 mM
HCI 1N até pH 7,2, a 25°C

v" Solucédo tampao (Solucdo "4")
Tris 50 mM
HCI 1N até pH 7,4, a 37°C

v" Solucdo tampao para homogeneizacido e armazenamento de estriado,

cortex e hipocampo de rato (Solucio "5")

Tris 50 mM

MgCl, 8 mM

EDTA 5 mM

HCI 1N até pH 7,4, a 37°C ou 4°C

2. B. MEIOS DE INCUBAGAO PARA EXPERIMENTOS DE BINDING

v' Adrenoceptores a, (a>-AR)
[’H]-RX821002 1,0 nM
Tris 50 mM
HCI 1N até pH 7,4, a 25°C

v' Receptores muscarinicos

[*H]-QNB 0,1 nM
Tris 50 mM
HCI 1N até pH 7,4, a 37°C
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v Receptores Dopaminérgicos (D,-Like)
[’H]-YM-09151-2 0,1 nM

NaCl 120 mM

KCI 5mM

MgCl, 5 mM

CaCl, 1,5 mM

EDTA 1 mM

Tris 50 mM

HCI 1N até pH 7,2, a 25°C

v Receptores Serotoninérqgicos 5-HTa

[°H]-p-MPPF 0,5 nM

NaCl 120 mM

KClI 5mM

MgCl, 5mM

CaCl, 1,5mM

EDTA 1 mM

Tris 50 mM

HCI 1N até pH 7,2, a 25°C

2. C. SOLUGAO DE LAVAGEM

v Adrenoceptores a; (a,-AR), receptores muscarinicos e dopaminérgicos

(Dy-Like)

Tris 5mM
HCI 1N até pH 7,4, a 25°C

2. D. LiQuIDO DE CINTILAGAO

PPO 49
POPOP 0,1g
Tolueno 1L
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3. TAMPAO PARA ENSAIO DE MEDIDA DE CALCIO INTRACELULAR

HEPES 20 mM

NaCl 120 mM

KH2PO4 1,2 mM

MgSO4 1,2 mM

KCI 4,75 mM

Glicose 10 mM

CaCl, 1,2 mM

BSA 0,05%

HCI 1N até pH 7,4, a 25°C

4. TampPAO RIPA

NaCl 150 mM

Tris 50 mM

EDTA 1 mM

Nonidet P40 1%

HCI 1N até pH 7,4, a 25°C

lll.D. RADIOLIGANTES E FARMACOS UTILIZADOS

Os radioligantes: [°H]-RX821002 (atividade especifica 60 Ci/mmol -
PerkinElmer, EUA), [°H]-QNB (atividade especifica 48 Ci/mmol — Amersham,
UK), [’H]-YM-09151-2 (atividade especifica 82,7 Ci/mmol - Amersham (UK)).
Cloridrato de prazosina, cloridrato de 5-hidroxitriptamina, cloridrato de
acetilcolina, cloridrato de (R)-(-)-fenilefrina, bitartarato de adrenalina, cloridrato
de (z)-propranolol, foram comprados da SIGMA, EUA. Cloridrato de BMY7378,
cloridrato de (R)-tansulosina e a (R,S)-(¢)- sulpirida foram adquiridas da Tocris
Bioscience (EUA). E, (-)-epinefrina e CRM197 foram comprados da Sigma, Séo
Paulo, Brasil. Soro fetal bovino (SFB), penincilina e estreptomicina, tripsina e
EGF foram comprados da Gibco/lifetechnologies; AG1478, GM6001 e
PD98059 da Calbiochem.
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lll. E. ENSAIOS FUNCIONAIS

lII.LE.1. CONTRAGAO ISOMETRICA — TIRAS DE PROSTATA

Como descrito por NANDA e colaboradores (2009), realizou-se ensaios
de contracdo isométrica utilizando ratos Wistar machos, com idade de 2,5 — 3
meses eutanasiados como descrito anteriormente. A prostata (tecido
enriquecido em receptores aia-adrenérgicos funcionais) (SCOFIELD e cols.,
1995) foi removida, livre dos tecidos conectivos adjacentes, e a parte ventral foi
cortada em segmentos (tiras) de 10 mm.

Em seguida, cada tira foi fixada a um transdutor de tensdo (GRASS FT-
03), e mergulhada em cuba contendo 9 ml de solugédo fisiolégica, mantida a
37°C sob constante aeragdo com mistura carbogénica (95% de O; e 5% de
COy) (Fig. 11). Os segmentos da prostata foram entdo submetidos a uma pré-
carga de 10 mN por 60 minutos, com troca da solugdo de lavagem a cada 20

minutos.

Registrador

Transdutor
deforga

Farmacos

Cuba
(37°C) ™~

Tira de
prostata

Figura 11: Representag&o esquematica do sistema de 6rgéo isolado onde
realizou-se ensaios funcionais com prostata de rato
(modificado de EVORA e cols., 7999).
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Inicialmente, foram induzidas duas contragdes com solugcao de KCI 60
mM para obtengao de contragdes reprodutiveis. Em seguida a preparacgao foi
lavada e mantida em repouso por 45 minutos, visando a recuperacgao do tecido.
Foram entdo realizadas curvas cumulativas a fenilefrina (FE) (10% — 10™*M)
(agonista seletivo dos as-adrenoceptores) na presencga de propranolol 0,1 uM
(antagonista dos B-adrenoceptores), com intervalo de 1 hora entre cada curva.
As curvas foram realizadas antes e apds a incubacéo por 1 hora com os LDTs
(10 nM), ou com tansulosina (10 nM) (antagonista seletivo dos aqa.
adrenoceptores).

Paralelamente, um controle temporal foi realizado para descartar a
existéncia de algum artefato sobre a contragdo medida, onde adicionou-se
apenas o veiculo (agua ultrapura Milli Q®) no lugar da substancia a ser testada.

Os dados foram digitalizados no sistema MacLab 8S conectado ao
transdutor de tensdo isométrico Grass FT-03, que registrou a variacdo de
tensdo em miliNewtons (mN) gerada ao longo do ensaio. Os dados
digitalizados foram entdo analisados através do programa Chart 3.4/s (MacLab,
Inc., EUA).

Desta forma, através da construgcéo de curvas concentragao-resposta ao
agonista FE na auséncia e presenga do antagonista pode-se determinar os
parametros de efeito maximo (Emax) € concentragéo que promove 50% do Enax
(CEsp). A razao entre o valor de CEsp nestas duas condigcdes corresponde a um
terceiro parametro, denominado “razdo da concentragdo” (ou CR), conforme

mostrado na figura 12.
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z

E CEzy
8 =

5 CESQ
(18

CEq CEs
Agonista log [M]

Figura 12: Curva concentragao-resposta teodrica do agonista na auséncia (linha

continua) e presenga do antagonista superavel (linha pontilhada).

Uma vez determinado estes parametros, a afinidade aparente dos
antagonistas (Kg) in vitro foi calculada usando-se a equacado de Gaddum (Eq.

2), valida para antagonistas competitivos reversiveis (KENAKIN, 1993).

N

(Equacéo 2)

[Iog (CR-1) =log [B] — log Kz

J,

Onde, CR=razdo da concentragdo (CE’so/CEsp); [B]=concentragdo do

antagonista ‘B’; Kg= constante de equilibrio de dissociagdo do antagonista ‘B’.
lll. F. ENSAIOS DE LIGAGAO (BINDING)

Para todos os ensaios de binding realizamos inicialmente os ensaios de
saturacdo, onde medimos a ligacao do radioligante especifico ao receptor
estudado: o [°H]-RX821002 para os AR-aza, 0 [°H]-QNB para os receptores
muscarinicos, e o [°H]-YM-09151-2 para os receptores D,-“like”.

Utilizando prepara¢gdes membranares de tecidos enriquecidos em cada
um dos receptores estudados, realizamos ensaios na auséncia e presencga de
diferentes concentragdes de um ligante nao radioativo (por exemplo, 107"° - 107

M). Os dados obtidos no ensaio de saturagdo nos permitem obter os
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parametros Ky (constante de dissociagao), a qual representa a concentragao de
radioligante necessaria para ocupar 50% dos sitios receptores, € Bmax,
densidade maxima dos sitios de ligacdo, os quais foram calculados por
regressao nao-linear. Como mostrado na figura 13, o eixo da abscissa contém
as concentragdes molares crescentes do ligante ndo radioativo, e no eixo da
ordenada os valores de bound, ou seja ligagao especifica do ligante radioativo
ao receptor. Os valores crescentes de bound foram calculados indiretamente.
O valor de bound (fmol/mg proteina) obtido com o radioligante (ex: *[H]-
prazosina) foi multiplicado por um fator de diluicdo (FD) decorrente da adicao
do ligante nao radioativo (ex: prazosina) ao meio contendo o radioligante (Eq.
2), em processo conhecido como diluicdo isotopica. Este procedimento visa
obter uma curva de saturagdo com menor gasto de substancia radioativa e de

material bioldgico.

[ligante] + [radioligante]

M
O
1

(Equagao 2) [radioligante]

1007

Bmax

Bound
(fmol/mg)

1;] 20 30
Ligante livre (nM)

Figura 13: Curva tedrica de saturagdo
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Ensaios de competicdo nos permitem construir curvas de inibicado da
ligacao especifica do radioligante (Fig. 14). Havendo afinidade do agente
competidor pelo receptor, quanto maior for a concentragdo empregada do
competidor, neste caso os LDTs, maior sera a competicao pelos receptores
especificos e inibicdo da ligagao do radioligante ao seu receptor. Isto pode ser
observado pela progressiva redugcdo da radioatividade retida nos filtros e

detectada pelo contador de cintilagao liquida.

100+
EEE 80+
8 5
2D  60-
©3
&S 40- Clso
S o
o
=T 204
2
() —rrrrp—rrra= T ——

-8 -7 -6 -5
Competidor log [M]

1
w

Figura 14: Curva tedrica de competicéo

A partir destas curvas de inibicdo foi possivel calcular os valores de
concentragédo de LDT que inibem em 50% a ligagao do radioligante (Clsp). Tais
valores foram convertidos a valores de K; (constante de dissociacdo do
competidor no equilibrio ou constante de inibicdo) através da equagao de
Cheng-Prusoff (Eq. 3) (CHENG & PRUSOFF, 1973).

K = Clso
(Equacéo 3) 1+ ([L]/ Ky)
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Onde K= constante de inibicdo; Clsg = concentragado que inibe em 50% a
ligacdo do radioligante; [L] = concentragdo do radioligante; K4 = constante de

equilibrio de dissociagéo do radioligante (medido em ensaio de saturagdo).

1. ADRENOCEPTORES 0

1. A. PREPARAGAO MEMBRANAR

Seguindo o protocolo previamente descrito por NEVES e colaboradores
(2010), foram obtidas preparacbées membranares de homogeneizado de cortex
de rato. Tais preparacbes membranares sao enriquecidas no subtipo AR-aza
(HANDY E COLS., 1993).

Os odrgaos foram homogeneizados em Potter com o auxilio de um
aparelho motorizado (Fisatom) e pistdo de teflon, na proporg¢ao de 10 partes de
tamp&o Tris-HCI 50 mM (pH 7,4 a 4°C) para 1 parte de material, por trés vezes
durante 30 segundos cada vez. Nos intervalos a solugao ficou em repouso por
1 minuto em gelo.

Em seguida realizou-se uma centrifugagéo a 900 x g, por 10 minutos a
4°C, onde se obteve um pellet que foi ressuspenso em solug¢ao Tris-HCI 50 mM
(pH 7,4) gelada e o mesmo procedimento foi realizado mais uma vez. O
sobrenadante foi entdo centrifugado a 48.000 x g, por 10 minutos a 4°C,
obtendo-se um pellet que foi ressuspenso na proporcédo de 20 partes de Tris-
HCI 50 mM (pH 7,4 a 4°C) para 1 parte de material, e incubado a 37°C por 10
minutos, a fim de se remover os neurotransmissores endégenos. Por fim, foi
realizada a centrifugagdo por mais duas vezes a 48.000 x g, por 10 minutos a
4°C, e entdo o pellet final foi ressuspenso em solugédo de Tris-HCI 50 mM (pH

7,4) (Fig. 15) e estocado em aliquotas de 300 pL em nitrogénio liquido.
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HOMOGENEIZADO

Cortex de rato

g

Centrifugagao
900xg
Pellet 10 minutos a 4°C Sobrenadante

Pellet

2o

Centrifugacao
900xg,
10 minutos a 4°C Sobrenadante
SO|U(}§O “477
Ultra-centrifugagéao
Pellet <: 48.000xg,
G 10 minutos a 4°C

Ressuspende
Solugao 4"

Ultra-centrifugacao

48.000xg,
Pellet <: 10 minutos a 4°C
@ Solugéo “4”

Ultra-centrifugacao

48.000xg,
10 minutos a 4°C

Solucéao “4”

Ressuspensao
Solugao “4”

Figura 15: Organograma de preparagdo membranar de cortex de rato (AR-04)
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Em todos os protocolos de preparagdes membranares a dosagem de
proteina foi realizada de acordo com o método de LOWRY e cols. (1951). Ver
adiante em /IL.F.5.

1. B. BINDING DO [*H]-RX821002 A0S RECEPTORES AR-0i2a

Nos ensaios de saturagédo foi medida a ligagado do [*H]-RX821002 aos
AR-a; na auséncia e presenga de concentragdes crescentes (0,03 — 10 nM) de
RX821002 ndo radioativo. Os ensaios de competicdo foram realizados de
acordo com o descrito anteriormente (UHLEN e cols., 1991). Em tubos de
ensaio contendo 350 pL de solucdo intermediaria contendo radioligante (ver
sessdo lll.C.2.B) foram adicionados 50 uL de diferentes concentragdes de
LDTs (concentracao final 3x10® — 3x10™° M), ou 50 pL de agua (veiculo para a
diluicdo dos LDTs), para a determinagcao da ligacao total; ou 50 uL de
bitartarato de adrenalina (100 uM) para a determinacdo da ligacdo néo-
especifica, além de 150 pg de proteina das preparagbes membranares de
cortex de rato (AR-aza) contidos em 50 pl de suspensdo completando volume
final de 500 pL. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Em ambos ensaios, as preparacbes membranares, em solucao
intermediaria contendo os ligantes, foram incubadas a 30°C por 60 minutos.

Apods o periodo de incubacéao, a reagao foi parada pela adicdo de 4 mL
de solucao de lavagem gelada (Tris-HCI 5 mM, pH 7,4), seguida por filtragao
rapida & vacuo em filtros de fibra de vidro (GMF 3, Filtrak®) umedecidos em
0,5% polietileneimina. Os filtros foram lavados duas vezes com 4 mL da
mesma solugado sob vacuo para remover todo o radioligante livre. Em seguida
os filtros foram secos e acondicionados em vials contendo 5 mL de liquido de
cintilacdo (PPO 4%, POPOP 0,1% em tolueno). A radioatividade retida nos
filtros foi entdo determinada em contador de cintilacdo liquida (Packard Tri-
Carb 1600 TR). Este procedimento de parada da reagao e filtragao foi 0 mesmo
para todos os trés ensaios de binding realizados neste estudo (AR-a2a,
receptores muscarinicos e Dy-‘“like”).

Os parémetros Clsp e Ki foram determinados como descrito

anteriormente (lll.F.),
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A ligacao especifica do [°H]-RX821002 aos AR-a,a foi definida como a

diferenga entre a ligacao total e a ligagcao nao-especifica.
2. RECEPTORES MUSCARINICOS

2. A. PREPARAGAO MEMBRANAR
Foram realizadas preparacdes membranares de cortex de rato de
acordo com o descrito anteriormente por RICHARDS, e cols. (1990) e
CASTOLDI e cols (2006).
As etapas de homogeneizagdo e centrifugacdo foram realizadas de

maneira idéntica a descrita anteriormente para receptores AR-azp (Fig. 15).
2. B. BINDING DO [*H]-QNB A0S RECEPTORES MUSCARINICOS

Os ensaios de competicdo foram realizados de acordo com o descrito
anteriormente (RICHARDS, 1990; CASTOLDI e cols., 2006). A tubos de ensaio
contendo 350 uL de solucdo intermediaria intermediaria contendo radioligante
(ver sessao lll.C.2.B), foram adicionados 50 pL de diferentes concentracdes de
LDTs (concentragado final 3x10° - 10° M), ou 50 uL de agua (veiculo para a
diluicdo dos LDTs), para a determinagao da ligagao total, ou 50 pyL de sulfato
de atropina (10 uM) para a determinacado da ligacdao nao-especifica, além de
150 pg das preparagdoes membranares de cortex de rato (receptores
muscarinicos) contidos em 50 ul de suspensdo completando volume final de
500 pL. Os ensaios foram realizados em triplicata.

As preparagdes membranares, em solugao intermediaria contendo os
ligantes, foram incubadas a 25°C por 60 minutos.

O procedimento de parada da reagao e filtragao foi 0 mesmo descrito em
ll.LF.1.B..

Os parametros Clsg e Ki foram determinados como descrito
anteriormente (lIl.F.), porém assumiu-se o valor de Kd igual a 0,05 nM para
[*H]-QNB (LUTHIN & WOLFE, 1984).

A ligagdo especifica do [*H]-QNB aos receptores muscarinicos foi

definida como a diferenga entre a ligagao total e a ligagao nao-especifica.
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3. RECEPTORES D,-“LIKE” NATIVOS

3. A. PREPARAGAO MEMBRANAR

Conforme descrito anteriormente, foram obtidas preparagdes
membranares de homogeneizado de estriado de rato, enriquecidas nos
subtipos de receptores dopaminérgicos: D2, D3 e D4 (D,-"like™) (NIZNIK e cols.,
1985; TERAI e cols., 1989; HAMDI e cols., 1992; ASSIE e cols., 1993).

Os odrgaos foram homogeneizados em Potter com o auxilio de um
aparelho motorizado (Fisatom) e pistdo de teflon, na proporgao de 20 partes de
Solugédo “5” (ver sessao Ill.C.2.A) para 1 parte de material, por trés vezes
durante 30 segundos cada vez. Nos intervalos a solugao ficou em repouso por
1 minuto em gelo.

Em seguida realizou-se uma centrifugagédo a 48.000 x g, por 20 minutos
a 4°C, onde se obteve um pellet que foi ressuspenso em solugao “5” (ver
sessdo lll.C.2.A). Posteriormente, manteve-se sob incubagdo em banho-maria
a 37 °C por 10 minutos, a fim de se remover 0s neurotransmissores
enddgenos. Essa suspensao foi submetida a uma centrifugagcéo a 48.000 x g,
por 20 minutos a 4°C. Por fim, o pellet foi entdo ressuspenso em solugao “5”
(ver sessao Ill.C.2.A) e submetido a mais uma centrifugacéo a 48.000 x g, por
20 minutos a 4°C, e entdo o pellet final foi ressuspenso em solugao “5” (ver
sessao IIl.C.2.A) (Fig. 16) e estocado em aliquotas de 300 pL em nitrogénio

liquido.
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HOMOGENEIZADO

Estriado de rato

Ultra-Centrifugagao
Pellet < :: 48.000xg,

U 20 minutos a 4°C
Ressuspende :

Solugéo "5 37°C por 10 minutos

Ultra-Centrifugacao
< 48.000xg,
Pellet 20 minutos a 4°C
Ultra-centrifugacao
48.000xg,
Pellet <: 20 minutos a 4°C
Solugéo “5”

J

Ressuspensao
Solugao “5”

Figura 16: Organograma de preparagédo membranar de estriado de rato

(receptores D,-“like”)

3. B. BINDING DO [*H]-YM-09151-2 AOS RECEPTORES D,-“LIKE”

Para ensaios de saturacéo foi medida a ligacdo do [°H]-YM-09151-2 aos
receptores D»-“like” na auséncia e presengca de concentragdes crescentes
(0,03-3 nM) de ligante nao radioativo. Os ensaios de competicdo foram
realizados de acordo com o descrito anteriormente (NIZNIK e cols., 1985;
TERAI e cols., 1989; HAMDI e cols., 1992; NEVES e cols., 2010). A tubos de
ensaio contendo 350 pL de solugdo intermediaria contendo radioligante (ver
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sessdo IlIl.C.2.B), sao adicionados 50 uL de diferentes concentragbes de LDTs
(concentracdo final 107° - 10° M), ou 50 pL de agua (veiculo para a diluigdo
dos LDTs), para a determinagao da ligagao total, ou 50 pL de sulpirida (30 pM),
para a determinagéo da ligagdo ndo-especifica, além de 50 ug das preparagdes
membranares de estriado de rato (D2-‘like”) contidos em 50 pl de suspensao
completando volume final de 500 uL. Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

Em ambos ensaios, as preparagdes membranares, em solucao
intermediaria contendo os ligantes, foram incubadas a 37°C por 60 minutos.

Os parametros Clsg e Ki foram determinados como descrito
anteriormente (lIL.F.).

A ligacédo especifica do [*H]-YM-09151-2 aos receptores D.-“like” foi

definida como a diferenga entre a ligagao total e a ligagado n&o-especifica.

4. RECEPTORES 5-HT1ao — PARA A DETERMINAGAO DA ATIVIDADE INTRINSECA
4. A. PREPARAGAO MEMBRANAR

Foram realizadas preparacbées membranares de hipocampo de rato de
acordo com o descrito anteriormente por HALL e cols. (1985) e PEROUTKA
(1986) e NEVES e cols. (2010).

Os drgéaos foram homogeneizados em Potter com o auxilio de um
aparelho motorizado (Fisatom) e pistdo de teflon, na proporg¢ao de 20 partes de
Tris HCI 50 mM (pH 7,4 a 4°C) para 1 parte de material, por trés vezes durante
30 segundos cada vez, nos intervalos a solugao ficou em repouso por 1 minuto
em gelo.

Em seguida realizou-se uma centrifugacéo a 900 x g, por 10 minutos a
4°C, onde se obteve um pellet que foi ressuspenso em solucao Tris-HCI 50 mM
(pH 7,4) gelado e o mesmo procedimento foi realizado mais uma vez. O
sobrenadante foi entdo centrifugado a 48000 x g, por 10 minutos a 4°C,
obtendo-se um pellet que foi ressuspenso na proporcao de 20 partes de Tris
HCI 50 mM (pH 7,4 a 4°C) para 1 parte de material, e incubado a 37°C por 10
minutos, a fim de se remover os neurotransmissores endogenos. Por fim, foi

realizada a centrifugacédo por mais duas vezes a 48000 x g, por 10 minutos a
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4°C, e entao o pellet final foi ressuspenso em solugédo de Tris-HCI 50 mM (pH
7,4) (Fig. 17).

HOMOGENEIZADO

Hipocampo de rato

g

Centrifugacao
900xg
Pellet <: 10 minutos a 4°C :> Sobrenadante

Centrifugacao
900xg,
10 minutos a 4°C Sobrenadante
Solucéo “4”
Ultra-centrifugag¢éo
Pellet <: 48.000xg,
G 10 minutos a 4°C

Ressuspende
Solugao "4~

Ultra-centrifugagcao

48.000xg,
Pellet <: 10 minutos a 4°C
! ! Solugao “4”

Ultra-centrifugagao

48.000xg,
PeIIUet <: 10 minutos a 4°C

Solugao “4”

Ressuspensao
Solugao “4”

Figura 17: Organograma de preparacdo membranar de hipocampo de rato

(receptores 5-HT;,)
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4. B. BINDING DO [*H]-p-MPPF AOS RECEPTORES 5-HTia
(RADIOLIGANTE ANTAGONISTA)

Os ensaios de ligacédo para os receptores 5-HT 4 utilizando radioligante
antagonista ([°H]-o-MPPF) foram realizados de acordo com o descrito
anteriormente (KUNG e cols., 1996; ASSIE e cols., 1999; NOEL e cols, 2014).

Incubou-se, por 45 minutos a 37°C, 75 ug de preparagdo membranar de
hipocampo de rato, contidos em 50 pl de suspensédo em Tris-HClI 50mM, em
tubos contendo 400 pL de solugdo intermediaria [°H]-p-MPPF 0,5 nM, na
presenca de GTP (1,0 mM), para garantir que todos os receptores se
encontrassem no estado inativado/desacoplado (LAHTI e cols., 1992; NOEL e
cols., 2014), além de 50 uL de diferentes concentracbes de LDTs
(concentracao final 3x107° — 3x10® M para LDT 3; 10° — 107 M para LDT 5; e
10" — 3x10° M para LDT 8), ou 50 uL de agua (veiculo para a diluicdo dos
LDTs), para a determinacdo da ligagao total, ou 50 pyL de serotonina n&o
radioativa a 10 yM para a determinagao da ligagdo ndo-especifica (volume final
de 500 pL). Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

O procedimento de parada da reacéo e filtragao foi 0 mesmo descrito em
ll.LF.1.B..

