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USO DE UM ESTABILIZADOR DE ANEL DE DINAMINA
CAMPO DA INVENCAO
[0001] A presente invencdo refere-se ao uso de uma classe de agentes
denominados no presente documento como ‘“estabilizadores de anel de
dinamina” para promover a formacdo de, e/ou manter, anéis de dinamina
estaveis nas células. A invencdo tem aplicacdo particular na profilaxia ou
tratamento de doencas ou condi¢des renais caracterizadas por proteinuria.
ANTECEDENTES DA INVENCAO
[0002] A epidemia global de doenca renal cronica (CKD) esta
progredindo a uma taxa alarmante. Até 11% da populacao geral € afetada nos
Estados Unidos, Austrdlia, Japao e FEuropa. H4 um constante aumento
simultaneo da diabetes tipo II e de suas complicagOes renais associadas,
particularmente na India, China e no Sudeste da Asia, e doencas relacionadas
ao rim estdo iludindo os recursos e opcoes de tratamento atuais. Os dados
genéticos e histoldgicos implicam fortemente disfuncdo de poddcitos na
doenca glomerular (Susztak e Bottinger 2006;Tryggvason et al. 20006).
[0003] Um dos casos mais recentes que marcam a disfuncdo de
podocitos € a interrup¢ao de processos podalicos (FP) e diafragmas de fenda,
os quais sao considerados causadores de fusdo de processo poddlico e
proteinuria (Susztak e Bottinger, 2006). Na maioria dos casos de CKD, o
primeiro sinal clinico € proteintria. Se essas mudancgas estruturais precoces
nos poddcitos ndo sao revertidas, ocorre dano severo progressivo, levando a
separacao de poddcitos da membrana basal glomerular (GBM). Isso resulta
em cicatrizacdo, obliteracdo do espagco urindrio, € desenvolvimento de
glomerulosclerose segmentar e falha renal de estagio renal. A reorganizacdo
do citoesqueleto de actina que liga o diafragma de fenda, o dominio apical e
placa tUnica, serve como um denominador comum durante extin¢do do
processo podalico (FP). Deste modo, um melhor entendimento de

mecanismos que controlam a formag¢ao do processo podélico na saude e na
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doenca € essencial projetar melhores diagnosticos e terapias precoces que
intervém, enquanto o dano permanente ainda pode ser evitavel.

[0004] A filtracdo renal ocorre no glomérulo, uma estrutura
especializada que assegura seletividade do filtro do rim de modo que 4gua,
eletrolitos e produtos residuais sejam passados pelo espago urindrio, enquanto
proteinas de plasma essencial sdo retidas no sangue. Um sinal de disfun¢do
glomerular € a perda de proteina na urina denominada proteiniria ou
sindrome nefrética (definida como perda de proteina que excede 3,5
gramas/dia). A proteindria leva frequentemente a falha renal progressiva,
exigindo eventualmente didlise ou transplante de rim. Junto com a GBM e as
células endoteliais glomerulares, os poddcitos formam um componente chave
da barreira de permeabilidade do rim. A funcdo do poddcito depende de uma
estrutura celular complexa, que consiste em um corpo celular, bem como
processos mais importantes e processos poddlicos (FP) conforme descrito
acima. Os FPs de um poddcito sdo inter-digitados com aqueles em sua
proximidade, e o espaco intercelular entre processos podélicos adjacentes é
ligado em ponto por um diafragma de fenda composto pela proteina nefrina,
que também representa a barreira final para a perda de proteina. Deste modo,
a lesdo ao poddcito estd fortemente correlacionada a proteindria.

[0005] Os FPs de poddcito cont€ém um citoesqueleto a base de actina
dinamico e elaborado que é essencial para sua morfogénese de membrana e
para o estabelecimento e manutencdo da barreira de filtragdo no rim (Faul et
al. 2007). Os FPs cont€m um aparelho contritil a base de microfilamento
composto de actina, miosina II, a-actinina, talina e vinculina, que estd ligado
a GBM em contatos focais por um complexo a3p1 de integrina (Faul et al.
2007). A actina do FP € organizada em duas formas principais: a rede cortical
similar a podossoma de filamentos de actina ramificados curtos, e fibras de
tensdao compostas de um nucleo de actina:miosina que ocupa o centro do FP

(Ichimura et al. 2003). A estrutura de FP parece ter sido melhorar para
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reorganizacdoes morfologicas acionadas por actina constantes, que sao
essenciais para filtragdo glomerular (Moeller e Holzman 2006).

[0006] A maioria das formas de proteintiria e sindrome nefrética
envolve uma reducgdo de extensdes de membrana de poddcito e transformacgado
de FPs de poddcito em uma banda de citoplasma (isto €, extin¢ao de FP). As
mudancas na morfologia de FP s3o acionadas primariamente através da
reorganizacao de citoesqueleto de actina, que condensa em um feixe espesso
contra o solado de processos podalicos de pododcito. Inumeras proteinas
alteram direta ou indiretamente a organizagao citoesquelética de poddcito. Por
exemplo, as mutagOes em o-actinina-4, que causa uma forma adquirida
tardiamente de glomerulosclerose segmentar focal (FSGS), revelaram a
importancia de proteinas de ligacdo de actina estrutural para fungdo de
podocito (Kaplan et al. 2000). Os sinais que originam no diafragma de fenda
podem influenciar diretamente o citoesqueleto de actina nos poddcitos (Jones
et al. 2006; Moeller et al. 2004).

[0007] Relatou-se que recuperacdo de aderéncia focal celular € mediada
através de endocitose dependente de clatrina-dinamina de integrinas (1
ativadas, e que a inativacdo da dinamina II ou de ambos os adaptadores de
clatrina AP-2 e desativado-2 (DAB2) bloqueia a internalizacdo de integrina
B1, levando a desmontagem da aderéncia focal enfraquecida e migracao
celular (Chao e Kunz, 2009).

[0008] A extincdo de FP durante sindrome nefrética € um evento
migratorio (Reiser et al. 2004). Os poddcitos cultivados contém todas as trés
categorias mais importantes de estruturas de actina necessarias para migragao
celular: lamelipodia, filopodia e fibras de tensdo de actina contrateis. Os
podocitos cultivados também expressam todas as caracteristicas de
marcadores de diferenciacdo conhecidas de podocitos incluindo: nefrina,
podocina, CD2AP, sinaptopodina, bem como componentes conhecidos do

diafragma de fenda como ZO-1, P-caderina, a-, 8-, e y-catenina (Mundel et
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al. 1997;Saleem et al. 2002). De fato, os poddcitos t€m sido extensivamente
usados para estudar proteinas de agrupamento e de ligacdo de actina
conhecidas (por exemplo, o-actinina 4 e sinaptopodina (Asanuma et al.
2005;Asanuma et al. 2006). A rede de actina cortical que sustenta a formagao
de lamelipodia e filopodia em poddcitos cultivados parece ser equivalente a
rede de actina de ramificacao curta nas proximidades da membrana de plasma
observada por EM em podécitos in vivo (Ichimura et al. 2003). De modo
similar, fibras de tensdo de actina-miosina observadas em poddcitos
cultivados sdo provavelmente equivalentes a fibras de tensdo ndo ramificadas
que ocupam o centro de FP in vivo (Ichimura et al. 2003).

[0009] As dindmicas citoesqueletais sdo controladas frequentemente
pela familia Rho de pequenas GTPases. Na borda principal de células, Racl e
Cdc42 promovem mobilidade celular através da formagdo de actina cortical,
que, por sua vez, promove mobilidade através da formacdo de lamelipodia e
filopodia, respectivamente. Em contraste, RhoA promove a formacao de
fibras de tensdo contendo actina-miosina contriateis no corpo celular. A
sinalizacdo RhoA tém uma fun¢do importante na regulacdo do citoesqueleto
de actina em poddcitos. Deste modo, sinaptopodina, uma proteina de ligacdo
de actina expressa em poddcitos (Mundel et al. 1997) induz formacao de fibra
de estresse através da extensao do tempo de vida de RhoA ativa (Asanuma et
al. 2006). As fungOes exatas de sinalizacdo Racl e Cdc42 para funcdo e
estrutura de poddcitos sao menos bem compreendidos.

[0010] Relatou-se que, em alguns modelos de ratos de sindrome
nefrética, a preservacdo de dinamina € suficiente para neutralizar estagios
precoces de extingdo de processos podélicos e proteinuria (Sever et al. 2007).
A dinamina € uma grande enzima GTPase que rompe vesiculas revestidas
com clatrina ligadas por membrana. A trajetéria endocitica mediada por
clatrina € de interesse especial para pesquisadores biomédicos devido ao fato

de estar envolvida na internalizacdo de receptores ativados, sequestrando
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fatores de crescimento, apresentacdo de antigeno, citocinese, transmissao
sindptica € como uma rota de entrada para uma variedade de patégenos. A
dinamina compreende trés isoformas mais importantes: dinamina [
(neurdnios); dinamina II (ubiqua) e dinamina III (neurdnios e testes) (Cousin
e Robinson 2001). Comum a todos os cinco dominios, um dominio GTPase
(necessario para fissdo de vesicula), um dominio mediano (MD, de funcao
desconhecida), dominio de homologia a pleckstrina (PH, enderecamento de
dominio e potencialmente um modulo inibitério de GTPase), um dominio
efetor de GTPase (GED, que controla automontagem de dinamina em anéis),
e um dominio rico em prolina (PRD, que interage com proteinas que cont€ém
um dominio SH3 e € o sitio principal para fosforilagdo de dinamina I e III in
Vivo).

[0011] A dinamina € mais bem conhecida para suas fungdes na
endocitose mediada por clatrina na membrana de plasma e endocitose de
vesicula sindptica em neurdnios (Sever et al. 2000b). Inimeros estudos
indicam que a dinamina tem fung¢des adicionais, incluindo regulacdo do
citoesqueleto de actina através de mecanismos moleculares que sdo
compreendidos de forma insatisfatoria (Schafer 2004). A func¢io da dinamina
na regulacdo do citoesqueleto de actina € atribuida a suas interagdes com
proteinas regulatdrias e de ligagdo de actina conhecidas como profilina, Nck e
cortactina (Orth e McNiven 2003;Schafer 2004). Um estudo anterior também
indicou que a dinamina € essencial para a formagcdo de FPs funcionais em
podocitos (Sever et al. 2007).

[0012] A dinamina exibe caracteristicas bioquimicas exclusivas distintas
de outras GTPases, como peso molecular elevado (MW=100 kDa) e afinidade
atipicamente baixa para GTP (K, = ~10 uM). A dinamina existe nos trés
estados principais - basal, anel ou hélice— e sua atividade GTPase aumenta em
etapas apOs transi¢ao para cada estado. Mais particularmente:

a) Em seu estado “basal”, a dinamina estd em equilibrio entre
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mondmero, dimeros e homotetrameros (Muhlberg et al. 1997), e tem uma taxa
de GTPase “basal” de ~1 min™.

b) Os dimeros ou tetrimeros de dinamina podem
adicionalmente se auto montar em estruturas de ordem mais elevada
semelhante a “anéis” que tém um didmetro externo de cerca de 50 nm e uma
abertura interna de cerca de 30 nm (Hinshaw e Schmid, 1995). Isso ocorre
tipicamente acima de 500 nM de dinamina in vitro. Os anéis nao estao sempre
fechados e o diametro pode variar entre os sistemas. A formacdo de anel é
promovida por didlise de dinamina em tampdes de sal inferior e ocorre com
concentragdes elevadas de dinamina de cerca de 0,5 a 1 micromolar. A
formacao de anel estimula a atividade GTPase de dinamina cerca de 10 vezes
(Warnock et al. 1996). O aumento na taxa de hidrélise de GTP se da devido a
ativacdo de GTPase intramolecular que ativa o dominio na dinamina que se
torna ativa apenas quando os tetrameros de dinamina se resumem (Sever et al.
1999). Relatou-se que um mutante de dinamina esta previsto viver mais sob a
forma de anel - dynR725A é um mutante debilitado na taxa estimulada de
hidrélise de GTP (Sever et al. 2000a).

¢) Na presenca de um modelo de montagem, a dinamina pode
montar adicionalmente em uma “hélice” in vitro. As modelos de montagem
de hélice incluem lipossomas de fosfolipideo, nanotubos de lipideos ou
microtibulos. A hélice parece ser uma extensdo da estrutura de anel
individual em uma estrutura helicoidal altamente alongada, como uma mola.
A formacgdo de hélice estimula atividade GTPase de dinamina 100 a 1000
vezes (Warnock et al. 1996). A taxa estimulada de hidrdlise de GTP, por sua
vez, aciona a desmontagem dinamina in vitro, € leva a perda de
cooperatividade positiva para ligacdo de GTP (Sever et al. 2006).

[0013] H4 um novo campo emergente de farmacologia de dinamina com
o desenvolvimento de inibidores de molécula pequena especifico para a

familia de dinamina de GTPases como novas ferramentas potentes com as
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quais se estuda endocitose celular nestes sistemas. Os inibidores de dinamina
de pequena molécula tém atraido atencdo generalizada e t€ém sido usados para
o estudo de endocitose e outros aspectos das dindmicas de membrana em uma
variedade de sistemas celulares (Macia et al. 2006). Estes inibidores oferecem
muitas vantagens distintas sobre meios tradicionais de inibicdo de dinamina
nas células através da expressao de mutantes de GTPase de dinamina ou
através de pequena interferéncia de inativacdo de dinamina mediado por
(siRNA) de RNA que nao pode ser usada para estudar efeitos celulares e
rapidos. Os inibidores permedveis a c€lula de pequena molécula sdo capazes
de bloquear rapidamente a endocitose em minutos € s3a prontamente
reversiveis (Macia et al. 2006; Quan et al. 2007).

