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(57) Resumo: USO DE POLIOXOVANADATOS COMO INIBIDORES ESPECIFICOS DO TRANSPORTADOR GLICOPROTEINA
P (P-GP). O presente invento diz respeito ao uso do anion decavanadato (V10), que contém apenas vanadio(V) em sua estrutura,
e dos polioxovanadatos de valéncia mista (+IV/+V) tetra-, penta- e octadecavanadatos (V14, V15 e V18, FIGURA 1), como
inibidores da glicoproteina P(P-gp). A P-gp € um transportador que carrega substratos do meio intracelular ao meio extracelular e
esta intimamente ligada ao fendmeno demultidrug resistanceem células cancerosas, impedindo que o quimioterapico atinja niveis
intracelulares suficientes paraseu efeito terapéutico.O uso de polioxovanadatos em células resistentes a quimioterapia, as
quaissuperexpressam P-gp na membrana, ndo havia sido avaliado como uma maneira de sobrepujar os efeitos dessa proteina
em células de cancer. Os compostos testados tém a vantagem de serem solGveis em agua e foram capazes de inibir o efluxo de
drogas de maneira eficaz e seletiva (FIGURAS 2 e 3). Estas caracteristicas fazem com que os compostos selecionados nesta
patente possuam potencial terapéutico para o desenvolvimento de terapias combinadas com outras drogas anticancer.
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USO DE POLIOXOVANADATOS COMO INIBIDORES ESPECIFICOS DO
TRANSPORTADOR GLICOPROTEINA P (P-gp)

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencdo diz respeito ao uso de
polioxovanadatos como novos inibidores especificos do transportador
glicoproteina-P, também conhecido como P-gp ou ABCB1, para uso no
tratamento de diferentes tipos de cdéncer resistentes & quimioterapia
convencional. O uso pretendido é em associacdo com 0s
quimioterdpicos de wuso clinico em pacientes que apresentam

resisténcia ao tratamento devido a superexpressdo da P-gp.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO E ESTADO DA TECNICA
[002] Os polioxovanadatos (POVs) sdo classificados
como Oxidos anidnicos de vanddio que contém multiplos centros do
metal, geralmente nos estados de oxidacdo +IV ou +V, ligados entre si
por pontes oxo [1]. Estas estruturas podem se organizar em um formato
compacto, como em [HemV10028]™M~ [2], onde m = 0 a 6 (Vi0), em que a
geometria em torno dos centros de vanddio é octaédrica. Em outra
subclasse os ions de vanddio podem se organizar em torno de um &nion
ou molécula neutra central, encapsulando o héspede e assumindo um
formato pseudo-esférico, como em {HyV1403438X}™, onde X = Cl-, PO43-,
N3~, OCN-, NO3-ou VO, m=4a 1l ey=0aé (Via), [HV1503638X]M",
onde X=ClFouCO32, m=4a8ey=0a4 (Vis) e {H/VigO3z-4X}", onde
X = ClI, Br, I, PO43, SO427, SO327, VO43~, NO2~, NO3~, SH-, HCOO-, CO32-
ou HHO, m =3 a 183 ey =0 a 7 (Vig) [3]. Nestes polioxovanadatos a
geometria predominante dos centros de vanddio € a de pirdmide de
base quadrada.
[003] Os POVs podem ser totalmente oxidados, ou sejq,

compostos somente por dtomos de vanddio no estado de oxidacdo +V;
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de valéncia mista, compostos por dtomos de vanddio nos estados de
oxidacdo +lV e +V; ou totalmente reduzidos, contendo somente centros
de vanddio no estado de oxidacdo +lV na sua estrutura. A possibilidade
de acessar diferentes estados de oxidacdo do vanddio aliada aos
diferentes graus de protonacdo das estruturas conferem aos POVs uma
ampla variedade de cargaos, que vdo desde -1 até -13. Sua
solubilidade em dgua pode ser modulada de acordo com os cdtions
gue equilibram as cargas negativas dos POVs. Eles podem ser cdations
inorgd@nicos simples, como Na* ou NH4*, cdtions amdnio quaterndrios
(NRsf) ou ainda cdtions orgdnicos, estes Ulimos normalmente
nitrogenados [4]. Exemplos de cdtions mais complexos incluem,
peptideos e complexos metdlicos com ligantes orgdnicos. Em geral,
quanto maior a fragcdo orgénica do cdation, menor a solubilidade do
POV em dgua e maior a solubilidade em solventes orgéanicos.