A ligacdo especifica do [°H]-p-MPPF aos receptores 5-HT 1 foi definido
como a diferenca entre a ligacao total e a ligacdo nao-especifica.

Para estes receptores também foram determinados os parametros Clsp e

K; como descritoem /ll. E. 1. B.

4. C. BINDING DO [3H]-8-OH-DPAT AOS RECEPTORES 5-HTqa

(RADIOLIGANTE AGONISTA)
As afinidades dos derivados LDT 2 — LDT 8 foram determinadas,

anteriormente, através do ensaio de binding utilizando o radioligante agonista
[3H]-8-OH-DPAT (Nascimento, 2011).
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5. DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem do conteudo de proteinas nas amostras foi realizada pelo
meétodo colorimétrico proposto por LOWRY e cols., (1951) modificado para
microplaca (placa de 96 pocos). Para a construgdo da curva padrao utilizou-se
a proteina albumina sérica bovina (BSA) nas concentragdes de 50, 100, 200,
250, 350 pg/mL.

Adicionou-se 50 pL dos padrdes de proteina, 50 yL de amostras diluidas
de proteina em estudo, ou 50 uL de agua (branco) a cada pogo contendo 250
ML de uma solugao de carbonato dissodico 2% em NaOH 0,1N, sulfato cuprico
1% e tartarato de sodio-potassio 2%. Por fim, seguiu-se a adigdo de 15 pL do
reagente de Folin a cada po¢o e homogeneizagdo com pipeta multicanal. A
placa foi incubada por 45 minutos a temperatura ambiente a partir da
homogeneizagdo do primeiro pogo. Os valores de absorbancia foram obtidos
em espectrofotdmetro de placa em comprimento de onda igual a 700 nm. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata e usando dois fatores de diluicao
diferentes. Os calculos do conteudo de proteinas das amostras foram
realizados por interpolagao utilizando os valores de absorbancia da curva
padrdao versus concentracdo de proteina, os quais foram analisados por
regressao linear com o uso do programa GraphPad Prism 4.0. Os valores

foram expressos em mg proteina/mL de homogeneizado.

1. G. MEDIDAS DE MOBILIZAGAO DE CALCIO INTRACELULAR ([Ca*])

As afinidades dos LDTs pelos subtipos AR-a; humanos foram
determinadas medindo o aumento da concentracao intracelular de calcio
([Ca2+]i) em fibroblastos, células Rat-1, que expressam estavelmente AR-Qya,
AR-a;g ou AR-aip (VAZQUEZ-PRADO e cols.,1997). Estas células foram
cultivadas em meio DMEM, suplementado com 10% de SFB, 300 pg/mL de
sulfato de neomicina G418 analogo, 1% de penicilina (10.000
U/mL)/estreptomicina (10.000 ug/mL) e 0,25 ug/mL anfotericina B, (Invitrogen,

EUA) e mantidas em incubadora (37°C; 5% de CO,) até confluéncia.
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As células foram carregadas com 2,5 yM fura-2/AM por 60 minutos a
37°C, em HEPES (20 mM), tamp&o para ensaio de medida de calcio
intracelular (ver sesséo Ill.C.3).

Em seguida, as células foram dissociadas por tripsinizagdo 0,25%,
lavadas para remover o fluoréforo ndo incorporado, e incubadas (10° células /
condicdo) com os LDTs (10° - 10° M), BMY7378 (10° - 10° M), tansulosina
(107 — 107" M) ou PBS (veiculo utilizado na solubilizagdo das substancias) por
100 segundos, antes da estimulagdo com 100 uM de fenilefrina.

A excitacao do fluordforo foi realizada a 340 e 380 nm e a emisséo foi
medida a 510 nm, em intervalos de 0,5 seg, usando um espectrometro de
luminescéncia Aminco Bowman Série 2 (Rochester, NY, EUA). Os valores de
pico de fluorescéncia foram utilizados para a andlise de dados, e a

2+]i

concentracdo de [Ca foi calculada tal como descrito anteriormente

(GRYNKIEWICZ e cols., 1985).

lIl. H. ENSAIOS IN VIVO
IIlLH.1. EFEITOS DOS LDTS SOBRE COMPORTAMENTO E TEMPERATURA
CORPORAL

LDT 3, LDT 5e LDT 8 (100 ug/kg), diluidos em solugao salina isoténica,
foram administrados (volume de administragdo 100 yL) por via intraperitoneal
em camundongos Swiss fémeas (25-30 g). Ao grupo controle administrou-se
somente o veiculo. A temperatura foi aferida (sonda retal), sempre no turno da
manha (entre 9 e 11 horas), antes e apds 30 e 60 minutos da administracao.

Os animais foram previamente treinados permanecendo na sala de
experimentacao por 2 horas, 24 e 48 horas antes do dia do experimento. No
dia do experimento, os animais foram levados a sala de experimentacdo onde
se habituaram por 1h. A sala de experimentacdo era isolada de ruidos e
apenas o experimentador permaneceu na sala ao longo dos treinamentos e
experimento.

Apos a administragdo, os animais foram observados em caixas de
acrilico, em grupos de 3 animais por vez. A analise comportamental foi avaliada
sempre em comparagao ao grupo controle, através de cruzes “+” quando os

animais apresentavam comportamento mais pronunciado que o grupo controle
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“ N

ou tracos quando apresentavam comportamento menos pronunciado que o
grupo controle, de acordo com método anteriormente descrito (LORKE, 1983,
modificado; SOUZA e cols.,2011).

A analise comportamental foi realizada durante toda a primeira hora e 2,
4 e 8 horas ap6s a administracdo. Nos 14 dias a seguir os animais foram

avaliados diariamente, sempre pelo turno da manha (Fig. 18).

Tempo para se habituar & sala
de experimentacéo

f
A
Temperatura (sonda retal)
——— l — /— /f—
-60 0 30 60 120 240 480 t(minutos)
| | | } | |
Lligl"s Analise comportamental
u
Veiculo
0 14t (dias)

T T T T T T T T T B

Analise comportamental (diariamente)

Figura 18: Esquema do protocolo para analise dos efeitos dos LDTs sobre

comportamento e temperatura corporal.

Os parametros avaliados seguem sumarizados na tabela a seguir.
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Tabela 3: Parametros fisiolégicos avaliados in vivo

Parametro Itens avaliados

Bem estar Aparéncia geral e irritabilidade

Caminhada, atividade geral, resposta ao toque,
Coordenagao motora resposta a constricgdo de cauda, contragao
abdominal
Capacidade de segurar o0 proprio peso ao se
segurar em barra
Atividade exploratoria, reflexo, estado cataléptico
(resposta exploratoria frente a barra)
Sedacao, hipnose e anestesia, tremores,
convulsao, hiperatividade
Lacrimejamento, pilo-eregao, hipotermia,
frequéncia respiratoria, miccao, defecacao

Toénus muscular

Estado de atencao

Atividade sobre SNC

Atividade sobre SNA

lll.H.2. PRESSAO INTRA-URETRAL (PIU)

Uma grande dificuldade durante o estudo de novos farmacos para o
tratamento da HPB é a auséncia de um modelo animal que reproduza as
caracteristicas hiperplasicas e de LUTS observadas na HPB. Isso se deve a
diferengas anatdbmicas entre a prostata humana e de animais de
experimentacdo (MARKER e cols., 2003, PRADIDARCHEEP e cols., 2011,
GANDELLINI e cols., 2012).

Porém, os ensaios de medida de pressao intrauretral (PIU) séao
utilizados para estimar a poténcia de novos farmacos in vivo (HIEBLE, 2011).
AKIYAMA e colaboradores (1999) propuseram a avaliagdo do aumento do
tdbnus muscular liso prostatico (e da uretra) por meio da ativagdo de AR-aq A
prostata corresponde a um tecido enriquecido em AR-aa funcionais tanto em
humanos quanto em ratos (WALDEN e cols., 1999, SCOFIELD e cols., 1995).
Nesse sentido, verifica-se o papel de um antagonista AR-aqa utilizando este
modelo.

Para realizagdo desses ensaios, ratos Wistar machos (250-350 g) foram
anestesiados por via peritoneal com pentobarbital soédico (60 mg/kg). Apds

indugcdo da anestesia, os animais foram traqueostomizados, a veia jugular
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direita foi canulada utilizando canula de polietileno preenchida com solucao
salina heparinizada (50 U/mL) para administracdo das substancias teste.

A bexiga, a prostata e a uretra foram expostas através de uma incisao
na linha média da parede abdominal. Através do apice da bexiga, foi inserido
um cateter, preenchido com solugéo salina heparinizada (50 U/mL), até a uretra
prostatica. O cateter foi fixado através de duas suturas com linha de algodao,
uma acima da prostata, na saida da bexiga, e a outra abaixo da prostata. Uma
terceira sutura, no apice da bexiga, se fez necessaria para melhor estabilidade
do sistema. Tal cateter fazia conexdo com o transdutor de presséo
(ADInstruments, Australia), este preenchido com agua para medir a pressao
intra-uretral em fungdo do deslocamento da coluna de agua. A uretra prostatica
foi entdo submetida a uma pré-carga, de ~10 cm H,O pela injecédo de 0,2 mL
de salina através do cateter, por 30 minutos (periodo de estabilizacado) (Fig.
19).
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Incisdo abdominal com
exposicdo da bexiga,

Esguematicamente

prostata e uretra

=

Prostata

Uretra

Qetra /

Cateter —

Bexiga

o~ Suturas

Uretra inflada com

/

Prostata

0,2 mL de salina
(~10 cmH,0)

Figura 19: Representagao esquematica do acoplamento do transdutor de pressdo ao
interior da uretra prostatica de ratos Wistar machos para realizacao dos ensaios de
press&o intra-uretral.

ApoOs a estabilizagdo, realizou-se uma curva dose-resposta a FE (1-100

Mg/kg, i.v. em bolus), num intervalo de 10 minutos entre cada administracao.

Em seguida mediu-se o aumento da PIU induzida por dose sub-maxima de FE

(30 ug/kg), em bolus, na auséncia e presenga do pré-tratamento por 10 minutos
com LDTs ou tansulosina (0,1 e 0,01 ug/kg i.v. em bolus, respectivamente)

(Fig. 20). Todas as solugdes administradas foram diluidas com salina isotonica.

v" Curva cumulativa & Fenilefrina

L f" L 1 1
1 !

0 30 40 50 60 70 go f(minutos)
\ ' J l l l l l
| 1ugkg 3 pgkg 10 uglkg
Estabilizacao Fenilefrina

v Efeito dos LDT's frente a PIU induzida por Fenilefrina (30 pg/kg)

L /L L /L 1
f 1/ f 1/ !

0 40
— }
Estabilizacao Fenilefrina

5b 6l0 t (minutos)

. . Fenilefrina
Tansulosina

Figura 20: Esquema dos ensaios de medida de presséo intra-uretral (PIU).
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Os dados foram expressos como percentual do aumento da pressao
intra-uretral inicial. A curva média foi ajustada por regressao nao linear usando
a equacao (Prism) "log (agonista) versus resposta".

Com a eleicdo da substdncia mais promissora, seguimos com a
realizagcdo de experimentos para a constru¢ao de curva dose-resposta para o
LDT 5 (0.01 — 3 pg/kg, i.v. em bolus) e Tansulosina (0.001 — 1 ug/kg, i.v. em
bolus). Cada animal foi utilizado apenas uma vez para a analise de uma dose
(Fig. 21).

v' Efeito do LDT5 ou tansulosina frente a PIU induzida por Fenilefrina (30 ug/kg)

1 {i 1 f/ 1 1 1 -
! Iy ! I ! T T N >
0 30 40 50 60 (minutos)
- | | |
| ~ 30ughkg LDTS ~ 30ugkg
Estabilizacao Fenilefrina 2 Fenilefrina

Tansulosina

Figura 21: Esquema dos ensaios de medida de presséo intra-uretral (PIU) — Curva

dose-resposta para o LDT5 e tansulosina.

lIl.H.3. PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM)

Ratos Wistar machos (250-350 g) foram anestesiados por via peritoneal
com pentobarbital sédico (60 mg/kg). Apds inducdo da anestesia, os animais
foram traqueostomizados, a veia jugular direita e a artéria cardtida foram
canuladas utilizando-se canulas de polietileno preenchidas com solucao salina
heparinizada (50 U/mL) para administracdo das substancias teste ou para a
conexdao com o transdutor de pressdao (ADInstruments, Australia),
respectivamente.

Apds 30 minutos, periodo de estabilizagdo do animal apds a cirurgia,
administrou-se, por via intravenosa, o LDT 3, LDT 5 (0,1 ug/kg, i.v. em bolus)
ou tansulosina (0,01 ug/kg, i.v. em bolus) diluidos em 100 pL de solugao salina

isotbnica. Ao grupo controle administrou-se somente o veiculo. As
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administragdes foram feitas em bolus, e a pressao arterial média (mm Hg) foi
monitorada continuamente ao longo de 10 minutos (Fig. 22).

Os dados foram expressos como percentual de reducdo da pressao

arterial inicial.
PAM (mm Hg)

L /, L /{ lI % L .

! 1/ ! 1 ! ! ' -

0 | 30 Cll 10 20 t (minutos)

l LDT's,
Estabilizacéo Tansulosina
ou veiculo

Figura 22: Esquema dos ensaios de medi¢do da pressao arterial média (PAM).

Com a eleicdo da substancia mais promissora, seguimos com a
realizagcao de experimentos para a constru¢cao de curva dose-resposta para o
LDT 5 (0.1 — 100 pg/kg, i.v. em bolus) e Tansulosina (0.01 — 30 pg/kg, i.v. em

bolus). Cada animal foi utilizado apenas uma vez para a analise de uma dose.

ll.I. ENSAIOS DE PROLIFERAGAO CELULAR (CELULAS PROSTATICAS HUMANAS)

I1l.1.1. CELULAS PROSTATICAS HUMANAS

Células de cancér de prostata androgénio independente (DU-145),
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ/UFRJ) (742 e 752
passagens) foram cultivadas em meio RPMI 1640 (GIBCO®) suplementado
com 10% de SFB, 1% de piruvato e 1% de penicilina (10.000
U/mL)/estreptomicina (10.000 pg/mL) (Invitrogen, EUA) e mantidas em
incubadora (37°C; 5% de CO,) até confluéncia.

Utilizamos também células estromais isoladas de amostras de pacientes
(trés pacientes diferentes; aliquotas individuais para cada paciente) portadores
de hiperplasia prostatica benigna (HPB) submetidos a ressecgéo transuretral
no Servigo de Urologia do Hospital do Andarai (RJ) (SOUZA e cols., 2011;
protocolo n°® CAAE-0029.0.197.000-05), gentilmente cedidas pelo Dr. Luiz
Eurico Nasciutti (ICB, UFRJ). As células HPB (92 -112 passagens), foram

57



I11. Material e Métodos

cultivadas em meio de DMEM suplementado com 10% de SFB, 1% de piruvato
de sédio e 1% de penicilina/estreptomicina, mantidas em incubadora (37°C; 5%
de CO,) até confluéncia.

Ambas as células, ao atingirem confluéncia, foram subcultivadas sendo
dissociadas por solug¢ao de tripsina 0,25% (Invitrogen, EUA) em solugéo salina
tamponada (PBS: NaCl 125 mM, Na;HPO,4 8 mM, NaH,PO4 2 mM e KCI 5 mM)
por 3-5 minutos. A dissociacdo foi parada pela adicdo de meio de cultivo
contendo 10% de SFB.

I11.1.2. ENSAIOS DE PROLIFERAGAO E VIABILIDADE CELULAR IN VITRO

Os dois tipos celulares foram submetidos a tratamento com os LDTs
na auséncia ou presenca do estimulo proliferativo. A proliferacao celular foi
induzida por via adrenérgica, pela adicdo de fenilefrina (FE) (agonista AR-ay)
(KOJIMA e cols., 2009), ou por via serotoninérgica, pela adigdo de serotonina
(5-HT) (ABDUL e cols., 1994, DIZEYI e cols., 2011).

Inicialmente avaliou-se a cinética de crescimento dos dois tipos
celulares, afim de determinar a quantidade de células a serem plaqueadas para
que se atingisse a semi-confluéncia em 72h, tempo total para realizagédo de
ambos ensaios (MTT e viabilidade por exclusao por azul de Trypan).

Apés plaqueamento (5x10° ou 3x10° células/poco (DU145 e HPB,
respectivamente)), em placas de 96 pocos para ensaios de MTT ou 2,5x10* ou
10* células/pogo (DU145 e HPB, respectivamente), em placas de 24 pogos
para ensaios de viabilidade por exclusdo por azul de Trypan, as células foram
inicialmente cultivadas em meio isento de SFB por 24 horas. Em seguida as
células foram mantidas com meio suplementado com 2,5% ou 10% (DU145 e
HPB, respectivamente) de SFB e tratadas com 5-HT (1 ou 3 pM, DU145 e
HPB, respectivamente) ou fenilefrina (3 uM) na auséncia ou presenga dos
LDTs (50 nM), BMY7378 (50 nM) (antagonista AR-a4p seletivo), p-MPPF (50
nM) (antagonista seletivo dos receptores 5-HT14) ou PBS (veiculo de diluicao
das substancias).

As células de HPB foram submetidas a um protocolo adicional para

avaliar o possivel transativacdo dos receptores de fator de crescimento
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epidermal (EGFR) por ativacdo dos AR-a4p. Neste protocolo, as células tiveram
como estimulo proliferativo a adicdo de fenilefrina (3 uM), ou fator de
crescimento epidermal (EGF, do inglés “Epidermal growth fator”) 0,1 uM,
utilizado como um controle positivo da ativagcdo dos EGFR, na auséncia ou na
presenca de um pré-tratamento com LDTs ou BMY7378 (antagonista dos
adrenoceptores aqp; controle positivo) (50 nM), AG1478 5 uM (antagonista de
EGFR), GM6001 10 uM (inibidor de metaloproteinase), PD98059 1 uM (inibidor
de MEK) ou CRM197 200 ng/mL (inibidor especifico da HB-EGF).

Os antagonistas foram sempre adicionados 30 minutos antes da adigcéo
do agonista (fenilefrina). Apds 24 horas o meio foi trocado e os tratamentos
foram repetidos. Ao completar 48 horas do inicio do tratamento, a proliferacao
celular foi analisada pelo uso da técnica de MTT (MOSMANN, 1983) e a
viabilidade celular aferida pela técnica de exclusdo com azul de Trypan
(KALTENBACH e cols., 1958) (Fig. 23 e 24).

1. MTT (BROMETO DE 3-(4,5-DIMETILIAZOL-2-IL)-2,5-
DIFENILTETRAZOLIO)

Em placas de 96 pocgos, apos 48h do inicio dos tratamentos (Fig. 23), o
meio de cultura foi substituido por 100 uL de meio fresco seguido pela adicao
de 10 yL de MTT 12 mM (em PBS estéril).

e 5x10%ou 3x 103
 ad células/pogo
/ (DU145 e HPB, respectivamente)

SN
N

;.. 24 0 24 48 Tempo
Placa de 96 pocos I | I (horas)
Plaqueamento l' v MTT

Meio de cultivo Troca do meio
isento de soro SFB (RPMI 2,5% SFB ou DMEM 10% SFB)

(DU145 e HPB, respectivamente)
+

Adi¢do dos tratamentos

Figura. 23: Esquema de cultivo e tratamento das células DU-145 e HPB para ensaio
de proliferagéo celular (MTT).
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As células foram incubadas a 37°C por 4 horas antes da adicao de 100
puL de SDS 0,1 g/mL (em HCI 0,01 M) e uma nova etapa de incubacgéo a 37°C
por mais 4 horas. Cada pog¢o foi homogeneizado e a absorbancia determinada

em espectrofotobmetro de placa (570 nm).

2. VIABILIDADE CELULAR — EXCLUSAO COM AZUL DE TRYPAN

Em placas de 24 pocgos, apds 48h do inicio dos tratamentos (Fig. 24), as
células foram lavadas com PBS gelado, e em seguida foram tripsinizadas e

centrifugadas (300 x g), e, por fim, resuspensas em PBS.

2,5x 104 0u 104
celulas/pogo
(DU145 e HPB, respectivamente)

24 0 24 48 Tempo
Placa de 24 pocos | | ] ] (horas)
Plagueamento l l Exclusao por
Meio de cultivo azul de Trypan

Troca do meio

(RPMI 2,5% SFB ou DMEM 10% SFB)
(DU145 e HPB, respectivamente)
+

Adicdo dos tratamentos

isento de soro SFB

Figura 24: Esquema de cultivo e tratamento das células DU-145 e HPB para ensaio
de viabilidade por excluséo com azul de Trypan.

Recolheu-se aliquotas de 10 pL da suspensdo celular as quais
adicionou-se 10 pL de azul de Trypan (0,4% em PBS). As células foram
consideradas viaveis quando, ao se analisar por microscopia Optica, nao se
apresentaram coradas com o azul de Trypan. Contou-se as células viaveis em
relagdo a quantidade de células presentes nos quatro campos mais externos

da camara de Neubauer.
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3. ANALISE DA MORFOLOGIA CELULAR E DA ATIVIDADE PROLIFERATIVA

As alteragdes na morfologia celular causadas pelos tratamentos com os
LDTs foram avaliadas através do uso da toxina fungica Faloidina acoplada ao
fluorocromo Cy3. Esta toxina produzida pelo fungo Amanita phalloides (chapéu
da morte), ao ligar-se aos filamentos de actina F do citoesqueleto, os estabiliza
e, portanto, permite analisar a morfologia celular. Simultaneamente, analisamos
a atividade proliferativa das células tratadas e controle através da
imunomarcagao para o antigeno ki67. O antigeno ki67 é uma proteina nuclear,
expressa nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular e ausente na fase GO e, em
células quiescentes. Este antigeno nédo é detectavel durante processos de
reparo de DNA e possui meia-vida curta (sendo degradado em
aproximadamente uma hora apdés a mitose). Assim, a presenga do antigeno
Ki67, mesmo como marcagdes ténues, € estritamente associada a progressao
do ciclo celular.