[0014] Os primeiros inibidores de dinamina relatados foram sais de
amoOnio de cadeia longa como brometo de miristil trimetil amonio
(MiTMAB), brometo de octadeciltrimetil amoénio (OcTMAB) (Hill et al.
2004) e tirfostinas diméricas como Bis-T (Hill et al. 2005). Posteriormente,
uma série de liquidos i0nicos a temperatura ambiente (RTILs) (Zhang et al.
2008) e dynasore (Macia et al. 2006) foi relatada. Finalmente, os inibidores a
base de indol denominados “din6is” (Hill et al. 2009) e inibidores a base de
iminocromeno denominados “iminodinas’ foram relatados (Hill et al 2010). A
maioria dos estudos que executam a varredura para inibidores de dinamina
usa ensaios de GTPase através dos quais dinamina € estimulada a0 maximo, e
€ provavel que esteja em seu estado helicoidal. Alguns dos inibidores mais
potentes de cada uma da série também sdo inibidores reversiveis e potentes de
endocitose nas células (Quan et al. 2007;Hill et al. 2009; Hill et al 2010).
Sumario da Invencao

[0015] Em termos gerais, a invencdo decorre de duas descobertas.
Primeiramente, verificou-se que um subgrupo de moduladores de dinamina
pode promover o acumulo de dinamina em seu estado de anel oligomerizado e

retardar a desmontagem do anel de dinamina. Os compostos neste subgrupo
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sdo denominados ‘“‘estabilizadores de anel de dinamina”. Uma consequéncia
do prolongamento do tempo de vida do anel de dinamina € que isto estimula a
atividade GTPase de dinamina basal, outra € que isso facilita a formacdo de
actina filamentosa (F-actina). Em segundo lugar, verificou-se que a dinamina
liga diretamente a actina através do dominio mediano de dinamina (MD),
promovendo sua oligomerizacdo em anéis que t€m uma funcdo direta na
formacao de novo de filamentos de actina e aderéncia focais nos poddcitos. O
estimulo de anéis de dinamina (distintos de hélices de dinamina) € uma nova
funcdo celular para dinamina que € separar de sua fun¢do endocitica
conhecida. Prolongar a formagao e/ou tempo de vida do anel de dinamina tem
aplicacdo particular na profilaxia ou no tratamento de extin¢cdo de processo
podalico em poddcitos e doengas renais proteinuricas.

[0016] Em um aspecto da invencdo, € fornecido um método para a
promoc¢ao de formacdo e/ou manutencdo de anel de dinamina de anéis de
dinamina em uma célula, que compreender tratar a célula com uma
quantidade eficaz de um estabilizador de anel de dinamina, ou um pro-
farmaco ou sal farmaceuticamente aceitivel do estabilizador de anel de
dinamina.

[0017] Em outro aspecto da invencao, € fornecido um a método para
profilaxia ou tratamento de uma condi¢ao ou doenga renal caracterizada por
proteinuria, que compreende administrar em um individuo em necessidade
disso uma quantidade eficaz de pelo menos um estabilizador de anel de
dinamina, ou um pro-farmaco ou sal farmaceuticamente aceitdvel do
estabilizador de anel de dinamina.

[0018] Em outro aspecto da invencao, € fornecido um a método para
profilaxia ou tratamento de uma condi¢ao ou doenga renal caracterizada por
proteinuria, que compreende tratar os poddcitos com uma quantidade eficaz
de pelo menos um estabilizador de anel de dinamina, ou um pro-farmaco ou

sal farmaceuticamente aceitavel do estabilizador de anel de dinamina.
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[0019] Tipicamente, a disfun¢do de poddcitos € caracterizada por, ou
esta associada ao processo podalico extincao.
[0020] Em outro aspecto da invencao, € fornecido um método para a
manutencdo ou inducdo de formacdo de citoesqueleto de actina em uma
célula, que compreende tratar a célula com uma quantidade eficaz de pelo
menos um estabilizador de anel de dinamina, ou um pro-fairmaco ou sal
farmaceuticamente aceitavel do estabilizador de anel de diamina.
[0021] Em outro aspecto da invencao, € fornecido um método para a
inducdo de aderéncias focais e/ou fibras de tensdo de actina em uma célula,
que compreende tratar a c€lula com uma quantidade eficaz de pelo menos um
estabilizador de anel de dinamina, ou um pro-fiormaco ou sal
farmaceuticamente aceitavel do estabilizador de anel de diamina.
[0022] Em outro aspecto, € fornecido um método de varredura de um
agente de teste para uso como um estabilizador de anel de dinamina, que
compreende:

fornecer o agente de teste;

incubar o agente de teste com proteina dinamina sob condi¢oes
adequadas para a formacgdo de anéis de dinamina; e

avaliar se o agente de teste promove acumulo de anéis de
dinamina e/ou inibe desmontagem de anéis de dinamina, em que o acumulo
de anéis de dinamina e/ou inibicdo de desmontagem de anéis de dinamina
aumenta a atividade GTPase de dinamina basal.
[0023] A avaliacdo se o agente de teste promove o acimulo de anéis de
dinamina ou inibe a desmontagem de anéis de dinamina pode envolver
submeter ao ensaio para um aumento da atividade GTPase de dinamina basal,
e/ou liberacao de dinamina que € um indicativo da desmontagem de anel de
dinamina.
[0024] Em um aspecto da invencao, € fornecido um estabilizador de anel

de dinamina de anel de dinamina para uso na promoc¢do de formagao de anel
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de dinamina e/ou manuten¢do de anéis de dinamina em uma célula, ou um
pro-farmaco ou sal farmaceuticamente aceitdavel do estabilizador de anel de
dinamina.

[0025] Em outro aspecto da invengdo, € fornecido pelo menos um
estabilizador de anel de dinamina para uso na profilaxia ou tratamento de uma
condicdo ou doenca renal caracterizada pela proteindria, ou um pré-farmaco
ou sal farmaceuticamente aceitavel do estabilizador de anel de dinamina.
[0026] Em um aspecto da invengdo, é fornecido o uso de pelo menos um
estabilizador de anel de dinamina na fabricagdo de um medicamento para a
promoc¢ao da formacdo de anel de dinamina e/ou manutencdo de anéis de
dinamina nas células de um individuo em necessidade disso, ou um pro-
farmaco ou sal farmaceuticamente aceitivel do estabilizador de anel de
dinamina.

[0027] Em outro aspecto da invencao, € fornecido o uso de pelo menos
um estabilizador de anel de dinamina na fabricagdo de um medicamento para
profilaxia ou tratamento de uma condi¢ao ou doenga renal caracterizada pela
proteinuria, ou um pro-farmaco ou sal farmaceuticamente aceitavel do
estabilizador de anel de dinamina.

[0028] O estabilizador de anel de dinamina usado em uma modalidade
da inven¢do pode ser qualquer composto que promova montagem, ou que
iniba a desmontagem, de anéis de dinamina. A inibi¢cdo pode ser retardamento
ou preveng¢ao de desmontagem de anel de dinamina.

[0029] Pelo termo “anel de dinamina” para uso no presente documento
significa um anel de unidades de dinamina oligomerizada. O anel pode ser um
anel fechado ou uma volta dnica de uma hélice de dinamina (dinamina
helicoidal).

[0030] Pelo termo “‘estabilizador de anel de dinamina” para uso no
presente documento significa um agente que interage com dinamina e

estimula a atividade GTPase de dinamina basal na auséncia de um modelo de
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montagem (por exemplo, microtibulos, vesiculas de fosfolipideos e/ou
nanotubos) ao redor do qual se formam as hélices de dinamina. Um
estabilizador de anel de dinamina promove montagem de anel de dinamina
e/ou inibe desmontagem de anel de dinamina, sendo que ambos podem
resultar em actimulo de anel de dinamina e/ou um aumento de atividade
GTPase de dinamina basal. Por conseguinte, um agente que promove
montagem de anel de dinamina e/ou inibe desmontagem de anel de dinamina
¢ abrangido pelo termo “estabilizador de anel de dinamina” no contexto da
presente invencdo. Tipicamente, o estabilizador de anel de dinamina serd um
agente que inibe desmontagem de anel de dinamina.

[0031] O estimulo a atividade GTPase de dinamina basal pelo
estabilizador de anel de dinamina € em um nivel menor que aquele associado
a dinamina helicoidal ativa em maximo através da atividade méaxima €
alcancado na presenca de um modelo de montagem.

[0032] A interacdo do estabilizador de anel de dinamina com a dinamina
pode ser a ligacdo do estabilizador de anel de dinamina a dinamina, ou através
da associacdo direta ou indireta do estabilizador de anel de dinamina com a
dinamina. Quando a dinamina estd em seu estado helicoidal, o estabilizador
de anel de dinamina pode aumentar a atividade GTPase de anéis de dinamina
individuais naquela hélice, mas em um nivel inferior que aquele alcangado
através de interacdao cooperativa entre anéis de dinamina.

[0033] Mais tipicamente, o estabilizador de anel de dinamina utilizado
em um método incorporado pela inven¢ao € um inibidor da atividade GTPase
de dinamina helicoidal estimulada ao médximo. Da mesma forma, o agente de
teste submetido a varredura para uso como um estabilizador de anel de
dinamina pode ser um inibidor da atividade GTPase de dinamina helicoidal.
No entanto, a partir do que foi posto acima, compreende-se que o
estabilizador de anel de dinamina ndo precisa ser um inibidor de

desmontagem de anel de dinamina e, de fato, ndo precisa ser um inibidor de
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atividade GTPase de dinamina helicoidal.

[0034] A dinamina com a qual o estabilizador de anel de dinamina
interage e/ou a dinamina a partir da qual o anel de dinamina ou anéis sdo
formados, pode ser selecionada a partir do grupo que consiste em dinamina I
(dynl), dinamina II (dynlI), dinamina III (dynIII), e isoformas de dinamina, e
misturas do disposto acima.

[0035] Os recursos e vantagens da invengao se tornardo mais evidentes a
partir da seguinte descricdo detalhada das modalidades nao limitadoras
juntamente com os desenhos em anexo.

Breve descricao dos desenhos

[0036] A Figura 1 é um grifico que mostra que a tirfostina
banzilidenomalonitrila dimérica Bis-T-23 inibe dinamina estimulada por
lipideo, mas estimula atividade GTPase de dinamina basal.

[0037] A Figura 2 é um grafico que mostra que a inibi¢do e a ativagao
de dinamina ocorrem na mesma concentragao de Bis-T-23.

[0038] A Figura 3 € um grafico que mostra estimulo de
Bis-T-23 (5 uM) de atividade GTPase de dinamina basal que ocorre apds uma
“fase de atraso”.

[0039] A Figura 4 € um grafico que mostra a poténcia relativa de trés
iminodinas no estimulo da atividade GTPase basal de dinamina I de
comprimento total (200 nM, nenhum outro ativador no conhecido como
lipossomas PS estava presente). Os compostos estavam presentes nas
concentragdes indicadas e a concentracdo ocasionando estimulo quase
maximo € mostrada como o ECs.

[0040] A Figura 5 é um grafico que mostra a atividade GTPase basal do
construto de dinamina I truncado conhecido como GG2, contendo apenas o
dominio GTPase ligado a uma pequena parte do Dominio GED (Chappie et al
2009). Diferente da dinamina de comprimento total, este construto €

conhecido por ser incapaz de se auto montar ou de formar anéis. Bis-T-22 e -
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23 e imminodyn-22 ndo apresentam efeitos sobre a atividade basal deste
construto de montagem incompetente.

[0041] A Figura 6 mostra que Bis-T-22 em concentracio elevada [dyn]
(520 nM) promove automontagem de anel de dinamina.

[0042] A Figura 7 mostra que Bis-T-23 evita desmontagem de
dinamina.

[0043] As Figuras 8 (A) a (D) sd@o micrograficos de elétron que mostram
que Bis-T-23 evita constricdo ou expansao helicoidal de dinamina em
lipossomas PS in vitro. Isso estabiliza a hélice de dinamina, que perde sua
flexibilidade e forma anéis de diametro uniforme, inibindo a desmontagem de
anel de dinamina.

[0044] A Figura 9 mostra o efeito de tratamento de dinamina I de
comprimento total purificada com Bis-T-23 na auséncia de um modelo. A
dinamina foi, entdo, examinada através de microscopio eletronico. Os anéis
de dinamina sdo especificamente induzidos por Bis-T-23 (5,4 uM, A). Os
anéis sao anéis de dinamina bona fide (B). As andlises quantitativas mostram
um aumento de 6 vezes nos anéis bona fide (C).

[0045] A Figura 10 mostra que Bis-T-22 (100 uM por 30 minutos)
induz carocos revestidos com clatrina nas células que tém pescogos
usualmente longos e sdo circuladas por anéis nas células de linfoblastos
humanas cultivadas (A) ou sinaptossomas de cérebro de rato (B).

[0046] A Figura 11 (A) é um grafico que mostra Bis-T-23 e dois
inibidores de dinamina da série “dyngo” sdo estabilizadores de anel de
dinamina. Dyngo-7a também € conhecido como dynasore. O estimulo de
GTPase de dinamina I (50 nM) foi realizado na auséncia do detergente
Tween-80 (e na auséncia de qualquer outro ativador como Lipossomas PS,
nanotubos ou microtibulos). Em contraste, dinole 34-2, um inibidor de
dinamina potente, ndo estimula atividade de dinamina basal sob estas

condicoes. B) € um grifico que mostra uma variedade de inibidores de
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dinamina potentes que sdo ativadores de atividade GTPase de dinamina basal
(compostos de série Bis-T foram usados a uma conc. de 10 uM, todos os
outros compostos foram usados a uma conc. de 30 uM). Todos os compostos
testados inibiram dinamina estimulada por (PS) de fosfatidilserina entre 300
nM — 3 uM (dados nao mostrados). A atividade GTPase de dinamina I (dynl;
200 nM) foi medida na auséncia de ativadores de lipideos (e na presenca de
Tween-80 padrado a 0,06%).

[0047] A Figura 12 mostra a detec¢ao de interacdes de dinamina-actina
diretas com o uso de ensaios padrdo de cossedimentacdo nos quais sedimentos
de F-actina estdo sob centrifugacao de alta velocidade.

