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RESUMO

Objetivo: Contribuir para o desenvolvimento do candidato a antitumoral
(LaSOM 65) atraveés da avaliagdo farmacocinética pré-clinica em roedores de
diferentes doses pelas vias i.v., p.o e i.p. e avaliacdo da toxicidade aguda do
composto. Metodologia: LaSOM 65 foi administrado a ratos Wistar nas doses
de 1 mg/kg i.v. bolus (n = 8), 10 e 30 mg/kg p.o. e 30 e 90 mg/kg i.p. (n =
6/grupo). As concentracdes plasmaticas foram quantificadas por CL-UV em
meétodo desenvolvido e validado. A ligacdo as proteinas foi determinada por
ultrafiltracdo e a distribuicéo tecidual foi avaliada por homogeneizado de tecido
apos administracdo i.v. de 1 mg/kg (n = 3 animais/ponto de coleta). Para o
ensaio de toxicidade aguda, dose Unica de 1, 2,5 e 5 mg/kg i.v. e 50, 100 e 150
mg/kg p.o. de LaSOM 65 foi administrada aos animais. Ganho de peso, massa
relativa dos tecidos, determinacédo de parametros bioquimicos e hematolégicos
e uma observacao clinica detalhada foram realizados para a avaliacdo de
possiveis efeitos toxicos. Resultados e Discussdo: LaSOM 65 apresentou
farmacocinética linear na faixa de dose de 1 a 30 mg/kg (i.v., p.o. e i.p.). ApOs
dose i.v. apresentou um CL = 0,85 + 0,18 L/h/kg, t1, =1,8+0,7heVd=1,76 =
0,24 L/kg. Para a dose de 90 mg/kg i.p. um aumento no Vd (3,2 £ 0,8L/Kg) e
ti2 (2,9 = 0,9 h) foi observado. O composto apresentou boa biodisponibilidade
para as administracdes extravasculares (58 e 50% p.o. e 73 e 61% i.p.). A
ligacdo as proteinas foi de 84,7 + 1,6%. O composto distribuiu-se nos tecidos
investigados tendo no pulmé&o a maior taxa de penetragao (ASCiecido/plasma = 2,7)
e o cérebro a menor (ASCiecidoplasma = 0,4). Piloerecéo, diarréia, letargia e
dispneia foram o0s sinais clinicos observados imediatamente apdés
administracdes i.v., 0s quais regrediram apdés 3 h. Para a via oral nenhuma
alteracéo foi observada. Nenhum outro parametro avaliado demonstrou efeitos
tociologicos para o LaSOM 65. Conclusfes: LaSOM 65 demonstrou uma
rapida distribuicdo tecidual e uma rapida eliminacdo apds administracao i.v.
Sua boa biodisponibilidade e uma possivel auséncia de toxicidade apresentada
por esta via permitem seu uso oral. A baixa penetracdo cerebral sugere que
desenvolvimento no ambito farmacotécnico sera necessario visando seu uso
para o tratamento de gliomas.

Palavras-chave: LaSOM 65, candidato antitumoral, farmacocinética,

distribuicao tecidual, ligacdo proteina, toxicidade aguda.






ABSTRACT
Pre-clinical Evaluation of the Pharmacokinetics and Acute Toxicity in
Rodents of the Anticancer Candidate LaSOM 65

Purpose: To contribute with the development of a new anticancer candidate
(LaSOM 65) by investigating its pre-clinical pharmacokinetics in rodents after
administration of different doses by three routes (i.v., p.o. and i.p.) and acute
toxicological evaluation of the compound. Methodology: LaSOM 65 was
administrated to Wistar rats in the 1 mg/kg i.v. bolus (n = 8), 10 and 30 mg/kg
p.o. and 30 and 90 mg/kg i.p. dose (n = 6/group). Plasma concentrations were
determined by a development and validated LC-UV method. Protein binding
was determined by ultrafiltration and tissue penetration was investigated in
tissue homogenates after i.v. administration of 1 mg/kg (n = 3 animals/time
point). For the acute toxicological assay, single administration of LaSOM 65 at
the doses of 1, 2.5 and 5 mg/kg i.v. and 50, 100 and 150 mg/kg p.o. were given
to the rats. Weight gain, organ relative mass, biochemical and hematological
parameters and a detailed clinical observation were evaluated to determine
LaSOM 65 toxicity. Results and Discussion: LaSOM 65 showed linear
pharmacokinetic between 1 and 30 mg/kg (i.v., p.o and i.p.) with CL = 0.85 %
0.18 L/h/kg, t1, = 1,8 £ 0,7 hand Vd = 1.76 + 0.24 L/kg after i.v. dosing. After
90 mg/kg i.p. dosing an increase in Vd (3.2 £ 0.8 L/kg) and t1» (2.9 £ 0.9 h) were
observed. The compound showed good bioavailability after p.o. (58 and 50%)
and i.p. (73 and 61%) dosing. The protein biding was 84.7 = 1.6%. LaSOM 65
distributed into the tissues investigated with a higher penetration ratio into lung
(AUClissueiplasma = 2.7) than into brain (AUCssuepplasma = 0.4). Piloerection,
diarrhea, lethargy and dyspnea were the clinical signs observed immediately
after the i.v. administrations and they regressed 3 h post-dosing. No alterations
were observed after p.o. dosing. Conclusions: LaSOM 65 showed a rapid
tissue distribution and elimination after i.v. administration. Its good bioavailability
together with the probably absence of toxicity for the oral route allowed its use
by this route. The low brain penetration suggests that a pharmaceutical
development will be necessary if LaSOM 65 is intended for the treatment of
glioma.

Keywords: LaSOM 65, antitumor candidate, pharmacokinetics, tissue

distribution, protein binding, acute toxicity.
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O cancer pode ser definido como uma doenca cronica multicausal,
caracterizado pelo aparecimento de células alteradas que se comportam de
maneira anormal, perdendo o controle do seu crescimento, o que leva a uma
proliferagcdo desordenada (GAROFOLO et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005;
NUSSBAUMER et al., 2011). Os fatores de risco do cancer podem ser
ambientais ou genéticos. De todos os casos relatados, 80% a 90% dos
canceres estdo associados a fatores ambientais. Mudangas ocorridas no meio
ambiente, hébitos e estilos de vida adotados pelo homem fazem com que a
prevaléncia de cancer no mundo tenha aumentado significativamente nos
ultimos anos (GAROFOLO et al., 2004; INCA, 2011). No Brasil, estima-se para
2012 a ocorréncia de aproximadamente 518.510 novos casos de céancer e,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que 9 milhdes de
pessoas morrerdo em 2015 vitimas de cancer (INCA, 2011; WHO, 2008).

O tratamento mais empregado visando a cura do cancer € a
quimioterapia (ALMEIDA et al., 2005). Os quimioterapicos séo classificados de
acordo com seu mecanismo de agdo e fase do ciclo celular na qual atuam
(BAGULEY e KERR, 2002). No segundo caso, podem ser subdivididos em ciclo
celular especificos (CCS), atuando apenas nas células que se encontram no
ciclo celular ou ciclo celular ndo-especificos (CCNS), atuando tanto em células
que se encontram no ciclo celular, como em células em repouso (ALMEIDA et
al., 2005)

O desenvolvimento de novos farmacos antitumorais € de extrema
importancia, visto que, apesar da sua grande utilizacdo, um namero limitado de
farmacos para o tratamento de cancer esta disponivel no mercado (SONDHI et
al., 2010). Enfase tem sido dada ao desenvolvimento de farmacos que
interrompem o ciclo celular durante o estagio da mitose. Uma variedade de
farmacos que se ligam a tubulina e inibem a formacdo do fuso mitético séo
atualmente utilizados na terapia antitumoral, podendo-se citar como exemplos
os alcaldides da Vinca (vincristina, vinblastina e vindesina) e 0s taxanos
(paclitaxel e docetaxel) (SCHMIDT e BASTIANS, 2007). Embora muito efetivos
esses farmacos estdo associados a uma serie de efeitos colaterais e ao
desenvolvimento de resisténcia pelas células tumorais. Recentemente, a

procura por farmacos que atuem inibindo as cinesinas, proteinas motoras
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envolvidas na formacao do fuso mitético, tem ganhado atencéo. Devido a sua
funcdo especifica no estagio de mitose, a inibicdo destas proteinas leva ao
desenvolvimento de farmacos antimitéticos mais seletivos, reduzindo
problemas de efeitos colaterais e resisténcia observados nos farmacos usados
na clinica (HUSZAR et al., 2009).