Para este ensaio, 7,5 x 10* células estromais de HPB foram plaqueadas
por pogo sobre laminulas, em placas de 24 pogcos, em meio isento de SFB por
24 horas. Em seguida, as células foram mantidas com meio suplementado com
10% de SFB e tratadas com fenilefrina (3 uM) na auséncia ou presencga dos
LDTs (50 nM), BMY7378 (50 nM) (antagonista AR-a4p seletivo), tansulosina
(5nM) (antagonista AR-aiaseletivo), ou PBS (veiculo de diluicdo das
substancias). Os antagonistas foram sempre adicionados 30 minutos antes da
adicdo do agonista (fenilefrina). Apos 24 horas, o meio foi trocado e os
tratamentos repetidos. Ao completar 48 horas do inicio do tratamento, o
sobrenadante foi completamente removido, as células foram lavadas em PBS e
fixadas em 4% de PFA durante 20 minutos a temperatura ambiente. Apos a
fixagdo, as células foram lavadas por trés vezes com PBS e incubadas com 50
nM NH4Cl em PBS por 30 minutos e, permeabilizadas com 0,1% Triton X-100
(Sigma). Os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS/BSA 5% e as
ligagdes inespecificas do anticorpo secundario com PBS/Normal Goat Serum
10%. Realizados os bloqueios, o anticorpo primario monoclonal anti-antigeno
ki67 (Dako, 1/100) foi incubado “overnight” a 4°C. Posteriormente, as células

foram lavadas e incubadas por mais 2 horas com o anticorpo secundario Alexa
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488 de cabra (Invitrogen,1/300). Em seguida, as células foram lavadas com
PBS e incubadas por mais 1 hora com a faloidina (Sigma, 1/100). Ap6s serem
novamente lavadas, os nucleos celulares foram marcados por cinco minutos
com DAPI (4’,6'-diamidino-2phenylindole dihydrochloride, Santa Cruz
Biotechnology). Ao final, as células foram lavadas e as laminulas montadas
sobre laminas histologicas com N-propilgalato (Sigma), antes de serem
analisadas e fotografadas por meio de microscopia confocal (LSM510 Meta
Zeiss Laser Scanning confocal microscope). Para cada caso, o controle
negativo foi constituido de células que passaram por todo o processo, mas com

a omissao dos anticorpos primarios.

lll. J. ENsAIOS DE WESTERN BLOT

lll. J.1. AVALIAGAO DOS EFEITOS DOS LDTS SOBRE A VIA DAS MAP-KINASES

Células estromais provenientes de pacientes portadores de (HPB) e
mantidas em cultura até confluéncia (placa 6 pogos) (descritas em lll.1.1.),
foram incubadas por 15 minutos na auséncia de qualquer agente (basal) ou na
presenca de fenilefrina 100 yM (agonista do AR-a4) na auséncia ou na
presenga de um pré-tratamento por 10 minutos com LDTs (1 uM). Em seguida,
as células foram lavadas com solugao PBS gelada e lisadas com tampao RIPA
(NaCl 150 mM, Tris 50 mM (pH 7,4), EDTA 1 mM e 1% de Nonidet P40, em
gelo), centrifugadas a 13.000g durante 15 minutos. As proteinas presentes no
sobrenadante foram separadas por eletroforese em 10% SDS-PAGE e
transferidas para membranas de nitrocelulose e bloqueadas por 1 hora com
leite desnatado 5% (OLIVARES-REYES e cols., 2005). Em seguida, as
membranas foram incubadas (12 hora, 4° C) com anticorpos primarios anti-
ERK, nas suas formas totais e fosforiladas (i.e., ativadas) (Cell Signaling). Em
seguida, foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente, com os
respectivos anticorpos secundarios conjugados com peroxidase, e a reagao
revelada por quimioluminescéncia (ECL). A analise densitométrica foi realizada
com o programa Imaged (Rasband, W.S., ImagedJ, U. S. National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2014).
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lll. L. ANALISE DOS DADOS E TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados obtidos nos ensaios de ligagdo foram analisados por
regressao nao-linear, utilizando o software GraphPad Prism, versao 5.01
(EUA), a fim de se calcular os parametros da curva de competicdo (Clsg) € da
curva de saturagdo (Ky € Bmax).

Em especial, para os experimentos de saturagdo nos receptores aqa €
aqg-adrenérgicos foram testados os modelos de um ou dois sitios de ligacéo,
escolhendo-se o que melhor se aplicava, baseando-se no teste F (De LEAN e
cols., 1982). Assim, quando a soma dos quadrados dos erros foi reduzida
significativamente ao assumir o modelo de dois sitios frente ao modelo de um
sitio, o primeiro modelo foi utilizado para se obter estimativas dos valores de Ky
da prazosina. Por outro lado, quando n&do houve melhora significativa ao
adicionar um segundo sitio, foi obtido um unico valor de Kg.

A diferenga entre os grupos experimentais foi analisada por analise de
variancia com fator unico (one-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de
Newman-Keuls (mais de 2 grupos), em ambos os casos considerando um valor

de P < 0,05 como sendo significativo.
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IV. Resultados

IV. A. AVALIAGAO TEORICA DAS PROPRIEDADES MOLECULARES DOS LDTs

IV. A.1. “REGRA DOS CINCO” DE LIPINSKI (RO5)

Os dados da avaliagdo ROS5 de todos os derivados N-fenilpiperazicos
avaliados nesta tese podem ser observados na Tabela 4. As propriedades
moleculares dos LDT3, LDT5 e LDT8 foram calculadas e analisadas segundo a
ROS5 (LIPINSKI e cols., 1997). Todos os LDTs tiveram boa adesao a ROS5, e
nenhuma regra foi violada, o que sugere que eles teriam potencialmente

biodisponibilidade por via oral.

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas dos derivados N-fenilpiperazinicos

Propriedades fisico- LDT3 LDT5 LDT8 RO5 ®
quimicas
Aceptqres dAe !lgagao 4 5 5 <10
hidrogénio
Doadqres d? I.|gagao 0 0 0 <5
hidrogénio
Massa Molecular 326,43 356,46 354,44 < 500
cLogP 3,68 3,5 4,16 <5
Numero de regras 0 0 0 <1
violadas

2 Propriedades moleculares calculadas, para a molécula na sua forma nao ionizada,
pelo programa Advanced Chemistry Development, inc. sofware acd/Percepta versao
14.0.0 (Build 2254), médulo PhysChem.

® LIPINSKI e cols., 1997.

IV. A. 2. EFICIENCIA DO LIGANTE (EL)

Para uma molécula ser atrativa para ser desenvolvida a um farmaco o
valor de EL deve estar entre 0,2 e 0,6 (HOPKINS e cols., 2014). Nota-se que
LDT3, LDT5 e LDT8 apresentam valores dentro deste intervalo de valores
(Tabela 5).
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Tabela 5: Combinagao das Propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas (EL) dos
derivados N-fenilpiperazinicos

Eficiéncia do Ligante (EL)

Receptor LDT3 LDT5 LDT8
AR-0i15 2 0,49 0,45 0,45
5-HT4s° 0,52 0,46 0,60

2P EL calculada a partir dos valores médios de Ki obtidos através de ensaios de
binding utilizando preparacées de figado de coelho e hipocampo de rato,
respectivamente (* Nascimento, 2011).

IV. B. ENSAIOS FUNCIONAIS - CONTRAGAO ISOMETRICA — TIRAS DE PROSTATA

A préstata de rato é um tecido que expressa majoritariamente receptores
AR-a1a 0s quais estdo envolvidos na contragdo (MARSHALL e cols., 1995;
NASU e cols., 1996; HIRAOKA e cols., 1999). Tendo isto em vista, os ensaios
funcionais de contragdo em modelo de o6rgdo isolado foram realizados
utilizando tiras (10 mm) da porgéo ventral deste tecido.

Quando adicionados ao banho de incubacédo, nenhum dos LDTs a 10
nM alterou a linha de base. Desta forma, nesta concentracéo, descartou-se um
possivel efeito agonista sobre receptores que alterem o ténus prostatico.

Foram construidas curvas cumulativas de FE, antes e apds a incubagao
por 1 hora com os LDTs (10 nM) ou com tansulosina (10 nM) (antagonista
seletivo dos asa-adrenoceptores).

Paralelamente, visando descartar a existéncia de algum artefato sobre a
contragdo medida, um controle temporal foi realizado onde adicionou-se
apenas o veiculo (agua ultrapura) no lugar da substéncia a ser testada,

seguindo rigorosamente o mesmo protocolo usado para as demais cubas, onde
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foram adicionados os LDTs. Nenhuma alteracdo de resposta foi observada,
descartando qualquer efeito temporal nesses ensaios.

A curva concentracido-resposta a fenilefrina apresentou valores médios
de ECso (coluna “Controle” na tabela 6) de 0,42 uM, valor reportado na
literatura (THIYAGARAJAN e cols., 2002).

Todos os LDTs induziram um deslocamento das curvas concentragao-
resposta a fenilefrina para direita, comportamento tipico de antagonismo
competitivo superavel (Fig. 25). Assim, os dados sugerem um efeito
antagonista sobre os AR-aa para todas as substéncias estudadas. Uma vez
construidas as curvas concentragcado-resposta a fenilefrina, calculou-se a
afinidade aparente dos antagonistas (Kg) in vitro utilizando a equacao de
Gaddum.

Prostata de rato

8 Q) 100 Controle
N <
> LDT 310 nM
S & 754
g £ LDT 5 10 nM
y—
82 504 LDT 8 10 nM
o Q0
c = i
0-

108 10 10+ 1072
Fenilefrina (M)

Figura 25. Efeito da pré-incubagéo (1h) dos LDTs sobre a contragéo induzida pela
fenilefrina em prostata de rato. Os dados estao expressos como médias + EPM de 6-9
experimentos utilizando amostras de tecidos a partir de diferentes animais.
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Tabela 6. Afinidade dos LDTs por adrenoceptores o4a Nativos de prostata de rato.

Controle Tratado
Substancia log K + EPM K
Receptor ) CEs5 (M) CEs5 (M) ™) (M)
n n
[-log CE5y, £ EPM] [-log CE5, (M) EPM]
LDT3 0,24 1,19
-8,58 £ 0,11 2,62
(7) [6,62 £ 0,07] [5,92 + 0,08]
LDT5 0,14 7,92
-974+0,10 0,18
(13) [6,85 £ 0,07] [5,10 £ 0,10]
a
e LDT8 0,29 17,6
-976£0,10 0,17
(10) [6,60 £ 0,07] [4,83 £ 0,08]
Tansulosina 1,23 149
-10,08 + 0,02 0,08
(3)% [5,91 £ 0,04] [3,83 £ 0,03]

@Dados retirados de CHAGAS-SILVA e cols., 2014.

Os valores de CE5y e Kg foram estimados individualmente a partir de contracéo
isométrica de tiras de préstata de rato estimuladas com fenilefrina, na auséncia e
presenca de 10 nM do antagonista.

Tansulosina € um antagonista de alta afinidade por adrenoceptores as € foi
usada como controle positivo.

™ P < 0,001 comparado a tansulosina (ANOVA fator Unico seguido pelo teste de
Dunnett).

IV. C. ENSAIOS DE LIGAGAO (BINDING)

1. RECEPTORES NAO —ALVO (“OFF-TARGET”):

A avaliagdo das curvas de competicdo dos LDTs nos ensaios de binding
competitivo com AR-a5a, receptores muscarinicos e receptores dopaminérgicos
D,-“like” revelou que tais substancias competem com os radioligantes de forma
concentragcdo-dependente (Fig. 26).

Para os AR-aza, LDT3, LDT5 e LDT8 apresentaram valores de K; em
torno de 1 pM (Tabela 7), logo todos os LDTs apresentaram afinidade
relativamente baixa em relagdo aos receptores alvos (faixa nanomolar, vide
introdugdo e Tabela 3). Além disso, os LDTs apresentaram afinidade ainda
menor (K;i> 30 uM) para receptores muscarinicos (Tabela 7).

As afinidades para receptores D,-“like” foram mais elevadas, sobretudo
no que diz respeito ao LDT8 o qual apresentou valor de K; de 6 nM, em torno
de 15 vezes menor do que para os LDT3 e LDT5 (K; = 186 nM e 100 nM,
respectivamente) (Tabela 7). Porém, os valores de Ki para os receptores D-
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‘like” sdo maiores do que para o receptor AR-a4a (cerca de 70 e 550 vezes,

para LDT3 e LDT5 respectivamente), receptor alvo no contexto desse estudo.

A
g 100+ e LDT3
£ o LDT5
8 S 751 e LDT8
o
n N
6%
,8 Y 50+
S L
o
= = 25.
33
S
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©
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100 10° 108 107 10€ 10%
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Figura 26. Avaliagdo da poténcia dos LDT3, LDT5 e LDT8 em adrenoceptores as (A),
receptores muscarinicos(B) e receptores D,-like (C). Inibicdo da ligagcao especifica de
[PH]-RX821002 (1 nM, A), [°PH]-QNB (0,1 nM, B) e [°H]-YM-09151-2 (0,1 nM, C) pelos
derivados LDT3, LDT5 e LDT8. As figuras representam a média + EPM de 3
experimentos individuais realizados em triplicata.
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Tabela 7. Afinidade dos LDTs por receptores nao-alvo: AR-0.a, receptores
muscarinicos e receptores dopaminérgicos Do-“like”,

Receptor Substancia -log Cls Ki (uM) n
LDT3 5,89 + 0,05 0,93 3

AR-0izn LDT5 6,53 £ 0,04 0,24 3
LDT8 6,22 £ 0,06 0,55 3

ioimbina 6,76 + 0,05 0,12 2

LDT3 4,26 + 0,05 56,7 3

Muscarinico LDTS 3,97£0,03 108 3
LDT8 4,48 + 0,06 33,9 3

pirenzepina 7,13 + 0,05 0,02 2

LDT3 6,73 £ 0,05 0,19 3

Dz_ﬂlike” LDT5 7,05 i 0,02 0,10 3

LDT8 8,19+ 0,1 0,006 3

Haloperidol 7,93 + 0,08 0,01 2

Os valores de Clsy foram obtidos da analise de curvas médias e expressos como a
média + SEM de experiéncias individuais (n) ; Os valores de K; foram calculados
utilizando a equagdo de Cheng-Prusoff. = P < 0,001 comparado ao LDT8 (ANOVA
fator unico seguido pelo teste de Dunnett).

2. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE INTRINSECA - RECEPTORES 5-HT1a

Na dissertacdo de mestrado (Nascimento, 2011) determinou-se os
valores de K; através de ensaios de binding utilizando o radioligante agonista
([°H]-8-OH-DPAT) dos receptores 5-HTa. Posteriormente foram realizados
ensaios de competicdo utilizando o radioligante antagonista [°H]-p-MPPF em
presengca de GTP 1,0 mM (Fig. 27). De posse dos dados nas duas condigdes
experimentais é possivel determinar a atividade intrinseca dos LDTs por esses
receptores. Segundo ASSIE e colaboradores (1999), é possivel determinar a
atividade intrinseca de um farmaco atuando em receptor metabotrépico através
do calculo da razdo entre os valores de K; obtidos em experimentos de
competicdo com radioligante antagonista (na presenga de GTP) vs radioligante
agonista (na auséncia de GTP). Na presenca de GTP favorecemos o estado de

baixa afinidade (ou desacoplado) do receptor (Ki low). Por outro lado, o
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radioligante agonista possui afinidade maior pelo estado de alta afinidade, com
formacdo de complexo ternario com proteina G (K high). Razdées dos valores
de K (low/high) préximas a unidade indicam que o competidor € uma
substancia antagonista; razbes maiores ou menores do que 1,0 sugerem perfil
de agonista ou agonista inverso, respectivamente, como validado no laboratoério
(NOEL e cols., 2014).

Para os derivados LDT3 e LDTS as duas curvas de competigdo foram
sobrepostas (Fig. 25A e 25B) e os valores das razdes de K foram préximos da
unidade, o que sugere que estes derivados N-fenilpiperazinicos s&o
antagonistas de receptores 5-HT4a, pelo menos no que diz respeito a via
candnica de sinalizagdo (dependente de proteina G). Por outro lado, o LDT8
apresentou uma razao de K; maior que 1,0, aproximadamente 66, porém
inferior ao valor de razao obtido com 5-HT (76,8), o que indica que se trata de
um agonista parcial desses receptores (tabela 8). Desta forma, este composto

deixou de ser estudado.
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Figura 27: Ligagdo especifica da [°H]-8-OH-DPAT (1 nM) (simbolos fechados) e [°H]-p-
MPPF (0,5 nM) (simbolos abertos) em membranas de hipocampo de rato na presenca
de concentragbes crescentes dos derivados (A) LDT3, (B) LDT5 e (C) LDT8. Dados
expressos como média + EPM de 2-6 experimentos individuais realizados em

triplicata.
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Tabela 8: Razao dos valores de K, para a determinagédo da atividade intrinseca dos
LDTs nos receptores 5-HT

LDT Ki Low [NM] (n) K Hignh [NM] (Nn) Ki Low! Ki High

pKi * SEM pKi * SEM [95% 1.C]
1.73 (3) 112 (@) 153

3 8,76 + 0,11 8,95+ 0,03 [1,02-2,81]
6,91 (3) 2,51 (4) 2.75

5 8,16 + 0,09 8,60 £ 0,02 [1,68-4,50]
0,62 (3) 0,009 (2) 66.9

8 9,21 £ 0,05 11,05 + 0,026 [46,0-99,8]
- 213 (6) 3,02 (3) 76,8

6,67 £ 0,06 8,52 £ 0,02 [40,5-146]

Os valores de intervalo de confianca (I.C.) das razdes de K, (low/high) foram
calculados seguindo o principio de razées de duas meédias com distribuigdo normal.
Foram utilizados os valores de pK;, numero de experimentos e desvio padrao de cada
condicao experimental. As analises foram realizadas com auxilio do teste t de Student
(two-tail, GraphPad Prism 5.0), e considerando os parametros calculados (diferenca
entre as médias, erro padrao (EPM), graus de liberdade e valor de t para P < 0,05)
(ROBERTSON & LUMLEY, 1989). * Retirado de CHAGAS-SILVA e cols., 2014

IV. D. MEDIDAS DE MOBILIZAGAO DE CALCIO INTRACELULAR ([Ca®*]i)

Com objetivo de avaliar os efeitos dos LDTs em receptores humanos,
utilizou-se fibroblastos Rat-1 transfectados com os AR-a4a, a4 € a1p humanos
(VAZQUEZ-PRADO e cols., 1997) e a medida de [Ca®'].

Pudemos notar que o estimulo das células expressando os AR-Q1a, Q1B
e ayp com fenilefrina 100 uM promoveu um aumento pronunciado nos niveis de
[Ca®); (Fig. 28 A, B e C, respectivamente).
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Figura 28.Tracados tipicos do ensaio de aumento de célcio intracelular ([Ca*']) em
células Rat-1 expressando AR-a;4 (A), AR-ass (B) ou AR-a4p (C). FE=fenilefrina.

Nos trés tipos celulares observamos um aumento menos pronunciado de

[Ca®*]; apds o estimulo com fenilefrina 100 pM nas células em que houve a pré-
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incubacdo com os LDTs (10° - 10° M). Resultados semelhantes foram
observados apos tratamento com os antagonistas tansulosina (AR-a4a) (10'10 -
107 M) ou BMY7378 (AR-a;p) (10 - 10 M), usados como controles . A figura
29 mostra de maneira representativa essa redugdo de [Ca®] em células Rat-1
expressando AR-ap. LDT3 e LDT5 tiveram menor afinidade por AR-a4g do que
para AR-a1a € AR-a1p (P < 0,05) (Fig. 30 ; Tabela 9).

75



IV. Resultados

A
20001
s 1500+
[<
= FE
% 1000 Veiculo 100 uM
o,
< 5001 J l
0 T T '
0 100 200 300
Tempo (s)
B
2000
= 1500
[
=
N5 1000+
o
< 500
0 T T -
0 100 200 300
Tempo (s)
C
20001
s 15004
c
= LDT 3 FE
N 10004 100 nM 100 pM
o,
° SOO-MW
0 T T ’
0 100 200 300
Tempo (s)

Figura 29: Efeito da pré-incubagdo do LDT3 sobre a elevagdo dos niveis de calcio
intracelular ([Ca?']) mediada por fenilefrina (100 uM) em fibroblastos Rat-1
transfectados com o receptor humano AR-ap. O aumento na ([Ca®']) induzida por 100
UM de fenilefrina (A; tratados com veiculo) foi atenuado por pré-tratamento com 10 e
100 nM LDT3 (B e C, respectivamente).
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Figura 30: Curva de concentragcdo-resposta para o efeito de fenilefrina frente a pré-
incubagdo do LDT3, LDT5 ou controles (tansulosina para fibroblastos Rat-1
transfectados com o receptor humano AR-a;, e AR-a45; ou BMY7378 para fibroblastos
Rat-1 transfectados com o receptor humano AR-a;p. Os dados sdo expressos como
média + S.EEM. n= 3-6

Tabela 9. Poténcia dos LDTs por receptores humanos transfectados em células Rat-1,
obtidos em ensaios de mobilizacao de calcio intracelular

Receptor Composto -log Cls n
LDT3 721+027% 3

AR-0is LDT5 722+0,17% 3

Tansulosina 840+£0,19 3

AR-a15 LDT5 590+028* 3

Tansulosina 8:80+0,70 3

LDT3 8,74 £ 0,23 6

AR-cp LDT5 8,36+0,18 6

BMY7378 8,58 £ 0,19 6

#* P < 0.05 comparado a tansulosina em AR-o1x (ANOVA fator tinico followed by a post-
hoc Dunnett’s test); * P < 0,05 (teste t Student) comparando aos valores de log Clso de
cada LDT entre AR-a1g € AR-aqa.
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IV. E. ENSAIOS IN VIVO

IIlLE.1. EFEITOS DOS LDTS SOBRE COMPORTAMENTO E TEMPERATURA
CORPORAL

Com o intuito de se obter dados preliminares sobre efeitos
potencialmente toxicos dos dois compostos selecionados, administramos uma
dose elevada (100 pg/kg) de LDT3 e LDTS5 por via intraperitoneal em
camundongos. Nestas condi¢coes, LDT3 e LDT5 nao ocasionaram qualquer
letalidade ou mudanca de temperatura dos camundongos (Fig. 31). Os
resultados estdo resumidos na Tabela 10.

Temperatura (sonda retal)

} | |
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Figura 31: Investigagao do efeito dos LDTs sobre a temperatura corporal de
camundongos. A temperatura foi medida imediatamente antes ou apos 30 e 60
minutos da administragdo de LDT3 e LDT5 (n=6) por via intraperitoneal em dose tnica
(100 ug/kg). O grupo controle recebeu somente o veiculo de administragcdo (solugdo
salina). Os resultados foram analisados pelo teste de ANOVA one-way seguido de
teste post hoc de Dunnett.
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Tabela 10. Efeito dos LDT3 e LDT5 sobre a temperatura corporal de

camundongos.
T (°C) n
Controle 3517 +0,17 6
Temperatura LDT3 35,33 + 0,33 6
basal

LDT5 3500+£0,26 6
Controle 3550+0,22 6

30 minutos
apos a LDT3 35,50 £ 0,22 6
administracao LDT5 3550022 6
Controle 3550+0,23 6

60 minutos
Apoés a LDT3 3550+0,22 6
administracao LDT5 35,17 + 0.31 5

Os dados sao expressos em média £ S.E.M. Nao houve diferencga significativa entre os
diferentes grupos (P > 0,05; ANOVA) .

Além disso, ndo foram observadas mudancas comportamentais, de
acordo com os parametros considerados (vide Tabela 1, capitulo lll, Materiais e
métodos), nem nas horas logo a seguir da administragcdo nem ao longo dos 14

dias de analise.
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IV.E.2. PRESSAO INTRA-URETRAL (PIU)

A administracdo intravenosa de fenilefrina promoveu um aumento

dose-dependente de PIU em ratos, com um valor de DEsy de 7,5 pg/kg (Fig.

32).

PIU (mm Hg.s™)
@

0 +———rrr———rrrr————rrrrr———r
0.1 1 10 100

Fenilefrina (ng/kg)

Figura 32: Curva de dose - resposta para o efeito de fenilefrina sobre a presséo intra-
uretral (PIU) de ratos. Os dados sdo expressos como média + S.EEM. n=7-8

Baseados neste dado, utilizamos a seguir a dose de 30 pg/kg (i.v.) de
fenilefrina por ser a menor dose em que se obteve o efeito maximo. O
tratamento dos animais com LDT3 (0,1 ug/kg), LDT5 (0,1 ug/kg) ou tansulosina
(0,01 ug/kg) nao alterou os valores da linha de base de PIU (Fig. 33). Contudo,
o pré-tratamento com LDT3 (0,1 ug/kg), LDT5 (0,1 pg/kg) e tansulosina (0,01
Mg/kg) reduziu o efeito pressorico da fenilefrina (P < 0,001) (Fig. 33).
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Figura 33: Efeito do pré-tratamento com LDT3, LDT5 ou tansulosina sobre o aumento
de presséao intra-uretral (PIU) de rato induzida por fenilefrina (FE).

Efeito da FE (30 ug/kg) na auséncia (barra branca) ou na presencga de pré-tratamento
com uma dose unica de LDT3 ou LDT5 (0,1 ug/kg, iv) (barras hachuradas azuis e
laranjas, respectivamente) ou tansulosina (0,01 ug/kg, iv) (barras cinzas hachuradas).
Os dados séo expressos como média e S.E.M (n = 3-4). *** P < 0,001 (tratamentos
com LDTs e tansulosina vs. FE), ** P < 0,01 (LDT5 vs. LDT3) (ANOVA seguido por
teste post-hoc de Dunnett).