[0048] A Figura 13 mostra alinhamentos de sequéncia de aminoacido
entre dinamina II (dyn2) (variantes divididas a e b) (SEQ ID N° 2 e SEQ ID
N° 1), dinamina I (dynl) (variantes divididas a e b) (SEQ ID N° 3 e SEQ ID
N° 4), Droséfila (Shi) (SEQ ID N° 5), C. elegans (Cele) (SEQ ID N° 6),
levedura (Vps1) (SEQ ID N° 7). Dnml (SEQ ID N° 8), mutantes de ‘perda de
funcao’ DynK/E (SEQ ID N° 9) e Dyn K/A (SEQ ID N° 10), e mutante de
‘ganho de funcdo’ Dyn E/K (SEQ ID N° 11). Dnm1 € um membro da familia
de dinamina envolvido na morfogénese mitocondrial.

[0049] A Figura 14 mostra uma plotagem de Scatchard das interacdes de
F-actina e dinamina diretas. Concentra¢des crescentes de dinamina (livre)
foram adicionadas a 5 uM de F-actina. Apds centrifugacao a 100,000 x g, as
proteinas foram separadas em SDS-PAGE e as bandas foram analisadas com
0 uso de densitometria.

[0050] As Figuras 15 (A-E) sdo fotografias que ilustram que as
interacoes de actina-dinamina s3o essenciais para a organizacdao do
citoesqueleto de actina em poddcitos. Os poddcitos foram infectados com
viroses que expressam mutantes de dinamina conforme indicado. O
citoesqueleto de actina aparece enormemente aumentado nas células que

expressam dynE/K e dynR725A.
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[0051] A Figura 16 mostra filamentos de actina reticulados de anéis de
dinamina montados em feixes delgados na presenca de GTPyS. Os filamentos
de actina foram visualizados com o uso de microscopio eletronico e
manchamento negativo. As setas apontam na direcdao de anéis de dinamina ao
longo de filamentos ramificados.

[0052] A Figura 17 é um gréafico que mostra anéis de dinamina que
promovem polimerizacdo de actina. Sdao mostrados cursos de tempo
representativos da repolimeriza¢do de actina quando 0,33 uM de complexos
de Gsn-actina (G1:200A ou G1:1000A) sdao incubados na auséncia e presenca
de 0,1 uM de dinamina com ou sem 100 uM de GTPyS.

[0053] A Figura 18 € um grafico que mostra a tirfostina
benzilidenomalonitrila dimérica Bis-T-22 que estimula a taxa de dinamina
basal de hidrdlise de GTP. A F-actina coberta com jato de gelsolina também
estimula a taxa de dinamina basal de hidrélise de GTP. O curso de tempo para
hidroélise de GTP basal de 0,2 uM de dyn1 incubou com ou sem 7 uM de Bis-
T-22 e com ou sem 10 uM de complexos de Gsn-F-actina. Os efeitos de Bis-
T-22 e Gsn-F-actina sdo pelo menos aditivos.

[0054] A Figura 19 € uma fotografia que mostra os efeitos de Bis-T-23
sobre o citoesqueleto de actina em poddcitos. As células foram manchadas
com o uso de rodamina-faloidina para F-actina (coluna esquerda) e anticorpo
monoclonal anti-paxilina (coluna central). O manchamento incorporado €
mostrado na coluna direita. O citoesqueleto de actina e adesdes focais sdo
enormemente aumentados em nimero e quantidade nas cé€lulas tratadas com
Bis-T-23 e células que expressam mutantes de dinamina, dynE/K e
dynR725A.

[0055] A Figura 20 € um grifico que mostra um camundongo de
controle € um camundongo que expressa a proteina do mutante de o-actinina
4 de ‘ganho de fungdo’ e esses foram submetidos a injecdo intraperitoneal

com Bis-T-23 (100 ug/100 g de peso corporal). A proteinturia foi medida com
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o uso de kits de ensaio Companion de Creatinina e ELISA especifico de
albumina de camundongo (Exocell e Bethyl Laboratories) seguindo os
protocolos do fabricante. Uma reducdo na proteiniria para niveis do tipo
selvagem foi obtida até 6 horas apds a administracdo do farmaco.

[0056] A Figura 21 é um griafico que mostra que a Bis-T-23
estabilizadora de anel resgata a proteintiria em camundongos tratados com
lipopolissacarideo (LPS). O LPS é um modelo para doenca renal proteintrica.
Os niveis de albumina foram determinados em 6 camundongos antes de
(Con), 24 horas apos a injecdo de LPS (2x LPS) e 2, 4, 6 ¢ 8 h apds a
administracdo de Bis-T-23 (barras abertas) ou DMSO (solucdo de aplicacdo,
barras cinzas). Uma redu¢do em proteinuria foi notada a partir de 2 a 8 horas
apOs a administracdo de uma unica dose desse anel estabilizador.
DESCRICAO DETALHADA DE MODALIDADES
EXEMPLIFICADORAS DA INVENCAO

[0057] Um subgrupo de moduladores de dinamina de especificidade
dupla foi revelado por existir entre o grupo mais amplo de inibidores de
dinamina. Os compostos nesse subgrupo sdo ‘“‘estabilizadores de anel de
dinamina” visto que inibem a desmontagem de anel de dinamina, dessa
forma, prolongando o tempo de vida do anel de dinamina e promovendo o
acumulo de anel de dinamina. Isso € consistente com o fato de que a hidrolise
de GTP € conhecida por ativar a desmontagem de dinamina (Sever et al.
2006). No entanto, embora esses compostos reduzam a atividade GTPase
massiva de dinamina helicoidal, esses podem simultaneamente aumentar a
atividade GTPase basal de anéis de dinamina individuais .

[0058] Um anel de dinamina é uma volta unica de dinamina
oligomerizada ou, no caso de dinamina helicoidal (uma hélice de dinamina),
uma Unica volta da hélice. Os anéis de dinamina foram primeiramente
observados in vitro (Hinshaw e Schmid. 1995). Esses t€m, tipicamente, um

diametro externo de aproximadamente 50 nm e um didmetro interno de cerca
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de 30 nm, e os anéis podem ser abertos ou fechados. A dinamina helicoidal
também € conhecida como uma hélice, nano-mola, espiral ou “pilha de anéis”
de dinamina (Stowell et al. 1999). O microscopio crio-eletronico indica que o
tamanho do anel de dinamina é flexivel e pode compreender 13 a 15 unidades
de dinamina repetidas assimétricas, sugerindo que um unico anel de dinamina
helicoidal compreende 26 a 30 moléculas de dinamina (unidades de dinamina)
(Zhang e Hinshaw. 2001). No entanto, desde que o diametro do anel seja
flexivel, esses nimeros nao sao fixos.

[0059] Um estabilizador de anel de dinamina util em um método
incorporado pela inveng¢dao pode, por exemplo, ser selecionado a partir do
grupo que consiste em inibidores de GTPase de dinamina helicoidal,
tirfostinas monoméricas, tirfostinas diméricas e, particularmente, tirfostinas
benzilidenomalonitrila diméricas, iminocromenos, hidrazidas de acido 3-
naftaleno substituido-2-carboxilico (benzilideno) hidrazidas, polipeptideos e
peptideos conforme descrito adicionalmente abaixo.

[0060] As tirfostinas  benzilidenomalonitrila  diméricas (Bis-T)
adequadas e compostos relacionados que podem encontrar aplicacdo como
estabilizadores de anel de dinamina de acordo com as modalidades da
invencdo sdo descritos no pedido de patente internacional N°
PCT/AU2004/001624 (WO 2005/049009) e Hill et al. 2005, em que os
conteudos do mesmo sdo incorporados no presente documento em sua
totalidade.

[0061] A Bis-tirfostina-22 (Bis-T-22) € uma tirfostina dimérica e € um
potente inibidor in vitro de dinamina quando a dinamina € ativada por
lipossomas de fosfatidilserina (PS) para se montar formando uma hélice
flexivel. Na auséncia de Lipossomas PS, a dinamina pode apenas se montar
formando anéis Unicos. Surpreendentemente, enquanto a Bis-T-22 inibe a
atividade de dinamina helicoidal, essa também de forma unica e simultanea

estimula a atividade GTPase de dinamina basal, evitando a desmontagem de
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anéis de dinamina. A estrutura de Bis-T-22 € mostrada abaixo. A Bis-T tem a
mesma estrutura que Bis-T-22, mas tem um substituinte hidroxila adicional

no atomo de carbono C5 de cada grupo fenila terminal.

Estrutura de bis-tirfostina (Bis-T-22)

[0062] Particularmente, as tirfostinas diméricas adequadas uteis como
estabilizadoras de anel de dinamina incluem aqueles compostos de Bis-T nos
quais dois dentre os dtomos de carbono C3-C5 de pelo menos um anel de
fenila terminal tém substituintes de hidroxila (OH), de preferéncia, em uma
disposic¢do catecol (por exemplo, como em Bis-T-22), ou todos os trés atomos
de carbono sdo substituidos por hidroxila (por exemplo, como em Bis-T-23).
Os exemplos incluem 2-ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4-diidroxifenil)-
acriloilamino]-etil }-3-(3,4-diidroxifenil)-acrilamida, 2-ciano-N-{3-[2-ciano-
3-(3,4,5-triidroxifenil)-acriloilamino]-etil }-3-(3,4,5-triidroxifenil)-acrilamida,
2-ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4-diidroxi-4-metoxifenil)-acriloilamino]-etil } -3-
(3,4-diidroxi-5-metoxifenil )-acrilamida, 2-ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4-
diidroxifenil)-acriloilamino]-propil }-3-(3,4-diidroxifenil)-acrilamida (Bis-T-
22), 2-ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4,5-triidroxifenil)-acriloilamino]-propil } -3-
(3,4,5-triidroxifenil)-acrilamida (Bis-T-23), 2-ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4-
diidroxi-5-metoxifenil)-acriloilamino]-propil }-3-(3,4-diidroxi-5-metoxifenil))-
acrilamida, 2-ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4-diidroxifenil)-acriloilamino]-butil }-
3-(3,4-diidroxifenil)-acrilamida, 2-ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4,5-
triiddroxifenil)-acriloilamino]-butil } -3-(3,4,5-triidroxifenil)-acrilamida, 2-
ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4-diidroxi-5-metoxifenil)-acriloilamino]-butil } -3-
(3,4-diidroxi-5-metoxifenil )-acrilamida, 2-ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4-

diidroxifenil)-acriloilamino]-pentil } -3-(3,4-diidroxifenil)-acrilamida, 2-ciano-
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N-{3-[2-ciano-3-(3,4,5-triidroxifenil)-acriloilamino]-pentil }-3-(3,4,5-
triidroxifenil)-acrilamida, 2-ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4-diidroxi-5-
metoxifenil)-acriloilamino]-pentil }-3-(3,4-diidroxi-5-metoxifenil)-acrilamida,
2-ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4-diidroxifenil)-acriloilamino]-hexil }-3-(3,4-
diidroxifenil)-acrilamida, 2-ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4,5-triidroxifenil)-
acriloilamino]-hexil }-3-(3,4,5-triidroxifenil)-acrilamida, e 2-ciano-N-{3-[2-
ciano-3-(3,4-diidroxi-5-metoxifenil )-acriloilamino]-hexil }-3-(3,4-diidroxi-5-
metoxifenil)-acrilamida.

[0063] Os estabilizadores de anel de dinamina adicionais incluem
aqueles nos quais um substituinte no atomo de carbono C2 de pelo menos um
anel de fenila terminal de um composto de Bis-T e a posi¢cao ocupada por um
grupo cianila adjacente (CN) sdo cilisados conforme descrito em WO
2005/049009. Por exemplo, quando o substituinte € hidroxi, o grupo hidroxi
pode reagir com o grupo cianila para formar um iminocromeno conforme a

seguir:

em que, por exemplo, R; ¢ OH, R, OHe R3¢ H; RiéH, R, é
OH e R3 € OH; ou Ry, R, e R3 sdo OH; e n € usualmente 0, 1, 2 ou 3 , mais
usualmente, 1. Adicionalmente, os exemplos de iminocromenos uteis nas
modalidades da invenc¢do sdo descritos abaixo (vide Tabela 2). Os andlogos de
Bis-T ou compostos de iminocromeno conforme descrito acima em que pelo
menos um dos dtomos de oxigénio de anel e/ou pelo menos um dos grupos de
NH e/ou atomos de oxigénio de cadeia principal do composto sdo submetidos
a substituicdo de bioisdstero, também podem ser usados (por exemplo, vide
Lima e Barreiro. 2005, em que o conteido do mesmo € incorporado no

presente documento em sua totalidade por referéncia cruzada).
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[0064] Em adicdo, os andlogos assimétricos dos compostos diméricos
acima podem ser utilizados. Os exemplos incluem os analogos de azido e
diazarinila assimétricos de tirfostinas diméricas descritas por Odell et al.
2009. Além disso, os andlogos de tirfostina monomérica das tirfostinas
diméricas exemplificadas acima podem ser utilizados. No entanto, no caso
dessas tirfostinas, esses nao sao inibidores de GTPase (por exemplo, vide Hill
et al. 2005).

[0065] Ainda, exemplos adicionais de estabilizadores de anel de
dinamina incluem hidrazida (3,4-dihidroxibenzilideno) de 4cido 3-
hidroxinaftaleno-2-carboxilico (dynasore) e andlogos do mesmo. A estrutura
para dynasore é conforme a seguir.

Q OH

N=
H H
OH

Estrutura de Dynasore
[0066] O dynasore foi revelado em uma triagem de biblioteca com o uso
de dinamina I recombinante ativada pelo dominio SH3 contendo proteina
grb2 (Macia et al. 2006). A estrutura de dynasore € superficialmente similar
aquela de Bis-T-22 onde a posi¢ao e numero das hidroxilas ao redor do anel
de fenila terminal de Bis-T-22 revelaram contribuir significativamente com a
poténcia inibitéria de dinamina do composto. Os exemplos de anélogos
adicionais de hidrazida (benzilideno) de &4cido 3-naftaleno substituido-2-
carboxilico de dynasore (chamados de compostos dyngo no presente
documento) revelaram exibir poténcia inibitoria de dinamina aperfeicoada
comparada ao dynasore conforme mostrado na Tabela 1. Cada um dentre os
compostos dyngo foi sintetizado por uma rea¢ao de unica etapa simples que
acopla a hidrazida de acido 3-hidroxi-2-natdéico com uma variedade de
benzaldeidos substituidos por hidroxilas, proporcionando uma biblioteca

orientada conforme ilustrado pelo Esquema 1 abaixo (por exemplo, através da
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mistura dos reagentes em etanol (por exemplo, 10 ml) em um frasco de fundo
redondo, refluxo de uma mistura por 2 horas, resfriamento da mesma e
remocdo do solvente in vacuo antes da recristalizagdo do produto a partir de
etanol, apesar de outros métodos de sintese disponiveis). Em particular, a
Tabela 1 mostra a estrutura de cada composto dyngo, seu peso molecular
(MW) e ICsy para a inibi¢do de atividade GTPase de dinamina I de cérebro

nativo estimulada por Lipossomas PS na presenca ou auséncia de Tween 80.