O monastrol foi a primeira molécula de baixo peso molecular
caracterizada como inibidor da cinesina Eg5 (PETERS et al., 2005). Foi isolado
através de um screening fenotipico delineado para identificar compostos
antimitéticos que nao interferissem diretamente com a tubulina e o0s
microtubulos (HUSZAR et al., 2009). Sendo o primeiro inibidor seletivo dessa
proteina, 0 monastrol tornou-se uma molécula-plataforma (lead) para a sintese
de novas moléculas e uma nova abordagem no tratamento do cancer.
Recentemente, Miller e colaboradores (2007) demonstraram que analogos do
monastrol sdo promissores no tratamento de tumores no sistema nervoso
central (SNC), sendo efetivos contra a proliferacao de gliobastomas humanos.

No Brasil, derivados do monastrol foram sintetizados pelo grupo de
pesquisa do Laboratorio de Sintese Organica Medicinal da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (LaSOM). Entre os
compostos da série sintetizada destaca-se o analogo LaSOM 65 (etil 6-metil-4-
(3-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato), que demonstrou
importante atividade no modelo de Sarcoma 180 in vivo, sendo capaz de
reduzir em 70% o crescimento do tumor em camundongos ap6s administracées
intraperitoneais diarias de 90 mg/kg por um periodo de 7 dias (CANTO, 2009).
Em ensaios in vivo o LaSOM 65 demonstrou atividade citotdxica frente a
linhagens celulares cancerigenas de glioma murino C6 e humano U138-MG
(CANTO et al., 2011). Esses resultados farmacoldgicos preliminares justificam
e estimulam a avaliacdo farmacocinética e toxicologica aguda pré-clinica do
LaSOM 65, uma vez que o composto apresenta boa atividade antitumoral e tais
estudos fornecem informacdes necessérias para as etapas seguintes do
desenvolvimento deste candidato a farmaco.

A avaliacdo farmacocinética permite a compreensdao da cinética de

absorcao e do processo de disposicao (distribuicdo e eliminacdo) do candidato

24



a farmaco, através da determinacdo numérica de parametros que descrevam
estes processos.

Os testes toxicolégicos agudos realizados durante o desenvolvimento de
um farmaco permitem a selecdo de dose para futuros estudos em animais, o
embasamento cientifico para a realizacdo dos primeiros testes clinicos em
humanos e a previsdo das consequéncias de uma overdose (CHAPMAN et al.,
2010). Muito dos efeitos toxicos de farmacos observados em animais podem
ser transpostos a espécie humana, sendo o uso de testes toxicoldgicos pré-
clinicos capaz de oferecer dados sobre a seguranca do uso do candidato a
farmaco.

O desenvolvimento de farmacos anticancer é diferenciado em relacéo ao
desenvolvimento de outros agentes terapéuticos, pois, por serem agentes
extremamente toxicos, as fases clinicas ndo sédo realizadas em voluntarios
sadios, sendo seu primeiro uso em humanos realizado em pacientes que néo
sd0 responsivos a outros tratamentos com agentes antitumorais
(TOMASZEWSKI et al., 2002). Dessa forma, o risco de 6bito desses pacientes
se torna muito alto, pois ja estdo debilitados pela doenca e pelos tratamentos
anteriormente testados (BAGULEY e KERR, 2002). Nesse contexto, 0sS
candidatos a agentes antitumorais devem ter dados pré-clinicos que predigam
eficazmente os efeitos esperados em humanos. Na fase pré-clinica do
desenvolvimento desses farmacos é considerada essencial a realizacdo de
estudos farmacodinamicos, visando identificar o mecanismo de acéo, estudos
farmacocinéticos para avaliar a disposicdo corporal do candidato a farmaco e
estudos toxicoldgicos, visando determinar a dose maxima tolerada, tanto em
modelos animais com roedores como com nao-roedores (NEWHOUSE et al.,
2005). Nesse contexto se insere a proposta de avaliagdo da farmacocinética e
toxicoldgica aguda pré-clinca em roedores do candidato a antitumoral LaSOM
65 apresentada neste trabalho.
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OBJETIVOS







Objetivo Geral

O presente trabalho objetivou avaliar a farmacocinética pré-clinica e
investigar a toxicologia aguda pré-clinica do candidato a farmaco antitumoral
LaSOM 65 em ratos Wistar.

Objetivos Especificos

e Desenvolver e validar método analitico sensivel por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para quantificacdo do LaSOM 65 em

plasma e tecidos de ratos;

e Estabelecer os parametros farmacocinéticos do LaSOM 65 apods
administragdes i.v. bolus, oral e intraperitoneal, em diferentes doses, a

ratos Wistar;

e Determinar a penetracao tecidual (pulmao, rim, figado, coracao, cérebro,
baco, tecido adiposo) do candidato a antitumoral LaSOM 65 apds
administracdo de dose Unica i.v. bolus de 1 mg/kg a ratos Wistar;

e Avaliar a ligacdo do LaSOM 65 a proteinas plasmaticas de ratos Wistar;
e Investigar a toxicologia pré-clinica em ratos do LaSOM 65, apds

administracdo Unica de diferentes doses i.v. e orais, em modelo agudo

de avaliacao toxicoldgica.
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REVISAO DA LITERATURA







1. Cancer

O céancer & um disturbio em nivel celular onde ocorre a perda do controle
da proliferacdo e da divisdo celular, levando ao crescimento de uma massa
sélida de células (tumor) ou um céancer liquido (p.ex. leucemia) (NUSSBAUER
et al., 2011).

O céancer é considerado uma doenca genética, uma vez que as
alteracdes que levam a formacédo de neoplasias ocorrem em genes especiais,
denominados oncogenes, responsaveis pela malignizacdo das células normais
(BELIZARIO et al., 2002; ALMEIDA et al., 2005). Os oncogenes S30 genes
normais que sofreram processos de mutacdo e, quando transcritos, levam a
sintese de proteinas que mostram perda ou ganho de funcdo bioldgica.
Estudos demonstram que durante o processo de carcinogénese (formacéo do
cancer) os genes mais suscetiveis a sofrer mutacbes sdo 0s genes que
garantem a ordem dos eventos do ciclo de divisdo celular, os genes que
consertam erros na replicacdo do material genético e os que promovem e
mantém o estado de diferenciacdo celular (BELIZARIO et al., 2002). Células
que possuem estes oncogenes passam entdo a se comportar de forma
anormal, multiplicando-se de maneira descontrolada (ALMEIDA et al., 2005).
Estas células também podem espalhar-se para outras partes do corpo em um
processo conhecido como metéstase.

O cancer € uma doenca multicausal, podendo ter causas internas ou
externas ao organismo, sendo o desenvolvimento das formas mais comuns o
resultado de uma inter-relacdo entre elas (GAROFOLO et al., 2004; INCA,
2011). As causas externas referem-se ao meio ambiente, estilos e habitos de
vida, enquanto as causas internas referem-se a fatores endégenos, geralmente
geneticamente pré-determinados, sendo entdo, hereditarios (ALMEIDA et al.
2005; INCA, 2011). A maioria dos casos (aproximadamente 80%) esta
relacionada a fatores ambientais (ALMEIDA et al., 2005), sendo fatores de risco
a obesidade, o tabagismo, a dieta inadequada, a exposicdo a substancias
conhecidamente carcinogénicas e a exposi¢cdo a virus, bactérias e outros
parasitas importantes (GAROFOLO et al., 2004). S&o raros 0s casos de cancer

gue se devem apenas a fatores hereditarios (INCA, 2011).
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Segundo relatorio publicado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
estima-se que em 2008 houve mais de 12 milhdes de novos casos de cancer
diagnosticados, 25 milhdes de pessoas vivas com cancer e 7 milhdes de
mortes por cancer. O continuo crescimento e envelhecimento da populacdo
mundial tende a aumentar estes numeros, sendo previsto para 2030, 15,5
milhdes de novos casos diagnosticados e 11,5 milhdes de mortes devido ao
cancer (WHO, 2008). Nos paises desenvolvidos, o cancer é a segunda maior
causa de morte, porém, estudos epidemiolégicos apontam que esta é também
uma tendéncia para o0s paises em desenvolvimento, principalmente para o0s
paises “em transicdo” ou de renda média, como os paises da Asia e da
América do Sul (WHO, 2007).

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Céancer, estima-se para
2012 aproximadamente 518.510 novos casos de cancer, sendo um total de
257.870 novos casos para o sexo masculino e 260.640 para o sexo feminino. O
tipo mais incidente serd o cancer de pele ndo melanoma para ambos 0s sexos,
seguido pelo cancer de préstata, pulméo, colon e reto e estbmago para 0 sexo
masculino; e mama, colo do utero, colon e reto e glandula tiredide para o sexo
feminino (Tabela 1).

A distribuicdo dos casos novos de cancer mostra-se heterogénea entre
as cinco regidbes do Brasil. As regides Sul e Sudeste, de maneira geral,
apresentam as maiores taxas, enquanto as regides Norte e Nordeste, as
menores. As taxas da regido Centro-Oeste apresentam um padrdo
intermediario (INCA, 2011).
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Tabela 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2012 por sexo, exceto cancer de pele ndo melanoma.