[004] O danion decavanadato, [HemVioO2]™, “Vie", € 0
POV mais estdvel em pH de 3 a é. Portanto, a sintese de compostos
contendo Vio € geralmente bastante simples, envolvendo a
acidificacdo de solucdes de NaVO3 ou NH4VO3, seguida da adicdo de
uma solucdo do cdtion desejado. Métodos alternativos envolvem o uso
de V205 ou VOSO4 com aquecimento do meio reacional sob refluxo ou
a sintese hidrotérmica do produto. J& a formacdo dos polioxovanadatos
de maior nuclearidade é favorecida a partir do aguecimento de uma
solucdo aquosa de NaVOs ou NH4VO3 na presenca de um agente
redutor e um sal do dnion a ser encapsulado. Outras metodologias
descritas podem se utilizar de outros matericis de partida de vanddio,
como o0s mencionados acima, ou até mesmo de um POV de menor
nuclearidade, empregando sintese hidrotérmica ou fécnicas de
atmosfera inerte.

[005] O decavanadato tem propriedades bioldgicas

bastante conhecidas, sendo estudado principalmente por seus efeitos
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antimicrobianos, antidiabetes e anticGncer [5]. Estudos in vitro com o Vio
foram conduzidos usando culturas de microrganismos, como bactérias
Gram positivas e Gram negativas, leveduras, protozodrios, ou usando
culturas de células de mamiferos, como fibroblastos, células Vero,
hepatdcitos LO2, e diversas células cancerosas [5]. Até o momento,
estudos in vivo foram realizados em camundongos, ratazanas e peixes-
zebra, buscando avaliar a acdo antidiabética e os seus efeitos sobre a
mitocodndria [6]. Os efeitos medicinais do decavanadato se ddo
principalmente devido ao seu potencial oxidativo, provocando um
aumento de espécies reativas de oxigénio no organismo, € a sud
capacidade de interagir com proteinas, enzimas e fransportadores
celulares, especialmente aqueles dependentes de fosfato ou ATP.

[004] A atividade bioldgica do Vio tem se diferenciado
daquela relatada para a espécie [VO4]3- (Vi), sendo que ambas as
espécies possuem o vanddio no estado de oxidacdo +V [5]. Uma classe
ainda pouco explorada, mas que j&@ vem demonstrando atividade
diferenciada do Vi e do Vio € a dos polioxovanadatos de valéncia
mista (POVs-VM) pseudoesféricos. Atividades j& descritas sdo o efeito
antibacteriano de Vis4 € Vis confra a Mycobacterium smegmatis, usada
como organismo-modelo para tuberculose, o efeito quimioprotetor de
Vis e Vig confra agentes potencialmente carcinogénicos, além da
atividade anticncer em células MCF-7, MDA-MB-231 e LMS avaliada
especificamente para o Vig contendo N3~ ou H2O encapsulados [7,8]. O
sucesso do uso dos POVs-VM para fins medicinais parece estar
envolvido com a sua estabilidade em solucdo aquosa € nos meios de
cultura usados nos estudos in vitro. Apesar das atividades j& conhecidas
para os POVs, até o presente momento ndo se havia concebido seu uso
como inibidores de fransportadores ABC de importéncia clinica como
adjuvantes de agentes quimioterdpicos no tratamento de cdnceres

resistentes & quimioterapia convencional.
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DESCRICAO DA ABORDAGEM DO PROBLEMA TECNICO

[007] O objetivo desta invencdo € o uso de quatro
diferentes  polioxovanadatos como inibidores especificos da
glicoproteina P (P-gp). O uso combinado dos polioxovanadatos e
guimioterdpicos convencionais poderd reduzir ou reverter a resisténcia a
guimioterapia devida a superexpressdo de P-gp em células neopldsicas.
Esses POVs tém a vantagem de serem solUveis em Agua. Isso possibilita a
administracdo na forma de solucdo extempordnea sem a necessidade
de uma formulacdo farmacéutica complexa.