0
NN
H
OH
OH

Benzaldeido substituido Andlogo de dyngo

3-hidréxi-2-naftohidrazida
Esquema 1: Sintese de compostos dyngo
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Tabela 1:  Compostos Dyngo

Composto Estrutura Mw ICso (um) ICs (pm)
(g/mo Dynlde Dynlde
comprimento comprimento
total total
OH 7 2 ug/ml 7 0M, 2 pg/ml
Dynasore i y @’ 1(9851 M %’S) "
(Dyngo-7a) H" B o com tween 80 sem tween 80
oH
Dyngo-4a & 338,32 2707 0,31+0,05
o = ; oH
ATy .___Zfl\__b,l\q/ T
w on OH
Dyngo-6a o] = | 322,31 19,8 22,1
rx x}/ﬂ\j"\"‘ 5o
I‘\:"/ ?/‘L‘.m_ oH
Dyngo-1a o # D/O* 32231 200 7.3
h,r"\ D
H
OH o
Dyngo-5a j" 338,32 ~ 468 4,4
o ff oH
e
I = oH
Dyngo-2a 7o o 352 35 1170 3.6
a o
e J'I\hzf‘-k-\u/é(]
DOt
Dyngo-3a . o | 33832 | a1
e, e | Nao Ativo
DO
OH
oH
Dyngo-Ba o 322,31 - . 398
e . \/@\ N&o Ativo
aH
[0067] Um estabilizador de anel de dinamina que estimula a atividade

basal de dinamina ou inibe a desmontagem de anéis de dinamina conforme
descrito no presente documento terd, tipicamente, grupo fenila terminal com
substituintes hidroxila em pelo menos dois dos trés dtomos de carbono
consecutivos do anel fenila, como em Bis-T-22 e Bis-T-23. No entanto,
apesar de os grupos fenila terminais da tirfostina dimérica exemplificada
acima, andlogos de iminocromeno e dyngo serem substituidos por grupos
hidroxila, elementos de habilidade comum na técnica apreciardo que uma ou
mais dessas hidroxilas pode ser submetida a substitui¢do bioisostérica (como,
mas nao se limitando a, um grupo -NH; ou um atomo halo como F, CI, Br ou

I, e similares). De modo similar, um elemento de habilidade comum na
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técnica reconhecerd que outras alteragcdes podem ser feitas em relacdo a
tirfostina  benzilidenomalonitrila  dimérica, 1minocromeno, tirfostina
monomérica, dynasore € compostos dyngo descritos acima, de modo que a
atividade estabilizadora d anel de dinamina do composto seja mantida ou
aprimorada, € quaisquer de tais andlogos formas modificadas dos mesmos
possam ser usados em um método conforme descrito no presente documento.
Os exemplos de modificagdes incluem, mas ndo se limitam a substituicdo de
um ou mais atomos de carbono de anel de cadeia principal para
heterodtomo(s) (por exemplo, independentemente selecionados a partir de O,
N e S) e/ou outras modificacdes para aqueles sistemas de anel. O grupo
naftaleno dos compostos dyngo exemplificados acima €, particularmente,
passivel de tais modificagdes e/ou substituicdo bioisostérica, € um grande de
tais compostos modificados uteis em métodos incorporados pela invencao é
possivel. Tais modificacOes e substituicdes bioisostéricas conforme descrito
acima se encontram no escopo de um elemento com habilidade comum na
técnica (por exemplo, vide Lima e Barreiro. 2005) e todas sdo expressamente
abrangidas pela presente invenc¢ao. De fato, qualquer estabilizador de anel de
dinamina fisiologicamente aceitdvel adequado pode ser empregado.
Adicionalmente, compostos adequados para o uso no presente documento
podem ser identificados através da triagem de composto quimico e bibliotecas
combinatdrias, como uma biblioteca que se encontra no escopo do
destinatario.

[0068] Os 1minocromenos adequados (denominados “iminodinas” no
presente documento) e compostos relacionados que podem revelar aplicagcdo
como estabilizadores de anel de dinamina de acordo com modalidades da
invencdo sao descritos em Hill et al. 2010, em que os conteudos do mesmo
sdo incorporados no presente documento em sua totalidade por referéncia
cruzada.

[0069] A iminodina-22 € um iminocromeno € é¢ um potente inibidor in
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vitro de dinamina quando a dinamina € ativada por lipossomas de
fosfatidilserina (PS) para se montar formando uma hélice flexivel. Embora a
1minodina-22 iniba a atividade de dinamina helicoidal, essa também estimula
simultaneamente a atividade GTPase de dinamina basal, evitando a

desmontagem de anéis de dinamina. A estrutura de iminodina-22 é mostrada

abaixo.
o) o)
S NT "N =
H H
HO 0" NH HN” 0 OH
OH OH
Estrutura de iminodina-22.
[0070] A trajetdria para sintese das iminodinas é mostrada abaixo no
Esquema 2.
Rj No O O
s Nc\)LN/\On/\NJ\/CN
Rs OH H H
Ry
7.12 13a-e
n=0-4 i

Ry, R, R = Hou OH

O O
RS AN N/\()n/\N = RS
H H
Ry 0" NH HNZ 0 Ry
R, R,

14 - 38

Esquema 2: Reagentes e condi¢cdes para geracao das iminodinas: 1) Etanol,
piperidina (cat.) refluxo de 2 h

[0071] A estrutura de iminocromeno € diferente daquela da Bis-T-22,
mas a posicdo e numero das hidroxilas ao redor dos ané€is fenila terminais
contribuem significativamente para a poténcia inibitoria de dinamina do
composto. Os exemplos de andlogos adicionais de iminocromeno sao
mostrados na Tabela 2. A tabela mostra a estrutura de cada composto, seu
ICsp para inibi¢ao de atividade GTPase de dinamina I de cérebro nativo (e 20
nM) estimulada por Lipossomas PS. A tabela também mostra o estimulo de

atividade GTPase de dinamina I basal (a 200 nM) na auséncia de lipossomas.
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Tabela 2: Inibicdo de atividade GTPase in vitro de dinamina I e atividade

estabilizadora de anel de iminodinas 17 € 20 a 23

Composto de Atividade GTPase de Estabilizador de anel:
ImiIr)lo dina Estrutura de Iminodina Dyn I estimulada por PS Dyn I (no PS)
ICso (UM) ECsp (uM)
o HN O OH
17 HOMNNHWOH 0,33 +0.07 31
HO' O NHH ©
o (o]
20 NN 36,6+ 7,2 Nio Ativo
O” °NH HN O
OH OH
(0] o
21 Mumu - 173+1,0 40
HO O NH HN O OH
(0] (o]
22 NN Y 0,45 + 0,05 1
HO O~ °NH HN™ ~O OH
OH OH
o] o]
23 HOMHMHJZ\/@[C’H 0,26 + 0,08 4
HO' (o) NH HN O OH
[0072] Em outra forma, o estabilizador de anel de dinamina pode ser um

peptideo, polipeptideo ou um fragmento ativo ou forma modificada dos
mesmos que tem atividade estabilizadora de anel de dinamina. Tipicamente,
um estabilizador de anel de dinamina conforme descrito no presente
documento é diferente de uma forma modificada ou do tipo selvagem de
dinamina ou um fragmento da mesma. Os exemplos de polipeptideos ou
peptideos que podem ser usados incluem actina (particularmente, F-actina),
1soformas e/ou fragmentos da mesma que fornecem um dominio de ligacdo de
actina para uma ou mais das isoformas de dinamina ou para os anéis de
dinamina, que promovem/estimulam a formag¢do de anéis de dinamina e,
desse modo, atuam como um estabilizador de anel de dinamina no contexto
da invencdo. Adicionalmente, as formas modificadas podem ser fornecidas
nas quais um ou mais aminodcidos sdo adicionados, substituidos ou deletados
comparados a actina do tipo selvagem, isoformas e fragmentos da mesma sem
impactar substancial e adversamente em sua capacidade de interacdo com a
dinamina e promove o acimulo de anéis de dinamina conforme descrito no

presente documento, € o uso de tais formas modificadas também ¢&
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expressamente abrangido.

[0073] As estratégias para identificar tais agentes proteiniceos para o
uso em métodos da presente invencado incluem técnicas de triagem de larga
escala. Por exemplo, os protocolos de biblioteca de exibi¢ao de fago fornecem
um modo eficiente de triagem de um grande nimero de agentes potenciais. A
biblioteca utilizada pode ser uma biblioteca de exibicdo de peptideo que
expressa sequéncias de peptideo randomizadas fundidas a uma proteina
coberta do fago relevante utilizado, ou uma biblioteca que exibe dominios
variaveis de anticorpos (por exemplo, fragmentos de Fv). Os fagos que se
ligam a dinamina podem ser recuperados e amplificados por infec¢ao da
bactéria hospedeira. Cada clone isolado nesse modo expressa um peptideo
especifico ou particula de ligacao de antigeno. Os genes que encodificam o
peptideo ou a particular de ligacdo de antigeno sdo exclusivos para cada fago
e podem ser identificados pela recuperagio do DNA do clone de fago
selecionado, sequenciamento do DNA e comparacdo da sequéncia obtida com
a sequéncia conhecida da proteina coberta de fago que expressa o peptideo ou
a molécula de ligacdo de antigeno. O DNA identificado pode, entdo, ser usado
para a expressao do agente proteindceo encodificado ou modificado para
fornecer outros tais agentes que utilizam técnicas recombinantes bem
conhecidas na técnica.

[0074] Um composto (sendo ou ndao um inibidor de dinamina) pode ser
identificado como um estabilizador de anel de dinamina através da avaliagcdo
para sua capacidade de promover acimulo de anéis de dinamina e/ou inibir a
desmontagem de anéis de dinamina. Isso pode, principalmente, ser
determinado pela incubacdo do agente de teste com dinamina de comprimento
total sob condi¢bes nas quais os anéis de dinamina niao se formam por si s0, €
avaliacdo para um aumento na atividade GTPase de dinamina basal até um
nivel indicativo da formagdo ou acimulo de anéis de dinamina em relagdo

ao(s) controle(s). A atividade GTPase de dinamina ou anéis de dinamina pode
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ser determinada por qualquer método convencionalmente conhecido (por
exemplo, vide Quan e Robinson. 2005). Tais condi¢des incluem: (a) a
auséncia de um modelo de montagem de hélice como lipossomas,
microtibulos ou nanotubos de lipideos, e (b) concentracdes de dinamina
maiores do que as normalmente exigidas para detectar a atividade estimulada
de modelo, tipicamente, 50 a 500 nM de dinamina, ao invés de 1 a 20 nM.
Deste modo, a atividade estabilizadora de anel pode ser identificada pela
capacidade de estimular a atividade GTPase de dinamina de comprimento
total na auséncia de outros fatores estimulantes (como Lipossomas PS,
microtibulos ou nanotubos). As caracteristicas de defini¢do adicionais estao
disponiveis, mas nao sao essenciais se a primeira condi¢do tiver sido
satisfeita. Uma caracteristica adicional de atividade estabilizadora de anel é
que a atividade estimulada ocorre apos uma fase de atraso de poucos minutos,
especialmente, sendo uma ativacdo imediata in vitro. Outra caracteristica €
que um anel estabilizador ndo pode estimular a atividade de um construto de
dinamina que ndo seja capaz de executar uma automontagem, como uma
dinamina mutante ou um construto contendo o dominio GTPase e apenas um
fragmento do dominio GED (por exemplo, GG2 ou GGS5; Chappie et al 2009).
Ainda outra caracteristica de atividade estabilizadora de anel € a capacidade
do composto de promover a formagcdo de anéis de dinamina conforme
detectado por microscopio eletronico em tais concentracdes de dinamina,
através das quais essa nao forma anéis por si sO. Essas condi¢des utilizam, em
média, tipicamente de 50 a 200 nM de dinamina na auséncia de um modelo
distinto de concentracoes maiores onde a automontagem € conhecida por
ocorrer sem a adi¢cdo de um estabilizador de anel de dinamina.

[0075] Um indicador dentro da célula de atividade estabilizadora de anel
€ a inducdo de fibras de tensao de actina e adesdes focais apds a aplicagdo do
composto em podocitos cultivados ou células NIH3T3. A indugdo de

processos podalicos de poddécito também pode ser avaliada como um
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indicador do acimulo de anéis de dinamina e/ou inibi¢ao de desmontagem de
anel de dinamina.