Localizacéo Homens Localizacédo Mulheres
Primaria Casos % Priméaria Casos %
Novos Novos
Préstata 60.180 30,8 Mama Feminina 52.680 27,9
Traquéia, Brébnquioe  17.210 8,8 Colo do Utero 17.540 9,3
Pulméao
Célon e Reto 14.180 7,3 Coélon e Reto 15.960 8,4
Estbmago 12.670 6,5 Glandula Tireb6ide 10.590 5,6
Cavidade Oral 9.990 51 Traquéia, Brbnquioe 10.110 5,3
Pulméo

Eséfago 7.770 4.0 Estbmago 7.420 3,9
Bexiga 6.210 3,2  Ovério 6.190 3,3
Laringe 6.110 3,1 Corpo do Utero 4.520 2,4
Linfoma ndo-Hodgkin  5.190 2,7 Linfoma ndo-Hodgkin  4.450 2,4
Sistema Nervoso 4.820 2,5 Sistema Nervoso 4.450 2,4
Central Central

(Elaborada a partir de INCA, 2011)

2. Tratamento do Cancer

Dentre as estratégias utilizadas no tratamento do céancer, além da
prevencdo, estdo: excisdo cirdrgica, radioterapia e quimioterapia
(NUSSBAUMER et al.,, 2011). Na maioria dos casos, torna-se necessario
combinar mais de uma modalidade de tratamento (INCA, 2011).

A prevencao primaria do céancer refere-se a acbes voltadas para a
reducdo da exposicdo da populacdo aos fatores de risco, objetivando uma
reducdo na incidéncia de novos casos (TONANI, 2007). Essas acdes sédo
dirigidas ao controle de fatores de risco evitaveis, como a dieta e o fumo (INCA,
2011). A prevencao secundaria visa a reducdo da mortalidade por cancer e
abrange um conjunto de acdes que permitam o diagnostico precoce da doenca
e seu tratamento imediato, aumentando a possibilidade de cura e sobrevida
dos pacientes (TONANI, 2007).

A cirurgia é o procedimento mais adequado quando existe a
necessidade de retirada do tumor. E extremamente eficaz quando utilizada
para o tratamento de tumores solidos quando esses nao apresentarem
metastases. Normalmente é utilizada em conjunto com a radioterapia visando
um aumento na eficacia (ALMEIDA et al., 2005).
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A radioterapia € um método capaz de destruir células tumorais através
do emprego de feixes de radiacdes ionizantes. Ao interagir com os tecidos a
radiacdo causa uma série de alteracdes bioquimicas nas células, como
hidrélise da agua e ruptura das cadeias de DNA, ocasionando a morte celular
por variados mecanismos. As células tumorais, ao contrario das células
normais, nao dispdem dos mecanismos de reparo de dano, sendo mais
sensiveis a radiacdo (INCA, 2011). A radioterapia € um método de tratamento
local, podendo ser usada de forma exclusiva ou associada a outros métodos
terapéuticos para reduzir tumores grandes e diminuir a recorréncia e chance de
metastase, sendo uma metodologia antitumoral bastante utilizada (ALMEIDA et
al., 2005).

A quimioterapia comegou nos anos 1940 com o uso da mostarda
nitrogenada, que é um agente alquilante muito potente (NUSSBAUMER et al.,
2011). A quimioterapia tem como principal objetivo destruir as células
neoplasicas, preservando as normais. E utilizada quando se deseja um
tratamento sistémico, uma vez que 0s tratamentos citados anteriormente
(cirurgia e radioterapia) sdo medidas locais, eficazes apenas para um terco dos
pacientes. Resultados surpreendentes, com indices de cura de até 90% em
diversos tipos de céancer, tém sido conseguidos com o uso de diferentes
agentes antineoplasicos isolados ou em combinagdo (ALMEIDA et al., 2005).
Por ser a quimioterapia o tratamento mais utilizado, cerca de 60 a 70% dos
casos, existe grande interesse na pesquisa cientifica de novos farmacos
antitumorais, com o objetivo de torna-los mais especificos, eficazes e seguros
(MENDONCGCA et al., 2008).

3. Farmacos Antitumorais

A maioria dos farmacos antitumorais tem seu mecanismo de acdo
baseado em duas estratégias: a inibicdo de vias especificas de crescimento
celular e a inibigdo do crescimento do céancer como um tecido. S&o
classificados de acordo com seu mecanismo de agéo e de acordo com 0 ponto
do ciclo celular em que atuam (BAGULEY e KERR, 2002). Contudo, a

variedade de compostos utilizados na quimioterapia oncoldgica € tdo grande
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gue torna o processo de classificagdo complexo e controverso (ALMEIDA et al.,
2005).

Uma classificagdo simples dos agentes quimioterapicos, baseada em
seu mecanismo de acao é apresentada a seguir (ALMEIDA et al., 2005; INCA,
2011; NUSSBAUMER et al., 2011):

1. Agentes antimetabdlitos: por possuirem estrutura similar a um metéabolito
fisiolégico, afetam as células inibindo a biossintese dos componentes
essénciais do DNA e RNA. O antimetabdlito compete com o metabdlito
impedindo a multiplicacdo e funcdo normal da célula. Podem ser analogos da
purina (como a 6-mercaptopurina e a 6-tioguanina) ou da pirimidina (5-
fluorouracil, gencitabina), ou interferir em processos enziméticos do
metabolismo essencial, como os analogos do acido folico que atuam inibindo a
formacdo do tetrahidrofolato, essencial para a sintese de purina e pirimidina,
pela inibicdo da dihidrofolato redutase (metotrexato, trimetoprim).
2. Agentes que interagem com o DNA: os farmacos dessa classe atuam
através de diversos mecanismos.
e Agentes alquilantes: sdo compostos capazes de substituir um
atomo de hidrogénio por um radical alquil em diversos grupos
eletronegativos do DNA. Estes agentes antitumorais formam
comprovadamente ligagcdes cruzadas (cross-link) com as fitas ou
filamentos do DNA, formando diferentes tipos de ligacfes cruzadas,
0 que impede a separacdo dos dois filamentos do DNA na dupla
hélice espiralar, fenbmeno este indispensavel para a replicacdo. O
primeiro farmaco desta classe a ser utilizado foi a cisplatina.
Pertencem a esta classe a mostarda nitrogenada, a ciclofosfamida,
as nitrosuréias, o bissulfam e a ifosfamida.
« Agentes intercalantes de DNA: atuam intercalando-se nos pares
de base nitrogenada CG (citosina e guanina). A intercalacdo ocorre
por ligacOes eletroestaticas (interacdes do tipo TT) e por complexos
de transferéncia de elétrons formados entre os intercalantes e as
bases CG. Devido a esta caracteristica, os intercalantes sao

moléculas de alta densidade eletrénica, normalmente formados por
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anéis aromaticos fundidos. A classe inclui os antibioticos
antitumorais como as antraciclinas (doxorubicina e epirubicina).
¢ Inibidores da topoisomerase: incluem os farmacos irinotecana
(tipo 1) e etoposida (tipo II). Inibem as enzimas responsaveis pela
clivagem, anelamento e estado topologico do DNA. Inibicdo das
topoisomerases Tipo | e Tipo Il interferem tanto na transcricao
qguanto na replicacdo do DNA, controlando seu superenrolamento.
e Agentes clivadores de DNA: possui como representante a
bleomicina que interage com o DNA causando uma cisdo nas
hélices devido a formacéo de radicais livres.
3. Agentes inibidores da mitose: os inibidores mitéticos podem paralisar a
mitose na metafase, devido a sua acdo sobre a proteina tubulina, formadora
dos microtubulos que constituem o fuso espiralar, pelo qual migram os
cromossomos. Deste modo, os cromossomos, durante a metafase, ficam
impedidos de migrar, ocorrendo a interrupcao da divisdo celular. Os principais
membros dessa familia séo os taxanos e alcaldides da Vinca.