[008] Mais especificamente, a invencdo se baseia na acdo
dos polioxovanadatos descritos abaixo como potentes inibidores do
transportador P-gp:

I - decavanadato, daqui em diante "Vie", de féormula
[{Nas(H20)20V 10028 XxH20}n], em que x pode ser qualquer nUmero entre 0
e 20.

Il - tetradecavanadato, daqui em diante "“Vis", de férmula
K(NH4)4[HsV14038(PO4)] xH20, em que x pode ser qualguer nUmero entre
0 e 20.

. - pentadecavanadato, daqui em diante “Vis”, de férmula
(MeaN)s[V15034Cl] xH20, em que x pode ser qualquer nUmero entre 0 e
20.

IV - octadecavanadato, daqui em diante “Vig", de férmula
(NH4)2(MeaN)s5[V18042l] MesNI xH20, em que x pode ser qualgquer nUmero
entfre 0 e 20.

[009] Diferentes tipos de cancer apresentam resisténcia ao
tratamento quimioterdpico, fendbmeno chamado de resisténcia a
multiplas drogas ou MDR (do inglés Multidrug Resistance) [9]. O principal
mecanismo da MDR estd relacionado ao aumento da expressdo de

transportadores ABC (ATP-binding cassette) na membrana plasmdatica
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de células neopldsicas. Estes transportadores ABC sdo capazes de
transportar os quimioterdpicos para fora das células, diminuindo a
concentracdo intracelular dos quimioterdpicos para niveis subclinicos e,
assim, acarretando na falha do fratamento [10,11].

[010] O genoma humano codifica 48 proteinas ABC [12].
Dentfre os principais transportadores da familia ABC envolvidos na
resisténcia ao tratamento com quimioterdpicos e que apresentam
comprovada relev@ncia clinica encontramos o fransportador ABCG2,
também conhecido como BCRP (Breast Cancer Resistance Protein),
MRP1 (multidrug-resistance associated protein-1) e a Glicoproteina-P (P-
gp), sendo este Ultimo o fransportador ABC alvo deste invento por ser o
mais importante, haja vista que € considerado o principal responsavel
por induzir a MDR em cancer [13].

[011] A P-gp foi descrita na década de 1970 como a
primeira proteina envolvida na resisténcia a quimioterapia. Os estudos
iniciais revelaram que a P-gp era capaz de promover o efluxo de
guimioterdpicos para o meio extracelular [14]. Apesar da comprovada
associacdo da superexpressdo da P-gp com a falha no fratamento
guimioterdpico convencional, ainda ndo existem testes moleculares
validados para uso na rotina oncoldgica para determinar os niveis de
expressdo da P-gp em pacientes com cdncer. A literatura reporta que
os tumores sdlidos de ovdrio, mama, cdlon, rim, figado e pdncreas
superexpressam a P-gp. Também foi comprovado seu papel na
resisténcia ao tratamento de neoplasias hematoldgicas, como
diferentes tipos de leucemias [10,11 e 12]. Passados 40 anos da sua
descoberta, ainda sdo incertos alguns mecanismos moleculares
envolvidos na ligacdo de inibidores e substratos (quimioterdpicos ou
ndo), bem como as alteracdes conformacionais induzidas por essa
ligacdo. Ainda, os inibidores da P-gp que foram testados em ensaios

clinicos falharam ao alcancar os desfechos desejados [15]. Dessa
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maneira, existe a necessidade urgente da identificacdo de novos
inibidores da P-gp que possam auxiliar na elucidacdo de aspectos
estruturais e moleculares relacionados com a  proteina e,
principalmente, que possam ser testados na clinica na forma de
medicamentos.