[0076] Um estabilizador de anel de dinamina de peptideo ou
polipeptideo pode incluir D-aminoécido(s) e/ou ser C-terminal e/ou N-
terminal protegido da digestdo proteolitica (por exemplo, “peguilado” com
polietileneglicol (PEG)). Além disso, os estabilizadores de anel de dinamina
de peptideo ou polipeptideo podem ser acoplados a uma “porg¢ao facilitadora”
para facilitar a passagem ou translocacdo do estabilizador de
peptideo/polipeptideo através da célula externa/membrana de plasma para o
citoplasma de células, como um peptideo carreador que tem a capacidade de
distribuir moléculas de carga através de membranas celulares em um modo
independente de energia. Os peptideos carreadores que sdo conhecidos na
técnica incluem penetratina e variantes ou fragmentos da mesma, peptideo
derivado de Tat de virus de imunodeficiéncia humana, peptideo derivado de
transportano, peptideos de sinal e fragmentos dos mesmos que retém a
capacidade de passar através da membrana celular externa para a aplicacdo de
forma eficaz do peptideo anexado ou de outro agente na célula. Ao invés de
um peptideo carreador, a por¢ao facilitadora pode ser uma porc¢do de lipideo
ou outra por¢cdo nao peptidica que aprimore a solubilidade da membrana
celular do estabilizador de anel de dinamina, tal que a passagem do
peptideo/polipeptideo através da membrana celular seja efetuada. A porcado de
lipideo pode, por exemplo, ser selecionada a partir de triglicerideos, incluindo
triglicerideos misturados. Os 4cidos graxos e, particularmente, os acidos
graxos Cis — Cy saturados também podem ser usados (por exemplo, acido
estearico). Um estabilizador de anel de dinamina de peptideo ou polipeptideo
pode ser ligado a por¢ao facilitadora em qualquer modo convencionalmente
conhecido. Por exemplo, o peptideo ou polipeptideo pode ser ligado
diretamente a um peptideo carreador através de uma sequéncia ligante de

aminodcido por uma ligacao peptidica ou ligacao covalente ndo peptidica com
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o uso de um reagente de reticulacdo. Além disso, os métodos de ligacdo
quimica podem ser usados para criar uma ligacdo covalente entre o
aminodcido terminal carboxi do peptideo carreador ou sequéncia ligante e o
estabilizador de anel de dinamina de peptideo ou polipeptideo.

[0077] A induc¢do de adesdes focais nas células conforme descrito no
presente documento pode tornar as células capazes de migragdo, devido ao
aumento resultante na célula, para interacdes celulares com células vizinhas.
Como tal, a induc¢do de adesdes focais em poddcitos ou outras células também
pode ter aplicacdo na profilaxia ou tratamento de cancer (através da inibi¢cao
de metastase celular de cancer), e outras doengas ou condi¢Oes responsivas a
inducdo de adesdes focais celulares.

[0078] Qualquer célula adequada pode ser tratada com um estabilizador
de anel de dinamina, ou um pro-farmaco ou sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo para promover a formacdo de e/ou para manutencdo de anéis de
dinamina na célula conforme descrito no presente documento. Uma
modalidade desse aspecto da invengao pode incluir a selecdo do estabilizador
de anel de dinamina (ou pro-farmaco ou sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo) para efetuar a formagao dos anéis de dinamina e/ou manutengao dos
anéis de dinamina na célula. A promoc¢dao e/ou manutencao de anéis de
dinamina em, por exemplo, poddcitos tem aplicacdo particular na profilaxia
ou tratamento de doencas ou condi¢Oes renais caracterizadas por proteinuria.
[0079] A condigdo ou doenca renal caracterizada por proteinuria
para a qual o estabilizador de anel de dinamina € administrado de acordo
com uma modalidade da invencdo pode ser selecionada a partir de, mas
ndao se limitar a, o grupo que consiste em sindrome nefrética, doenca
renal cronica, doenca glomerular, disfun¢cdo glomerular, glomerulonefrite
incluindo glomerulonefrite pos infec¢ao e glomerulonefrite
mesangioproliferativa, nefropatia incluindo nefropatia diabética e

nefropatia associada a HIV, disfuncao de poddcitos incluindo danificagiao de
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podocitos e danos de poddcitos, podocitopatia, extingdo de processo
podalico de poddcito, esclerose mesangial difusa, sindrome nefrética
congenital (por exemplo, do tipo Finnish (CNSF)), sindrome de Alpor e
variantes (Alport +), doenca de mudanca minima, glomerulosclerose
segmentar focal (FSGS), glomerulonefropatia de colapso,
glomerulonefropatia i1mune e inflamatéria, hefropatia hipertensiva e
glomerulonefropatia associada a idade.

[0080] O individuo tratado por um método incorporado pela invencdo
pode, por exemplo, ser um membro das familias de bovino, porcino, ovino ou
equino, um animal de teste de laboratério como um camundongo, rato,
coelho, porco da india, gato ou cachorro, ou um primata ou um ser humano.
Tipicamente, 0 mamifero serd um ser humano.

[0081] Os sais farmaceuticamente aceitaveis adequados incluem
sais de adi¢do de acido e aminodcido, sais de adicdo de base, ésteres e
amidas que estdo dentro de wuma razdo risco/beneficio razodvel,
farmacologicamente eficaz e apropriada para o contato com tecidos animais
sem resposta indevida de toxicidade, irritacdo ou alérgica. Os sais de
adicdo de 4cido representativos incluem sais de cloridrato, sulfato,
bissulfato, maleato, fumarato, succinato, tartrato, tosilato, citrato,
lactato, fosfato, oxalato e borato. Os sais de adicdo de base representativos
incluem aqueles derivados de amonia, potdssio, sodio e hidroxidos de
amoOnio quaterndrio. Os sais podem incluir metal alcalino e cations
alcalinos terrosos como um sodio, célcio, magnésio e potassio, bem
como amonia e cditions de amina. A provisdo de tais sais € bem
conhecida do destinatario versado. Os sais farmaceuticamente adequados
sdo, por exemplo, exemplificados em S. M Berge et al, J. Pharmaceutical
Sciences (1997), 66:1 a 19, em que o conteddo do mesmo estad
incorporado no presente documento em sua totalidade por referéncia

cruzada.
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[0082] Os pro-farmacos de compostos da inven¢ao incluem aqueles nos
quais grupos selecionados a partir de carbonatos, carbamatos, amidas e alquil
ésteres sao ligados covalentemente a amino livre, amido, hidréxi ou grupos
carboxilicos dos compostos. Os pro-farmacos adequados também incluem
derivados de fosfato como acidos, sais de acidos ou ésteres, unidos através de
uma ligacdo de fosforo-oxigénio a uma hidroxila livre ou outro grupo
apropriado. Um pro-farmaco pode, por exemplo, ser inativo quando
administrado, mas ser submetido a modificagdo in vivo no estabilizador de
anel de dinamina como resultado de clivagem ou hidrolise de ligacdes ou a
outra forma de modificagdo por ligacdo apds a administragdo. A forma de
pro-farmaco do composto ativo pode ter permeabilidade de membrana celular
maior do que o composto ativo, desse modo, acentuando a poténcia do
composto ativo. Um pro-farmaco também pode ser projetado para minimizar
a hidrdlise in vivo prematura do pré-farmaco externo da cé€lula, de forma que
as caracteristicas de permeabilidade de membrana celular do pro-farmaco
sejam mantidas para uma Otima disponibilidade para células e para o uso
sisttmico do composto.

[0083] Os pro-farmacos esterificados podem, por exemplo, ser
fornecidos por agitacdo de um composto incorporado pela invencdo com
um anidrido ou cloreto de acido (em excesso molar) apropriado em uma
solucdo de piridina/N,N-dimetilformamida (DMF) na presenca de um
catalisador adequado como dimetilaminopiridina (DMAP). Em alguns casos,
a solucdo pode precisar ser refluxada para conduzir a reacdo até€ a conclusao.
Na conclusdo da reagdo, o produto esterificado € purificado ou por
recristalizacdo ou por cromatografia. Os ésteres representativos incluem
alquila C;-C7, fenila e alquil ésteres de fenila (C;¢). Os ésteres incluem metil
ésteres. Os exemplos de grupos de pro-farmacos adequados sao mostrados na
Tabela 3.

Tabela 3: Exemplos de grupos de pro-farmacos
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[0084] Por exemplo, os pro-farmacos de Bis-T-22 e andlogos do mesmo

foram desenvolvidos para aumentar as caracteristicas de permeabilidade de
membrana celular e, desse modo, aumentar a poténcia nas células. Uma
reacdo adequada para fornecer pro-farmacos de compostos de tirfostina
diméricos € ilustrada no Esquema 3. O Bis-T-22 € exemplificado como o
reagente de partida. O composto de tirfostina dimérico € agitado com anidrido
ou cloreto de acido (em excesso molar) apropriado em uma solucdo de
piridina/N,N-dimetilformamida (DMF) na presenca de um catalisador
apropriado como dimetilaminopiridina (DMAP). Em alguns casos, a solucao
pode precisar ser refluxada para conduzir a reacdo até a conclusdo. Na
conclusao da reagdo, o produto esterificado € purificado ou por recristalizacdo
ou por cromatografia. Os pro-farmacos de tirfostina benzilidenomalonitrila

diméricos particulares sao mostrados na Tabela 4 e Tabela 5.
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Esquema 3: Sintese de pro-farmacos

Tabela 4: Pr6-farmacos de bis-tirfostina (Bis-T-22)
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Tabela 5: Formas de pré-farmaco adicionais
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Pré-farmaco R Mw
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)LO
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O
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O
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[0085] O estabilizador de anel de dinamina pode ser administrado a um

individuo em necessidade de tal tratamento sozinho ou ser coadministrado
com um ou mais outros farmacos ou compostos terapéuticos usados
convencionalmente para tratar ou aliviar os sintomas associados a doenga
renal proteinurica. Por “coadministrado” entende-se a administracdo
simultinea dos farmacos na mesma formulacdo ou em duas formulacdes
diferentes pela mesma rota ou por rotas diferentes ou administracdo
sequencial pela mesma rota ou por rotas diferentes, em que os farmacos
atuam na sobreposicdo de janelas terapéuticas.

[0086] O estabilizador de anel de dinamina ird, em geral, ser formulado
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em uma composi¢do farmacéutica que compreende o estabilizador € um
carreador farmaceuticamente aceitavel. As solucdes injetdaveis serdo,
tipicamente, preparadas através da incorporacdo do estabilizador no carreador
selecionado antes da esterilizacdo da solu¢do por filtracdo. Para a
administracdo oral, o estabilizador de anel de dinamina pode ser formulado
em qualquer carreador oralmente aceitivel considerado adequado. Em
particular, o estabilizador de anel de dinamina pode ser formulado com um
diluente inerte, um carreador comestivel assimildvel ou pode ser confinado
em uma capsula de gelatina de carcaca macia ou dura. Além disso, o
estabilizador de anel de dinamina pode ser fornecido sob a forma de tabletes
para ingestdo, tabletes bucais, pastilhas, capsulas, elixires, suspensdes ou
xaropes.

[0087] Uma composi¢ao farmacéutica conforme descrita no presente
documento também incorpora um ou mais conservantes como parabenos,
clorobutanol, fenol e acido sorbico. Adicionalmente, a absor¢do prolongada
da composi¢cdo pode ser ocasionada pela inclusao de agentes que atrasam a
absor¢do como monoestearato de aluminio. Os tabletes, pastilhas, pilulas,
capsulas e similares também podem conter um ou mais dos seguintes: um
aglutinante como goma de tragacanto, acacia, amido de milho ou gelatina, um
agente de desintegracdo como amido de milho, amido de batata ou acido
alginico, um lubrificante, um agente adocante como sacarose, lactose ou
sacarina, um agente flavorizante, e ser dotados de um revestimento entérico
para facilitar a passagem através do ambiente dcido do estdbmago no intestino
fino.

[0088] Os carreadores farmaceuticamente aceitaveis incluem quaisquer
solventes fisiologicamente aceitaveis conhecidos convencionalmente, meio de
dispersdo, preparacdes isotonicas e solu¢des adequadas incluindo, por
exemplo, salina fisiologica. O uso de tais ingredientes € meios para

substancias farmaceuticamente ativas € bem conhecido. Exceto na medida em
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que qualquer meio ou agente convencional € incompativel com o mimético, o
uso dos mesmos é expressamente abrangido. E particularmente preferencial
formular as composi¢des na forma de dosagem unitdria para a facilidade de
administracdo e uniformiza¢do de dosagem. Uma forma de dosagem unitdaria
como usada no presente documento deve ser entendida como unidades
fisicamente distintas, cada uma contendo uma quantidade predeterminada do
estabilizador de anel de dinamina calculada para produzir um efeito
terapéutico ou profilatico. Quando a forma de dosagem unitidria é uma
capsula, essa pode conter o ativo em um carreador liquido. Varios outros
ingredientes podem estar presentes como revestimentos ou para, de outro
modo, modificar a forma fisica da dosagem unitéria.

[0089] As composicdes farmacéuticas incorporadas pela invengdo
conterdo, em geral, pelo menos cerca de 0,1% em peso do estabilizador de
anel de dinamina até cerca de 80% de peso/peso da composi¢ao. A quantidade
do estabilizador de anel de dinamina na composicdo serd tal que uma
dosagem eficaz adequada seja aplicada ao individuo levando em consideragao
o modo proposto de administragcdo. As composi¢Oes orais preferenciais
conterdo entre cerca de 0,1 ug e 4000 mg do estabilizador.

[0090] A dosagem do estabilizador de anel de dinamina dependera de
inumeros fatores incluindo se deve ser administrada para uso profilatico ou
terap€utico, a doenga ou condi¢do para a qual o ativo € destinado a ser
administrado, a gravidade da condi¢do, a idade do individuo e fatores
relacionados incluindo peso e saude geral do individuo conforme podem ser
determinados de acordo com os principios médicos aceitaveis. Por exemplo,
uma baixa dosagem pode ser dada inicialmente, a qual é subsequentemente
aumentada em cada administracdo apos a avaliagdo da resposta do individuo.
De modo similar, a frequéncia da administracdo pode ser determinada no
mesmo modo, ou seja, por monitoramento de forma continua da resposta do

individuo entre cada dosagem e, se necessario, aumentar a frequéncia de
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administracdo ou, alternativamente, reduzir a frequéncia da administracao.
[0091] Tipicamente, um estabilizador de anel de dinamina serd
administrado de acordo com um método incorporado pela inven¢ao em uma
dosagem até cerca de 50 mg/kg em peso corporal e, de preferéncia, em uma
faixa de cerca de 1 mg/kg a cerca de 30 mg/kg em peso corporal.

[0092] As rotas de administra¢ao incluem, mas nao se limitam a, forma
intravenosa, intraperitoneal, por infusdo, forma oral, forma retal e por
implante. Os carreadores farmaceuticamente aceitaveis e formulagdes uteis
em composicoes da presente invenc¢ao podem, por exemplo, ser encontrados
em manuais e textos bem conhecidos do destinatario versado, como
“Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Mack Publishing Co.,
1995)”, em que os conteudos do mesmo sdo incorporados no presente
documento em sua totalidade por referéncia.