Outra classificagcdo mais abrangente € a divisdo em farmacos em ciclo-
celular especificos (CCS) ou ciclo-celular nao-especificos (CCNS). Os
primeiros exercem sua acdo apenas em ceélulas que se encontram em
processo de divisdo no ciclo celular enquanto os farmacos CCNS tem a
capacidade de exterminar células tumorais independentes de estarem
atravessando o ciclo ou estarem em repouso, na fase Gy (fase onde ndo ha
replicacdo celular ou fase de repouso) (ALMEIDA et al.,, 2005). Uma
representacdo esquematica mostrando os farmacos e em que fase do ciclo
celular atuam é demonstrada na Figura 1 e a classificacdo em CCS e CCNS

dos principais farmacos usados na clinica € dada na Tabela 2.
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Produtos naturais

Agentes ‘
alquilantes M
do DNA z

Go

Figura 1. Atividade dos agentes quimioterapicos antineoplasicos dependendo
da fase do ciclo celular. Gy, G1, G2, S e M sao as fases do ciclo de replicacdo
celular para células em mitose, onde G, é a fase de repouso (célula ndo esta
replicando), seguida pela fase G; onde h& preparacéo da célula para replicacao
(producéo de constituintes celulares essenciais), na fase S ocorre a sintese de
DNA e na G; a sintese de componentes necessarios para a mitose para
finalmente ocorrer a formacdo do fuso mitético na fase M. (Retirado de
ALMEIDA et al., 2005).

Tabela 2. Relacdo entre ciclo celular e as principais classes de agentes
guimioterapicos.

Agentes ciclo-celular especificos Agentes ciclo-celular ndo-

(CCS) especificos (CCNS)

e Agentes Antimetabdlitos e Produtos Naturais
Analogo acido folico Antibiéticos naturais
Antagonistas das pirimidinas Alcalbides pirrolizidinicos
Analogos das purinas e e Complexos de Coordenagéo de

inibidores correlatos Platina

e Agentes Hormonais Cisplatina
Adrenocorticosteroéides Carboplastina
Progestinas e Agentes Alquilantes diversos
Estrogénios Mostardas Nitrogenadas
Androgénios Nitrossuréias
Antiestrogénio Triazenos
Antiandrogénio Alquil sulfonatos

Analogo do horménio liberador
de gonadotropina

Inibidor da aromatase

Inibidor do hormonio peptidico
e Produtos Naturais

Alcal6ides vegetais

Alcaldides da Vinca

Paclitaxel (Taxol)
e Enzimas

(Elaborado a partir de ALMEIDA et al., 2005).
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Além de um numero limitado de farmacos para o tratamento de cancer
estarem disponiveis no mercado (SONDHI et al., 2010), terapias eficazes para
alguns tipos de tumores ainda séo escassas (BURGER e FIEBIG, 2004). Em
1999, dos 92 farmacos disponiveis para o tratamento de cancer, apenas 17
eram considerados pelos oncologistas como clinicamente aplicaveis e apenas
12 dos agentes adicionais eram percebidos como tendo alguma vantagem em
determinadas situag@es clinicas (BURGER e FIEBIG, 2004). Isso demonstra a
necessidade urgente da pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos com
atividade anticancerigena (SONDHI et al., 2010). Nesse contexto, énfase tem
sido dada ao desenvolvimento de novos farmacos capazes de interromper o
ciclo celular durante a mitose, os inibidores da mitose, por representarem uma

das medicac¢des mais efetivas contra o cancer (HAIT et al.,2007).

3.1Farmacos inibidores da Mitose

Os farmacos que interferem com a progressdo normal da mitose
representam os compostos de maior sucesso quimioterapico para o tratamento
anticancer atualmente utilizados (SCHMIDT e BASTIANS, 2007). Nessa
familia, tanto os farmacos de origem natural quanto os semi-sintéticos possuem
um grande espectro de atividade anticancerigena, sendo utilizados para
diversos tipos de tumores (HAIT et al., 2007). Esses farmacos, cujos principais
representantes sdo o0s taxanos e os alcal6ides da Vinca, inibem a funcao dos
microtubulos na formacédo do fuso mitético, levando a parada do ciclo celular no
estagio de mitose, induzindo a morte das células tumorais (SCHMIDT e
BASTIANS, 2007).

Os microtdbulos sdo um dos principais componentes do citoesqueleto
das células eucariontes (SCHMIDT e BASTIANS, 2007). Tem a funcdo de
manter a estrutura celular, realizam o transporte de organelas e vesiculas
intracelulares, participam da secrecao extracelular, motilidade celular e
neurotransmissao (HAIT et al.,, 2007; SCHMIDT e BASTIANS, 2007,
AVENDANO e MENENDEZ, 2008). Uma estrutura muito importante formada
pelos microtubulos € o fuso mitético, usado pelas células eucariontes para

segregar seus cromossomos corretamente durante a divisdo celular, permitindo
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a transferéncia dos cromossomos da ceélula original para a célula-filha
(AVENDANO e MENENDEZ, 2008). Os microtubulos séo tubos longos, ocos,
cilindricos e rigidos, com um diametro em torno de 25nm, formados por 13
protofilamentos que crescem e encurtam pela adicdo reversivel e néo
covalente de dimeros de tubulina no seu final (HAIT et al., 2007; SCHMIDT e
BASTIANS, 2007; AVENDANO e MENENDEZ, 2008). A tubulina é uma
proteina que possui duas subunidades chamadas de a e B e seus dimeros
livres estdo em um equilibrio dinAmico com os microtubulos, através da
polimerizacdo e despolimerizacdo desses, conforme demonstrado na Figura 2
(AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

Dimeros de
tubulina livres

Polimerizagdo

>

_—
-

Despolimerizagdo

Microtabulo

Figura 2. Equilibrio dindmico entre microtibulos e os dimeros de tubulina
(AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

A polimerizacdo dos microtubulos necessita da adicdo das a e f
tubulinas a uma molécula de guanosina trifosfato (GTP). Uma vez ligadas a
GTP, os dimeros de tubulina formam uma capsula que alongam o final do
microtubulo. Esta ligacdo da GTP ao final do microtubulo aumenta a afinidade
para outras moléculas de tubulina. A despolimerizacdo ocorre quando o GTP é
hidrolisado mais rapidamente do que é adicionado (HAIT et al., 2007).
Proteinas auxiliares regulam o0os processos de polimerizacdo e

despolimerizacao dos microtubulos.
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As proteinas associadas ao microtubulo (PAM) sdo proteinas estruturais
que regulam a estabilidade e o comportamento dinamico dos microtubulos.
Outro grupo de PAM é representado pelas proteinas motoras, que podem ser
divididas em cinesinas e dineinas. Essas se movem ao longo dos microtubulos
mediando transportes intracelulares, congregacao e segregacdo cromossdmica
(CASSIMERIS e SPITTLE, 2001).

Farmacos que tem como alvo os microtubulos se ligam em diferentes
locais da tubulina e em diferentes por¢cdes dos microtubulos, mas todos
suprimem a dinamica de polimerizacdo-despolimerizacdo dos microtabulos.
Tradicionalmente, farmacos anticancerigenos que agem nos microtubulos
podem ser classificados em dois grupos: a) farmacos que inibem a
polimerizacdo dos microtibulos (agentes desestabilizantes dos microtibulos),
como os alcal6ides da Vinca e a colchicina; e b) farmacos que estimulam a
polimerizacdo (agentes estabilizantes dos microtubulos), como os taxanos.
Atualmente sabe-se que essa classificacao so6 é valida em altas concentracdes,
pois para baixas concentracdes observa-se que ambos 0s grupos atuam
estabilizando os microtubulos (AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

3.1.1 Alcaldides da Vinca

Os alcaldides da Vinca foram inicialmente isolados da
Catharantusroseus (Vinca résea), sendo que dos quatro alcaléides isolados,
dois tornaram-se agentes terapéuticos, a vincristina e a vinblastina (HAIT et
al.,2007). Seus potenciais citotoxicos foram descobertos em 1958, sendo
inseridas na terapia anticancerigena no final dos anos de 1960, sendo
amplamente utilizadas até os dias atuais (AVENDANO e MENENDEZ, 2008).
Em seguida, diversos analogos semi-sintéticos foram introduzidos na clinica
sendo vindesina, vinorelbina e vinfluvina os mais notaveis (Figura 3) (SCHMIDT
e BASTIANS, 2007).
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Figura 3. Estruturas quimicas dos principais alcaléides da Vinca e seus

analogos.