Baseado nestes resultados, escolhemos o LDT5 para realizar uma
caracterizagao da curva dose-resposta. Conforme descrito na figura 34, o pré-
tratamento com LDT5 inibiu de forma dose-dependente e completamente o
aumento de PIU induzido por fenilefrina com um valor de En.x de 102 £ 11% e
um valor de DEsy de 0,091 ug/kg (-log DEsp = 1,037 £ 0,15). Observou-se o
mesmo perfil para a tansulosina com um valor de Enax de 114 £ 7,6% e um
valor de DEsp de 0,007 ug/kg (-log DEsp = 2,133 £ 0,11).
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Figura 34. Curvas dose-resposta ao LDT5 e tansulosina sobre o aumento da presséao
intra-uretral (PIU) de ratos induzido por fenilefrina (FE, 30 ug/kg). Os dados sao
expressos como percentual (%) de inibicdo (média + SEM, n = 3-8 replicatas).

IV.E.3. PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM)

A pressao arterial média (PAM) antes da administracdo por via
intravenosa dos antagonistas AR-a4 foi de 130,2 + 4,9 mmHg (n = 21), a qual
esta de acordo com a literatura para este modelo animal (SCHLEIFFER e cols.,
1991). A administragdo intravenosa (em bolus) de tansulosina (0,01 pg/kg),
LDT3 ou LDT5 (0,1 ug/kg) levou a uma pequena redugao da PAM (-0,67 *
1,10%, n = 3; -2,92 + 1,08, n=6; e -2,13 * 0,61%, n=6; respectivamente).
Porém, esses efeitos ndo foram significativamente diferentes da reducédo
observada apds a administragdo de solugéo salina (controle: - 1,74 + 2,96%, n
=6; P=0,90; ANOVA) (Fig.35).
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Figura 35: Variacéo de presséo arterial média em ratos apds administragcdo
intravenosa em bolus de antagonistas AR-a1: Tansulosina (0,01 ug/kg), LDT3 ou LDT5
(0,1 ug/kg), ou veiculo (salina). Os resultados s&o apresentados como média £ S.E.M.
da variagdo em porcentagem em relagao ao valor basal (pré-tratamento). Nao houve
diferenca significativa entre os diferentes grupos (P > 0,05, ANOVA fator tnico).

Além disso, investigou-se o efeito de doses mais elevadas de LDT5 e
tansulosina. Embora nao seja estatisticamente significativo, uma pequena
reducao (12%) da presséao arterial foi observada quando se usou 30 ug/kg do
LDT5 (Fig. 36 A, C). No entanto, este efeito foi maior (20,9 £ 3,4%, n = 5) com
a dose de 100 ug/kg (P < 0,001 em comparagdo com solugdo salina). O
mesmo foi observado para a tansulosina, utilizando doses trés vezes mais

baixas do que as utilizadas para LDT5 (Fig. 36 B, C).
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Figura 36: Variacdo da presséo arterial média em ratos apds a administragdo de
diferentes doses, por via intravenosa em bolus, de: LDT5 (A) ou tansulosina (B). (C)
Variagdo da pressao arterial média representada em curva dose-resposta. Os
resultados sdo apresentados como média + E.P.M. da variacdo percentual em relagéo
ao valor de base (pré - tratamento) (n = 3-6). *** P < 0,001 contra solugao salina,
ANOVA fator tnico seguida do teste post - hoc de Dunnett.

IV.F. ENSAIOS DE PROLIFERAGAO CELULAR (CELULAS PROSTATICAS HUMANAS)

A proliferacdo das células DU-145 aumentou quando elas foram
estimuladas durante 48 horas por via a4 adrenérgica (fenilefrina (FE) 3 pM:
aumento médio de 44,9% acima do basal, P <0,001) ou por via serotonérgica
(serotonina (5-HT) 1 uM: aumento médio de 47,4% acima do basal, P <0,001)
(Fig. 37). A co-incubacao com antagonistas de AR-a1p (BMY7378 50 nM) ou do
receptor de 5-HT4a (p-MPPF 50 nM) durante 48 horas bloqueou este efeito
proliferativo, sugerindo a participagdo destes receptores no efeito de
crescimento celular. De forma semelhante aos controles BMY7378 e p-MPPF,
a co-incubagao com LDT3 e LDT5 (50 nM por 48 horas), inibiu o crescimento
celular induzido por agonistas dos AR-a, e receptores 5-HT a.

Contudo, a incubagédo apenas com LDT3 e LDT5 50 nM (48 horas),
i.e., na auséncia dos agonistas, ndo promoveu qualquer alteragdo sobre a
proliferagao celular basal, descartando um efeito citotdéxico nestas condigcoes.
Por outro lado, o LDT8 (5 ou 50 nM) induziu crescimento celular (5 nM:
aumento de 102,2% em relacdo ao controle, P <0,05; Fig. 37, A e B).
Corroborando com tais resultados, observamos resultados qualitativamente
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semelhantes quando realizamos ensaios de contagem de células pelo ensaio
de exclusdo do Azul de Trypan (Fig 38).

Tal resultado corrobora com os resultados de atividade intrinseca nos
receptores serotoninérgicos 5-HT15 onde o LDT8 se comportou como agonista

parcial desses receptores (Fig. 26; Tabela 8).
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Figura 37. Inibigcgo do

crescimento de células DU-145 por LDT3 e LDT5. O

crescimento celular foi induzido por fenilefrina 3 uM (A) ou 5-HT 1 uM (B) e avaliado

pelo ensaio de MTT.

BMY 7378 e p-MPPF foram usados como antagonistas seletivos de AR-ap e
receptores 5-HT,, respectivamente. Os dados sdo expressos como média + S.E.M.

de 5-12 experimentos independentes realizados em quintuplicata. * P < 0,05;

**P<

0,01 e *™™* P < 0,001 em comparagdo com o agonista sozinho (ANOVA fator unico

seguido do teste post hoc

de Dunnett). Os valores sdo expressos em % do controle
(basal)
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Figura 38. Inibigdo do crescimento de células DU-145 por LDT3 e LDT5. O
crescimento celular foi induzido por fenilefrina (FE) 3 uM (A) ou 5-HT 1 uM (B) e
avaliado pelo ensaio de excluséo do Azul de Trypan.

BMY 7378 e p-MPPF foram usados como antagonistas seletivos de AR-a;p e
receptores 5-HT;,, respectivamente. Os dados sdo expressos como média = S.E.M.
de 2-5 experimentos independentes realizados em triplicata ou quadruplicata. * P <
0,05; ** P < 0,01 e *** P < 0,001 em comparagdo com o agonista sozinho (ANOVA
fator tnico seguido do teste post hoc de Dunnett).
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Em seguida, avaliamos o efeito dos LDTs sobre o crescimento de
células oriundas de pacientes com HPB, visando uma maior translacionalidade
dos nossos dados. De acordo com os dados obtidos nos ensaios de MTT e
exclusao de Azul de Trypan utilizando as células hiperplasicas humanas (HPB),
um padrao similar de crescimento celular foi observado apds estimulo com
fenilefrina e 5-HT. Fenilefrina (3 uM) e 5-HT (3 yM) promoveram o aumento do
numero de células em 55,7% e 46,4%, respectivamente (P < 0,01) (Fig 39, Ae
B respectivamente; Fig 40) .

A incubagdo com o antagonista do AR-asp BMY7378 50 nM inibiu o
efeito da FE (P <0,001 e P <0,05, MTT e exclusdo de Azul de Trypan,
respectivamente) (Fig 37A e 38A). A co-incubagdo com LDT3 (50 nM) e LDT5
(50 nM) também bloqueou completamente o aumento do numero de células
das células hiperplasicas induzido pela FE (P < 0,001 e P < 0,01, MTT e
exclusao de Azul de Trypan, respectivamente) (Fig 39A e 40A). Vale ressaltar
que neste modelo a tansulosina (5 nM) n&o teve efeito (Fig.40A).

Para os receptores 5-HT4a, a estimulacdo com 5-HT (3 pM) foi
completamente bloqueada pelo antagonista seletivo p-MPPF (50 nM; 48 horas)
(P < 0,001) (Fig. 39B e 40B). Da mesma forma, LTD3 e LDT5 (50 nM; 48
horas) bloquearam completamente a proliferacdo induzida por 5-HT (P <
0,001).

Contudo, LDT3 e LDT5 (50 nM, 48 horas) nao alteraram o aumento
basal do numero de células (Fig. 37, 38, 39 e 40) mais uma vez descartando o

efeito citotoxico em uma célula de origem humana (HPB).
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Figura 39. Inibicdo do crescimento de células oriundas de pacientes portadores de
hiperplasia prostatica benigna (HPB) por LDT3 e LDT5. O crescimento celular foi
induzido por fenilefrina 3 uM (A) ou 5-HT 1 uM (B) e avaliado pelo ensaio de MTT.

BMY 7378 e p-MPPF foram usados como antagonistas seletivos de AR-a;p e

receptores 5-HT;,, respectivamente. Os dados sdo expressos como média = S.E.M.

de 5-12 experimentos independentes realizados em quintuplicata. * P < 0,05; ** P <
0,01 e *** P < 0,001 em comparagado com o agonista sozinho (ANOVA fator tnico

seguido do teste post hoc de Dunnett).
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Figura 40. Inibicdo do crescimento de células oriundas de pacientes portadores de
hiperplasia prostatica benigna (HPB) por LDT3 e LDT5. O crescimento celular foi
induzido por fenilefrina 3 uM (A) ou 5-HT 1 uM (B) e avaliado pelo ensaio de exclus&o
do Azul de Trypan.

BMY 7378 e p-MPPF foram usados como antagonistas seletivos de AR-a;p e
receptores 5-HT;,, respectivamente.

Os dados séo expressos como média + S.E.M. de 3-7 experimentos independentes
realizados em triplicata ou quadruplicata. * P < 0,05; ** P < 0,01 e *** P < 0,001 em
comparagdo com o agonista sozinho (ANOVA fator unico seguido do teste post hoc de
Dunnett).
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IV. G. ANALISE DA MORFOLOGIA CELULAR E DA ATIVIDADE PROLIFERATIVA

Avaliou-se, apos o tratamento com os LDTs (50 nM), BMY7378 (50 nM)
(antagonista AR-aip seletivo), tansulosina (5nM) (antagonista AR-a4a
“seletivo”), ou PBS (veiculo de diluicdo das substancias), as alteragdes na
morfologia celular causadas pelos tratamentos. Para isso, utilizou-se a toxina
faloidina para marcagao dos filamentos de actina (F-actina) do citoesqueleto.

A analise qualitativa de imagens de microscopia confocal (Fig. 41)sugere
que LDT3 e LDT5 (50 nM, 48 horas) nao alteram a morfologia celular (Fig. 41,
coluna a esquerda), ja que nao houve alteracdo da marcagao com faloidina em
relagdo ao controle.

Simultaneamente, avaliou-se, mais uma vez, a atividade proliferativa das
células através da imunomarcagao para o antigeno ki67, uma proteina nuclear,
expressa nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular e ausente na fase GO e, em
células quiescentes. Nao houve qualquer alteracdo do crescimento basal das
células quando tratadas somente com os LDTs (Fig. 41, coluna a esquerda),
evidenciado pelo numero de nucleos marcados (DAPI) em cada condicao,
corroborando com o observado em outros ensaios. Notou-se a presenga do
antigeno ki67, mesmo como marcag¢des ténues, e isso €& estritamente
associado a progressao do ciclo celular. Desta forma entdo, descarta-se, mais
uma vez, o efeito citotdoxico dos LDT3 e LDT5 em uma célula de origem
humana (HPB).

Pode-se notar também, pelo maior numero de nucleos marcados com
DAPI, a inducdo de proliferacdo pelo tratamento com agonista de AR-ay
fenilefrina (Fig. 41, coluna a direita), e que tal proliferacdo é bloqueada com a

adicdo dos LDTs de maneira semelhante ao observado com o BMY7378.
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Figura 41. Micrografia das células estromais de hiperplasia prostatica benigna.
Marcagées: Vermelho - faloidina (filamentos de actina); Azul - DAPI (sonda marcadora
de DNA); Verde - Ki-67 (marcador de proliferagao celular). Inibigdo da proliferagdo
celular induzida por via adrenérgica (Fenilefrina (FE) 3 uM), em células de pacientes
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portadores de HPB, por BMY7378, LDT 3, LDT 5 (60 nM) e tansulosina (5 nM).
Imagens representativas. Grupo controle: tratatado somente com o veiculo de dilui¢do
das substéancias utilizadas neste ensaio (PBS). Barras correspondem a 20 ym -
Microscopia confocal (LSM510 Meta Zeiss Laser Scanning confocal microscope).

IV.H. ENSAIOS DE PROLIFERAGAO CELULAR (CELULAS PROSTATICAS HUMANAS) —
TRANSATIVAGAO DE EGFR POR AR-a1p

Buscando elucidar o mecanismo molecular pelo qual a ativagado dos
AR-ayp levaria a proliferacdo das células HPB, avaliamos a possivel interagao
dos AR-a4p com a via do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR),
em um processo conhecido como transativagao.

A pré-incubacéo das células HPB com todos os inibidores da via de
transativacao de EGFR inibiu a proliferagao celular induzida por fenilefrina com
amplitude de efeito semelhante ao observado anteriormente com o bloqueio do
AR-aip (Fig. 42). Estes inibidores nao tiveram efeito inibitério na auséncia de
fenilefrina sobre as células HPB, desta forma descartando um efeito inibitorio

inespecifico.
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Figura 42. Inibicdo do crescimento de células oriundas de pacientes portadores de
hiperplasia prostatica benigna (HPB) por inibidores das vias de sinalizagdo
intracelulares envolvidas na transativacdo de EGFR. O crescimento celular foi induzido
por fenilefrina (FE) 3 uM e avaliado pelo ensaio de MTT (A) e exclus&o do Azul de
Trypan (B). Foram usados: AG1478 5 uM, como antagonista de EGFR; GM6001 10
UM como inibidor de metaloproteinase; PD98059 1 uM como inibidor de MEK; ou
CRM197 200 ng/mL como inibidor especifico da HB-EGF. Os dados sdo expressos
como média + S.E.M. de 3-5 experimentos independentes realizadas em triplicata ou
quadruplicata. *** P < 0,001 em comparagdo com o agonista sozinho (ANOVA fator
Unico seguido do teste post hoc de Dunnett).
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IV. I. AVALIAGAO DOS EFEITOS DOS LDTS SOBRE A VIA DAS MAP-KINASES

A avaliagdo da atividade da via da ERK 1/2 em células estromais
provenientes de pacientes portadores de HPB foi realizada por Western
blotting. A expressao de p-ERK 1/2 (forma ativada) na condigdo basal foi
considerada como 100%. O tratamento com fenilefrina 100 pM (15 minutos)
aumentou a atividade da p-ERK 1/2 em 44%, P <0,001) (Fig. 42). Contudo nao
houve alteracdo da expressdo da ERK total. Tal ativagao foi bloqueada pelo
pré-tratamento das células (10 minutos antes da adicdo da fenilefrina) com
LDT3 e LDT5 (1 uM) (Fig. 43).

P-ERK 1/2 | M e . | 14/42 kDa

ERK 1/2 sowm s avs s e s, 44/42 kDa

200- -
1504 I

Figura 43. LDT3 e o LDT5 inibem a ativacdo de ERK-1/2 induzida por fenilefrina.
Células HPB foram estimuladas com fenilefrina (100 uM, 15 min) na auséncia ou
presenca de LDT3 e LDT5 (1 uM; pré-incubac¢éo de 10 min).

Painel superior: Os lisados celulares foram analisados por immunoblotting para p-
ERK-1/2 e ERK-1/2 total (experimento tipico). Painel inferior: Dados da anélise
densitométrica. Os dados (expressos como média + SEM) foram normalizados em
relagéo ao basal considerado 100% (n=3-4).
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v" POTENCIAL TEORICO

No processo de desenvolvimento de farmacos, o uso de filtros teoricos
tais como a “Regra dos 5" e “Eficiéncia do Ligante” (EL) permite a selegdo de
substancias candidatas com maior potencial tedérico de sucesso (ou drug
likeness) (GHOSE e cols.,, 1999; LIPINSKI e cols, 2001; HOPKINS e
cols.,2014). LDT3, LDT5 e LDT8, em sua forma nao ionizada, satisfazem aos
quatro parametros definidos pela “Regra dos 5°. Desta forma, LDT3, LDT5 e
LDT8 sao candidatos a farmacos com potencial atividade por via oral, uma vez
que, segundo LIPINSKI e cols. (1997), estes parametros fisico-quimicos estao
associados com a solubilidade em meio aquoso e permeabilidade intestinal.
Além disso, segundo a analise de EL, a qual considera propriedades fisico-
quimicas e farmacoldgicas (poténcia) do ligante, LDT3, LDT5 e LDT8 estao
dentro da faixa de valores encontrados para varios farmacos em uso clinico
com diferentes alvos farmacolégicos (HOPKINS e cols., 2014), sugerindo que
eles possuem boa eficiéncia de ligagdo aos adrenoceptores a4 e receptores 5-
HT1a.

v" SELETIVIDADE

Durante minha dissertacdo de mestrado (NASCIMENTO, 2011), uma
serie de derivados N-fenilpiperazinicos (LDTs) tiveram suas afinidades
avaliadas para os AR-a4a, por meio de ensaio de ligagao (binding) utilizando
preparagdes membranares de figado de coelho. Nesta ocasido os LDT3, LDT5
e LDT8 foram selecionados por apresentarem alta afinidade para este receptor
alvo (LDT3: Ki = 4,63 nM, LDT5: Ki = 3,67 nM e LDT8: Ki = 3,76 nM). Estas
afinidades foram cerca de 10 vezes mais baixas do que as apresentadas pela
prazosina (Ki = 0,243 nM), mas estes trés substancias apresentaram uma
seletividade muito maior do que a prazosina quando comparada a afinidade
pelos AR-a4g (LDT3: Ki = 73 nM, LDT5: Ki = 12 nM e LDT8: Ki = 9,07 nM),
receptores ndao alvos no contexto deste estudo (NASCIMENTO, 2011). Desta
forma, estes trés moléculas foram selecionadas para esta Tese de Doutorado.

De fato, a hipotensao postural € um importante efeito adverso relacionado aos
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antagonistas AR-a4 utilizados atualmente na clinica para o tratamento da HPB.
As causas envolvidas na ocorréncia deste efeito adverso podem incluir
aspectos farmacocinéticos e farmacodinamicos (i.e., bloqueio dos
adrenoceptores a1), que ndo sdo mutuamente exclusivos (MICHEL & VRYDAG,
2006). Contudo, o bloqueio de AR-aig € um dos fatores considerados na
inducdo da hipotensdo postural, a qual pode ser mais pronunciada em
pacientes idosos, uma vez que a expressao em vasos de resisténcia deste
subtipo de receptor aumenta com o envelhecimento (RUDNER e cols., 1999;
MICHEL & VRYDAG, 2006, LEPOR, 2007). Nessa mesma condi¢cao
experimental, a tansulosina mostrou um valor Ki de 59 nM para AR-o4g
(CHAGAS-SILVA e cols., 2014). Portanto LDT3, LDT5 e LDT8 apresentam
menor afinidade para os AR-ayg do que tansulosina, farmaco utilizado na
clinica para o tratamento da HPB, correspondendo a uma vantagem para esses
LDTs frente a tansulosina.

A prostata contém um componente estromal formado por células
musculares lisas e um componente glandular composto por células epiteliais,
dentre outros elementos. A propor¢ao de musculo liso e elementos gladulares
varia entre as espécies, sendo que a prostata humana possui a maior
proporcdo do componente estromal. Além disso, a hiperplasia prostatica
histolégica é associada ao aumento de musculo liso estromal (revisto em
MICHEL & VRYDAG, 2006).

De acordo com ensaios de RT-PCR em tempo real, imunohistoquimica,
ensaios de ligagcao (binding) e ensaios funcionais realizados com prostata
humana, o AR-a4a € 0 subtipo predominante. Este subtipo esta presente no
estroma (e no componente glandular) e induz contragdo muscular (FAURE e
cols., 1994, FORRAY e cols., 1994, PRICE e cols., 1993; WALDEN e cols.,
1997). Os dados da literatura sugerem a propor¢cédo de 70:0:30% para os
subtipos AR-a1a, AR-a1g € AR-a1p (revisto em MICHEL & VRYDAG, 2006). Na
hiperplasia prostatica benigna ha aumento do RNAm de AR-ay. O AR-a4a €
também altamente expresso na préstata hipertrofica porém neste caso ha
também aumento da expressdo de AR-aip (NASU e cols., 1996, MICHEL &
VRYDAG, 2006).
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O AR-a1a também é o subtipo predominante na prostata do rato, sendo
responsavel pela contragdo (SCOFIELD e cols., 1995). A afinidade aparente
dos LDT3, LDTS e LDT8 também foi avaliada utilizando um ensaio funcional
com prostata de rato, onde pudemos nd&o somente confirmar a elevada
afinidade dos LDTs pelos AR-aia, mas também pudemos determinar sua
atividade intrinseca, caracterizando estes LDTs como antagonistas destes
receptores. Com base nestes resultados, LDT3, LDT5 e LDT8 (Kg = 2,62 nM;
0,18 nM; 0,17 nM, respectivamente) apresentam uma afinidade 20 a 60 vezes
menor para AR-ag quando comparamos as afinidade para os AR-aa/op, O
que nos indica um bom perfil de seletividade em relagcdo a este receptor néo
alvo, reduzindo assim as chances de efeitos adversos tais como hipotenséo.

Receptores adrenérgicos pertencem a familia de receptores acoplados
a proteina G (GPCRs). Nesta familia também se encontram os receptores
muscarinicos,  serotoninérgicos e  dopaminérgicos. Resumidamente,
considerando o genoma humano e de acordo com a analise filogenética, estes
receptores pertencem ao subgrupo da familia rodopsina (HIBERT e cols.,
1991). Uma caracteristica de GPCRs da familia rodopsina que pode afetar a
afinidade de farmacos é o fato dos segmentos transmembranares (TM) dos
GPCRs apresentarem consideravel identidade e similaridade estrutural,
incluindo adrenoceptores, receptores 5-HTia € receptores dopaminérgicos
(HIBERT e cols., 1991). As regides mais preservadas séo os TM e as algas
extracelulares. A regido com maior diversidade nos GPCRs é a extremidade
extracelular aminoterminal que apresenta 62 + 98 (média + DP) residuos de
aminoacidos (KARNIK e cols., 2003) (Fig. 44).
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Figura 44. Representacéo da estrutura secundaria de GPCRs . A ponte dissulfeto
(amarelo) que liga TM3 e ECL2 é conservado em 91,8 % dos GPCRs, mas ausente
em 7,6 % de membros da familia rodopsina. Abreviaturas: TM — segmento
transmembranar. Os numeros indicam o nimero de residuos em cada regiao (média *
DP) Modificado de KARNIK e cols., 2003.

A regidao TM é hidrofobica e corresponde a regido responsavel pelo
reconhecimento do ligante (OLDHAM & HAMM, 2008). Ha uma relagéo
estrutural entre os ligantes conhecidos desses receptores que em geral
correspondem a pequenas moléculas de aminas com uma regido aromatica
(FREDRIKSSON e cols., 2003), tornando um desafio o desenvolvimento de
ligantes seletivos. Ensaios de mutagénese sugerem que residuos Asp>*? na
TM3, o qual é conservado nos GPCRs, é importante para a interacdo de
ligantes através da amina protonada. Além disso, o grupamento hidroxila
presente em neurotransmissores e farmacos podem interagir através de
ligacdo de hidrogénio com residuos Ser/Thr na TM5 (LOPEZ-RODRIGUEZ e
cols., 2002). Desta forma se fez necessario o mapeamento de possiveis
afinidades por receptores estruturalmente semelhantes que poderiam ser alvo
dos LDTs e que poderiam causar efeitos adversos.

Anteriormente ja haviam sido avaliados como receptores ndo-alvo, além
dos AR-a4g, 0s receptores 5-HT,n (Tabela 11). Todos os LDTs tinham
afinidades menores para estes receptores quando comparavamos aos
receptores 5SHT 1o (NASCIMENTO, 2011, dissertacdo de mestrado).
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Tabela 11: Resumo dos parametros farmacologicos dos LDTs para os receptores
nao-alvos.