[0093] A invencgdo serd adicionalmente descrita doravante no presente
documento com referéncia a Exemplos nao limitadores.

EXEMPLO 1: Ensaios de montagem de dinamina

1. Ensaio de automontagem de dinamina — Baixa concentraciao de
dinamina

[0094] O ensaio de automontagem de dinamina foi realizado com
dinamina nativa (40 nM) com o uso do mesmo tampao de coluna Hepes
(HCB - 20 mM de Hepes, 2 mM de EGTA, 1 mM de MgCl, 1 mM de PMSF,
I mM de DTT, 20 pg/ml de leupeptina, pH 7,4) conforme descrito
anteriormente (Warnock et al. 1996). Entretanto, todos os tampdes também
incluiram 1% de DMSO, que foi o veiculo usado para os inibidores de
dinamina de teste. As concentracdes de NaCl foram variadas a partir de um
estoque em 200 mM de NaCl. A dinamina foi centrifugada a 100,000 g por 20
min e os sobrenadantes (S) e pelotas (P) foram coletadas, precipitados com
acido tricloroacético, solubilizados em tampdo de amostra SDS e separados

em géis de SDS e dinamina I foi detectada por transferéncia de Western blot
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com o uso de anticorpo a-dinamina I policlonal de ovelha de laboratério (in-
house).

2. Ensaio de automontagem de alta concentraciao de dinamina — Alta
concentracio de dinamina

[0095] Esse ensaio de automontagem de dinamina foi realizado com
dinamina nativa (5,2 uM) com o uso do tampao de coluna Hepes descrito
acima no Exemplo 1.1, (com a adi¢do de 1% de DMSO conforme descrito
acima). Os efeitos de Bis-T foram medidos através de pré-incubacdo da
dinamina com as concentracdes de Bis-T indicadas por 10 min a temperatura
ambiente (22 °C). As concentragdes de NaCl foram variadas a partir de um
estoque em 200 mM de NaCl. Apés a incubagdo, os tubos foram transferidos
para um rotor TLA120.2 (Beckman) e centrifugados em uma ultracentrifuga
de mesa (Optima TLX, Beckman) a 100,000 g durante 20 min e os
sobrenadantes (S) e pelotas (P) foram coletadas, precipitados com &cido
tricloroacético, solubilizados em tampdo de amostra SDS e separados em géis
de SDS.

EXEMPLO 2: Estabilizadores de anel de dinamina sao um subgrupo de
inibidores de dinamina

[0096] Dentre as varias classes de inibidores de dinamina estdo os
subconjuntos de estabilizadores de anel de dinamina. As tirfostinas
benzilidenomalonitrila diméricas de Bis-T inibem potencialmente a atividade
GTPase da dinamina helicoidal e podem estimular a atividade basal por meio
da promo¢do da formacdo de anel na auséncia de um modelo para a
montagem helicoidal da dinamina. A Figura 1 mostra a atividade GTPase in
vitro da dinamina de cérebro de ovelha (principalmente esta € dinamina I)
em concentracoes de dinamina crescentes, abaixo daquelas exigidas
para a montagem de anel. Os simbolos preenchidos (linhas s6lidas) mostram
que a dinamina € estimulada por lipossomas em todas as concentragdes de

dinamina testadas (formando uma hélice). 2-Ciano-N-{3-[2-ciano-3-(3,4,5-
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triidroxifenil)-acriloilamino]-propil } -3-(3,4,5-triidroxifenil)-acrilamida  (Bis-
T-23) a 5 uM inibe potencialmente a dinamina em todos os pontos
(entretanto, em dinamina muito alta (400 nM), Bis-T-23 falha ao inibir de
modo potente devido a alta concentra¢ao de dinamina).

[0097] Em contraste, na auséncia de lipossomas (onde a dinamina €
incapaz de formar hélices) os resultados sao flagrantemente opostos (Figura 1,
simbolos abertos, linhas pontilhadas). Com o uso de concentracoes de
diamina abaixo daquelas necessdrias para formar anéis, a Bis-T-23 estimula
potencialmente a atividade de dinamina. Em contraste a dinamina helicoidal
que € inibida em todas as concentracoes de diamina, na auséncia de
lipossomas a Bis-T-23 ndo ativa ou inibe a dinamina em baixas concentragdes
de diamina, mas estimula apenas a 100 nM ou em concentra¢ao de dinamina
superior (Figura 1). Isso indica que a Bis-T-23 ndo nem ativadora nem
inibidora da atividade GTPase basal de diamina, mas afeta a diamina de anel.
[0098] O ICsp para inibicdo de dinamina helicoidal estimulada por PS
nesse experimento € o estudo 500 nM (Figura 2). A concentracdo de Bis-T-23
que causa 50% de ativacdo de atividade de dinamina basal (ECsp) foi
notadamente sobre valor. Isso sugere que o mecanismo de estabilizacdo e
inibi¢do do anel podem estar relacionados para essa série de compostos.
[0099] Em seguida, um experimento de curso de tempo de estimulagdo
Bis-T-23 de GTPase de dinamina (Figura 3) foi conduzido. Com o uso de
altas concentrac¢des de diamina (800 nM) e concentracoes médias de NaCl (30
mM), a atividade GTPase de dinamina basal foi aumentada linearmente com o
tempo, visto que nao se montam como anéis nessas condi¢des. Na presenca de
Bis-T-23 a 5 uM, a atividade de dinamina foi enormemente aumentada apds
uma “fase de atraso” inicial de cerca de 4 minutos. Acredita-se que a fase de
atraso indica o tempo necessario para que a dinamina se monte como anéis.
Os resultados mostram que Bis-T-23 ndo acelera as taxas iniciais de

montagem de anel de dinamina, ao invés, sugerindo que a mesma inibe a
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desmontagem de anel.

[00100] Quando uma série de inibidores potentes de dinamina-iminodina
foi testada para a atividade de estabilizacdo de anel, um subconjunto foi
revelado por ser um potente ativador da atividade GTPase de dinamina basal
(isto €, na auséncia de PS; Figura 4). As iminodinas 17, 22 e 23 tiveram
valores de estimulo (ECsp) de 1 a 20 uM, indicativos da atividade do
estabilizador de anel.

[00101] Houve pouca correlagdo entre o ICsy para a dinamina estimulada
por PS e o ECsy para a dinamina na auséncia de PS. Portanto, apenas um
subconjunto de inibidores de dinamina sdo estabilizadores de anel e os
estabilizadores de anel ndo podem ser reconhecidos como simplesmente
inibidores potentes da atividade GTPase de dinamina estimulada por PS
(Tabela 2). Por exemplo, as iminodinas 17 e 22 sdo inibidoras equipotentes de
dinamina e ainda sdo 30 vezes diferentes na atividade estabilizadora de anel.
Do mesmo modo, as iminodinas 20 e 21 sdo similarmente potentes inibidoras
de dinamina e ainda a iminodina 20 ndo exibe atividade estabilizadora de anel
(Tabela 2). Deste modo, a atividade estabilizadora de anel pode ser
identificada pela capacidade para estimular a atividade de proteina dinamina,
na auséncia de outros fatores estimulantes (como microtibulos, nanotubos ou
lipossomas PS).

[00102] Para verificar que os estabilizadores de anel necessitam de
oligomerizacdo de dinamina, uma forma recombinante de dinamina, chamada
de GG-2, que é dimérica e ainda € incapaz de se associar a oligbmeros de
ordem superior (Chappie et al 2009) foi testada. Os estabilizadores de anel
sdo incapazes de estimular a atividade basal de tais construtos (Figura 5).
[00103] A dependéncia-concentracdo de dinamina do efeito de ativagdo
de Bis-T-23 sugeriu que isso poderia alterar a formagao in vitro de anéis de
dinamina. Um bloqueio na desmontagem de anel deve ser manifestado como

um acumulo de anéis in vitro. A prépria dinamina se monta em anéis na
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auséncia de quaisquer cofatores quando a resisténcia idnica de tampao €
reduzida (Song et al. 2004). Para determinar se os compostos de Bis-T
regulam ou ndo as interacdes de dinamina-dinamina, um método bem
estabelecido de centrifugacao de alta velocidade em quantidades decrescentes
de NaCl para coletar anéis na pelota (Warnock et al. 1996) foi usado. As
concentragdes superiores de dinamina (520 nM) e dinamina foram
visualizadas através de manchamento Coomassie sobre gé€is de SDS (Figura
6). Conforme relatado por outros, a dinamina estd no sobrenadante em > 40
mM de NaCl, mas se auto montou em < 20 mM de NaCl e é encontrada na
pelota. A Bis-T-22 em 100 uM aumentou a montagem de anel nas
concentracOes intermediarias de sal (40, 60 nM) antes de sua montagem
espontanea em sal inferior. Em um NaCl a 40 mM fixo, a Bis-T-22 promoveu
todas as diaminas para formar anéis em concentracdes de 300 uM. Portanto,
mediante essas condi¢des, a Bis-T-22 estabilizou/promoveu a automontagem
de dinamina I. Deste modo, concluiu-se que existe um efeito direto sobre as
intera¢des de dinamina-dinamina, com o composto aparecendo para promover
a montagem de anel de dinamina e atividade GTPase in vitro em virtude da
prevencdo da desmontagem de anel. Por conseguinte, anéis ativos de GTPase
acumulam.

[00104] Para demonstrar diretamente se os estabilizadores de anel de
dinamina evitam ou retardam a desmontagem de anéis de dinamina, um
ensaio de centrifugacdo bem estabelecido foi empregado. Brevemente, a
dinamina I foi pré-montada como uma hélice na presenca de lipossomas PS
durante 30 min, apds isso o estabilizador de anel de dinamina Bis-T-23 ou
estabilizador de anel de niao dinamina dinole 34-2 (vide Exemplo 4) foi
adicionado. As amostras foram, entdo, centrifugadas em uma microcentrifuga
durante 10 min para coletar sobrenadantes (Sup) ou pelotas. Nesse ensaio, a
dinamina helicoidal € encontrada primeiramente na pelota. Entretanto, a

adicao de NaCl (150 mM) ou Mg/GTP (1 mM) € conhecida para desmontar
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dinamina e é encontrada primeiramente no sobrenadante (vide Figura 7). A
Bis-T-23 foi revelada por reduzir a desmontagem de dinamina helicoidal,
enquanto que a dinole 34-2 nao (Figura 7). Isso mostra que 0 mecanismo
através do qual a Bis-T atua como uma estabilizadora de anel de dinamina é€,
ou inclui, retardar a desmontagem da hélice ou anel de dinamina. Esse
mecanismo unico de a¢ao explica porque estabilizadores de anel de dinamina
podem estimular GTPase basal enquanto inibe a atividade GTPase de
dinamina helicoidal a0 mesmo tempo.

EXEMPLO 3: Bis-T-23 produz anéis de dinamina inflexiveis in vitro
[00105] Uma caracteristica de dinamina helicoidal é que a hélice € uma
estrutura altamente flexivel. Mediante a hidrolise de GTP, essa € capaz de
reduzir rapidamente seu diametro (comstricdo) a0 mesmo tempo em que
também expande em comprimento (expansdo helicoidal) (Stowell et al.
1999;Chen et al. 2004;Roux et al. 2006). Acredita-se que isso seja um
mecanismo potencial utilizado para a fissdo dos pescocos de vesiculas
endociticas recentemente germinadas nas células (Roux et al. 2006). A
natureza altamente flexivel de dinamina helicoidal foi confirmada por anélise
EM de dinamina ligada a lipossomas de fosfatidilserina na auséncia de GTP
ou GDP (Figura 8). A dinamina misturada com lipossomas PS formou uma
hélice com caracteristicas especificas (Figuras 8A e C): os lacos individuais
da hélice eram altamente variados em diametro, formados em diferentes
angulos relativos ao lipideo subjacente, € o espacamento entre lacos foi
altamente variavel. Em contraste, a Bis-T-23 a 5 uM alterou drasticamente o
formato helicoidal (Figuras 8B e D). Notavelmente, os lacos individuais da
hélice eram altamente uniformes em didmetro, formados em angulos
constantes em relacdo ao lipideo subjacente, e o espacamento entre lacos foi
altamente constante. A dinamina ligada a Bis-T-23 aparentou ser similar aos
relatos anteriores de dinamina ligada a GTPyS em nanotubos lipidicos

(Stowell et al. 1999). Isso indica que a Bis-T-23 pode fechar lacos de
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dinamina em um diametro inflexivel e uniforme, semelhante ao estado
ligado a GTP, através da prevencao da desmontagem de anel. O efeito
¢ particularmente notdvel nas extremidades de cada tubo helicoidal, que
sdo “afuniladas” na auséncia de Bis-T-23, ainda “grossas” em sua
presenca (Figuras 8C e D), demonstrando a inflexibilidade de lagcos afetados
com Bis-T-23.

[00106] Os resultados do microscopio eletronico (EM) revelaram um
mecanismo comum tanto para inibicdo quanto ativacdo de GTPase de
dinamina. Concluiu-se que a atividade GTPase super elevada de dinamina
helicoidal € inibida por Bis-T-23, devido ao fato de que o farmaco torna os
lacos da hélice inflexiveis. Na auséncia de lipossomas PS, a atividade dos
anéis de dinamina individuais induzida pela presenca de Bis-T-23 €
estimulada devido ao mesmo acumulo de anéis inflexiveis uniformemente
dimensionados. Deste modo, foi concluido que a Bis-T-23 evita a rapida
desmontagem de dinamina que seria normalmente conduzida por hidrélise de
GTP, a qual conduz a desmontagem de dinamina in vitro.