Apesar da semelhancga estrutural, a vincristina e a vinblastina possuem
um espectro de atividade biolégica bastante distinta (O’'MARCAIGH e
BETCHER,1995). A vinblastina é normalmente utilizada para o tratamento da
doenca de Hodgkin e tumores testiculares, enquanto a vincristina € utilizada
para o tratamento de linfomas e leucemia (O'MARCAIGH e BETCHER, 1995;
HAIT et al.,2007; AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

Como dito anteriormente, o mecanismo de a¢do dos alcaléides da Vinca
€ concentracdo dependente (HAIT et al.,, 2007). Em altas concentracées o0s
compostos se ligam especificamente a subunidade  dos dimeros de tubulina,
em uma regido conhecida como dominio Vinca, provocando um aumento da
afinidade da tubulina por ela mesma, formando agregados paracristalinos
(AVENDANO e MENENDEZ, 2008). Isso resulta na supressdo da dinadmica do
microtubulo (SCHMIDT e BASTIANS, 2007), pela diminuicdo do numero de
dimeros de tubulina livres, impedindo a polimerizagdo desses. Em

concentracbes sub-estequiométricas estes farmacos ligam-se com elevada
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afinidade na porcéo terminal do microtubulo tornando-o estavel (HAIT et al.,
2007).
3.1.2 Colchicina

Colchicina € um alcaldide isolado da Colchicum autumnalee, apesar de
ser um dos primeiros ligantes dos microtubulos identificados, seu uso clinico
para o tratamento do cancer ndo é muito significante. A colchicina é utilizada
clinicamente para o tratamento da gota. Similarmente aos alcaldides da Vinca,
a colchicina desestabiliza os microtibulos em altas concentracfes por se ligar
ao dominio da colchicina na tubulina, formando precipitados dessas,
diminuindo a quantidade de tubulina livre para se ligar aos microtabulos. Outros
compostos que se ligam ao dominio da colchicina como as combrestatinas
(isoladas da arvore africana Combretumcaffrum), 2-metoxiestradiol e ABT-751
estdo sendo investigados para o tratamento de cancer (SCHMIDT e
BASTIANS, 2007; AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

Pacientes que estdo fazendo o uso da colchicina, principalmente para o
tratamento da gota, ndo apresentam os sinais de neurotoxicidade apresentados
pelos pacientes que fazem uso dos alcalbides da Vinca. Desse modo, a
colchicina pode apresentar um beneficio terapéutico na prevencédo de alguns
tipos de cancer em pacientes de alto risco (SCHMIDT e BASTIANS, 2007).

3.1.3 Taxanos

O paclitaxel (Taxol®) é isolado do teixo do Pacifico Taxus brevifolius,
sendo o produto de origem natural mais importante utilizado na quimioterapia
(AVENDANO e MENENDEZ, 2008). Porém, problemas para a extracdo do
paclitaxel, como a necessidade de derrubar a arvore para extrai-lo, uma vez
que se encontra na casca, a baixa concentracdo do farmacdgeno (sé&o
necessarias 4000 arvores para obter-se 360g de paclitaxel), além do processo
de extracdo complexo e de alto custo (AVENDANO e MENENDEZ, 2008),
juntamente com sua baixa solubilidade em agua, que gera problemas para sua
formulacdo (HAIT et al., 2007), levaram a investigacdo de novos compostos e

derivados semi-sintéticos que possam ser utilizados para substitui-lo. Nesse
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contexto, foi descoberto o docetaxel, um derivado semi-sintético obtido a partir
do precursor natural 10-deacetilbaccatina Ill, extraido das folhas, galhos e
agulhas do Taxus baccata, onde se encontra em altas concentracdes. Por via
semi-sintética, a 10-deacetilbaccatina Ill pode ser transformada também em
paclitaxel (Figura 4) (AVENDANO e MENENDEZ, 2008). Docetaxel é um
composto mais potente e mais soltvel que o paclitaxel, sendo um dos farmacos
anticancerigenos mais ativo e amplamente utilizado da atualidade (HAIT et al.,
2007).

O paclitaxel e o docetaxel sdo utilizados clinicamente para o tratamento
de carcinomas de mama, pulmao, ovario e bexiga e possuem atividade contra
malignidades linféides e cancer de préstata (HAIT et al., 2007;AVENDANO e
MENENDEZ, 2008). Ao contrario dos alcaldides da Vinca, seu mecanismo de
acdo consiste na inibicdo da despolimerizagdo dos microtubulos. Seus
mecanismos de acdo também sdo dose-dependente. Em altas concentragées,
0s taxanos sdo capazes de induzir a polimerizacdo dos microtibulos mesmo na
auséncia de GTP ou PAMs e sédo resistentes a despolimerizacdo pelo calcio ou
baixas temperaturas (HAIT et al., 2007). S&o capazes de aumentar a massa de
polimeros dos microtubulos, em um fendbmeno conhecido como “agregacao dos

microtubulos”. AO Q. OH

N Q
Pacific yew (Taxus brevifolia) L | KON “\
—_— . P )

Casca P : O 1 3H §

Paclitaxel {taxol)

' Semi-sintese

European yew [Taxus baccata)

Folhas

10-deacetilbaccatina lll

¢ Semi-sintese

Docetaxel

Figura 4. Obtencédo dos taxanos (AVENDANO e MENENDEZ, 2008).
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3.1.4 Efeitos adversos da terapia com inibidores da mitose

O alvo principal dos farmacos inibidores da mitose € o fuso mitético, pois
atuam interferindo na dindmica dos microtubulos. Entretanto, mesmo as células
que ndo estdo em estado proliferativo necessitam da dinamica dos
microtubulos para a manutencéo das funcdes do citoesqueleto e processos de
transporte intracelular, em particular as células neurais onde o transporte
axonial de vesiculas contendo neurotransmissores € guiado pelos microtibulos
(TRUDEAU, 1996; ZHOU e GIANNAKAKOU, 2005). Assim, sendo os farmacos
inibidores da mitose ndo seletivos para as células tumorais (HAIT et al., 2007),
o principal efeito adverso observado na clinica € a neuropatia periférica, que
limita a dose tolerada pelos pacientes (ALEY et al., 1996). Esta pode ser
explicada por um rompimento dos microtabulos responsaveis pelo fluxo axonal
(SCHMIDT e BASTIANS, 2007) e seus sintomas incluem dorméncia e
formigamento das extremidades, perda dos reflexos tendinosos profundos e
fraqueza muscular distal. As alteracdes sensoriais sao geralmente reversiveis
com o tempo, sendo a perda da funcdo motora o sintoma mais grave que leva
a descontinuidade do tratamento. Juntamente com a neurotoxicidade, outro
efeito adverso bastante observado e dose-limitante é a mielossupresséo (HAIT
et al., 2007). A supressao da funcdo dos microtibulos mitéticos inibe a
proliferacdo de células precursoras hematopoéticas, 0 que explica a
mielossupressao grave e neutropenia dos pacientes em tratamento (SCHMIDT
e BASTIANS, 2007).

Outros efeitos adversos associados ao uso de farmacos inibidores da
mitose sdo a alopecia (HAIT et al., 2007), toxicidade gastrintestinal (ATTARD et
al., 2006), toxicidade epitelial e mucosite (KIRSCH-VOLDERS e PARRY,
1996). Para os alcal6ides da Vinca observa-se dores no peito e problemas
respiratorios e, para o docetaxel, observa-se um aumento da permeabilidade
vascular periférica resultando em edema periférico, ascites e derrame pleural
(HAIT et al., 2007).
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3.1.5 Resisténcia aos inibidores da mitose

A aquisicdo de resisténcia a agentes quimioterdpicos por parte das
células tumorais é um fendbmeno conhecido como resisténcia a mudltiplas
drogas (MDR) (ARORA e SHUKLA, 2003). A resisténcia a farmacos que tem
como alvo a tubulina e os microtibulos é mediada por diversos mecanismos:
efluxo de farmaco, mudancas na distribuicdo e metabolismo, alteracdes na
tubulina e perturbacdes no ciclo celular, entre outros (HAIT et al., 2007).

O efluxo de farmaco € manifestado por uma diminuicdo do acumulo
intracelular de farmaco e € mediado pela glicoproteina P (P-gp), que € um
transportador de membrana ATP dependente de alto peso molecular (170 kDa)
codificada pelo gene mdr-1 (ARORA e SHUKLA, 2003). Células tumorais
normalmente apresentam uma super-expressdo de P-gp, o que permite que
apresentem resisténcia a diversos agentes antitumorais (GANGJEE et al.,
2011). Esta super-expressao do gene mdr-1 pode ocorrer por varios estimulos,
especialmente a presenca dos proprios farmacos inibidores da mitose, que sédo
capazes de induzir a transcricdo do gene mdr-1 (ARORA e SHUKLA, 2003).
Além de aumentarem a expressdo da P-gp, os alcaléides da Vinca e os
taxanos sao ativamente transportados pela P-gp (HAIT et al., 2007), fazendo
do efluxo um dos principais mecanismos que confere resisténcia aos farmacos
dessa classe.

Outro importante mecanismo que confere resisténcia aos farmacos
inibidores da mitose € a mudanca na proporcao dos isotipos de tubulina e
mutacOes na mesma (HAIT et al., 2007). Em trabalho publicado por Burkhart e
colaboradores (2001) foi encontrado um grande aumento no isotipo da classe lI
da B-tubulina (MB2) em uma linhagem de células resistentes ao Taxol®,
sugerindo que a expressdao aumentada de MPB2 poderia ser um fator que
contribui para o alto nivel de resisténcia ao Taxol® dessas ceélulas. Células
tumorais resistentes também expressam formas mutantes de tubulina a e 3 nas
quais os dominios de ligacdo com os farmacos estdo alterados (HAIT et al.,
2007).