[012] A avaliacdo dos POVs como inibidores dos
transportadores ABC foi conduzida em células fransfectadas de
maneira estdvel para superexpressar os transportadores P-gp, MRP1 e
ABCG2. Esse modelo bioldgico € considerado o padrdo ouro na
identificacdo de novos inibidores. Durante os ensaios funcionais, os
inibidores em teste eram comparados aos inibidores de referéncia para
cada transportador, sendo eles: GF120918 para P-gp, Kol43 para
ABCG2 e verapamil para MRP1. Para cada transportador foi utilizado
um substrato fluorescente que permitisse a avaliacdo do tfransporte,
sendo eles: rodamina 123 para P-gp, mitoxantrona para ABCG2 e
calceina-AM para MRP1.

[013] Primeiramente, foi testado e comparado o efeito
inibitério do Vie com o ortovanadato de sédio (Vi, conhecido por ser
inibidor da atividade ATPdsica de transportadores ABC de maneira
inespecifica em preparacdes de membranas). Observou-se que o Vi
ndo foi capaz de inibir nenhum dos trés transportadores, mesmo na
concentracdo de 50 uM em células integras. Por outro lado, o composto
Vio conseguiu inibir significativamente o transportador P-gp na
concentracdo de 50 uM, porém, ndo foi capaz de inibir ABCG2 e MRP1
de maneira expressiva em nenhuma das concentragcdes testadas
(Figura 2A).

[014] Baseando-se neste resultado, outros trés POVs
(V14, Vis € Vig) foram testados nas mesmas condicdes e constatou-se

que estes também foram capazes de inibir a P-gp de maneira andloga
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ao Vie, porém, nenhum deles mostrou efeito significativo sobre os
transportadores ABCG2 e MRP1 (Figura 2B).

[015] Para avaliar a poténcia de inibicdo do Vie, Via, Vis €
Vis, foram realizados ensaios de inibicdo usando vdarias concentracoes
dos inibidores, permitindo determinar os valores de ICso (concentracdo
qgue inibe metade da atividade mdxima) e Imax (inibicdo mdxima

atfingida). A tabela 1 sumariza os dados encontrados.

TABELA 1
Composto ICsopM £ SD  Imax MM £ SD
Vio 254+79 101,6 £ 9,6
Via 35,6 8,3 107,9 £ 8,1
Vis 58,8+ 16,9 1072+11,4
Vis 22,7 £ 3,6 109,5+ 5,4

VALORES DE ICsp E CONCENTRACAO SATURANTE ENCONTRADOS PARA
OS INIBIDORES TESTADOS.

[016] Os compostos Vie € Vis apresentaram valores de I1Cso
proximos entre si e inferiores aos valores encontrados para Via e Vis,
indicando que eles sGdo os melhores da série festada. Os valores
referentes d concentracdo saturante sdo muito similares entre todos os
inibidores, atfingindo uma inibicGdo completa, desejada para esse tipo
de inibicdo. [017] Os resultados demostram que os POVs sdo
inibidores especificos da P-gp e candidatos promissores para um futuro
uso clinico e desenvolvimento de novos medicamentos baseados na

inibicdo do transportador P-gp.

BREVE DESCRICAQO DAS FIGURAS

[017] A Figura 1 representa as estruturas gerais dos
polioxovanadatos [Vi0Oa2s]¢ (Vio), [V14O38(PO4)]™ (Via), [V15034(Cl)]m-
(V1s) e [V1g8Ou4]m (Vig). Os elementos quimicos seguem o esquema de

cores seguinte: em azul estdo representados os dtomos de vanddio; em
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vermelho, os dtomos de oxigénio; em roxo, o dtomo de fosforo; em
verde-claro, o dnion cloreto; e em verde-escuro, o dnion iodeto.