[00107] A seguir, o efeito de uma Bis-T-23 estabilizadora de anel sobre a
formacdo de anéis de dinamina na auséncia de um modelo como lipossomas
PS foi examinado. Em concentragdes elevadas in vitro, a dinamina §é
conhecida por ser submetida a automontagem formando anéis que sdo
detectaveis por EM (Hinshaw e Schmid, 1995). Essa automontagem requer
altas concentracoes de diamina tipicamente na ordem de 500 a 1,000 nM e
ndo € observada em concentragdes inferiores de diamina. Especificamente, o
efeito de Bis-T-23 (5,4 uM) sobre dinamina a 200 nM na auséncia de modelo
foi testado, que estd abaixo da concentracdo limite para a automontagem.
Conforme esperado, a dinamina nao foi submetida a automontagem em niveis
apreciaveis nessa concentracao (Figura 9A). Entretanto, na presenca de Bis-T-
23, a dinamina mostrou um aumento massivo imprevisto em automontagem

(Figura 9A). As imagens de alta poténcia confirmaram que as estruturas
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densas de elétron sdo anéis de dinamina bona fide (Figura 9B). A anélise
quantitativa de cerca de 2,000 anéis de dinamina mostrou um aumento
massivo na formagdo de anel induzida por Bis-T-23 (Figura 9C). Esses
resultados confirmam que a Bis-T-23 promove o acumulo de anéis de
dinamina ou através da inducdo de sua formagao ou através da prevencgao de
sua desmontagem. As conclusdes com dinamina basal sdo completamente
inesperadas para um inibidor de dinamina e sdo indicativos da atividade
estabilizadora de anel.

EXEMPLO 4: Bis-T-22 produz anéis de dinamina inflexiveis nas células
[00108] Esse Exemplo mostra que um estabilizador de anel de dinamina €
capaz de promover a formac¢ao de anel de dinamina nas células e evitar ou
retardar sua desmontagem. Quando vesiculas sdo endocitadas por meio da
trajetoria dependente da clatrina, essas s3o conhecidas por serem
internalizadas como figuras conformadas em dmega proximas da membrana
de plasma com pescogos curtos e parcialmente constritos. Esses podem ser
detectados pela transmissdao de microscopio eletronico (EM) em uma baixa
frequéncia. O tratamento de células por 10 a 30 minutos com um inibidor de
dinamina classico como dynasore causa um acumulo massivo de depressoes
revestidas com clatrina na membrana de plasma de células sem a promogao de
anéis de dinamina (Macia et al, 2006). Outros inibidores de dinamina como
MiTMAB (Quan et al, 2007) ou dynole 34-2 ndo incluem qualquer acimulo
de depressoes revestidas, provavelmente devido ao fato de esses, pelo menos
parcialmente, atuarem na superficie lipidica para evitar sua formagao inicial e
serem inibidores sem caracteristicas estabilizadoras de anel. Em contraste a
essas observacoes, um estabilizador de anel de dinamina causa o acimulo de
depressoes revestidas de clatrina nas células com dois recursos distintos: os
pescocos de vesiculas sdo altamente alongados e sdo cercados por anéis
densos de elétron. Os linfoblastos humanos (que expressam dinamina II)

foram tratados com dynasore, MiTMAB (n2o mostrado) ou Bis-T-22 por 30
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min e preparados para andlise EM. Embora o dynasore ¢ MiTMAB tenham
produzido os resultados esperados relatados previamente, a Bis-T-22 eliciou
um actumulo massivo em todas as c€lulas de depressdes revestidas de clatrina
com pescocos altamente alongados e que foram cercados por anéis ou espirais
(Figura 10A). De modo similar, quando os sinaptossomas de cérebro de rato
(terminais nervosos isolados, que expressam principalmente a dinamina I)
foram tratados com Bis-T-22 durante 30 min e despolarizados com KCI para
evocar a endocitose, foram detectadas depressdes endociticas presas que
foram cercadas por um unico anel denso de elétron (Figura 10B painéis 3
inferiores). Nenhum anel ou vesiculas presas foram detectados quando os
sinaptossomas foram desestimulados (Figura 10B topo). Isso imita as
observagoes in vitro sobre dinamina I purificada descrita anteriormente que
forma anéis unicos (Figura 9).

[00109] Essas observacoes ilustram que estabilizadores de anel t€m a
capacidade de promover e estabilizar anéis em sitios de endocitose presa em
tipos celulares distintos. Essa caracteristica ndo € encontrada com inibidores
de dinamina que ndo sdo estabilizadores de anel de dinamina, suportando que
a estabilizacdo do anel de dinamina € uma agdo inovadora de compostos
estabilizadores de anel que podem ocorrer no contexto de células vivas e ndo
esta restrita as condic¢oes in vitro com a proteina purificada.

EXEMPLO 5: Nem todos os inibidores de dinamina sao estabilizadores
de anel de dinamina

[00110] Uma nova série de potentes inibidores GTPase de dinamina com
base na estrutura de dynasore (Macia et al. 2006) foi designada. Esses
compostos foram chamados de dyngo. O andlogo de dyngo mais ativo €
dyngo-4a, com um ICsy para dinamina estimulada por PS de 300 nM, em
comparagao com ICsy de dynasore (dyngo-7a) de 14 uM. A estrutura dos
dyngos lembra uma forma monomérica da Bis-T e também tirfostinas

monoméricas. Entretanto, foi revelado que os dyngos e, especialmente
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dynasore, se ligam fortemente ao detergente Tween-80 que € um componente
normal de ensaios para triar inibidores de dinamina (Quan e Robinson 2005).
Mediante a realizacdo do ensaio de GTPase basal nos estudos presentes na
auséncia de Tween-80, foi revelado que tanto os dyngos quanto dynasore
estimularam a atividade GTPase de dinamina basal para extensdes similares
como Bis-T-23 (Figura 10A). Isso mostra que a ativagdo GTPase de dinamina
basal (isto €, ativacdo do anel de dinamina) ndo esta restrita as tirfostinas de
Bis-T nem as iminodinas.

[00111] Outra série de inibidor potente de dinamina em uma classe
quimica inovadora € a série “dinol” de compostos, que sdo inibidores
baseados em indol conforme descrito no pedido de patente internacional N°
PCT/IB2008/002387 (WO 2009/034464) (vide também Hill et al. 2009). O
dinol mais potente desenvolvido até e presente data é dinol 34-2 (2-ciano-3-
(1-(2-(dimetilamino)-etil)-1H-indol-3-il)-N-octilacrilamida) com um ICsy para
dinamina estimulada por PS de 1 uM. Dinol 34-2 falhou ao estimular a
atividade basal de dinamina (Figura 11A). Por conseguinte, ndo € um inibidor
de desmontagem de anel de dinamina (isto €, ndo um estabilizador de anel de
dinamina).

[00112] A seguir, uma gama de anédlogos de Bis-T potentes foi testada no
ensaio de GTPase padrao empregado na presenca de Tween-80. Quatro dentre
os inibidores de dinamina mais potentes (Hill er al. 2005) também se
revelaram estabilizadores de anel de dinamina visto que aumentaram a
atividade basal (Figura 11B). Dingo-4a também foi eficaz, embora dynasore
tenha falhado ao estimular a atividade GTPase basal sob essas condicdes
(devido a sua ligacdo de Tween-80 ndo especifica). De forma importante,
inumeros inibidores de dinamina na série de MiTMAB (que tinha como alvo
o dominio PH, Quan et al 2007) ou série de dinol (que tinha como alvo um
sitio alostérico no dominio GTPase, Hill et al. 2009) falharam ao estimular a

atividade GTPase de dinamina basal (Figura 11B). Portanto, nem todos os
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inibidores de dinamina com mecanismos de acdo distintos sobre a dinamina
aumentaram a atividade GTPase de dinamina basal (isto €, esses nao sao
todos estabilizadores de anel de dinamina). Isso indica que os estabilizadores
de anel representam uma classe distinta de modulador de dinamina, ndo
especificamente conectada a sua capacidade ou para ndo inibir a atividade
GTPase in vitro de diamina estimulada por modelo.

[00113] Em resumo, uma variedade de estabilizadores de anel de
dinamina a partir de varias classes quimicas distintas foi identificada no
presente documento por sua capacidade de estimular a atividade basal de
dinamina de comprimento total. O mecanismo de estimulo foi explicado visto
que esses compostos estabilizam especificamente a automontagem de
dinamina formando anéis unicos (desse modo, estimulando a taxa basal de
hidrolise de GTP), mais provavelmente através da inibicdo da desmontagem
de dinamina. Nem todos os estabilizadores de anel de dinamina foram
potentes inibidores de atividade GTPase de dinamina helicoidal. De forma
importante, a automontagem de dinamina formando anéis tem um efeito
especifico e seletivo sobre o citoesqueleto de actina (ver abaixo) e esses
compostos sdo capazes de estabilizar ou prolongar a funcdo de anéis de
dinamina no citoesqueleto de actina.

EXEMPLO 6: Actina estimula a montagem in vitro do anel de dinamina
[00114] No presente estudo, foi revelado que a formagao de anéis por
dinamina € essencial para o aumento do citoesqueleto de actina em poddcitos,
e interacOes diretas entre dinamina e actina filamentosa (F-actina) foram
identificadas. Em particular, foi identificado um sitio de ligacao de actina ndo
reconhecido em dinamina que se liga ao longo de filamentos de actina e os
alinha em feixes. A F-actina e, em particular, filamentos curtos cobertos em
suas extremidades farpadas por gelsolina (Gsn), promovem a formagio de
anel de dinamina e estimulam sua atividade GTPase. Essa interagcdo, por sua

vez, dissocia a gelsolina das extremidades filamentosas farpadas e promove o
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alongamento. A interacdo reciproca entre a dinamina e filamentos cobertos
com Gsn pode, desse modo, influenciar a arquitetura e a dinAmica de actina.
Os mutantes de dinamina defectivos na ligacdo de actina in vitro prejudicaram
a oligomerizagao nas cé€lulas e reduziram a montagem de fibras de tensdo de
actina e alteraram o comportamento do citoesqueleto de actina cortical em
podocitos cultivados. Em contraste, um mutante de dinamina com afinidade
de actina aumentada tem uma propensao maior para oligomerizar no
citoplasma e estimula a montagem de fibra de tensiao na regido perinuclear da
célula. Essas conclusdes sugerem uma interacdo complexa entre ciclo de
GTPase de dinamina e a organizacdo global do citoesqueleto de actina em
podocitos.

EXEMPLO 7: Dinamina liga F-actina

[00115] Para determinar se a dinamina afeta o citoesqueleto de actina, a
questdo de se a dinamina deve ligar diretamente a actina filamentosa ou nao
(F-actina) foi testada. Em particular, um ensaio de cossedimentacdo de actina
foi realizado, no qual a F-actina sedimenta sob centrifugacdo de alta
velocidade. Se a dinamina interagir com F-actina, seria esperado
cossedimentar e, desse modo, estar presente na fracdo de pelota. Na presenca
de F-actina, mas ndo em sua auséncia, grande parte de dinamina foi
encontrada na pelota (Figura 12, pistas 2 e 14). As interacdes de dinamina-
actina ndo exigem a presenca de GTP, indicando que ndo necessitam da
oligomerizacdo de dinamina. Além disso, a dinamina que se liga a F-actina foi
observada na presenca de GTPyS (Figura 12, pista 6), indicando que a
oligomerizacdo de dinamina nao foi inibitéria para a ligacdo. O Kd de
dinamina para actina foi de aproximadamente 0,4 uM, que é similar as
afinidades de outras proteinas de ligacdo de actina como o-actinina 4 para
actina (Weins et al. 2005).

EXEMPLO 8: O dominio de ligacio de actina de dinamina esta no

dominio mediano de dinamina
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[00116] A seguir, o sitio de ligacdo de actina foi mapeado para uma
regido entre o aminodcido 399 e aminodcido 444 de dinamina II (dyn2)
(Figura 13). Conforme previsto para um dominio de ligacdo de actina (Van et
al. 1996), essa regido contém indmeros aminodcidos positivamente
carregados conservados em todos os produtos de gene de dinamina de
levedura a mamiferos. Também € alternativamente dividida dentro de
isoformas de dinamina de mamifero diferentes (chamadas variante a e b em
dinaminas I e II) (vide Figura 13, SEQ ID N° 1-4). Uma mutagénese sitio-
direcionada foi realizada em residuos carregados e conservados dentro desse
dominio de ligacdo de actina para gerar os mutantes de ‘perda de func¢do’
putativos, dynK/E (SEQ ID N° 9) e dynK/A (SEQ ID N° 10) e um mutante de
‘ganho de func¢do’ putativo, dynE/K (SEQ ID N° 11) (Figura 13). As
afinidades de dynK/E e dynK/A para actina foram reveladas como sendo
reduzidas (Kd de 1,7 e 2,8 uM, respectivamente), enquanto que a afinidade de
dynE/K para actina foi aumentada (Kd = 0,03 uM) (Figura 14). Todas as trés
proteinas mutantes tiveram propriedades do tipo selvagem com relacdo a taxa
estimulada e basal de hidrdlise de GTP, indicando dobramento apropriado.
EXEMPLO 9: Interacoes de dinamina-actina estao envolvidas no
citoesqueleto de actina de poddcitos

[00117] Para determinar o papel das interacdes de dinamina-actina na
organizagcdo de actina, as consequéncias para a morfologia de poddcitos de
expressao de mutantes de dinamina com afinidade alterada para F-actina
foram examinadas. Em poddcitos de camundongo totalmente diferenciados, o
citoesqueleto de actina € organizado em feixes paralelos de fibras de tensdo
contratil de actina-miosina no corpo celular e uma rede cortical de filamentos
de actina ramificados e curtos localizados abaixo da membrana de plasma que
aciona a formacao de lamelipodia e filopodia. A expressdao de dynK44A, um
mutante de dinamina que nao se liga a GTP, aboliu fibras de tensao dentro do

corpo celular e gerou uma rede de actina espessa com hiper feixes nas
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proximidades da membrana de plasma, causando um formato -celular
poligonal (Sever et al. 2007). No presente estudo foi revelado que a expressao
de dynK44A aboliu a formacdo de lamelipodia e filopodia (Figura 15B). A
expressao do mutante de ‘perda de fung¢do’ dynK/E resultou in redugdo de
fibras de tensdo e alteracOes drasticas no formato celular (Figura 15C). Em
contraste, a expressdo do dynE/K de ‘ganho de funcdo’ causou um claro
aumento nas fibras de tensdo dentro do corpo celular (Figura 15D). Um
aumento similar nas fibras de tensao foi observado nas células que expressam
dynR725A (Figura 15E), o mutante que vive mais tempo no estado ligado a
GTP montado.