Receptor

AR-a,g AR-a 5-HT:a D,-“like” Muscarinico
LDTs K (nM)* K (nM) K (nM)® Ki (nM) Ki (nM)
LDT3 734 930 45° 186 56700
LDTS 124 240 248° 100 108000
LDT8 9,074 550 254° 6 33900

A B Os valores de K; foram determinados durante o desenvolvimento da dissertacdo de
mestrado através de ensaios de competicdo, utilizando a [*H]-prazosina e [*H]-
ketanserina como radioligantes para AR-aig e 5-HT,, respectivamente
(NASCIMENTO, 2011).

Neste estudo, seguiu-se com a avaliacdo de outros receptores nao alvo
(AR-ay, receptores muscarinicos e receptores dopaminérgicos (D.-“like”). Para
esses trés receptores nao-alvo verificou-se que os LDTs apresentaram valores
elevados de Ki, perto da faixa micromolar, para os AR-0pa receptores
muscarinicos e receptores Dy-“like” (Tabela 11). Exceto LDT8 que apresentou
uma afinidade relativamente elevada para os receptores D,-“like”, com um valor
de Ki de 6 nM.

Estudos anteriores mostraram efeitos sobre AR-a, poderiam estar relacionados
com a regulagdo dos sistema nervoso central, sistema cardiovascular e
genitourinario masculino, onde receptores pré-sinapticos inibem a liberagéo de
catecolamina a partir de nervos simpaticos (HEIN e cols., 1999; KONTANI e
cols., 2000; MICHEL & VRYDAG, 2006). Em relacdo ao AR-a, o LDT5, por
exemplo, apresentou uma afinidade 1333 vezes maior para AR-aa € 407 vezes
maior para AR-ap, tendo uma boa seletividade entre os receptores, o que
sugere uma menor propensao a causar efeitos adversos relacionados a esses

receptores (tabela 12).

101



V. Discussdo

Tabela 12: Comparag¢éao dos pardmetros farmacolégicos dos LDTs para 0s AR-a..
AR-a,/ AR- AR-a,/

Receptor

AR-UZ
. (o ETN AR'G1D
LDTs Ki (nM)
LDT3 930 355 4774
LDT5 240 1333 4074
LDT8 550 3235 3055%

A Os valores de K; foram determinados durante o desenvolvimento da dissertacéo de
mestrado através de ensaios funcionais em aorta de rato (NASCIMENTO, 2011).

Ja acdes sobre os receptores muscarinicos, podem acarretar eventos
cardiovasculares, glandulares, constipacdo e sonoléncia, por exemplo
(ANDERSSON & WEIN, 2004; YAMADA e cols., 2011). Em relagdo aos
receptores muscarinicos essa seletividade é ainda maior, por exemplo, o LDT5
apresentou uma afinidade 60000 vezes maior para AR-aia e 18305 vezes
maior para AR-a4p, sendo ainda mais seletivos entre esses receptores (tabela
13).

Tabela 13: Comparagéo dos pardmetros farmacolégicos dos LDTs para os receptores

muscarinicos.
Receptor Muscarinicos Muscarinicos Muscarinicos
Ki (nM) IAR-G1A IAR-G1D
LDTs
LDT3 56700 21641 29076"
LDT5 108000 60000 18305
LDT8 33900 199411 1883334

A Afinidades para AR-a;p foram determinadas durante o desenvolvimento da
dissertacdo de mestrado através de ensaios funcionais em aorta de rato.
(NASCIMENTO, 2011).

Em relagao aos receptores D, “like”, sabe-se que estes receptores estao
envolvidos no comando central da ejaculagao (GIULIANO, 2006) de tal forma
que seu bloqueio poderia levar a problemas de ejaculagédo, como reportado
para a tansulosina. De fato, em estudos clinicos, pacientes tratados com
tansulosina (0,8 mg/dia) tém o volume ejaculado reduzido em quase 90% e
cerca de 35% apresentam anejaculagao (GIULIANO, 2008). Nota-se que existe
controvérsia quanto a este aspecto ja que outros estudos atribuem esses

disturbios ejaculatorios da tansulosina aos efeitos sobre AR-a; (DE ALMEIDA
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KIGUTI & PUPO, 2012). De qualquer forma, era importante averiguar a
afinidade dos LDTs para este receptor. Apesar de ndao serem totalmente
conclusivos por causa da limitagdo do ensaio utilizado (binding avaliando
sobretudo receptores do tipo D,, predominante no estriado de rato, e ndo o
subtipo D3, por exemplo), estes resultados indicam uma boa margem de
seguranga tendo em vista a afinidade muito menor para estes receptores do
que para o receptor asa (cerca de 70 e 550 vezes para LDT3 e LDTS,

respectivamente) (Tabela 14).

Tabela 14: Comparagao dos parédmetros farmacolégicos dos LDTs para os receptores

dopaminérgicos D,-“like”.

Receptor I D,-“like” D,-“like”
D}gi' (’r:’l;‘l*) | AR-a;s | AR-up
LDTs
LDT3 186 71 954
LDT5 100 555 1704
LDT8 6 35 334

A~ Afinidades para AR-a,p foram determinadas durante o desenvolvimento da
dissertacdo de mestrado através de ensaios funcionais em aorta de rato.
(NASCIMENTO, 2011).

Em relacdo aos receptores dopaminérgicos essa seletividade € menor
para os LDT3 e LDT8, destacando-se o LDT5 que apresentou uma afinidade
555 vezes maior para AR-a4a € 170 vezes maior para AR-ap, comecgando a
apresentar um melhor perfil de afinidade, sendo mais seletivo pelos receptores
alvos destes estudo. Cabe ressaltar que a tansulosina, antagonista AR-a4a
utilizado no tratamento da HPB, apresenta uma razdo de apenas 2 vezes entre
receptores dopaminérgicos e AR-aia (0,28 e 0,14 nM, respectivamente)
(GIULIANO e cols., 2006; ANDERSSON & WYLLIE, 2003).

Em virtude da maior afinidade do LDT8 por receptores D.-like e sua
atividade intrinseca em receptores 5-HT 14 (ver adiante) esta substancia nao foi
avaliada em etapas posteriores que visaram ampliar o conhecimento da ligagao
dos LDTs a outras proteinas nao-alvo da HPB e de receptores de origem
humana. Esta etapa é importante para a otimizagdo da margem de segurancga
de novos candidatos a farmacos (BOWES e cols., 2012).
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Realizamos um teste de afinidade (ensaios de binding) dos LDT3 e
LDTS5 para outros receptores, canais e enzimas totalizando 44 alvos
selecionados, e que sao recomendados por algumas empresas farmacéuticas.
Os dados obtidos com LDT3 e LDTS (1 pM) sugerem que estes néo
apresentam afinidade significativa para os outros alvos estudados incluindo o
canal hERG K" (ANEXO 2), cujo bloqueio pode provocar arritmia cardiaca
grave (PRIEST e cols., 2008). Ensaios que avaliem a afinidade e/ou os efeitos
sobre canais hERG K* sdo necessarios para a aprovacdo de novos farmacos
por diversas autoridades reguladoras (BOWES e cols., 2012, PETERS 2013).

Até este momento do estudo todos os parametros de afinidade
estavam sendo avaliados em adrenoceptores de rato. Utilizando células Rat-1
transfectadas com os trés subtipos de AR-a4 humanos e um ensaio funcional
de medigdo de [Ca®'], pode-se confirmar que os LDTs atuavam como
antagonistas destes receptores, mantendo sua elevada poténcia, o que reflete
indiretamente a afinidade. Para AR-a1p humanos, por exemplo, LDT3 e LDT5
apresentaram valores de Clsp que variaram entre 1,8 e 4 nM.

Os LDTs também apresentaram alta afinidade por AR-a1a humano, com
valores de pClsg de 7,21 £ 0,27 e 7,22 £ 0,17, LDT3 e LDT5 respectivamente (n
= 3). Podemos notar que ha uma diferenga de poténcia (pClsg) dos LDTs em
AR-a4p quando comparamos os parametros obtidos neste ensaio e ensaio
funcional de prostata de ratos (Kg). Cerca de 330x para LDT5 e 24x para LDT3.
Tal fato pode resultar das diferengas nas caracteristicas dos AR-aa
dependentes do tecido ou ambiente de ensaio (FORD e cols., 1997). Além
disso, a concentragdo usada de fenilefrina foi muito mais alta no ensaio do
[Ca®]i, logo é natural que se precise de mais antagonista para que haja a
competicido pelos receptores.

Contudo, corroborando com o observado anteriormente em receptores
de rato, pode-se observar que em AR-aig humanos o LDT3 e LDT5
apresentaram menor poténcia com valores de pClsy de 6,2 + 0,23 € 5,9 + 0,28
(n = 3), respectivamente, em relagéo aos outros dois subtipos de receptores (P
<0,05). Além disso, LDT3 e LDT5 também apresentaram menor poténcia

quando comparados a tansulosina (8,8 £ 0,1 (n = 3); P <0,05) (Tabela 15).
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Tabela 15: Comparacdo dos parédmetros farmacolégicos dos LDTs para os AR-a,

humanos.
Receptor AR-a4g AR-04g
AR-
ol (‘:11“;) | AR-a;s | AR-ap
Substancia 50

LDT3 630 10 348

LDT5 1200 20 275

Tansulosina 1,58 0,4 ND

ND = Nao determinado

Neste ensaio, pudemos observar que LDT3 e LDTS5 apresentam uma
afinidade maior por AR-a4a/1p quando comparados a AR-a4g. O mesmo néao se
aplica a tansulosina que, neste modelo de estudo, praticamente nao distingue
AR-a1a € AR-a4g. Tal fendbmeno, pode estar relacionado com diferentes niveis

de expressao dos receptores nesses modelos.

v ATIVIDADE IN VIVO

Seguiu-se o estudo realizando testes in vivo. A principio avaliou-se se os
LDTs promoveriam algum efeito téxico agudo quando administrados em doses
elevadas. A avaliagdo de toxicidade € uma metodologia amplamente
empregada para verificar e classificar substancias quanto a sua capacidade de
provocar, em altas doses, danos aos organismos vivos (VALADARES, 2006),
sendo sugerido que a avaliagao sobre a potencial toxicidade seja realizada de
forma precoce a fim de evitar investimentos desnecessarios e aprofundamento
de estudo com candidatos potencialmente téxicos.

Os dados obtidos sugerem, de maneira preliminar, que LDT3 e LDT5
nao induzem toxicidade aguda, uma vez que a administragao intraperitoneal de
100 pg/kg nao produziu qualquer mortalidade e nao promoveu nenhuma
alteracdo da temperatura corporal, ou alteracdo dos parametros analizados
(Tabela 3, em materiais e métodos). Tais parametros poderiam ser
relacionados a efeitos periféricos (por exemplo, hipotensdo (via AR-ay),
lacrimejamento (via AR-a4), mudanga no padrédo miccional (via AR-a1 e

receptores dopaminérgicos e muscarinicos) e até mesmo centrais (tabela 16),
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que poderiam acarretar em possiveis efeitos adversos decorrentes do bloqueio

dos receptores a que estes LDTs apresentam afinidade.

Tabela 16: Os efeitos adversos que poderiam estar associados a um bloqueio central
dos diferentes receptores acoplados a proteina G.

Receptor Efeito colateral devido ao bloqueio dos
receptores

AR-q; Hipotenséo, sedacao, tontura
AR-a, Ansiedade
5-HT1a Alteragdes de temperatura
D,/D4 Catalepsia

Dq-like, D4 Mudancgas no controle da micgao

Muscarinico Sedagao

Tais parametros foram avaliados em um periodo de até 14 dias apods a
administracdo e nao foi observado quaisquer efeitos adversos com estes
derivados.

Na etapa seguinte do projeto avaliamos o efeito dos LDT3 e LDT5 sobre
a PIU. Diferengas anatdmicas entre a prostata humana e de animais de
experimentagao, impediram até o momento, o estabelecimento de um modelo
animal ideal que reproduza as caracteristicas hiperplasicas e de LUTS
observadas na HPB. Porém, os ensaios de medida de PIU sao utilizados para
estimar a poténcia de novos farmacos in vivo (HIEBLE, 2011). Tal método
baseia-se no fato de que a ativagdo de AR-a4 por um agonista por exemplo a
fenilefrina (FE), levaria a um aumento do ténus muscular liso prostatico (e da
uretra) o que culmina num aumento da PIU (AKIYAMA e cols., 1999). Em
trabalho anterior AKIYAMA e colaboradores (1999) mostraram que a remogao
da prostata compromete o aumento da PIU em cerca de 80% quando
comparado ao animal com préstata intacta, e os valores de PIU na auséncia da
préstata se igualam aos valores observados em fémeas.
A prostata corresponde a um tecido enriquecido em AR-aqa funcionais
tanto em humanos quanto em ratos (WALDEN e cols., 1999, SCOFIELD e
cols., 1995). Nesse sentido, é possivel verificar o papel de um antagonista AR-
a1a Utilizando este modelo. Observou-se, inicialmente, que a FE foi capaz de
aumentar a PIU de forma dose-dependente o que nos permitiu validar este
protocolo experimental. A pré-administragcao, por via intravenosa, de LDT3 ou
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LDTS (0,1 pg/kg) impediu o aumento de PIU induzido pela fenilefrina (30
Mag/kg). Neste ensaio, o LDT5 produziu uma maior inibigdo do aumento de PIU
induzido por fenilefrina quando comparado ao LDT3 (Fig. 33), estando de
acordo com sua maior afinidade por AR-a1a, observada anteriormente (Tabela
1).

Posteriormente foram realizadas curvas dose-resposta ao LDTS.
Verificou-se que em doses mais elevadas o LDT5 bloqueou totalmente o efeito
da fenilefrina sobre a PIU. O mesmo foi observado para a tansulosina neste
mesmo modelo experimental. Os valores médios de DEsg foram 0,09 ug/kg e
0,007 ug/kg para LDT5 e tansulosina, respectivamente, corroborando com o
observado anteriormente, uma vez qua a tansulosina apresenta afinidade maior
AR-a4a. Assim, este resultado demostra que LDT5 foi tdo eficaz porém menos
potente que o farmaco padrao utilizado no tratamento do LUTS sugestivo de
HPB.

Considerando-se que a hipotensao arterial € um efeito adverso classico
de antagonistas de AR-q4, principalmente em idosos, devido, em grande parte,
ao antagonismo sobre AR-aig em vasos sanguineos de resisténcia (TAKE e
cols., 1998, SCHWINN e MICHELOTTI, 2000, NANDA e cols., 2009), avaliou-
se o efeito de LDT3 e LDT5 sobre a presséao arterial basal de ratos. Ambos nao
promoveram uma reducao na pressao arterial basal apés a sua administracao
(0,1 pug/kg). Nem mesmo em dose mais elevada (10 ug/kg), LDT5 provocou
qualquer impacto sobre a PAM basal. Esta dose é 100 vezes mais elevada do
que a DEsg para o efeito inibitério da LDT5 sobre o aumento induzido pela
fenilefrina em PIU.

Assim, esses resultados sugerem que o LDT5 na mesma dose que
reduz a PIU ndo causa hipotensdo em ratos. Por conseguinte, em termos de
efeitos adversos relacionados com a pressao arterial, LDT5 € um bom
candidato para o tratamento da HBP e disturbios associados.

v ATIVIDADE INTRINSECA — RECEPTORES 5-HT 1,

Durante o desenvolvimento da dissertagdo de mestrado (Nascimento,

2011) verificou-se que LDT2-6 e LDT8 apresentavam elevada afinidade (faixa
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nM) pelos receptores 5-HT4a, porém sua atividade intrinseca permaneceu
indeterminada naquele momento. Esses dados de afinidade foram obtidos a
partir de ensaios de binding utilizando o radioligante agonista [3H]-8-OH-DPAT.
Segundo ASSIE e colaboradores (1999), é possivel determinar a atividade
intrinseca de um farmaco atuando em receptor GPCR através do calculo da
razdo dos valores de K; obtidos em experimentos de competicio com
radioligante antagonista versus radioligante agonista. GPCRs exibem
conformacgdes acoplada e desacoplada a proteina G, as quais exibem estados
de alta e baixa afinidade ao agonista, respectivamente. A afinidade de
antagonistas é semelhante para ambos os estados do GPCR. Desta forma, a
diferenca de afinidade de uma substancia para os estados de alta e baixa
afinidade do receptor pode ser usada para estimar sua atividade intrinseca
(LAHTI e cols., 1992; NOEL e cols., 2014).

Para os derivados LDT3 e LDT5 as duas curvas de competicdo foram
sobrepostas (Fig. 27A e 27B) e os valores das razdes de K, foram préximos da
unidade, o que sugere que estes derivados N-fenilpiperazinicos sejam
antagonistas de receptores 5-HT1a. Por outro lado, o LDT8 apresentou uma
razao de K; superior a unidade (~66) ainda que inferior ao valor obtido com 5-

HT (~77), o que sugere que se trata de agonista parcial desses receptores.

v' AGAO ANTI-PROLIFERATIVA

A prostata hiperplasica humana mostra um aumento da expressao de
AR-aip (KOJIMA e cols.,, 2006; NASU e cols., 1996), e KOJIMA e
colaboradores (2009) sugerem um efeito benéfico do bloqueio deste receptor
durante o tratamento de HPB, uma vez que o naftopidil (antagonista AR-a1p),
um farmaco em uso clinico no Japao, poderia conter o crescimento celular.

Um outro tipo de receptor expresso em tecido prostatico humano e
envolvido com eventos proliferativos € o receptor 5-HT 14 (DIZEYI e cols., 2004,
SIDDIQUI e cols., 2006). Desta forma, os efeitos anti-proliferativos atribuidos
ao bloqueio de AR-aip pelo naftopidil (KOJIMA e cols., 2009), poderiam
também estar relacionados aos receptores 5-HT1a, uma vez que este farmaco

também é antagonista destes receptores. Sendo assim, podemos destacar as
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substancias LDT3 e LDT5 como potenciais candidatos a farmacos para o
tratamento da HPB, uma vez que, além da ac¢do antagonista de AR-a4, eles
apresentam a agéo antagonista de receptores 5-HTa.

Prosseguiu-se o estudo verificando se estas substancias apresentariam
atividade anti-proliferativa em células prostaticas humanas. Quando foram
adicionados sozinhos, os LDTs n&o alteraram a morfologia celular, onde
pudemos verificar que ndo houve alteracdo da orientacdo dos filamentos de
actina do citoesqueleto, por exemplo. Além disso, ndo se notou alteragdes no
numero de nucleos marcados com DAPI, ou nas marcacées com ki67.

O antigeno ki67 corresponde a uma proteina nuclear expressa nas fases
G1, S, G2 e M do ciclo celular e ausente na fase GO e em células quiescentes.
A presenca desta marcagdo, mesmo com marcagdes ténues, em todas as
imagens demostram que o tratamento das células com LDT3 e LDT5 néo
apresentam efeitos sobre a progressao do ciclo celular e ndo apresentam
danos ao DNA, uma vez que este antigeno n&o é detectavel durante processos
de reparo de DNA e possui meia-vida curta (sendo degradado em
aproximadamente uma hora apdés a mitose). Sendo assim, podemos verificar
que nao houve qualquer dano celular.

Além dos dados quantitativos (MTT e contagem de células com exclusao
do corante Azul de Trypan), as imagens de microscopia confocal da
imunocitoquimica (Fig. 41) nos permitem verificar que a proliferacédo celular foi
induzida pelas vias adrenérgicas (AR-aip) e serotoninérgicas (receptores 5-
HT1a). O presente estudo demonstrou um papel dos receptores 5-HT1a € AR-
aip sobre células prostaticas humanas tanto hiperplasicas (provenientes de
pacientes portadores de HPB) quanto tumorais (DU-145), estando de acordo
com outros dados da literatura (KIM e cols., 2009; DIZEYI e cols., 2011). Este
efeito também pode desempenhar um papel importante ao longo do
desenvolvimento da HPB contribuindo com aumento prostatico por estas vias.

Pode-se observar que LDT3 e LDT5, foram capazes de conter a
proliferacdo induzida por essas duas vias, assim como o0s antagonistas
classicos desses receptores, BMY7378 (antagonista seletivo AR-ap) e p-
MPPF (antagonista seletivo de receptores 5-HTqa) corroborando o papel de
AR-a1p (KOJIMA e cols., 2009) e receptores 5-HTqa (DIZEYI e cols., 2004,

109



V. Discussdo

SIDDIQUI e cols., 2006), na proliferagdo de células estromais. Notou-se
também (Fig. 40A) que a tansulosina promoveu somente uma inibicao parcial
da proliferagdo induzida por fenilefrina, quando usada numa concentracéo (5
nM) aproximadamente 50 vezes maior do que o valor de Ki relatado na
literatura para AR-aip (CHAGAS-SILVA e cols., 2014). Estes resultados
suportam a hipétese de que os LDTs, com destaque para o LDT5, apresentam
mais uma vantagem quando comparados a tansulosina, uma vez que
apresenta potencial para diminuir ou prevenir o crescimento da préstata em

pacientes portadores de HPB.

v PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora as vias de sinalizagdo mitogénicas canonicas ativadas por
GPCRs sejam razoavelmente bem definidas (ROZENGURT, 2007), uma via
menos elucidada, mas igualmente importante, da sinalizagdo de GPCRs é a
sua capacidade para modular receptores de tirosina-cinases, tais como o
receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) (DAUB e cols., 1996). A
participacdo do EGFR na sinalizagdgo de GPCR é um processo de
transativacao critico para a atividade mitogénica em alguns modelos (DAUB e
cols., 1996, PRENZEL e cols., 1999). Esta transativagao ja foi descrita no trato
reprodutor masculino (revisto em AVELLAR e cols.,, 2009). Um dos
mecanismos moleculares propostos para este processo envolve a ativagao de
um conjunto distinto de metaloproteases e a geragdo e liberacdo de
determinados membros da familia EGF, que por sua vez ativam a EGFR de
uma maneira paracrina/autocrina (PRENZEL e cols., 1999; LIEBMANN, 2011)
(Fig. 7).

Estudos anteriores indicam que a transativagdo de EGFRs esta
envolvida na sinalizacdo de AR-a4. Por exemplo, a proliferacdo de células
mediada por AR-aia € contragcdo vascular € dependente da ativacdo das
quinases mediadas por EGFR (OGANESIAN e cols., 2011; ULU e cols., 2010;
ZHANG e cols., 2004). A transativagdo de EGFR por AR-ag também é bem
esclarecida e estd envolvida na dessensibilizacdo do receptor (CASAS-
GONZALEZ & GARCIA-SAINZ, 2006). Em fibroblastos de rato transfectados
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com AR-aip humano, a ativagdo do EGFR conduz a fosforilacdo e
dessensibilizacdo destes receptores (RODRIGUEZ-PEREZ e cols., 2009).

O melhor conhecimento sobre o possivel papel de AR-aip no
crescimento celular pode contribuir para uma melhor compreensdo da
fisiopatologia da HPB e do seu tratamento farmacoldgico. Para isso,
resolvemos prosseguir o estudo investigando a possivel transativagédo de
EGFR via receptores AR-a1p em células provenientes de pacientes portadores
de HPB. Pode-se notar que a pré-incubagdo com todos os inibidores da
transativacao de EGFR mediada por ativagao de AR-a1p impediu a proliferagao
celular induzida por fenilefrina de uma forma semelhante ao observado com o
BMY7378 (Fig . 42)

A sinalizagdo mitogénica mediada pela transativagdo de EGFR por
GPCRs envolve as proteinas cinases ativadas por mitdogenos (MAPK),
originalmente chamadas ERK (cinases reguladas por sinais extracelulares)
(ROZENGURT, 1998; JOHNSON & LAPADAT, 2002; MELOCHE &
POUYSSEGUR, 2007). Desta forma, avaliamos o envolvimento desta via de
sinalizagdo no processo de proliferacdo celular das células provenientes de
pacientes portadores de HPB. Pode-se observar que, corroborando com o
observado pelos ensaios de proliferagao realizados anteriormente, a fenilefrina
foi capaz de induzir uma ativagdo desta via de sinalizagdo. LDT3 e LDT5 (50
nM) foram capazes de bloquear esse aumento da ativagdo de ERK (forma
fosforilada) induzido pelo tratamento com fenilefrina (100 uM) (Fig. 43).

