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Introducao |

Compostos que provocam alteragdes na dindmica
de polimerizagdo dos microtubulos desencadeiam
sinais bioquimicos que culminam em apoptose. A
tubulina, principal constituinte dos microttbulos, é o
alvo macromolecular de farmacos anticancer como o
taxol, o taxotere, a vincristina e a vimblastina.
Enquanto os dois primeiros promovem a formagao dos
microtlbulos, os alcaléides da vinca, assim também
como a colchicina, inibem a polimerizagao da tubulina.
No entanto, o surgimento constante de mecanismos de
resisténcia aliado a ocorréncia de reagdes adversas
graves e propriedades farmacocinéticas inadequadas
tem impulsionado a pesquisa por novas entidades
quimicas (NCEs) com propriedades otimizadas, que
atuem tanto como inibidoras quanto promotoras da
polimerizagéo da tubulina.

Para a geragdo de novas moléculas bioativas
qualificadas, entretanto, a integragdo de métodos de
planejamento de quimica medicinal ao trabalho
quimico e biolégico experimental é um requerimento
essencial. Portanto, é necessaria a utilizagdo de um
ensaio biolégico padronizado para a avaliagdo do
efeito especifico dos compostos planejados sobre o
processo de polimerizagdo da tubulina. Nesse
trabalho, é discutido o comportamento das curvas de
polimerizagdo da tubulina na presenca de GTP e de
inibidores e promotores da polimerizagéo.

Resultados e Discussao |

Os efeitos do taxol e colchicina sobre a curva de
polimerizagdo da tubulina (18 uM), na presencga de

acompanhadas pela emissdo a 410-460 nm por um
periodo de 60 minutos a 37° C, utilizando um
comprimento de excitagdo de 340-360 nm.

Nas melhores condicbes determinadas para o
ensaio, a curva de polimerizagdo padrdo apresentou
as 3 fases caracteristicas de formacdo dos
microtubulos, denominadas nucleacéo (n,
crescimento (Il) e equilibrio estacionario (lll) (Figura
1). Com a adicdo de taxol e colchicina (1 uM),
observou-se que enquanto o taxol provocou redugéo
na fase de nucleagdo e aumento na velocidade da
fase de crescimento e da massa de polimero
formado, a colchicina provocou efeitos exatamente
inversos. Para a determinagdo dos parametros de
poténcia biolégica para o taxol (ECsy) € a colchicina
(ICs) as leituras foram realizadas ap6s 20 minutos
do progresso da reagdo, durante a fase de
crescimento do polimero. Valores de 0,98 uM e 6,72
pM, respectivamente, foram obtidos.
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Figura 1. Curva de polimerizacao da tubulina

GTP, foram monitorados através de mudancas na Conclusoes |

intensidade de fluorescéncia do sistema devido a
incorporagdo de um marcador de fluorescéncia nos
microtubulos. O fluoréforo utilizado foi 4’,6,diamino-
2-fenilindol, que interage especificamente em uma
cavidade hidrofébica formada pelos heterodimeros
de aB-tubulina polimerizados, distinta das cavidades
de interagdo do taxol, vincristina e colchicina,
provocando aumento da intensidade de
fluorescéncia, e ndo interferindo na polimerizacao.

Os testes foram realizados em placas de
microtitulagdo de 96 pogos e observados utilizando
leitor de placa. As curvas de polimerizagdo foram
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O ensaio apresentado demonstra-se bastante (til
para a triagem bioldgica inicial e determinagdo da
poténcia de compostos que modulam a atividade da
tubulina, e sera utilizado como parte das nossas
estratégias de planejamento de compostos com
atividade anticancer.
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