EXEMPLO 10: F-actina de reticulacao de anéis de dinamina em feixes
apertados

[00118] Para avaliar os efeitos de dinamina na estrutura de filamentos de
actina, a F-actina foi examinada com o uso de manchamento negativo e
microscopio eletronico (EM). A dinamina foi oligomerizada formando anéis
através da adicdo de GTPyS (um analogo de GTP ndo hidrolisavel que
promove sua formacdo de anel) e os filamentos de actina reticulados
formando feixes apertados (Figura 16). O espacamento de filamento a
filamento nesses foi de 17 a 20 nm, menor do que o didmetro de um anel de
dinamina (~ 50 nm). Deste modo, essas conclusdes sugerem que na auséncia
de outros anéis de dinamina de proteinas de ligacdo de actina podem-se
formar feixes de actina compostos de filamentos paralelos com um
espacamento bem definido. Esses filamentos paralelos de actina ocorrem em
fibras de tensdo e filopodia. Acredita-se que isso seja o primeiro relato de uma
funcao biologica para formacdo de anel de dinamina.

EXEMPLO 11: Anéis de dinamina deslocam gelsolina a partir de
extremidades de filamento farpadas

[00119] A seguir, a questdo de se a dinamina pode ou ndo expor as

extremidades farpadas de F-actina coberta com gelsolina (Gsn) foi testada. A
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actina foi polimerizada na presenca de gelsolina nas razdes indicadas
(1G:A200 ou 1G:A1000) (Figura 17). Mediante essas condicoes, a gelsolina
cobre >99% da extremidade farpada. O comprimento do filamento € definido
pela razdo de Gsn:actina (~0,5 um ou 2,7 um, respectivamente) € a extensao
da polimerizagcdo de actina € controlada pela concentragdo critica de
extremidades filamentosas pontiagudas que € ~ 0,6 uM. A solugdo de actina
foi, entdo, diluida para 0,33 uM na presenca ou auséncia de dinamina.
Mediante essas condi¢des, a actina pode apenas se polimerizar novamente se
as extremidades farpadas tornarem-se disponiveis. A adicdo da dinamina
induziu a polimerizacao de actina, mas apenas na presenca de GTPyS (Figura
17, comparar os diamantes e circulos com os quadrados). Isso € consistente
com os anéis de dinamina que tém a capacidade de deslocar a gelsolina a
partir das extremidades filamentosas farpadas ou diretamente ou através da
alteracdo da estrutura de F-actina conforme suas extremidades farpadas. Em
geral, os dados estabelecem uma interconexdo entre a dinamica de F-actina e
a oligomerizacdo de dinamina. Em particular, os curtos filamentos de actina
cobertos com gelsolina promovem a formacgao do anel de dinamina que, por
sua vez, dissocia a gelsolina das extremidades farpadas e permite o
alongamento do filamento.

EXEMPLO 12: Bis-T-23 estimula a formacao de anéis de dinamina
[00120] Prevé-se que tanto dynR725A quanto dynE/K vivam mais tempo
na formacdo de anel de dinamina (Sever et al. 2007). O DynR725A foi
relatado anteriormente para resgatar a proteindria em um modelo LPS através
da oligomerizacao nos anéis e, desse modo, evitando a clivagem pela protease
catepsina L (CatL) (Sever et al. 2007). A expressdo de dynR725A ¢ suficiente
para reduzir a proteindria em um modelo de camundongo de sindrome
nefrética (Sever et al. 2007).

[00121] A questao de se a Bis-T-22 e Bis-T-23 deve ativar ou ndo o anel

de dinamina do tipo selvagem e a fenocopia do fenétipo de dynR725A foi
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testada. A Bis-T-23 aumentou a taxa de hidrolise de GTP de dinamina basal
para um nivel similar a adicdo de complexos de Gsn-F-actina (Figura 18).
Deste modo, tanto a Bis-T-23 quanto os complexos de Gsn-F-actina
promovem a oligomerizagdo de dinamina em anéis. Quando ambos os
reagentes estavam presentes simultaneamente, houve um estimulo adicional
de atividade GTPase de dinamina (Figura 18). Juntos, esses dados sugerem
que Bis-T-23 ndo compete por ligacdo de F-actina através de dinamina e que
ambos os componentes atuam adicional e sinergicamente em relacdo a
oligomerizacdo de dinamina.

EXEMPLO 13: Bis-T-23 estimula adesoes focais e fibras de tensao em
podocitos cultivados

[00122] Para determinar se a agdo in vitro dos estabilizadores de anel de
dinamina também ocorre nas células, o efeito de Bis-T-23 sobre o
citoesqueleto de actina em poddcitos de camundongo cultivados foi testado
(Figura 19). 10 min apds a adi¢do de Bis-T-23 houve um aumento dréstico
nas fibras de tensdo bem definidas (Figura 19B a D). Isso foi associado a um
aumento drastico no nimero de adesdes focais (manchamento de paxilina na
Figura 19B). Enquanto a Bis-T-23 inibe a endocitose (ndo mostrada), o
citoesqueleto de actina € profundamente diferente comparado a células que
expressam dynK44A (perda de fibras de tensdo e aumento em filamentos de
actina de hiper feixes). Deste modo, o aumento observado nas fibras de tensdo
¢ diferente devido a inibi¢ao de endocitose.

[00123] Esses resultados mostram que os anéis de dinamina t€ém um
papel na formacdo de fibras de tensdo e adesdes focais em poddcitos
cultivados e que as moléculas estabilizadoras de anel de dinamina como Bis-
T, podem inibir ou reverter a proteinuria através da recuperacdo de FP
funcional devido a reorganizacdo de actina.

EXEMPLO 14: Inibicao de proteiniiria em modelos animais

[00124] Para demonstrar a efetividade de um anel estabilizador in vivo,
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dois diferentes modelos de ratos de doenca renal foram utilizados, um modelo
genético e u modelo de toxicidade aguda. Os camundongos que expressam
uma mutacdo de ‘ganho de fun¢do’ na encodificacdo de gene ACTN4 para o-
actinina 4 foram completamente caracterizados (Kaplan et al. 2000;
Henderson et al. 2008; Yao et al. 2004). Esses animais desenvolveram
extingao de FP e proteindria devido a atividade de “hiper agrupamento™ do
mutante de «o-actinina 4 que induz a agregacdo de fibras de tensdo. A
proteinuria se desenvolve em 4 a 6 semanas de idade. Os animais usados no
presente estudo foram obtidos junto a Dr. Martin Pollak, Brigham e Women’s
Hospital, Boston, MA, EUA. O fendtipo proteintrico foi confirmado pela
determinacdo de albumina e creatinina urindria com o uso de kits de ensaio
Companion de Creatinina e ELISA especifico de albumina de camundongo
(Exocell e Bethyl Laboratories) seguindo os protocolos do fabricante. O
animal de controle foi um companheiro de ninhada. A Bis-T-23 fo1 dissolvida
em 100% de DMSO para fazer uma solugdo estoque de 10 pg/ul da qual 5 pl
foi diluida em 200 ul de 1x PBS e isso foi injetado intraperitonealmente (IP)
no animal de teste (166 ug/100 g de peso corporal) no tempo 0 h. Os niveis de
proteina na urina foram medidos a cada 2 horas apds a injecao. Os resultados
sdao mostrados na Figura 20. Conforme pode ser visto, uma reducdo em
proteinuria para niveis do tipo selvagem foi obtida at€¢ 6 horas depois da
administracdo da Bis-T-23.

[00125] Um Segundo modelo de proteinuria aguda foi, entdo, empregado
para testar a capacidade de um estabilizador de anel de dinamina de aprimorar
a proteindria em um modelo reversivel de doenca renal proteindrica. A
proteinuria induzida por LPS foi utilizada conforme previamente descrito
(Sever et al., 2007). De maneira breve, camundongos BALB/c fémeas com
quatro semanas de idade foram submetidos a injecao intraperitoneal (IP) duas
vezes com 200 ug de LPS ultra puro diluido em salina tamponada com fosfato

em uma concentracdo de 1 mg/ml. A proteinuria se desenvolveu dentro de 48
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h (Figura 20, 2xLPS). A Bis-T-23 foi dissolvida em DMSO para as
concentragdes apropriadas e 300 pg por 100g de peso corporal foram
aplicados por injecao IP e DMSO foi usado como um controle de veiculo. O
nivel de proteina na urina foi determinado pelo uso de um kit ELISA
especifico de albumina de camundongo de acordo com o protocolo do
fabricante (Bethyl Laboratories). A administracdo da Bis-T-23 resgatou
parcialmente a proteinuria a partir de 2 a 6 h apds a injecdo (Figura 21). Sua
capacidade de resgatar a proteintria foi reduzida 8 h apds a injecdo. Esses
resultados mostram que um anel estabilizador pode aprimorar a proteinuria
em um modelo de camundongo de doenca renal proteinurica.
[00126] Embora varias modalidades tenham sido descritas, serd apreciado
por elementos versados na técnica que inumeras variagoes e/ou modificacoes
podem ser feitas sem que se afaste do espirito ou escopo da invenc¢do
conforme amplamente descrita. As modalidades presentes devem, portanto,
ser consideradas em todos os aspectos como ilustrativas e nao restritivas.
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REIVINDICACOES

1. Uso de um estabilizador de anel de dinamina, caracterizado
pelo fato de ser para a manufatura de um medicamento para profilaxia ou
tratamento de uma doenca renal ou condi¢do em que ha proteindria em um
individuo que necessite deste ou um sal farmaceuticamente aceitivel do
estabilizador de anel de dinamina.

2. Uso de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
fato de que a doenca renal ou condicio é compreendida ainda por
simplificacdo dos processos podocitarios.

3. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
fato de que o medicamento induz filamentos de actina em células.

4. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
fato de que o estabilizador de anel de dinamina € selecionado do grupo que
consiste de inibidores de dinamina GTPase helicoidal, tirfostinas diméricas,
tirfostinas de benzilidenomalonitrila diméricas, iminocromenos, tirfostinas
monoméricas e hidrazidas de 4cido naftaleno-2-carboxilico 3-substituido
(benzilideno).

5. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que a condic@o ou doenga renal € selecionada do
grupo que consiste em sindrome nefrética, doenca renal cronica, doenca
glomerular, disfuncdo glomerular, glomerulonefrite, glomerulonefrite pds-
infecciosa, glomerulonefrite mesangioproliferativa, nefropatia, nefropatia
diabética, disfuncdo dos poddcitos, danos nos poddcitos, podocitopatias,
simplificacdo dos processos podocitarios, esclerose mesangial difusa,
sindrome nefrética congénita, sindrome de Alpor, variantes de sindrome de
Alpor, doenga de mudanca minima, glomeruloesclerose segmental focal
(FSGS), glomerulonefropatia em colapso, glomerulonefropatia imune,
glomerulonefropatias inflamatodria, nefropatia hipertensiva e

glomerulonefropatia associada a idade.
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6. Uso, de acordo com a reivindicagcdo 5, caracterizado pelo
fato de que a condi¢do ou doenca é selecionada do grupo que consiste em
sindrome nefrética, doenga renal cronica, doenga glomerular e disfuncdo dos
podocitos.

7. Uso de um estabilizador de anel de dinamina, caracterizado
pelo fato de ser para a manufatura de um medicamento para profilaxia ou
tratamento de uma doenca renal ou condicdo em que ha simplificacdo dos
processos podocitarios ou um sal farmaceuticamente aceitivel do
estabilizador de anel de dinamina.

8. Uso, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo
fato de que o estabilizador de anel de dinamina é selecionado a partir do
grupo que consiste em inibidores de GTPase de dinamina helicoidal,
tirfostinas diméricas, benzilidenomalonitrila, tirfostinas, iminocromenos,
tirfostinas monoméricas e hidrazidas de &4cido naftaleno-2-carboxilico 3-

substituido (benzilideno).
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FIGURA 1
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FIGURA3
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FIGURA 8
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FIGURA 10

104

10B




8/13

FIGURA 11
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1.2.2 de D1 nas paginas 27, linhas 1-17, os inibidores de tirfostina, tirfostina
A47 e Bis-T (Bis-T-22) nao impedem a ligacdo de GTP a dinamina e, de fato,
em concentragdes mais elevadas, promoveram a ligacdo de GTP a dinamina.
Portanto, uma pessoa versada na técnica ndo seria levada a selecionar um
inibidor de dinamina, conforme divulgado em DI, para uso como ora
reivindicado, dado que dinamina-GTP ¢ clivada pela catepsina L in vivo,
conforme ensinado por D1 e assim ¢ totalmente oposto ao foco de D2.

Neste ponto, o Requerente reitera que D2 ¢ direcionado para
inibir a clivagem ou desmontagem de estruturas de dinamina de ordem superior,
a fim de induzir a formagdo de estruturas do citoesqueleto de actina e para o
tratamento da simplificagdo dos processos podocitarios. D2 ndo considera nem
ensina o uso de qualquer inibidor de GTPase de dinamina para induzir a
montagem de dinamina em anéis de dinamina, a escolha de um inibidor de
GTPase sendo contraditoria para estimular a montagem de anel de dinamina e,
assim, estimular a atividade de GTPase de dinamina basal associada a anéis de
dinamina. Mesmo se alguém fosse considerar a utilizagdo de um inibidor de
GTPase de dinamina para promover a montagem do anel de dinamina (ndo ha
razdo para fazé-lo a luz de D2), apenas alguns desses inibidores sdo
estabilizadores de anel de dinamina como discutido acima e assim o resultado
depende inteiramente da escolha do inibidor e ndo haveria garantia de sucesso.

Assim, no geral, o foco de D2 ¢ direcionado para a prevencdo da
clivagem por protease / catepsina L da dinamina e manuten¢do de estruturas de
dinamina de ordem superior para efetuar a atividade celular necessaria, em vez
da administracdo de uma classe especifica de compostos como ora reivindicado
para estimular positivamente dinamina para formar anéis de dinamina e
estimular diretamente o alongamento da F-actina in vitro e nas células,
independentemente da proteolise da dinamina. D2 também nao fornece

nenhuma consideracdo de como a dinamina pode ser estimulada para formar
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FIGURA 15
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FIGURA 17
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FIGURA 19
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