[018] A Figura 2 apresenta os grdficos representativos do
potencial de inibicdo dos transportadores ABC P-gp, ABCG2 € MRPI
pelos polioxovanadatos Vio, Via, Vis € Vig, intfroduzidos na Figura 1. A
Figura 2A representa o efeito inibitério do orfovanadato de sodio (Vi) e
do Vio sobre os transportadores P-gp, ABCG2 e MRP1. A Figura 2B
representa o efeito inibitério dos polioxovanadatos Vis, Vis € Vig sobre os

mesmos transportadores.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[019] Estes compostos foram testados como inibidores dos
transportadores ABC devido ao fato de o Vi, um composto
mononuclear de vanadio(V), ser conhecido como inibidor ndo seletfivo
da atividade ATPdsica dos transportadores ABC, ou seja, o Vi impede a
hidrdlise de ATP de maneira inespecifica. A hipdtese inicial era de que
os POVs poderiaom atuar sobre esses inibidores também de maneira
inespecifica, j&@ que os fransportadores ABC sdo dependentes da
hidrolise de ATP. Verificou-se, porém, que os POVs eram capazes de
inibir de maneira especifica o fransportador P-gp, como mostra a
FIGURA 2. Do ponto de vista clinico, a seletfividade é uma caracteristica
desejavel, pois impede possiveis efeitos colaterais decorrentes da
inibicdo dos outros fransportadores.

[020] Os POVs utilizados nesta patente foram sintetizados
utilizando métodos bastante simples amplamente divulgados na
literatura cientifica. O Vie € obfido em meio aquoso a partir da
acidificacdo de uma solucdo de NaVOs ou NH4VO3 e posterior
evaporacdo lenta do meio reacional. J& o Via, 0 Vis € 0 Vig sdo
produzidos, de forma geral, a partir do aguecimento de uma solucdo

aquosa de NaVO3 ou NH4VO3 na presenca de um agente redutor e um
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sal do anion a ser encapsulado. Geralmente a formagcdo do Vi4 requer
uma leve acidificacdo do meio e a formacdo do Vis requer uma leve
basificacdo do meio reacional, ao passo que o Vis ndo requer ajuste do
pH do meio reacional.

[021] Esta invencdo se baseia na capacidade dos POVs de
inibir o fransportador P-gp. Para demonstrar este efeito, células de
fioroblasto NIH3T3, HEK293 e BHK21 transfectadas de maneira estdvel
para superexpressar os transportadores P-gp, ABCG2 e MRPI,
respectivamente, foram semeadas em placas de 24 pocos e incubadas
em estufa durante 48 horas para adesdo. Apds esse periodo, as células
foram tratadas com rodamina 123 (5,0 yM), mitoxantrona (5,0 uM) e
calceina (0,2 uM) na presenca e auséncia dos POVs (1,0, 10,0 e 50,0 uM)
durante 30 minutos a 37 °C. Em paralelo, as células foram tratadas com
inibidores de referéncia, tais como GF120918 (1 uM) para P-gp, Ko143 (1
UM) para ABCG2 e verapamil (30 uM) para MRP1T como conftroles
positivos. Apds esse tempo, o tratamento foi removido, o tapete celular
foi lavado com PBS (tampdo fosfato-salino) e as células foram
ressuspensas com tripsina e 300 UL de PBS gelado. A inibicdo foi avaliada
por citometria de fluxo (FACSCalibur) utilizando o laser de 488 nm (filtro
FL-1 para rodamina 123 e calceina AM) e o laser 635 nm (filiro FL-4 para
mitoxantrona). Foram coletados 10000 eventos para cada andlise. Para
o confrole de 100% de inibicdo, foi considerada a mediana da
fluorescéncia das células transfectadas tratadas com seus respectivos
inibidores de referéncia. A porcentagem de inibicdo das células
transfectadas foi determinada pela comparacdo direta da mediana de
fluorescéncia das células fratadas com os POVs nas diferentes

concentracdes e o confrole 100% através da seguinte formula:

fluorescéncia teste POV x 100
fluorescéncia controle

% de inibicdo =

[022] Uma vez verificada a capacidade inibitdria dos POVs

e verificada sua seletividade frente & P-gp, a segunda etapa foi verificar
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a taxa mdaxima de inibicdo (Imax) € 0 ICso (concentracdo capaz de inibir
50% da atividade mdxima). Este ensaio foi feito com as células que
superexpressavam P-gp. O ensaio foi feito nas mesmas condicdes
descritas acima, alterando apenas as concentracdes dos POVs. Dessa
vez, uma curva de concenfracdo foi delineada com concentracdo
maxima de 250 uM. Os resultados sdo apresentados na TABELA 1.