Sendo assim, aprofundar o estudo investigando a influéncia da via do
EGF sobre a proliferacao celular em células de pacientes portadores de HPB
induzida por agonista a4 adrenérgico, e investigar as vias de sinalizagao nao
candnicas envolvidas na ativagdo dos AR-aip e transativagdo do receptor de
EGF e o efeito dos LDTs nesta via, sdo algumas das etapas subsequentes

deste estudo.
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Os derivados N-fenilpiperazinicos LDT3 e LDTS apresentam, de acordo
com modelos tedricos, uma previsdo de boa eficiéncia de ligacado aos
receptores 5-HT1a € AR-Q1a.

LDT 3 e LDT5 séao antagonistas multialvos com alta afinidade pelos 5-
HT1a, AR-a1a € AR-a4p, 0S quais sao relevantes para o tratamento da HPB
sintomatica. Se destacam por apresentarem menor afinidade por receptores
nao-alvo da HPB (AR-aig, 5-HT2a, muscarinicos, D,-“like”, AR-a,, além dos
alvos considerados criticos por diversas autoridades reguladoras para a
aprovagao de novos farmacos). Além disso, ndo apresentaram toxicidade em
ensaios preliminares ou qualquer sinal de citotoxicidade nas células usadas
neste estudo.

In vitro, as substancias em estudo inibem a proliferagcao celular induzida
tanto por via adrenérgica (via AR-ai) quanto por via serotoninérgica (via
receptores 5-HT1a) em células provenientes de pacientes portadores de HPB.
Inibindo inclusive a ativagdo da via das MAPK mediada por agonista de AR-q;.
Estes dados os identificam como candidatos a protétipos de farmacos para o
tratamento da HPB.

LDT3 e LDT5 se destacam também por inibirem, in vitro e in vivo, a
contragao prostatica sem provocar hipotensao arterial significativa.

LDTS5, na dose 0,1 pg/kg, apresentou uma maior inibigdo na prevengao
do aumento da pressao intra-uretral (PIU) induzida por via adrenérgica quando
comparado ao LDT3 na mesma dose (P <0,005), e também se mostrou téao
eficaz quanto a tansulosina neste modelo.

Tal conjunto de dados, nos levam a concluir que LDTS poderia aliviar os
LUTS além de reduzir a progressao da doenga, uma vez que poderia lentificar
o crescimento prostatico acentuado caracteristico da HPB.

Este perfil promissor demonstrado pelo LDT5 despertou o interesse da
empresa Biozeus Desenvolvimento de Produtos Biofarmacéuticos S.A.
culminando no licenciamento de sua patente. Tal acordo, firmado em abril de
2015, possibilita a continuidade do desenvolvimento desse projeto académico
viabilizando as demais etapas necessarias a sua continuidade. Essas etapas,
apesar de demoradas e de alto custo, sdo essenciais e podem resultar na

aprovagao de um novo medicamento, sendo de grande valia, uma vez que
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pode promover a melhoria na qualidade de vida dos pacientes portadores de
HPB.
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Anexo 2




Resultados CEREP - Binding

Experiment Date Assay Catalog Ref |Client Compound I.D. |Cerep Compound I.D. |Test Concentration (M) % Inhibition of Control Specific Binding % of Control Specific Binding Reference Compound IC50 Ref (M) |Ki Ref (M) |nH Ref
1st 2nd Mean
15/09/2014 A2A (h) (agonist radioligand) 0004 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -4 104.9 102.5 103.7 NECA 2.2E-08 1.8E-08 1.0
15/09/2014 A2A (h) (agonist radioligand) 0004 LDT5 100018032-2 1.0E-06 -1 98.9 103.5 101.2 NECA 2.2E-08 1.8E-08 1.0
18/09/2014 alpha 1A (h) (antagonist radioligand) 2338 LDT3 100018032-1 1.0E-06 103 -1.9 -4.9 -3.4 WB 4101 1.2E-10 5.8E-11 0.8
18/09/2014 alpha 1A (h) (antagonist radioligand) 2338 LDTS 100018032-2 1.0E-06 103 -1.9 -4.1 -3.0 WB 4101 1.2E-10 5.8E-11 0.8
18/09/2014 alpha 2A (h) (antagonist radioligand) 0013 LDT3 100018032-1 1.0E-06 68 30.2 33.3 31.8 yohimbine 5.5E-09 2.4E-09 0.8
18/09/2014 alpha 2A (h) (antagonist radioligand) 0013 LDT5 100018032-2 1.0E-06 82 19.0 16.7 17.9 yohimbine 5.5E-09 2.4E-09 0.8
16/09/2014 beta 1 (h) (agonist radioligand) 0018 LDT3 100018032-1 1.0E-06 47 53.4 52.7 53.0 atenolol 3.5E-07 2.0E-07 0.9
18/09/2014 beta 1 (h) (agonist radioligand) 0018 LDTS 100018032-2 1.0E-06 74 27.4 24.6 26.0 atenolol 3.9E-07 2.2E-07 0.8
16/09/2014 beta 2 (h) (agonist radioligand) 0020 LDT3 100018032-1 1.0E-06 7 93.5 92.0 92.8 IClI 118551 7.2E-10 2.4E-10 1.3
16/09/2014 beta 2 (h) (agonist radioligand) 0020 LDT5 100018032-2 1.0E-06 4 100.7 91.8 96.2 ICl 118551 7.2E-10 2.4E-10 1.3
16/09/2014 BZD (central) (agonist radioligand) 0028 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -12 108.2 115.6 111.9 diazepam 7.4E-09 6.2E-09 0.8
16/09/2014 BZD (central) (agonist radioligand) 0028 LDTS5 100018032-2 1.0E-06 -13 114.9 110.9 112.9 diazepam 7.4E-09 6.2E-09 0.8
16/09/2014 CB1 (h) (agonist radioligand) 0036 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -20 133.6 107.1 120.3 CP 55940 7.3E-10 6.4E-10 1.0
16/09/2014 CB1 (h) (agonist radioligand) 0036 LDTS 100018032-2 1.0E-06 -11 118.1 103.1 110.6 CP 55940 7.3E-10 6.4E-10 1.0
16/09/2014 CB2 (h) (agonist radioligand) 0037 LDT3 100018032-1 1.0E-06 6 94.8 94.1 94.4 WIN 55212-2 2.6E-09 1.7E-09 0.9
16/09/2014 CB2 (h) (agonist radioligand) 0037 LDT5 100018032-2 1.0E-06 2 96.1 100.9 98.5 WIN 55212-2 2.6E-09 1.7E-09 0.9
16/09/2014 CCK1 (CCKA) (h) (agonist radioligand) 0039 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -14 108.8 118.4 113.6 CCK-8s 7.5E-11 5.6E-11 0.9
16/09/2014 CCK1 (CCKA) (h) (agonist radioligand) 0039 LDT5 100018032-2 1.0E-06 -17 116.7 117.0 116.8 CCK-8s 7.5E-11 5.6E-11  [0.9
16/09/2014 D1 (h) (antagonist radioligand) 0044 LDT3 100018032-1 1.0E-06 53 46.3 47.4 46.8 SCH 23390 4.6E-10 1.8E-10 0.9
16/09/2014 D1 (h) (antagonist radioligand) 0044 LDT5 100018032-2 1.0E-06 35 65.0 65.9 65.5 SCH 23390 4.6E-10 1.8E-10 0.9
18/09/2014 D2S (h) (agonist radioligand) 1322 LDT3 100018032-1 1.0E-06 96 8.4 0.5 4.5 7-OH-DPAT 1.6E-09 6.6E-10 0.7
18/09/2014 D2S (h) (agonist radioligand) 1322 LDTS 100018032-2 1.0E-06 98 2.7 0.4 1.5 7-OH-DPAT 1.6E-09 6.6E-10 0.7
16/09/2014 ETA (h) (agonist radioligand) 0054 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -6 103.1 109.7 106.4 endothelin-1 5.3E-11 2.6E-11 0.9
16/09/2014 ETA (h) (agonist radioligand) 0054 LDT5 100018032-2 1.0E-06 -13 106.4 120.1 113.3 endothelin-1 5.3E-11 2.6E-11 0.9
17/09/2014 NMDA (antagonist radioligand) 0066 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -50 124.9 174.2 149.6 CGS 19755 1.5E-07 1.2E-07 1.7
17/09/2014 NMDA (antagonist radioligand) 0066 LDTS 100018032-2 1.0E-06 -18 122.2 114.2 118.2 CGS 19755 1.5E-07 1.2E-07 1.7
16/09/2014 H1 (h) (antagonist radioligand) 0870 LDT3 100018032-1 1.0E-06 80 18.7 20.3 19.5 pyrilamine 4.0E-09 2.5E-09 1.4
16/09/2014 H1 (h) (antagonist radioligand) 0870 LDTS 100018032-2 1.0E-06 47 54.0 51.8 52.9 pyrilamine 4.0E-09 2.5E-09 1.4
16/09/2014 H2 (h) (antagonist radioligand) 1208 LDT3 100018032-1 1.0E-06 14 84.4 87.5 85.9 cimetidine 6.7E-07 6.5E-07 0.8
16/09/2014 H2 (h) (antagonist radioligand) 1208 LDT5 100018032-2 1.0E-06 7 92.6 93.9 93.3 cimetidine 6.7E-07 6.5E-07 0.8
18/09/2014 MAO-A (antagonist radioligand) 0443 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -3 101.5 104.5 103.0 clorgyline 1.3E-09 7.8E-10 2.2
18/09/2014 MAO-A (antagonist radioligand) 0443 LDTS 100018032-2 1.0E-06 -2 107.3 96.4 101.8 clorgyline 1.3E-09 7.8E-10 2.2
16/09/2014 M1 (h) (antagonist radioligand) 0091 LDT3 100018032-1 1.0E-06 17 85.7 81.1 83.4 pirenzepine 1.7E-08 1.5E-08 1.0
16/09/2014 M1 (h) (antagonist radioligand) 0091 LDT5 100018032-2 1.0E-06 16 84.6 83.2 83.9 pirenzepine 1.7E-08 1.5E-08 1.0
16/09/2014 M2 (h) (antagonist radioligand) 0093 LDT3 100018032-1 1.0E-06 13 93.9 80.6 87.3 methoctramine 7.3E-08 5.1E-08 1.0
16/09/2014 M2 (h) (antagonist radioligand) 0093 LDT5 100018032-2 1.0E-06 6 99.3 88.5 93.9 methoctramine 7.3E-08 5.1E-08 1.0
16/09/2014 M3 (h) (antagonist radioligand) 0095 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -2 115.9 88.3 102.1 4-DAMP 4.2E-10 3.0E-10 1.1
16/09/2014 M3 (h) (antagonist radioligand) 0095 LDTS 100018032-2 1.0E-06 6 102.2 86.7 94.5 4-DAMP 4.2E-10 3.0E-10 1.1
12/09/2014 N neuronal alpha 4beta 2 (h) (agonist radioligand) 3029 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -2 98.5 106.4 102.5 nicotine 6.2E-09 2.1E-09 1.0
12/09/2014 N neuronal alpha 4beta 2 (h) (agonist radioligand) 3029 LDT5 100018032-2 1.0E-06 7 84.1 101.7 92.9 nicotine 6.2E-09 2.1E-09 1.0
16/09/2014 delta 2 (DOP) (h) (agonist radioligand) 0114 LDT3 100018032-1 1.0E-06 3 92.8 100.7 96.8 DPDPE 2.7E-09 1.6E-09 1.2
16/09/2014 delta 2 (DOP) (h) (agonist radioligand) 0114 LDTS 100018032-2 1.0E-06 3 101.7 92.4 97.1 DPDPE 2.7E-09 1.6E-09 1.2
16/09/2014 kappa (KOP) (agonist radioligand) 1971 LDT3 100018032-1 1.0E-06 30 75.7 64.5 70.1 U 50488 6.8E-10 4.5E-10 1.2
16/09/2014 kappa (KOP) (agonist radioligand) 1971 LDT5 100018032-2 1.0E-06 7 98.4 86.8 92.6 U 50488 6.8E-10 4.5E-10 1.2
16/09/2014 mu (MOP) (h) (agonist radioligand) 0118 LDT3 100018032-1 1.0E-06 54 43.3 48.1 45.7 DAMGO 1.1E-09 4.6E-10 1.1
16/09/2014 mu (MOP) (h) (agonist radioligand) 0118 LDTS 100018032-2 1.0E-06 23 77.3 77.4 77.3 DAMGO 1.1E-09 4.6E-10 1.1
16/09/2014 5-HT1A (h) (agonist radioligand) 0131 LDT3 100018032-1 1.0E-06 100 0.0 -0.3 -0.2 8-OH-DPAT 5.4E-10 3.4E-10 1.2
16/09/2014 5-HT1A (h) (agonist radioligand) 0131 LDT5 100018032-2 1.0E-06 100 0.6 -0.7 0.0 8-OH-DPAT 5.4E-10 3.4E-10 1.2
16/09/2014 5-HT1B (antagonist radioligand) 0132 LDT3 100018032-1 1.0E-06 56 49.8 38.1 43.9 serotonin 1.0E-08 6.4E-09 0.9
16/09/2014 5-HT1B (antagonist radioligand) 0132 LDT5 100018032-2 1.0E-06 11 90.8 87.0 88.9 serotonin 1.0E-08 6.4E-09 0.9
18/09/2014 5-HT2A (h) (agonist radioligand) 0471 LDT3 100018032-1 1.0E-06 87 13.5 11.6 12.5 (£)DOI 1.1E-10 8.1E-11 1.1
18/09/2014 5-HT2A (h) (agonist radioligand) 0471 LDTS5 100018032-2 1.0E-06 50 47.8 51.4 49.6 (x)DOI 1.1E-10 8.1E-11 1.1
18/09/2014 5-HT2B (h) (agonist radioligand) 1333 LDT3 100018032-1 1.0E-06 97 4.2 1.7 2.9 (x)DOI 6.7E-09 3.4E-09 1.0
18/09/2014 5-HT2B (h) (agonist radioligand) 1333 LDT5 100018032-2 1.0E-06 97 5.6 1.2 3.4 (£)DOI 6.7E-09 3.4E-09 1.0
16/09/2014 5-HT3 (h) (antagonist radioligand) 0411 LDT3 100018032-1 1.0E-06 11 95.9 81.7 88.8 MDL 72222 8.3E-09 5.8E-09 1.1
16/09/2014 5-HT3 (h) (antagonist radioligand) 0411 LDTS 100018032-2 1.0E-06 17 89.0 77.1 83.0 MDL 72222 8.3E-09 5.8E-09 1.1
12/09/2014 GR (h) (agonist radioligand) 0469 LDT3 100018032-1 1.0E-06 1 99.5 97.7 98.6 dexamethasone 2.0E-09 1.0E-09 0.7
12/09/2014 GR (h) (agonist radioligand) 0469 LDT5 100018032-2 1.0E-06 3 92.5 100.8 96.6 dexamethasone 2.0E-09 1.0E-09 0.7
16/09/2014 AR (h) (agonist radioligand) 0933 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -7 102.7 111.8 107.3 mibolerone 1.9E-09 8.2E-10 1.1
16/09/2014 AR (h) (agonist radioligand) 0933 LDTS 100018032-2 1.0E-06 -18 125.8 109.6 117.7 mibolerone 1.9E-09 8.2E-10 1.1
16/09/2014 V1a (h) (agonist radioligand) 0159 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -2 104.9 98.1 101.5 [d(CH2)51,Tyr(Me)2]-AVP 1.1E-09 6.7E-10 1.1
16/09/2014 Via (h) (agonist radioligand) 0159 LDT5 100018032-2 1.0E-06 5 96.8 93.8 95.3 [d(CH2)51,Tyr(Me)2]-AVP 1.1E-09 6.76-10  [1.1
15/09/2014 Ca2+ channel (L, dihydropyridine site) (antagonist radioligand) 0161 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -8 109.3 106.1 107.7 nitrendipine 3.2E-10 2.2E-10 0.9
15/09/2014 Ca2+ channel (L, dihydropyridine site) (antagonist radioligand) 0161 LDT5 100018032-2 1.0E-06 -4 105.0 103.0 104.0 nitrendipine 3.2E-10 2.2E-10 0.9
18/09/2014 hERG (membrane preparation) (antagonist radioligand) 1868 LDT3 100018032-1 1.0E-06 0 106.7 93.0 99.9 astemizole 3.6E-09 1.8E-09 0.6
18/09/2014 hERG (membrane preparation) (antagonist radioligand) 1868 LDT5 100018032-2 1.0E-06 -8 103.1 112.4 107.8 astemizole 3.6E-09 1.8E-09 0.6




16/09/2014 KV channel (antagonist radioligand) 0166 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -13 123.5 102.9 113.2 alpha -dendrotoxin 2.1E-10 1.6E-10 2.4
16/09/2014 KV channel (antagonist radioligand) 0166 LDT5 100018032-2 1.0E-06 -13 111.9 114.3 113.1 alpha -dendrotoxin 2.1E-10 1.6E-10 2.4
16/09/2014 Na+ channel (site 2) (antagonist radioligand) 0169 LDT3 100018032-1 1.0E-06 30 66.1 73.1 69.6 veratridine 7.9E-06 7.1E-06 1.3
16/09/2014 Na+ channel (site 2) (antagonist radioligand) 0169 LDT5 100018032-2 1.0E-06 18 84.6 79.1 81.8 veratridine 7.9E-06 7.1E-06 1.3
16/09/2014 norepinephrine transporter (h) (antagonist radioligand) 0355 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -2 98.3 105.9 102.1 protriptyline 2.4E-09 1.8E-09 1.1
16/09/2014 norepinephrine transporter (h) (antagonist radioligand) 0355 LDT5 100018032-2 1.0E-06 -11 109.0 113.0 111.0 protriptyline 2.4E-09 1.8E-09 1.1
16/09/2014 dopamine transporter (h) (antagonist radioligand) 0052 LDT3 100018032-1 1.0E-06 9 92.2 90.6 91.4 BTCP 9.4E-09 5.0E-09 1.1
16/09/2014 dopamine transporter (h) (antagonist radioligand) 0052 LDT5 100018032-2 1.0E-06 5 94.8 95.7 95.3 BTCP 9.4E-09 5.0E-09 1.1
16/09/2014 5-HT transporter (h) (antagonist radioligand) 0439 LDT3 100018032-1 1.0E-06 49 53.5 49.4 51.5 imipramine 2.5E-09 1.1E-09 1.2
16/09/2014 5-HT transporter (h) (antagonist radioligand) 0439 LDT5 100018032-2 1.0E-06 54 44.5 47.2 45.8 imipramine 2.5E-09 1.1E-09 1.2
Resultados CEREP - Enzyme and Cell-based assays
Experiment Date Assay Catalog Ref |Client Compound I.D. |Cerep Compound I.D. |Test Concentration (M) % Inhibition of Control Values % of Control Values Reference Compound IC50 Ref (M) |nH Ref
1st 2nd Mean

19/09/2014 COX1 (h) 0726 LDT3 100018032-1 1.0E-06 13 86.1 88.5 87.3 diclofenac 2.3E-08 1.5

19/09/2014 COX1 (h) 0726 LDTS 100018032-2 1.0E-06 3 97.2 96.1 96.7 diclofenac 2.3E-08 1.5

12/09/2014 COX2 (h) 0727 LDT3 100018032-1 1.0E-06 1 117.6 80.3 98.9 NS 398 8.4E-08 1.5

12/09/2014 COX2 (h) 0727 LDT5 100018032-2 1.0E-06 21 83.6 74.9 79.3 NS 398 8.4E-08 1.5

12/09/2014 PDE3A (h) 2432 LDT3 100018032-1 1.0E-06 -1 101.4 99.8 100.6 milrinone 2.8E-07 0.9

12/09/2014 PDE3A (h) 2432 LDTS 100018032-2 1.0E-06 -3 103.7 102.6 103.1 milrinone 2.8E-07 0.9

12/09/2014 PDE4D2 (h) 2434 LDT3 100018032-1 1.0E-06 0 101.1 99.2 100.1 rolipram 1.3E-07 0.6

12/09/2014 PDE4D?2 (h) 2434 LDT5 100018032-2 1.0E-06 0 100.6 98.5 99.5 rolipram 1.3E-07 0.6

12/09/2014 Lck kinase (h) 2906 LDT3 100018032-1 1.0E-06 3 97.8 96.2 97.0 staurosporine 4.6E-08 0.4

12/09/2014 Lck kinase (h) 2906 LDTS 100018032-2 1.0E-06 -17 117.9 116.8 117.3 staurosporine 4.6E-08 0.4

12/09/2014 acetylcholinesterase (h) 0363 LDT3 100018032-1 1.0E-06 10 92.0 88.4 90.2 neostigmine 2.0E-08 1.1

12/09/2014 acetylcholinesterase (h) 0363 LDT5 100018032-2 1.0E-06 -4 113.0 95.7 104.3 neostigmine 2.0E-08 1.1
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ABSTRACT

Benign prostatic hyperplasia (BPH) is characterized by stromal
cell proliferation and contraction of the periurethral smooth
muscle, causing lower urinary tract symptoms. Current BPH
treatment, based on monotherapy with a1a-adrenoceptor an-
tagonists, is helpful for many patients, but insufficient for others,
and recent reports suggest that stimulation of «yp-adrenoceptors
and 5-hydroxytryptamine (serotonin) (5-HT) 4 receptors contrib-
utes to cell proliferation. In this study, we investigated the
potential of three N-phenylpiperazine derivatives (LDT3, LDT5,
and LDT8) as multi-target antagonists of BPH-associated recep-
tors. The affinity and efficacy of LDTs were estimated in
isometric contraction and competition-binding assays using
tissues (prostate and aorta) and brain membrane samples
enriched in specific on- or off-target receptors. LDTs’ potency
was estimated in intracellular Ca2* elevation assays using
cells overexpressing human «aq-adrenoceptor subtypes. The

antiproliferative effect of LDTs on prostate cells from BPH
patients was evaluated by viable cell counting and 3-(4,5-
dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide assays.
We also determined LDTs’ effects on rat intraurethral and arterial
pressure. LDT3 and LDT5 are potent antagonists of aqa-, aq1p-
adrenoceptors, and 5-HT 5 receptors (K; values in the nanomolar
range), and fully inhibited phenylephrine- and 5-HT-induced
proliferation of BPH cells. In vivo, LDT3 and LDT5 fully blocked
the increase of intraurethral pressure (IUP) induced by phenyl-
ephrine at doses (EDsq of 0.15 and 0.09 ug.kg ™', respectively)
without effect on basal mean blood pressure. LDT3 and LDT5
are multi-target antagonists of key receptors in BPH, and are
capable of triggering both prostate muscle relaxation and
human hyperplastic prostate cell growth inhibition in vitro.
Thus, LDT3 and LDT5 represent potential new lead compounds
for BPH treatment.

Introduction

Benign prostatic hyperplasia (BPH) is a progressive disease
with considerable impact on the quality of life of a large
portion of aging men (Nickel, 2003). The condition stems from
an imbalance between cell proliferation and apoptosis

This work was supported by the National Council for Scientific and
Technological Development (CNPq, Brazil) [455436/2014-2; 307668/2012-6;
473053/2004-7], Carlos Chagas Filho Foundation for Research Support in the
State of Rio de Janeiro (FAPERJ) [E-26/110.378/2014], National Council for
Science and Technology (CONACyT) [177556], and DGAPA-Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM) [IN200812-IN200915]. hERG K"
channel (performed by CEREP, France), rat intraurethral pressure and blood
pressure assays (dose-response curves) were sponsored by Biozeus Desenvol-
vimento de Produtos Biofarmacéuticos S.A. (Brazil) [BZ073PHA].

dx.doi.org/10.1124/jpet.115.227066.
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(Roehrborn, 2008; Sciarra et al., 2008). Among several factors,
the proliferation of periurethral prostate stromal cells and the
prostatic smooth muscle contraction contribute to the lower
urinary tract symptoms (LUTS) suggestive of BPH (LUTS/
BPH) (Roehrborn, 2008).

aia-Adrenoceptor is the predominant subtype expressed in
human prostate, particularly in the stroma (Price et al., 1993;
Tseng-Crank et al.,, 1995), and mediates prostate muscle
contraction (Forray et al., 1994). These receptors are also
highly expressed in hyperplastic prostate, and, under this
condition, their mRNA level corresponds to approximately
85% of the total prostate «;-adrenoceptor mRNA content
(Nasu et al., 1996).