Apesar de muito efetivos, os farmacos até agora apresentados estéo

associados com uma variedade de efeitos colaterais e resisténcia por diversos
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tumores. Recentemente, as cinesinas motoras tem ganhado grande atencéo na
busca de alternativas por farmacos inibidores da mitose (HUSZAR et al., 2009).
Essas proteinas motoras interagem com os microtubulos durante a mitose, ndo
interagindo com os microtubulos na interfase, sugerindo que estes novos
inibidores seriam especificos para os tecidos em proliferacdo (AVENDANO e
MENENDEZ, 2008), o que criaria a oportunidade para o desenvolvimento de
farmacos mais seletivos, evitando os principais efeitos colaterais observados
para os inibidores da mitose classicos. Além disso, os inibidores da cinesina
aparentam nao possuir os problemas de resisténcia relatados para o0s

inibidores de mitose, sendo assim mais efetivos (HUSZAR et al., 2009).

3.2Cinesinas

As cinesinas sdo proteinas motoras associadas aos microtubulos as
quais estdo envolvidas em diversos processos celulares, incluindo o transporte
de vesiculas, organelas e cromossomos (HUSZAR et al.,2009), a regulacdo da
dindmica do microtubulo (VALENTINE e GILBERT, 2007), sendo fundamentais
para a morfologia celular (GOOD et al., 2011). As cinesinas também participam
dos movimentos cromossomais e do fuso durante a meiose e mitose (MIKI et
al., 2009), sendo que todas hidrolizam o ATP como fonte de energia para
realizar suas funcées motoras (MIKI et al., 2005).

Até o0 momento, as cinesinas formam uma superfamilia de pelo menos
650 proteinas distintas, as quais sao categorizadas em 14 diferentes familias e
sdo identificadas em diferentes espécies, sendo encontradas apenas em
células eucariontes (GOOD et al., 2011). As diferentes familias, suas funcbes e

membros estdo representados na Tabela 3.
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Tabela 3. Familias de cinesinas com seus respectivos membros e funcgdes.

Nome Padronizado

Membros

Funcéao/Estrutura

(Familias) Representativos

Cinesina-1 KIF5B, KHC, NKin, DdK3, Transporte vesicular/
DdK5 convencional

Cinesina-2 KIF3A/3B,KIF17, Transporte vesicular
Krp85/95, Osm3, Flal0 intraflagelarr/heterotrimérica

Cinesina-3 KIF1A, KIF1B, KIF3A, Transporte organelas/
UNC104, DdUnc104 monomérica

Cinesina-4 KIF4A, KIF21A/B, Transporte organelas, movimento
Cromocinesina Cromossomos

Cinesina-5 KIF11, Eg5, Bim C, CIN8, Formacéao fuso/ homotetramérica
KIP1, Cut7 bipolar

Cinesina-6 KIF20, KIF23, Citocinese, polaridade do fuso
Rab6Cinesina, CHO1,
MKLPP1

Cinesina-7 KIF10, CENP-E, CMET, Captura cinetocore do
CANA, KIP2 microtubulo

Cinesina-8 KIF18B, KIF19A, Migrac&o nuclear, transporte
KLP67A, KIP3 mitocondrial

Cinesina-9 KIF6, KIF9, KRP3, Desconhecida
CrKLP1

Cinesina-10 KIF22, KID, Nod Segregagdo cromossomica

Cinesina-11 KIF26A/B, VABS, SMY1 Transducéo de sinal/ cabeca

catalitica divergente

Cinesina-12 KIF12, KIF15, HKLP2, Transporte organelas/ caudas
KLP54D, Xkpl2, PAKRPd homodlogas

Cinesina-13 KIF2A, MCAK, XKCM1, Despolimeriza¢ao microttbulos

Cinesina-142

Cinesina-14B

Orfaos

PfKinl

KIFC1, CHO2, Ncd, Kar3,
KatA

KIFC2/3, KatD, KCBP,
KIF25

CeKLP10, CeKLP18,
DdK9

Segragagdo cromossomica
Transporte organelas

Sem grupo

(Elaborado com base em MIKI et al., 2005)

Todas as cinesinas séo caracterizadas por um dominio motor composto

de aproximadamente 340 aminoacidos o qual contém um nucleo catalitico para

a hidrélise de ATP e o local de ligagdo aos microtubulos. Proximo a este

dominio motor, também chamado de “cabeg¢a”, as cinesinas possuem uma

regiao chamada “stalk” seguido por um dominio denominado “cauda”, no lado
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oposto da molécula. O dominio da cabeca é responsavel pelo movimento,
impulsionado pela hidrolise de ATP, enquanto a regido “stalk” e o dominio
‘cauda” sdo importantes para a interagdo com as moléculas cargas, como
proteinas, lipidios ou acidos nucléicos (MIKI et al., 2005; HUSZAR et al., 2009).
A pequena regidao entre a “cabega” e o “stalk”, denominada “pescog¢o”, contém
caracteristicas familia-especificas. Em varias familias esta regido tem se
mostrado essencial para propriedades como direcdo da motilidade ou
regulacdo da atividade. O dominio motor, juntamente com o pescoco, é
responsavel pela funcdo mecanica, sendo bem conservado em cada familia,
enquanto a regiao “stalk” e a “cauda” sao altamente divergentes, mesmo em
membros da mesma familia. Isso reflete as diversas funcdes celulares
efetuadas pelas cinesinas, que vao desde o transporte de lipidios, vesiculas
sinapticas através dos axonios até o transporte cromossémico durante a mitose
(MIKI et al., 2005).

3.2.1 Familia cinesina-5 e seus inibidores

Membros da familia cinesina-5 sao proteinas homotetraméricas que
estdo envolvidas na formacédo do fuso mitético no inicio da mitose (GOOD et
al., 2011). Devido a sua estrutura tetramérica essas cinesinas fazem uma
ligacdo cruzada com dois microtibulos antiparalelos, sendo dois dominios
motores interagindo com cada um dos filamentos e deslizando-os em diregéo
oposta. Durante a mitose, este deslizamento dos microtubulos mediado pelas
cinesinas-5 é essencial para o estabelecimento do fuso mitético bipolar (Figura
5A e 5B) (HUSZAR et al., 2009).
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Dominio Motor Stalk Cauda

Homotetrameérico

Fuso Bipolar Fuso monoastral

Figura 5. A) Representacdo esquematica da cinesina Egs B) Esquema da
funcdo da cinesina Egb C) Representacdo esquematica de um fuso mitético
bipolar normal e um fuso monoastral causado pela inibicdo da Eg5 (Retirado de
HUSZAR et al., 2009).

Os membros da familia cinesina-5 foram inicialmente denominados
membros da familia BimC, devido a descoberta do membro BimC no
Aspergillus nidulan, sendo também conhecidos como bloqueadores da mitose
(GOOD et al., 2011). Atualmente, seu principal membro é a proteina Eg5
(também denominada KSP- “kinesin spindle protein”), cinesina encontrada em
humanos (MIKI et al., 2009) e um alvo muito investigado para potenciais
guimioterapicos (GOOD et al., 2011).

O papel funcional dessas cinesinas na formacao do fuso mitético bipolar
reflete em seu perfil de expressdo. Observa-se para a cinesina Eg5 uma
grande expressao em tecidos durante o estagio de proliferagcdo, enquanto que

em tecidos néo proliferativos pouca ou nenhuma Eg5 € observada.

Adicionalmente, observa-se uma super-expressdo de Eg5 em varios tumores
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sélidos e leucemias, juntamente com o0 aumento de outros marcadores
mitéticos, demonstrando que esses tecidos apresentam uma alta taxa
proliferativa. A necessidade da cinesina Eg5 no inicio da mitose, juntamente
com o fato de que encontra-se expressa principalmente nos tecidos em
proliferacédo, tornam a cinesina Eg5 alvo para a inibicdo farmacoldgica, visando
o desenvolvimento de novos antitumorais (HUSZAR et al., 2009).

O primeiro inibidor da cinesina Eg5 descoberto foi uma molécula de
baixo peso molecular denominada monastrol, devido ao fen6tipo monoastral
monopolar dos microtubulos cercados por um anel de cromossomos que foi
observado no lugar do fuso mitético bipolar normal (Figura 5C). O monastrol foi
descoberto a partir de uma biblioteca de 16.320 compostos através de
screenings desenhados para identificar compostos capazes de afetar a mitose.
No mesmo estudo, conduzido por Mayer e colaboradores (1999), demonstrou-
se que em células BS-C-1 (células epiteliais renais de macaco) tratadas com o
monastrol depois de 4 horas de tratamento uma frac&o significativa das células
estavam presas na mitose, sendo que 90% delas apresentavam o fenotipo
monoastral. As células que se encontravam na interfase ndo foram afetadas.
Os resultados permitiram demonstrar também que o monastrol ndo é um
inibidor geral das proteinas motoras, sendo especifico para a cinesina Eg5.