[023] Os POVs estdo na fronteira da ciéncia como uma das
categorias de compostos mais promissores para se tornarem
medicamentos contra o cdncer da proxima geracdo. Nesta patente,
mostramos que os dados coletados nos varios experimentos realizados
evidenciom a capacidade inibitdria especifica dos POVs frente ao
transportador P-gp (principal fransportador ABC envolvido na resisténcia
a multiplas drogas). Portanto, os POVs ndo sdo apenas promissores
como agentes quimioterdpicos, mas também se mostram alternativas
vidveis para o desenvolvimento de um medicamento para associacdo
d guimioterapia convencional e uso em pacientes oncoldgicos que ndo

respondem ao tratamento.
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REIVINDICACOES

1) Uso dos polioxovanadatos de formulas
[{Nas(H20)20V 10028 XH20}n], K(NH4)4[HsV14038(PO4)] xH20,
(MesN)¢[V15036Cl] xH20 e (NH4)2(MesN)s[V1sO4l] MesNI xH20, em que x
pode ser qualquer nimero entre 0 e 20, caracterizado por ser para inibir
especificamente o transportador glicoproteina-P (P-gp) em associacdo
com guimioterdpicos convencionais no tfratamento de diferentes tipos

de cdancer resistentes  quimioterapia.

Peticaio 870220035446, de 26/04/2022, pég. 22/22



1/2

FIGURAS

FIGURA 1

Peticaio 870220035446, de 26/04/2022, pég. 20/22



2/2

w
| =4
* 2
= * >
=3
ocQ
— =0

[
=
il
ns
Vi

5
0
5
0
251

(%) uomaiyul | 4N

o
wv -
c >
2 >
S ) S H =) Py
o M~ w0 ~N N
=) \
(%) uoniqiyul zo0avY
t
% 2
>
*
0 =
C

o w [l Yo o el
‘ﬂlv ~ Ye) ~N 7__

(%) vomqiyui db-o

I I
]
H
@ °
>
3 {
<283 -l -
oo i
H]
&S ey &S Jry o b
o M~ w o~N 7_&
(%) uomayur LY
0 @
c >
o) w0
c >
» s
< >
o e} o w0 o w0
o N~ wn (o} 7_.
(%) uoniqiyul zoogy
x ®
>
*
Eid
2| >
*
T
2| >
[=] 1o} o el ['e]
o M~ n N 7_.

(%) uomaqiyul db-g

FIGURA 2

21/22

, pag.

Petic8io 870220035446, de 26/04/2022



1/1

RESUMO

USO DE POLIOXOVANADATOS COMO INIBIDORES ESPECIFICOS DO
TRANSPORTADOR GLICOPROTEINA P (P-gp)

O presente invento diz respeito ao uso do anion decavanadato (Vip), que
contém apenas vanadio(V) em sua estrutura, e dos polioxovanadatos de
valéncia mista (+IV/+V) tetra-, penta- e octadecavanadatos (Vi4, Vis € Vig
FIGURA 1), como inibidores da glicoproteina P(P-gp). A P-gp € um
transportador que carrega substratos do meio intracelular ao meio extracelular
e estad intimamente ligada ao fenbmeno demultidrug resistanceem células
cancerosas, impedindo que o0 quimioterapico atinja niveis intracelulares
suficientes paraseu efeito terapéutico.O uso de polioxovanadatos em células
resistentes a quimioterapia, as quaissuperexpressam P-gp na membrana, ndo
havia sido avaliado como uma maneira de sobrepujar os efeitos dessa proteina
em células de cancer. Os compostos testados tém a vantagem de serem
soluveis em agua e foram capazes de inibir o efluxo de drogas de maneira
eficaz e seletiva (FIGURAS 2 e 3). Estas caracteristicas fazem com que os
compostos selecionados nesta patente possuam potencial terapéutico para o

desenvolvimento de terapias combinadas com outras drogas anticancer.
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