Both the American and European Urological Associations
consider «j-adrenoceptor antagonism as an appropriate
pharmacological treatment to control moderate to severe

ABBREVIATIONS: ANOVA, analysis of variance; BMY7378, 8-[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-8-azaspiro[4.5]decane-7,9-dione
dihydrochloride; BPH, benign prostatic hyperplasia; [Ca2*]i, intracellular Ca®* concentration; 8-OH-DPAT, 8-hydroxy-2-(dipropylamino)tetralin
hydrobromide; 5-HT, 5-hydroxytryptamine (serotonin); IUP, intraurethral pressure; LUTS, lower urinary tract symptoms; MTT, 3-(4,5-dimethythiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide; p-MPPF, 4-fluoro-N-(2-[4-(2-methoxyphenyl)1-piperazinyl]ethyl)-N-(2-pyridinyl)benzamide dihydrochloride;

RX821002, 2-methoxy idazoxan.
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New multi-target Drugs as Potential Leads for BPH Treatment

LUTS/BPH (McVary et al., 2011; Oelke et al., 2013). Never-
theless, the introduction of ajs-adrenoceptor antagonists
such as tamsulosin, or the uroselective «j-adrenoceptor
blocker alfuzosin, was a major advance in the management
of BPH, mainly due to the better tolerability by patients
(Michel 2010; Jelski and Speakman, 2012). However, the
pharmacological management of LUTS/BPH by monother-
apy with ajs-adrenoceptor antagonists is helpful for many
patients, but insufficient for others (Jelski and Speakman,
2012; Perabo, 2012). Two important factors of LUTS/BPH not
addressed by aja-adrenoceptor blockers are sheer prostate
size and detrusor muscle contraction (McVary et al., 2011;
Oeclke et al., 2013).

The possibility that aip-adrenoceptors also might play a
role in the pathogenesis of BPH has been suggested. According
to data obtained by RNase protection, in situ hybridization or
reverse-transcription polymerase chain reaction assays, the
expression level of ajs-, @1p-, and ajp-adrenoceptor mRNA
differs among hyperplastic prostate samples; however, the
prostatic expression of a1p-adrenoceptor mRNA is frequently
increased in such condition (Nasu et al., 1996; Kojima et al.,
2006, 2009a). Some reports have suggested that a;p-adreno-
ceptor blockade may improve BPH treatment by inhibiting
prostate cell growth in vitro and in vivo (Kojima et al., 2009a).
In contrast, tamsulosin, one of the most widely used drugs for
BPH treatment, is not as effective in this model (Kojima et al.,
2009a). However, it should be mentioned that detection of the
ai-adrenoceptor protein is controversial due to the lack of
highly selective antibodies validated under stringent condi-
tions (Pradidarcheep et al., 2009; Bohmer et al., 2014). The
discrepancies in the reported mRNA and protein expression in
the prostate warrant that caution needs to be exercised until
additional data are obtained. Human bladder also expresses
aip-adrenoceptors (Malloy et al., 1998), and both the expres-
sion and function increase due to bladder outlet obstruction,
both in rats and humans (Hampel et al., 2002; Barendrecht
et al., 2009).

In the case of multifactorial diseases such as BPH (Roehrborn,
2008), a multi-target strategy seems more appropriate
(Peters, 2013). For the treatment of BPH, the use of antago-
nists that concomitantly relax the prostate and slow prostate
enlargement might be more effective than monotherapy
targeting solely the aja-adrenoceptors (Hieble, 2011), so
that we hypothesized that not only a;p-adrenoceptors, but
also 5-HT;4 receptors, could be additional targets. In fact,
neuroendocrine cells populate normal and malignant prostate
tissue releasing 5-HT (Abrahamsson et al., 1986), and prostate
cells, including those from BPH patients, express 5-HT;a
receptors (Dizeyi et al., 2004). Moreover, 5-HT5 receptor
activation appears to increase prostate cell proliferation, via
stimulation of the Akt/mitogen-activated protein kinase path-
way (Hsiung et al., 2005; Dizeyi et al., 2011), and the 5-HT'{o
receptor antagonist NAN190 reduces prostate cell prolifera-
tion (Dizeyi et al., 2004). Based on these data, 5-HTs
receptors are considered as an attractive target for drug
development in such context (Fiorino et al., 2014).

Previously, we showed that the N1-(2-methoxyphenyl)-
N4-piperazine moiety confers affinity for a14-, @1p-adrenoceptors,
and 5-HT' A receptors (Chagas-Silva et al., 2014). In this work, we
investigate the in vitro and in vivo pharmacological charac-
teristics of three N-phenylpiperazine derivatives, LDTS3,
LDT5, and LDT8 (European patent office, application
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13733873.7-1451; USPTO application 14370646). Our re-
sults show that LDT3 and LDT5 are very potent multi-target
antagonists of both a14- and aip-adrenoceptors, and also of
5-HT; 4 receptors. Also, these compounds inhibit the increase
of rat IUP (as a result of prostate contraction) in vivo and
human hyperplastic prostate cell proliferation in vitro. As a
conclusion, we elected the multi-target LDT3 and LDT5 as
potential lead compounds to reduce LUTS/BPH and BPH
progression.

Materials and Methods

Patient Samples and Human Cell Lines. Prostate tissue
samples were collected from three patients with LUTS secondary to
BPH during transurethral resection, in accordance with the Declara-
tion of Helsinki (de Souza et al., 2011). Informed consent was obtained
from donors (Ethics Committee of Universidade Federal do Rio de
Janeiro, CAAE-0029.0.197.000-05; 2009). The androgen-independent
prostate cancer cell line DU-145 (human) was obtained from the Rio de
Janeiro Cell Bank (Universidade Federal do Rio de Janeiro).

Animals. All experiments were conducted in compliance with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and with in-
stitutional ethical standards established by the Ethics Committee
of the Federal University of Rio de Janeiro, under the license DFBC-
ICB-011 (2008). Animals were kept under a 12/12-hour light/dark
cycle, with water and food ad libitum, and in agreement with the
guidelines of the National Council on Experimental Animal Control
(CONCEA, Brazil) and the Committee of Care and Use of Laboratory
Animals (National Research Council). Male Wistar rats (250-300 g;
2-3 months) were used in this study. For brain and liver removal, rats
were anesthetized with ether and killed by decapitation.

Test Compounds. The N-phenylpiperazine derivatives LDT3,
LDT5, and LDT8 (Table 1) were synthesized by LADETER (Uni-
versidade Catoélica de Brasilia, Brasilia, Brazil), and were available in
the monohydrochloride form, as previously described for other
N-phenylpiperazine derivatives (Romeiro et al., 2011). Fourier trans-
form infrared spectroscopy spectra (Supplemental Fig. 1) were
recorded on a Spectrum BX spectrometer (PerkinElmer, Waltham,
MA); 'H-NMR (300 and 500 MHz, CDCl;) (Supplemental Fig. 2) and
13C-NMR (75 and 125 MHz, CDCls) spectra were recorded on plus
Varian (7.05 T) and Bruker Avance DRX500 and DRX300 spectrom-
eters; and the mass spectra were recorded on a Shimadzu LCMS IT-
TOF spectrometer. The spectrometric analysis revealed the presence
of only one compound in each sample.

Drugs and Radioligands. Prazosin hydrochloride, pargyline hy-
drochloride, 5-hydroxytryptamine hydrochloride (5-HT), acetylcholine
chloride, (R)<(-)-phenylephrine hydrochloride, L-adrenaline (+)bitartrate,
(%)-propranolol hydrochloride, 4-fluoro-N-(2-[4-(2-methoxyphenyl)
1-piperazinyl]ethyl)-N-(2-pyridinyl)benzamide dihydrochloride (p-MPPF),
8-[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]lethyl]-8-azaspiro[4.5]decane-7,9-
dione dihydrochloride (BMY7378), 8-hydroxy-2-(dipropylamino)tetralin
hydrobromide (8-OH-DPAT), 2-methoxy idazoxan (RX821002),
3-quinuclidinyl benzilate (QNB), tamsulosin hydrochloride, ketan-
serin tartrate, polyethyleneimine, atropine sulfate, and GTP were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). [*H]-prazosin (85 Ci/mmol),
[®H]-ketanserin (60 Ci/mmol), [*H]-8-OH-DPAT (187 Ci/mmol), and
[3H]p-MPPF (74.2 Ci/mmol) were obtained from PerkinElmer.
[*HJRX821002 (60 Ci/mmol) and [*H]-quinuclidinyl benzilate (°H]-QNB,
250 Ci/mmol) were obtained from Amersham (Chalfont, UK).

Isometric Contraction Assays. Rat prostate and thoracic aorta
were removed, cleaned, and cut into 10-mm strips (prostate) or 3-mm
rings (aorta). Isometric contraction assays were performed as de-
scribed previously (Chagas-Silva et al., 2014). Samples were placed in
an organ bath containing a physiologic solution ([prostate, mM]: NaCl
138, KC1 5.7, CaCl, 1.8, NaH,PO, 0.36, NaHCO3 15 and glucose 5.5;
[aorta, mM]: NaCl 122, KCI1 5, NaHCO3 15, glucose 11.5, MgCl, 1.25,
CaCl;, 1.25 and KHyPO4 1.25) (95% O4 and 5% COs, 37°C). Prostate
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TABLE 1

Chemical structure of the N-phenylpiperazine derivatives LDT3, LDT5, LDT8, and LDT66

o
N “R,

1
LDT R, Ry Name
3 - O\O/ —CHj 1-(2-methoxyphenyl)-4-[2-(3- methoxyphenyl)ethyl]piperazine
5 - —CHj 1-(2-methoxyphenyl)-4-[2-(3,4-dimethoxyphenyl)ethyl]piperazine
~
8 <m/ —CH,CH3; 1-(1,3-benzodioxol-5-ylethyl)-4-ethoxyphenyl)piperazine
66* —(CHy)-(CHg)3CH3CHj —CH; 1-(2-methoxyphenyl)-4-hexylpiperazine

“From Chagas-Silva et al., 2014, with permission.

and denuded aorta segments were preloaded (60 minutes) with 10 or
20 mN, respectively, and washed twice. Tissues were contracted with
1 uM phenylephrine (aorta) or 60 mM KCl depolarizing solution
(prostate). After a 60-minute recovery period, aorta and prostate
samples were contracted with cumulative concentrations of phenyl-
ephrine (10~°-1072 M) in the presence of 1 uM propranolol, before and
after incubation for 60 minutes with the test compounds (10 or 50 nM),
BMY7378 or tamsulosin (10 nM). The developed force was recorded
using a FT-03 grass force transducer (Warwick, RI) connected to a
data acquisition system (PowerLab, ADInstruments, Bella Vista,
Australia). Data were analyzed by nonlinear regression (GraphPad
Prism 5.0; GraphPad Software, San Diego, CA), and the maximal
contraction obtained in each control curve (before treatment) was
defined as the top. The phenylephrine concentration that produced
50% of the maximal contraction (EC5() was estimated before and after
treatment with the antagonists. An EC5 ratio (CR) was calculated for
each drug concentration by dividing the EC5, value after treatment by
the control value (before treatment). Drug affinity (Kg) was estimated
using the Schild equation: log (CR-1) = log [B] — log Ky (Kenakin,
1993), where B is the antagonist.

Intracellular Ca?* Measurement. The effect of LDTs on human
az-adrenoceptor subtypes was determined by measuring intracellular
Ca®" in rat-1 fibroblasts stably expressing a1 a-, a1p-, or a1p-adrenoceptors
(Vazquez-Prado et al., 1997). These cells were cultured in high-glucose
Dulbecco’s modified Eagle’s medium with L-glutamine supplemented
with 10% fetal bovine serum, 300 wg/ml neomycin analog G418
sulfate, 100 wg/ml streptomycin, 100 U/ml penicillin, and 0.25 pg/ml
amphotericin B, at 37°C, and under a 5% CO; atmosphere.

Cells were loaded with 2.5 uM fura-2/AM for 60 minutes at 37°C, in
20 mM HEPES (pH 7.4) containing 120 mM NaCl, 1.2 mM KHyPOy,
1.2 mM MgSO,, 4.75 mM KCI, 10 mM glucose, 1.2 mM CaCl,, and
0.05% bovine serum albumin (pH 7.4). Then cells were detached by
gentle trypsinization, washed to remove unincorporated dye, and
incubated (10° cells/condition) with vehicle, LDTs (10 °-10° M),
BMY7378 (107 °7-10"% M), or tamsulosin (10~ '°-10"7 M) for

100 seconds, before stimulation with 100 uM phenylephrine. Fluo-
rophore excitation was performed at 340 and 380 nm and measured at
510 nm emission wavelength, at 0.5-second intervals, using an
Aminco-Bowman Series 2 luminescence spectrometer (Rochester,
NY). Peak fluorescence values were used for data analysis, and the
intracellular Ca®" concentration ([Ca®*]i) was calculated, as described
previously (Grynkiewicz et al., 1985). Data were analyzed by comput-
erized nonlinear regression of untransformed data (GraphPad Prism
5.0; GraphPad Software), to estimate the IC5q of test compounds based
on individual curves obtained from n experiments.

Intraurethral and Blood Pressure Assays. Male Wistar rats
were cannulated, as described previously (Chagas-Silva et al., 2014).
For these assays, each animal was used only once, and all drugs were
diluted in isotonic saline. Blood and IUP (in mmHg) were monitored
continuously using a fluid-filled pressure transducer (PowerLab,
ADInstruments, Bella Vista, Australia).

Rats were anesthetized with sodium pentobarbital (60 mgkg *
body weight, i.p.), and body temperature was kept constant at 37°C.
The jugular vein was cannulated with polyethylene cannulae contain-
ing a heparinized saline solution (50 U/ml). Anesthesia was comple-
mented with sodium pentobarbital before treatments. The pressure
transducer was placed into the right carotid artery. After blood pressure
stabilization (30 minutes), 0.1 ugkg ! LDT3, 0.1-100 ugkg ' LDT5,
or 100 ul vehicle (saline) was injected i.v. in bolus. Data were
analyzed by LabChart software. Mean arterial (blood) pressure was
calculated by arithmetic mean of the diastolic and systolic pressures
in the respective cycles, and changes were expressed as percentage
of the alteration of the baseline (resting) values (130.2 + 2.2 mmHg,
n = 20).

For IUP determination, the prostate and bladder were exposed
through a midline incision in the lower abdomen. The pressure
catheter was placed into the prostatic urethra through the bladder
and fixed at the vesical-urethral junction with a suture. The distal side
of the urethra was also closed with a suture. The IUP was equilibrated
at 20 mmHg by injecting a small volume of saline. After approximately
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30 minutes, IUP was increased by an i.v. administration of 1-100 ug.
kg ! phenylephrine every 10 minutes. Alternatively, a single dose of
30 ug.kg ! phenylephrine was injected 10 minutes after the admin-
istration of 0.1 ug.kg ! LDT3 and LDT5 as a first evaluation of the
pharmacological effect. Then full dose-response curves were con-
structed using LDT3 or LDT5 (0.01-3 ugkg ! iv.) or tamsulosin
(0.001-0.1 pg.kg ! i.v.). Data were analyzed by nonlinear regression
(GraphPad Prism 5.0; GraphPad Software) to determine the ED5,.

Binding Assays with Native Receptors. Rat brains were
removed to obtain the hippocampus (5-HT; receptor) and cortex
(5-HT34, as-adrenoceptor and muscarinic receptors; Supplemental
Methods) and stored in liquid nitrogen. Hippocampal and cortical
membrane samples were prepared, as previously described (Neves
et al., 2010). After incubation, binding samples were diluted (3 times in
4 ml) in ice-cold 5 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) and subjected to rapid
filtration under vacuum using glass fiber filters (GMF 3; Filtrak,
Thermalbad Wiesenbad, Germany) presoaked in 0.5% polyethylenei-
mine ([°H]-ketanserin, [*H]-8-OH-DPAT, and [PH|RX821002 assays) or
binding buffer ([*H]-p-MPPF and [*H]-prazosin assays). Radioactivity
was determined using a Tri-Carb B2810 TR liquid scintillation counter
(PerkinElmer). All assays were performed in triplicate. In all cases, the
assay volume was 0.5 ml and the radioligand depletion at the end of the
experiments was less than 15% with the exception of the assays with
[®H]-prazosin in the rat liver preparation (35%). Ideally, radioligand
depletion should be seized to less than 10% (Hulme and Trevethick,
2010), so that we have to consider a possible technical limitation on
the precision of the affinity estimation, at least for the data with
[3H]-prazosin in the rat liver preparation, the assay used for labeling
the off-target ajg-adrenoceptors. Nevertheless, the pKy value of
[*H]-prazosin for a;g-adrenoceptors was 9.29 (0.51 nM), which was
close to the value previously reported (pKy 9.98 + 0.27; Ohmura and
Muramatsu, 1995).

For 5-HT;A receptor assays, 50 ug membrane protein was in-
cubated with LTDs (10" ?-107% M) in binding buffer containing
1 nM [®H]-8-OH-DPAT (agonist), 1 mM CaCl,, 1 mM MnCl,, and
10 uM pargyline (for 15 minutes at 37°C) or 0.5 nM [*H]-p-MPPF
(antagonist) and 1 mM GTP (for 45 minutes at 37°C). Nonspecific
binding was determined in the presence of 10 uM 5-HT. The intrinsic
activity of LDTs at 5-HT; A receptors was determined, as described
by Assié et al. (1999), using the dissociation constants (K;) of the
LDTSs obtained for agonist (°H]-8-OH-DPAT) binding (K; mign) and
for antagonist ([*H]-p-MPPF) binding in the presence of a high
concentration of GTP (K 1.ow). Ki Low/Ki High Values higher than 1.0
indicate agonism, values close to 1.0 suggest antagonism, and values
lower than 1.0 indicate inverse agonism (Noél et al., 2014).

Rat livers (a;g-adrenoceptors) were minced in ice-cold 5§ mM Tris
(pH 7.4) containing 0.25 M sucrose and 1 mM EGTA, and then
homogenized twice in 50 mM Tris HCI (pH 7.4) containing 100 mM
NaCl and 2 mM EDTA (1:6, w:v), using an Ultra Turrax homogenizer.
Liver homogenates were filtered through four layers of gauze and
centrifuged at 50008 .y, for 20 minutes at 4°C. Supernatants were
ultracentrifuged at 100,000g,ax, for 60 minutes at 4°C, and final
pellets were diluted in 5 mM Tris-HC1 (pH 7.4) containing 0.25 M
sucrose (Michel et al., 1994). The protein content was determined,
according to Lowry et al. (1951), using bovine serum albumin as a
standard. Then 150 ug liver membrane protein was incubated with
test compounds (107°-107% M) and 0.1 nM [*H]-prazosin, in binding
buffer containing 1 mM EDTA, for 45 minutes at 30°C. Nonspecific
binding was defined in the presence of 1 uM prazosin. Alternatively,
saturation assays were performed using prazosin at concentrations
ranging from 0.0001 to 0.1 uM (Chagas-Silva et al., 2014).

The binding assays for the as-adrenoceptors, 5-HTs,, and musca-
rinic receptors are described in Supplemental Material.

Analysis of Binding Assays. Data were analyzed by computer-
ized nonlinear regression of untransformed data (GraphPad Prism
5.0; GraphPad Software), to estimate the IC5q of test compounds or
radioligand K4 values. Dissociation constants (K;) were calculated
using the Cheng and Prusoff equation (Cheng and Prusoff, 1973).
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The Ky of [*H]-prazosin for a;g-adrenoceptors was 0.51 nM, the Ky
of [PHJRX821002 for ass-adrenoceptors was 2.05 nM, and the Ky of
[’H]-p-MPPF for 5-HT;  receptors was 0.86 nM (Chagas-Silva et al.,
2014). The K, values of [°H]-8-OH-DPAT for 5-HT1 A receptors (0.7 nM)
and of [*H]-ketanserin for 5-HTy receptors (1.7 nM) were previously
estimated in our experimental conditions (Neves et al., 2010).

Cell Growth Assays. Human DU145 prostate cancer cells
(75"—77*" passage) and prostate cells from BPH patients (911"
passage; de Souza et al., 2011) were cultured in RPMI 1640 or DMEM,
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Fig. 1. Effect of LDTs treatment on phenylephrine-induced contraction of
rat prostate (A) and aorta (B), and on [*H]-prazosin binding to rat liver
membranes (C). These tissues are enriched in the aj-adrenoceptor
subtypes aja (prostate), a;p (aorta), and a;p (liver). During isometric
contraction assays mediated by a;a- and ajp-adrenoceptors, tissues were
preincubated with test compounds for 60 minutes before stimulation with
phenylephrine. Note that the error bars shown here represent the S.E.M.
(instead of S.D.) of the means of 6-9 experiments using tissue samples
from different animals. Competition-binding data represent averaged
curves from three to five independent experiments performed in triplicate.
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TABLE 2

Affinity of N-phenylpiperazine derivatives for native rat a;p- and ajs-adrenoceptors

Control EC5o (uM)

Treated ECso (uM)

Receptor Compound llog ECso = SDI [log ECso & SD] log Kg = SD (M) Kg (nM) n
A LDT3 0.24 [-6.62 = 0.19] 1.2 [-5.92 = 0.20] —8.58 * 0.28%** 2.62 7
LDT5 0.14 [-6.86 = 0.27] 7.9 [-5.10 = 0.37] —-9.74 £ 0.35 0.18 13
LDT8 0.25 [-6.60 = 0.24] 14.8 [-4.83 = 0.27] -9.76 £ 0.32 0.17 10
LDT66" — — 3.4% —
Tamsulosin® — — —10.08 + 0.04 0.08 3
LDT3® 0.15 [-6.87 += 0.23] 3.55 [—5.45 = 0.24] -8.71 *+ 0.10* 1.95 6
LDT5¢ 0.08 [-7.12 + 0.23] 1.34 [-5.87 = 0.23] —9.23 + 0.08%*** 0.59 8
a1p LDT8 0.07 [-7.14 = 0.09] 4.58 [-5.34 + 0.14] —9.75 * 0.16%** 0.18 9
LDT66" — — 2.18% —
BMY7378% — — —8.53 £ 0.13 3.03 5
Tamsulosin® — — 9.99 = 0.1 0.1 3

For aja-adrenoceptors, the EC5o and Ky values were estimated using isomeric contraction assays of rat prostate stimulated with
phenylephrine, in the absence or presence of 10 nM antagonist. Tamsulosin (10 nM) was used as control.

For ap-adrenoceptors, EC5o and Kp values were estimated using isomeric contraction assays of rat aorta stimulated with phenylephrine in the
absence or presence of 50 nM (°), or 10 nM (°) antagonist. BMY7378 (10 nM) was used as a selective antagonist of a;p-adrenoceptors.

Log Kg values were calculated individually.

F399 = 27.10, P < 0.0001 for a;a-adrenoceptors. *#**P < 0.001 compared with tamsulosin (one-way ANOVA followed by a post hoc Dunnett’s

test).

F304 = 169.7, P < 0.0001 for ayp-adrenoceptor. *P < 0.05, ***P < 0.001 compared with BMY7378 (one-way ANOVA followed by a post hoc

Dunnett’s test).

“Data from Chagas-Silva et al., 2014 used for comparison (with permission). *Calculated from pA; values by Schild regression of mean curves

(Chagas-Silva et al., 2014) used for comparison (with permission).

respectively, supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% sodium
pyruvate, and 1% penicillin/streptomycin (37°C, 5% COs), until
confluence. For cell growth assays, 5 x 10% or 3 x 10%cells/well (for
DU145 and BPH, respectively) were seeded in 96-well plates and
cultured in serum-free medium for 24 h, and then incubated for 48 h in
medium containing 2.5% fetal bovine serum and 1 uM 5-HT or 3 uM
phenylephrine, in the absence or presence of LDTs, BMY7378, or
p-MPPF (fresh medium with drugs was added at 24 h). Cell growth
was evaluated by counting of viable cells using Trypan blue as an
exclusion dye or by the MTT assay. Data were expressed as the
percentage of the control condition (vehicle).