Em 2002, Maliga e colaboradores, investigando o mecanismo de acgao
pelo qual o monastrol inibe a Eg5, demonstraram que o farmaco inibe a
atividade da ATPase tanto na presenca quanto na auséncia do microtubulo,
sendo que essa inibicdo ndo ocorre devido a uma competicdo com a ligacao do
ATP a Eg5, como ocorre com os outros inibidores da ATPase. O monastrol
parece inibir a ATPase através da inibicdo da liberacdo do ADP da Eg5, nao
competindo com a ligacdo ao microtabulo, sugerindo que o farmaco se liga a
um sitio alostérico no dominio motor da cinesina. No mesmo trabalho, a partir
de estudos realizados tanto in vitro quanto in vivo, 0os autores demonstraram
gue o (S)-monastrol é um inibidor mais potente da cinesina Eg5 do que seu
(R)-enantiomero.

Peters e colaboradores (2006) sugeriram com seus estudos que O
monastrol possui caracteristicas indutivas e inibitorias fracas sobre a P-gp,

guando comparado com indutores e inibidores conhecidos dessa proteina.
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Aparentemente o monastrol ndo é substrato da P-gp, ndo sendo transportado
por ela, uma vez que nao houve diferenca na poténcia inibitéria de crescimento
entre linhagens celulares nativas e linhagens que super-expressam P-gp.

A especificidade para tecidos em proliferacéo e a fraca interagdo com a
P-gp observadas com o monastrol impulsionaram o desenvolvimento de novos
inibidores da Eg5 mais potentes. Estes podem ser divididos em inibidores
alGstericos da ATPase e inibidores competitivos da ATPase.

Assim como o monastrol, os inibidores alostéricos da ATPase néo
competem pelo sitio de ligacdo do ATP, sendo seletivos para Eg5, uma vez
que seu sitio de ligacdo ndo parece estar presente em outras cinesinas
(HUSZAR et al., 2009). Nesse grupo encontram-se 0s analogos ao monastrol,
gue séo desenvolvidos com o objetivo de elevar a poténcia, uma vez que o
monastrol € um inibidor fraco da cinesina Eg5. Estes incluem as ciano-
pirimidonas, as ciano-tripirimidonas e as pirimidin-2-tionas biciclicas, porém
nenhum destes encontra-se em fase clinica (HUSZAR et al., 2009). Outra
classe de inibidores alostéricos da ATPase incluem compostos como a
ispinesib (SB-715992 - Cytokinetics/GSK) e seu analogo SB-743921, que sdo
0s primeiros inibidores da Eg5 em ensaios clinicos de Fase Il (GOOD et al.,
2011).

Em 2009 uma série de compostos inibidores competitivos da ATPase
foram identificados. Esses se ligam a uma regido distinta dos inibidores néo
competitivos e possuem a vantagem de superar a resisténcia observada nos
inibidores alostéricos, uma vez que muta¢des no sitio de ligacdo destes ja
foram encontradas (HUSZAR et al., 2009). O uso de inibidores competitivos em
combinacdo com inibidores alostéricos pode ser util na clinica uma vez que o
problema de resisténcia é superado e a eficacia do tratamento é aumentada.

No Brasil, derivados do monastrol (Figura 6) vem sendo sintetizados
pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Sintese Organica Medicinal da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (RUSSOWSKI et al,
2006; CANTO et al., 2011). Dentre os 13 compostos sintetizados, o etil 6-metil-
4-(3-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxilato  (LaSOM  65)
tem demonstrado resultados promissores na investigacdo farmacoldgica pre-

clinica.
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Figura 6. Estrutura quimica do A) Monastrol e B) LaSOM 65.

3.2.2LaSOM 65

Duas séries de 4-aril-3,4-diidropirimidin-2(1H)-(tio)onas, incluindo o
monastrol, foram sintetizadas pelo Laboratério de Quimica Organica e
Medicinal (UFRGS). O grupo desenvolveu e otimizou um novo protocolo de
sintese destes compostos a partir da utilizacdo do agente desidratante
trietilortoformato (TEOF) juntamente com &cidos organicos fracos (acido citrico
e oxalico) utilizando o aquecimento convencional. TEOF associado aos acidos
citrico ou oxalico atua como um promotor eficaz da reacdo de Biginelli entre a
uréia (ou tiouréia), acetato de etila e aldeidos aromaticos produzindo diversas
di-hidro-pirimidinonas (DHPMs) (Figura 7). O sistema acido citrico/TEOF, a 100
°C, durante 1-2 h apresentou os melhores rendimentos de sintese, que
variaram entre 71-96%. Além dos elevados rendimentos, o uso de &cidos
organicos fracos juntamente com o TEOF no lugar de sais metalicos como
catalisadores torna a metodologia econdmica e ambientalmente correta. Os

compostos sintetizados estéo apresentados na Tabela 4 (CANTO et al., 2011).
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Figura 7. Sintese das di-hidro-pirimidinonas (CANTO et al., 2011).
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Tabela 4. Di-hidro-pirimidinonas sintetizadas a partir do esquema representado

na Figura 7.
Produto Nomenclatura Ar X
la Monastrol 3-HO-CgH,4 S
1b LaSOM 60 CeHs S
1c LaSOM 64 3,4(-OCH,0-)-CgH3 S
1d LaSOM 65 3-O,N-Cg¢H. S
le LaSOM 75 4-NC- CgH, S
1f LaSOM 63 4'(M€)2N- C6H4 S
19 LaSOM 62 2-F- CgH, S
2a LaSOM 66 3-HO-C¢H, 0]
2b LaSOM 70 CeHs O
2c LaSOM 68 3,4(-OCH,0-)-CgH3 0]
2d LaSOM 67 3-O,N-CgH. 0]
2e LaSOM 90 4-NC- CgH4 0]
2f LaSOM 69 4-(Me),N- CgHy O
29 LaSOM 71 2-F- CgH, 0]

(Adaptado de CANTO et al., 2011).

As moléculas sintetizadas foram testadas para atividade anticancerigena
através de ensaios farmacoldgicos: ensaios de citotoxicidade in vitro sobre
linhagens tumorais de glioma murino C6 e humano U138-MG; e ensaio in vivo
no modelo de Sarcoma 180 em camundongos.

Em 2007, Miuller e colaboradores demonstraram que analogos do
monastrol (enastron, dimetilenastron e vasastrol VS-83) sdo promissores no
tratamento de tumores no sistema nervoso central (SNC), sendo efetivos contra
a proliferacdo de gliobastomas humanos. Gliomas representam 80% dos
tumores no SNC em humanos e, apesar dos avangos na medicina o
progndéstico desses tumores continua insatisfatorio. Gliomas possuem uma alta
taxa de proliferacdo e um comportamento invasivo e infiltrante, o que leva a
uma sobrevida dos pacientes de apenas 1 a 2 anos (SCHWARTZBAUM et al.,
2006). Assim, a pesquisa e desenvolvimento de farmacos efetivos para o
tratamento de gliomas, como tem se demonstrado os analogos do monastrol,
sao de prioridade iminente.

Para avaliacdo do potencial antiproliferativo dos compostos, células de
glioma murino C6 e humano U138-MG foram tratadas com 150 pmol/L de cada
composto por 48 h e seu efeito comparado com o monastrol (composto 1a).
Apoés o tratamento as células foram contadas em hemocitdmetro e realizou-se

0 ensaio de reducéo do sal tetrazolio (MTT) para verificar a viabilidade celular.
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Através do ensaio MTT obtém-se uma medida quantitativa do numero de
células com mitocondrias metabolicamente ativas (CANTO et al.,, 2011). Os
resultados do efeito inibitério dos compostos frente as linhagens celulares
estdo demonstrados na Figura 8.
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Figura 8. Efeito do monastrol, e analogos na proliferacdo celular (A e B) e na
viabilidade celular (C e D) nas linhagens celulares de glioma. O nimero celular
e a viabilidade celular estdo representados em relacdo aos respectivos
controles. Valores representados como média =+ DP de trés experimentos
independentes feitos em duplicata. Dados foram analisados por ANOVA
seguidos de uma comparacdo post-hoc (teste de Turkey). # Diferenca
significativa dos grupos controles e DMSO (p< 0,01); * Diferenca significativa
do monastrol (la) (p<0,05); ** Diferenca significativa do monastrol (1a)
(p<0,01); *** Diferenca significativa do monastrol (1a) (p<0,001); & Diferenca
significativa entre os dois grupos (p<0,01) (Retirado de CANTO et al., 2011).