Statistical Analysis. Otherwise indicated, data are expressed as
means and S.D. The significance of the differences among two or more
conditions was determined by Student’s ¢ test or one-way analysis of
variance (ANOVA), respectively. ANOVA was followed by post hoc
Dunnett’s or Newman-Keuls test. The F values calculated with the

TABLE 3
Affinity of LDT3, LDT5, and LDTS for rat 5-HT;, receptors
K; mign, nbM (n) K; 10w, nM (n) K, 1ow/K; 1
Compound oK™ 'sD) s 195% C.IT"
LDT3 1.12 4) 1.73 (3) 1.53
[8.95 = 0.07]*** [8.76 = 0.19]* [1.02-2.81]
LDT5 2.51 (4) 6.91 (3) 2.75
[8.60 = 0.05]*** [8.16 = 0.13]#** [1.68-4.50]
LDTS8 0.009 (2) 0.62 (3) 66.9
[11.05 + 0.03] [9.21 *= 0.07] [45.0-99.8]
LDT66“ 5.9 4) 10.2 (4) 1.71
[8.23 = 0.3]*** [7.99 = 0.1]%** [0.32-9.20]
5-HT“ 3.02 (3) 213 (6) 76.8
[8.52 = 0.03] [6.67 = 0.15] [40.5-146]

Ki values were determined in competition-binding assays with the agonist [°H]8-
OH-DPAT (K; mjgn) or antagonist [*H]p-MPPF (in the presence of high GTP; K; Low),
using membrane preparations of rat hippocampus. pK; values (i.e., —log K;) were
expressed as arithmetic means and S.D. of (n) experiments. The K; 1,,w/K; ign ratio is
an estimate of the intrinsic activity toward 5-HT;5 receptors, where values
significantly higher than 1 indicate agonist activity (5-HT, was used as an example
of full agonist), whereas values close to 1 indicate antagonist activity. The 95%
confidence intervals (C.I.) of the K; ratios were calculated as previously described
(Noél et al., 2014).

F310 = 1471, P < 0.0001 for K; gign. ***P < 0.001 compared with LDT8 (one-way
ANOVA for LDTs followed by a post hoc Dunnett’s test).

F39=55.97, P < 0.0001 for K; 1oy. *P < 0.05, ***P < 0.001 compared with LDT8
(one-way ANOVA for LDTs followed by a post hoc Dunnett’s test).

“Data from Chagas-Silva et al., 2014 with permission.

software GraphPad Prism 5.0 for the ANOVA prior to post hoc tests
are indicated in the legend of the tables and figures. Differences were
considered statistically significant if P < 0.05.

Results

LDT3, LTD5, and LDT8 Have High Affinity for Native
aja- and a;p-Adrenoceptors, but Not for Off-Target
Receptors. In assays using rat prostate, in which the sub-
type aja-adrenoceptor is the most important for contraction
(Hiraoka et al., 1999), our results indicate that LDT3, LDT5,
and LDT8 have high affinity for ais-adrenoceptors, with Kg
values ranging from 0.17 to 2.62 nM (Fig. 1A; Table 2), close to
those for the anti-BPH drug tamsulosin and slightly smaller
than the previous derivative LDT66 (Table 2).

In rat aorta, in which the main «;-adrenoceptors responsi-
ble for contraction belong to the ap-subtype (Hussain and
Marshall, 1997), treatment with N-phenylpiperazine deriva-
tives also induced a shift of the phenylephrine concentration-
response curves to the right, suggesting a surmountable
antagonism (Fig. 1B). All LDTs showed high affinity for aip-
adrenoceptors, with Kg values in the low nanomolar range
(Table 2), and the affinities of LDT5 and LDT8 for these
receptors (Kg = 0.59 and 0.18 nM, respectively) were signif-
icantly higher than that of the selective antagonist BMY7378
(Kg = 3 nM; Table 2).

Analysis of the monophasic binding competition curves
obtained with LDTs indicates that LDTs have lower affinity
for a;g-adrenoceptors than prazosin (Fig. 1C), with mean K;
values ranging from 7 to 80 nM, compared with K; = 0.3 nM for
prazosin (n = 3, P < 0.05). Moreover, test compounds K; values
were also higher than their Ky values for ai;p- and aqa-
adrenoceptors (P < 0.05). Indeed, LDT3 (K; = 80 nM, n = 4),
LDT5(K; = 10nM, n = 5), and LDT8 (K; = 7nM, n = 5) had 17-
to 41-fold less affinity for the a;- than for the a1p-adrenoceptors
(Table 2). In this experimental condition, tamsulosin showed a
K; value of 5.9 nM for a;p-adrenoceptors (Chagas-Silva et al.,
2014), in agreement with previous reports (Williams et al., 1999;
Pulito et al., 2000).
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We also evaluated the affinity of LDT3, LDT5, and LDTS for
the BPH off-target as-adrenoceptors and muscarinic recep-
tors, using binding competition assays. LDTs showed K;
values in the micromolar range (0.2-108 uM), indicating a
very low affinity for as-adrenoceptors and muscarinic recep-
tors (Supplemental Table 1).

LDT3 and LDT5 Are High-Affinity Antagonists of
5-HT ;5 Receptors, with Low-Affinity for the Off-Target
5-HT35. Competition-binding experiments revealed that all
test compounds had high affinity for 5-HT; 5 receptors, with K;
values in the low nanomolar range for LDT3 and LDT5, and
significantly lower for LDTS8 (K; = 9 pM, P < 0.05; Table 3). As
the selectivity between 5-HT receptor subtypes is therapeuti-
cally relevant, we also measured the affinity of LDTs for the
off-target 5-HT, receptor. All three LDTs had lower affinity
for 5-HT3p receptors (K; = 70-389 nM) than for 5-HT;a
receptors, and 5-HToa/5-HT A ratios suggested high selectiv-
ity for 5-HT;4 (60- to 44,000-fold; Supplemental Table 2).

We also determined the intrinsic activity of our compounds
toward 5-HT;a receptors. For this purpose, we used the K;
ratio method, a functional binding assay that we recently
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Fig. 2. Inhibition of ajp-adrenoceptor— and 5-HT;5 receptor-dependent
prostate cell growth by LDTs. Trypan blue exclusion assays were
performed using prostate cells from BPH patients. BMY7378 (50 nM)
and p-MPPF (50 nM, B) were used as selective antagonists of aip-
adrenoceptors (A) and 5-HT;, receptors (B), respectively. PHE, phenyl-
ephrine. The mean number of cells in the control condition (vehicle) was
1.13 x 10° cells. Data were expressed as mean and S.D. n = 3—4 different
cell cultures using cells from three donors. Assays performed in triplicates.
(A) Fg 95 =5.086, P =0.0004. (B) F7 5, = 12.30, P < 0.0001. *P < 0.05, **P <
0.01, and ***P < 0.001 versus the agonists (one-way ANOVA followed by
the post hoc Dunnett’s test).
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described and compared with two other methods (GTP-shift
and [*®S]-GTPyS binding assay), for estimation of the intrinsic
activity at the 5-HT; 4 receptor (Noél et al., 2014). Using the K;
ratio method, the full agonist 5-HT showed a K; ratio of 76.8.
The results in Table 3 suggest that LDT3 and LDT5 are
5-HT; A receptor antagonists (K; ratio close to unity), whereas
LDTS8 had a K; ratio value compatible with a partial agonist.
Because antagonism at the 5-HT'; 5 receptor is supposed to be a
prerequisite for efficacy of the type of multi-target BPH lead
compound we aimed to develop, we interrupted the pharma-
cological characterization of LDTS8 at this point.
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Fig. 3. Effect of LDT3 treatment on phenylephrine (PHE)-induced
intracellular calcium elevation in Rat-1 fibroblasts transfected with the
human a;p-adrenoceptor. The sharp increase in the intracellular calcium
concentration ([Ca%*]i) induced by 100 uM PHE (A; vehicle) was
attenuated by treatment with 10 and 100 nM LDT3 (B and C,
respectively).
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LDT3 and LDTS5 Inhibit the Proliferation of Prostate
Cells from BPH Patients. LDT3 and LDT5 behaved as
high-affinity antagonists of rat @;p-adrenoceptors and 5-HT'1 5
receptors (Tables 2 and 3); thus, we decided to verify whether
these compounds had antiproliferative activity against prostate
cells from BPH patients. To induce prostate cell proliferation in
vitro, we used 3 uM of either phenylephrine or 5-HT, and the
antagonists BMY7378 and p-MPPF (50 nM) were used as
positive controls for ajp-adrenoceptors and 5-HT;s-receptor
inhibition, respectively. The LDT concentration used (50 nM)
corresponded to ~30- to 50-fold the estimated in vitro affinity of
these compounds for a;p-adrenoceptors and 5-HT; 5 receptors.
Counts of viable cells grown for 48 h in the presence of LTDs
showed that both LDT3 and LDT5 inhibited BPH cell growth
induced by phenylephrine and 5-HT, similarly to that observed
for BMY7378 (Fig. 2A) and p-MPPF (Fig. 2B). We did not
observe clear cytotoxic effects when LDTs were used alone (data
not shown). Note that tamsulosin produced only partial in-
hibition of phenylephrine-induced growth at 5 nM (Fig. 2A), a
concentration ~50-fold higher than the K; we reported for the
aip-adrenoceptors (Table 2; Chagas-Silva et al., 2014). Similar
effects of LDTs on BPH cells were obtained using the MTT
assay (P < 0.001; Supplemental Fig. 3).

In agreement with the results of cell proliferation assays
using nontransformed BPH patient cells (Fig. 2), LDT3 and
LDT5 also inhibited the 5-HT-stimulated growth of the
prostate cancer cell line DU-145 (Supplemental Fig. 4).

>
w

Interestingly, LDT8 stimulated DU-145 cell growth (Supple-
mental Fig. 4), which is compatible with the partial 5-HT
agonist activity detected for this compound in binding assays
(Table 3).

LDT3 and LDT5 Decrease Phenylephrine-Induced
Calcium Elevation in Cells Overexpressing Human
a1a- and a;p-Adrenoceptors. To confirm the antagonistic
properties of LDT3 and LDT5 toward different human «;-
adrenoceptor subtypes, we used a functional assay based on
[Ca®*]i elevation in Rat-1 cells overexpressing human a4-,
a1p-, or ajg-adrenoceptors (Vazquez-Prado et al., 1997). In
Rat-1 cells expressing ajp-adrenoceptors, stimulation with
100 uM phenylephrine typically induced a pronounced and
transient increase in [Ca?"]i levels (Fig. 3A). In contrast, we
observed a considerably less pronounced increase in [Ca2*]i
after phenylephrine stimulation in cells incubated with LDT3
(Fig. 3, B and C) or LDT5. For these ajp-adrenoceptors, the
mean pICso (and SD) values of LDT3 and LDT5 were 8.5 *
0.67 (n = 6) and 8.38 * 0.06 (n = 4), respectively (Supple-
mental Fig. 5). The pICs, value of BMY7378 was 8.53 + 0.08
(n = 3). LDT3 and LDT5 also had a high potency at aja-
adrenoceptors, with pICsq values of 7.53 * 0.37 and 7.16 =
0.51, respectively (n = 3), which were smaller than for
tamsulosin (8.36 £ 0.33, n = 3, Fog = 6.718, P = 0.0294.
P < 0.05 one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test). In
contrast, LDT3 and LDT5 had considerably lower affinity for
ap-adrenoceptors, with pICs, values for inhibition of [Ca2*]i
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elevation of 6.10 = 0.29 and 5.88 * 0.34 (n = 3), respectively
(P < 0.05versus aa- and P < 0.001 versus ap-adrenoceptors).
In this assay, the pICs¢ value for tamsulosin was 8.8 = 0.57
(n = 4). The overall ranking of potency of LDT3 and LDT5 at
human a-adrenoceptor subtypes was a1p > @14 > a5 (LDT3:
Fo9 = 19.41, P = 0.0005; LDT5: Fo g = 37.08, P = 0.0004; P <
0.01 one-way ANOVA, followed by Newman-Keuls test).

LDT3 and LDT5 Prevent Phenylephrine-Induced
Increase in Intraurethral Pressure, and Do Not Affect
Basal Blood Pressure. As prostate contraction increases
IUP (Akiyama et al., 1999), we investigated the effect of LDT's
on rat IUP in vivo. Phenylephrine increased IUP in a dose-
dependent manner, with an ED5q value of 7.5 ug kg~ ! (Fig.
4A). Pretreatment with either LDT3 or LDT5 (0.1 ug.kg 2,
i.v.) prevented the phenylephrine-induced increase in IUP
(30 pg.kg™ 1), and LDT5 was more effective than LDT3 (Fig.
4B). In higher doses, both compounds fully blocked the
phenylephrine effect. The mean ED5, values of LDT3 and
LDT5 (Fig. 4C), 0.15 and 0.09 ug.kg™ !, respectively, were
higher than the EDj, value of tamsulosin (0.007 ug.kg™1).

Considering that hypotension is a classic adverse effect of
ai-antagonists, we evaluated the effect of LDT3 and LDT5 on
rat basal blood pressure. We observed a small reduction in
basal blood pressure after treatment with 0.1 ug.kg™ ' LDT3
and LDT5 (mean and S.D.: —2.92 + 2.6 and —2.13 * 1.49%,
respectively; n = 6), but this effect was not statistically
different from that observed when saline was used as control
(0.046 = 6.5%; n = 5; P = 0.46). In addition, we further
explored the effect of higher doses of LDT5, and only the dose
of 100 ugkg !, iv., reduced significantly the basal blood
pressure (Fig. 4D).

Discussion

Randomized controlled clinical trials have shown that
blockage of prostatic aj-adrenoceptor is the most effective
pharmacological management for relieving LUTS/BPH. For
instance, both short- and long-term studies have shown that
this pharmacological class improves the symptoms and
the urinary flow rate (Lepor et al., 1996; Kirby et al.,
2003; McConnell et al., 2003; Chapple, 2005). However,
aja-adrenoceptor or uroselective «;-adrenoceptor antago-
nists show better tolerability (Chapple, 2005; McVary et al.,
2011; Oelke et al., 2013). Nevertheless, some patients may be
unresponsive to aja-adrenoceptor blockade (Kaplan, 2006),
which limits the efficacy of aja-adrenoceptor antagonists; in
such cases, the risk of acute urinary retention is not reduced
(McVary et al.,, 2011). The improvement of LUTS/BPH
mediated by the association of 5-a reductase inhibitors with
ai-adrenoceptor blockers as compared with monotherapy with
ai-adrenoceptor blockers is only clearly observed after long-
term therapy, whereas some adverse effects of 5-a reductase
inhibitors may reduce patient compliance to treatment
(McConnell et al., 2003; Chapple, 2005; Nickel, 2006; Tarle
et al., 2009; Oelke et al., 2013). In this study, we show that the
N-phenylpiperazine derivatives LDT3 and LDT5 inhibit rat
prostate muscle contraction in vivo and human hyperplastic
prostate cell growth in vitro.

Some diseases, including BPH, are multifactorial (Roehrborn,
2008), most likely requiring multi-target strategies to im-
prove therapeutic efficacy (Morphy et al., 2004; Lu et al.,
2012). For the clinical management of BPH, we hypothesized
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that targeting of «;p-adrenoceptors and 5-HT 5 receptors, in
addition to aja-adrenoceptor antagonism, could be particu-
larly interesting because both receptors stimulate prostate
cell growth (Dizeyi et al., 2004; Kojima et al., 2009a), a1p-
adrenoceptors mRNA expression is increased in BPH (Kojima
et al., 2009a), and nonprostatic «;p-adrenoceptors may con-
tribute to bladder overactivity (Malloy et al., 1998; Michel,
2010; Kurizaki et al., 2011).

The a5-adrenoceptor mediates human (Forray et al., 1994)
and rat (Hiraoka et al., 1999) prostatic contraction (Michel and
Vrydag, 2006). LDT3, LDT5, and LDT8 had high affinity for
aia-adrenoceptors in functional assays (Table 2). The affini-
ties of LDT5 and LDTS8 for rat a1a-adrenoceptors were similar
to that of the clinically used anti-BPH agent tamsulosin
(Table 2; Noble et al., 1997), and higher than the previous
derivative LDT66.

Aside from their high affinity for rat and human a;14- and
aip-adrenoceptors, LDT3 and LDT5 also have low affinity for
the off-target a1p subtype, in both species. a;-Adrenoceptor
blockers are considered similar in efficacy to reduce LUTS/
BPH, but they differ in tolerability (Michel, 2010; Kim et al.,
2014). For instance, silodosin may be adequate to BPH
patients receiving antihypertensive treatment (as this drug
has little impact on blood pressure), whereas alfuzosin may be
suitable for sexually active patients (as silodosin has the
highest risk of ejaculatory dysfunction) (Chapple, 2005; Kim
et al., 2014). Because human vascular expression of a;p-
adrenoceptors increases in aging (Rudner et al., 1999), the
low affinity of LDT3 and LDT5 for this receptor subtype may
also reduce the risk of hypotension, a classic adverse effect of
therapy with a;-adrenoceptor antagonists (Jelski and Speak-
man, 2012). Moreover, some data suggest that tamsulosin
could be more prone to induce high-grade intraoperative
floppy iris syndrome (McVary et al., 2011; Chang et al., 2014).

Despite the fact that rat prostate does not surround urethra,
it contributes to the increase of the IUP (Akiyama et al., 1999).
Data from in vivo assays indicated clearly that LDT3 and
LDTS5 blocked the increase in rat IUP induced by phenyleph-
rine (Fig. 4B), and LDT5 has an EDj, value of 0.09 ugkg !
(Fig. 4C). In the same model, a similar dose of the previous
derivative LDT66 (0.1 ugkg ! iv.) was about 20% less
effective than LDT5 (data not shown). Therefore, our results
suggest that LDT3 and LDT5 are capable of relaxing rat
prostate. If translated to human prostate, we hypothesize that
they could inhibit the dynamic component of BPH. Further-
more, we also showed that a similar dose of LDT3 and LDT5
(0.1 ugkg™ 1 did not affect rat basal blood pressure, which
suggests uroselectivity at least for LDT5. Based on our results,
it is possible that LDT5, in the doses used to reduce LUTS,
would be neutral in relation to blood pressure.

The role of G protein—coupled receptors in cell growth has
been investigated (revised in Liebmann, 2011). Keffel and
colleagues (2000) showed in Chinese hamster ovary cells that
the stimulation of transfected human «;p-adrenoceptor in-
creases cell growth and extracellular signal-regulated kinase
signaling. Moreover, it was shown that receptor stimulation
induces proliferation of smooth muscle cells and fibroblasts
from the adventitia of rat aorta, and the mechanism involved
epidermal growth factor receptor transactivation (Zhang
et al., 2004). In vivo, chronic stimulation of a;-adrenoceptors
induces rat prostatic hyperplasia involving transforming
growth factor-8 signaling (Kim et al.,, 2009). Actually,
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transforming growth factor-g8 signaling has been considered as
one of the mechanisms that contribute to human prostate
enlargement (Descazeaud et al., 2011).

aip-Adrenoceptor mRNA have been shown in human
hyperplastic prostate samples (Nasu et al., 1996; Kojima
et al., 2006, 2009a; Morelli et al., 2014). Naftopidil, which
has 3 and 17 times higher affinity for human a1p- than for a4-
and «jp-adrenoceptors, respectively (Takei et al., 1999),
reduces prostate cell growth by arresting cell cycle at G;
phase (Kojima et al., 2009a,b). However, the presence of
prostatic aip-adrenoceptor at protein level is still controver-
sial, which warrants further investigation (Michel and Vrydag,
2006; Kojima et al., 2009b).

LDT38 and LDT5 inhibited the phenylephrine-induced
growth of prostate cells from BPH patients (Fig. 2; Supple-
mental Fig. 3), and of DU-145 prostate cancer cells in a way
qualitatively similar to BMY7378, which suggests the role of
aip-adrenoceptors (Supplemental Fig. 4). In our model,
although LDT66 blocked the phenylephrine effect (DU-145)
(P <0.01),it also caused a slight proliferative effect when used
alone (Chagas-Silva et al., 2014). Other «;-adrenoceptor
antagonists with a quinazoline moiety also inhibit prostate
cell growth in vitro; however, this effect is independent of «;-
adrenoceptor and involves anoikis in prostate cells mediated
by death receptors (revised in Kyprianou et al., 2009).
Therefore, the mechanism of action involved in the antigrowth
effect of the present N-phenylpiperazine derivatives, LDT3
and LDT5, depends on the blockage of the agonist action and
differs from the effect of quinazoline drugs.

Another important signaling molecule that stimulates
prostate cell growth is 5-HT, which is synthesized by neuro-
endocrine cells (Abrahamsson et al., 1986). 5-HT; 4 receptors
stimulate the growth of some cell types such as fibroblasts
(Abdel-Baset et al., 1992). Benign and malignant prostate
tissues express 5-HT;an receptors, and mounting evidence
suggests that these receptors stimulate prostate cell growth
via Akt/mitogen-activated protein kinase pathway (Abdul
et al.,, 1994; Dizeyi et al., 2004, 2011). Based on binding
assays, LDT3 and LDT5 have high affinity for 5-HT;a
receptors (Table 3). Importantly, LDT3 and LDT5 showed
higher affinity for 5-HT;5 receptors than LDT66 (Chagas-
Silva et al., 2014) and naftopidil, another N-phenylpiperazine
compound (K; = 107 nM; Borbe et al., 1991).

LDT3 and LDTS5 also inhibited the 5-HT—induced BPH (and
DU-145) cell growth in a similar manner to that of the
selective 5-HT'5 receptor antagonist p-MPPF (Fig. 2; Supple-
mental Fig. 3), in agreement with the antiproliferative effect of
another 5-HT 4 receptor antagonist (NAN 190) toward pros-
tate cancer PC3 and DU-145 cell lines (Dizeyi et al., 2004).
Moreover, whereas LDT3 and LDT5 blocked completely the
agonist effect, LDT66 showed a partial inhibition (Chagas-
Silva et al., 2014). In contrast, LDT8 behaved as a partial
agonist of 5-HT;5 receptors, in both binding and functional
(cell growth) assays; thus, we discontinued the pharmacolog-
ical testing of LDT8 for the purposes of multi-targeted anti-
BPH therapy development.

Our data confirm that the N1-(2-methoxyphenyl)-N4-
piperazine scaffold confers affinity for a;-adrenoceptors, as
well as for 5-HT; 5 receptors (Glennon et al., 1988; Leopoldo
et al., 2004; Chagas-Silva et al., 2014), and unveils the multi-
target antagonist behavior of the N-phenylpiperazine deriva-
tives described in this work. In addition, LDT5 showed higher

affinity for aja-, ajp-adrenoceptors, and 5-HT;, receptors
than the previous derivative LDT66, which has a hexil sub-
stitution in the N4-phenylpiperazine moiety (Chagas-Silva
et al, 2014), and therefore, this compound showed an
improved pharmacological profile at target receptors. This
could suggest that the phenethyl auxophoric subunit present
in LDT3 and LDT5 (R;, Table 1), and absent in LDT66, is
important for the interaction with amino acid residues in the
before-mentioned receptors.

Also of note, the three LDTs tested in this study showed
low affinity for off-target receptors, including a1p- and ag-
adrenoceptors, as well as 5-HT24 and muscarinic receptors.
Therefore, our data suggest that LDT3 and LDT5 are unlikely
to cause the adverse effects associated with inhibition of
important off-target receptors. We were also able to discard
any interference of LDT3 and LDT5 (1 uM) with hERG K*
channel function (data not shown), whose blockade can elicit
potentially fatal cardiac arrhythmias (Priest et al., 2008),
which is the reason why this test is absolutely required for new
drug approval by regulatory authorities (Bowes et al., 2012;
Peters 2013).

Based on clinical data, current selective aj-adrenoceptor
antagonists used to manage LUTS/BPH do not shrink pros-
tate (McConnell et al., 2003; Kojima et al., 2009b). Overall, our
results showed that LDT3 and LDT5 inhibit human hyper-
plastic prostate cell growth in vitro, while also relaxing
prostate muscle, most probably by the multi-target antago-
nism of a14-, @1p-adrenoceptors, and 5-HT'; 5 receptors. There-
fore, our working hypothesis is that the multi-target
mechanism of action of the N-phenylpiperazine derivatives
LDT3 and LDT5 could modify the course of the disease. If
successfully translated to the clinic, these two important
effects of LDTs could putatively modify the course of the
disease by slowing prostate enlargement, and also alleviating
LUTS/BPH. Thus, we propose that LDT3 and LDT5 are
potential new lead compounds that could be of value for
BPH treatment.
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