Todos os compostos testados apresentaram atividade antiproliferativa
significativa sobre as linhagens de glioma quando comparados aos grupos

controle, incluindo o monastrol (1a), sendo os efeitos mais pronunciados na
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linhagem U138-MG. Para as duas linhagens celulares o composto 1d (LaSOM
65) demonstrou ser bastante efetivo, perdendo apenas para seu analogo oxo,
tendo uma atividade praticamente duas vezes maior que o monastrol (Figura
8A e 8B). O efeito citotoxico dos compostos foi confirmado pelo ensaio de MTT,
0 qual apresentou resultados concordantes ao ensaio da contagem celular
(Figura 8C e 8D) (CANTO et al., 2011). Para o composto 1d (LaSOM 65),
observou-se ao microscopio a formacéao do fen6tipo monoastral monopolar dos
microtUbulos cercados por um anel de cromossomos semelhante ao observado
para o monastrol. O mesmo nao foi observado para o analogo oxo (2d).

O Sarcoma 180 é um tumor sélido o qual histologicamente apresenta-se
como massa sélida formada por células com pleomorfismo acentuado, estroma
conjuntivo vascularizado circundando e permeando o tumor, sendo originario
de camundongos (KURASHIGE e MITSUHASHI, 1982). E um modelo bastante
empregado na pesquisa in vivo de novos agentes antitumorais, pois grande
parte dos quimioterapicos disponiveis na clinica tem atividade limitada contra
tumores solidos devido a capacidade restrita dos farmacos em penetrar no
tecido tumoral em concentracées letais (TREDAN et al., 2007; WONG et al.,
2009). Logo, compostos que apresentem atividade inibitéria frente ao modelo
de Sarcoma 180 apresentam alto poder citotoxico e com grande poder de
penetracdo em massas solidas, fator determinante para um candidato a agente
antitumoral.

Ensaios in vivo no modelo de Sarcoma 180 em camundongos foram
realizados com o composto LaSOM 65. Células tumorais asciticas de Sarcoma
180 com 10 dias (5-10° células/200 pL) foram implantadas pela via subcutanea
na regido da axila direita dos camundongos experimentais. Um dia apds a
inoculacao, foi iniciado tratamento com 90 mg/kg de LaSOM 65 em solucéo
salina contendo 10% de etanol pela via intraperitoneal (i.p.) em dose Unica
diaria por 7 dias. Como controle positivo, foi utilizado o farmaco doxorrubicina
(2 mg/kg) sendo este preparado e administrado da mesma forma que o LaSOM
65. Ao controle negativo foi administrado somente o veiculo. No 8° dia, os
camundongos foram sacrificados e os tumores foram excisados, pesados e
fixados com formaldeido 10%. O LaSOM 65 apresentou atividade antitumoral

na dose e condicOes testadas sendo capaz de inibir em mais de 70% o
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crescimento do tumor, quando comparado com o controle néo tratado (Tabela
4) (CANTO, 2009).

Tabela 5. Efeito do LaSOM 65 em camundongos com Sarcoma 180 (CANTO,
2009 modificado).

Tratamento Dose Peso do tumor Inibicéo
(mg/kg/dia, i.p.) (9)* (%)
Controle negativo - 2,40+ 0,31 -
LaSOM 65 90 0,58 + 0,13 76,0
Doxorrubicina 2 0,71+ 0,12 61,1

*Média + DP, n = 8 animais/grupo.

Os resultados dos ensaios farmacoldgicos in vitro e in vivo previamente
realizado com o LaSOM 65 indicaram ser um compostos de elevado interesse.
Desse modo, 0 avanco nas etapas de investigacao pré-clinica desse composto
é relevante em face da possibilidade de ser obter um novo protétipo para o

tratamento de cancer solido e cancer de SNC, especialmente glioma.

4. Importancia da avaliacao farmacocinética e toxicolégica pré-

clinica no desenvolvimento de novos farmacos

O desenvolvimento de farmacos para o tratamento de cancer € mais
dificil gue o desenvolvimento de farmacos para outras finalidades, uma vez que
farmacos antitumorais sdo 0s agentes mais téxicos intencionalmente
administrados a humanos. O desenvolvimento torna-se ainda mais complexo,
pois o0 primeiro uso desses compostos em humanos é realizado em pacientes
Nao responsivos a outros tratamentos com antitumorais convencionais, 0S
quais ja estdo bastante debilitados em funcdo da doenca e dos tratamentos
prévios, diferentemente de outros agentes terapéuticos para os quais a Fase
Clinica | € realizada em voluntarios sadios. Logo, a dose inicial selecionada
para 0 primeiro uso em humanos deve, além de ser segura, oferecer alta

probabilidade de eficacia. Na fase pré-clinica do desenvolvimento desses
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farmacos €, portanto, considerada essencial a realizagdo de estudos
farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicologicos, objetivando obter o
méaximo de informacdes para posterior realizagdo da Fase Clinica |
(NEWHOUSE et al., 2005). Nesse contexto, candidatos a agentes antitumorais
devem apresentar resultados consistentes e abrangentes nos estudos pré-
clinicos, que permitam predizer com a maxima precisdo os efeitos esperados
em humanos, uma vez que o risco de 6bito dos pacientes no qual é realizado a
etapa clinica € muito alto (TOMASZEWSKI et al.,2002).

Problemas farmacocinéticos e toxicoldgicos eram a principal causa de
falha no desenvolvimento de novos farmacos nos anos 1990. Como estas
caracteristicas eram pesquisadas apenas nas fases finais do desenvolvimento
de farmacos, geravam altos custos e levavam a reiniciar a procura de um novo
agente terapéutico. Neste contexto, evidenciou-se que € necessario que essas
duas caracteristicas sejam estudadas o mais cedo possivel durante o processo
de descobrimento de um novo farmaco (WATERBEEMD e GIFFORD, 2003),
visando minimizar custos e reduzir o tempo de investigacdo de novos agentes
terapéuticos.

A avaliacdo farmacocinética pré-clinica permite o estudo do curso
temporal do farmaco no organismo, compreendendo o0s processos de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME). Os parametros
farmacocinéticos sdo derivados da medida temporal da concentracdo do
farmaco no sangue ou plasma. O principal objetivo e importancia da avaliacéo
dos parametros farmacocinéticos é a determinacdo da posologia e tamanho de
dose necessarios para a eficacia do futuro tratamento (WATERBEEMD e
GIFFORD, 2003).

Testes toxicolégicos agudos pré-clinicos permitem o embasamento
cientifico para prever os principais efeitos colaterais e as consequéncias de
uma overdose para posterior escalonamento em humanos (CHAPMAN et
al.,2010). O objetivo principal de estudos toxicoldgicos pré-clinicos € identificar
uma dose inicial segura para estudos clinicos de Fase |, o potencial
toxicolégico do farmaco e a reversibilidade dos efeitos adversos (NEWELL et
al.,, 2004). Em estudo realizado por Newell e colaboradores (2004) dados

toxicoldgicos pré-clinicos em roedores e dados clinicos de Fase | foram
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comparados para 14 antitumorais e, com apenas uma excecdo, os dados
obtidos de roedores foram capazes de prever uma dose inicial segura para 0s
compostos, sendo eficazes em prever em particular os efeitos hematoldgicos.
Devido aos bons resultados obtidos nos estudos farmacodindmicos in
vivo e in vitro, e considerando a importancia da realizacdo de estudos pré-
clinicos farmacocinéticos e toxicoldgicos para o desenvolvimento de novos
farmacos antitumorais, o presente trabalho consiste na avaliagéo pré-clinica do
LaSOM 65 visando a investigagdo dos parametros farmacocinéticos do

composto bem como sua toxicidade aguda em ratos Wistar.
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CAPITULO 1

Bioanalytical Method for the Quantification of the Anticancer
Monastrol Derivative Candidate LaSOM 65 in Pre-Clinical

Pharmacokinetic Investigation
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Este capitulo aborda o desenvolvimento e validagdo de metodologia
analitica por CLAE-UV para quantificacdo do LaSOM em amostras de plasma
de ratos Wistar.

Um método simples e sensivel por CLAE/UV foi desenvolvido e validado
para a determinacdo do LaSOM 65. O método foi validado de acordo com os
guias do Food and Drug Administration (FDA, 2001). Utilizou-se nifedipino
como padréo interno (PI), coluna e pré-coluna de fase reversa Cig e eluicdo
isocratica de acetonitrila:agua (45:55, v/iv) com um fluxo de 0,8 mL/min e
deteccdo em 303 nm. O processamento das amostras constituia-se de
precipitacdo de proteinas com acetonitrila (recuperacdo superior a 95%) e
aliguotas de 50uL do sobrenadante eram injetadas no sistema cromatografico.
As curvas padrdo foram lineares (r? > 0,98) na faixa de concentracéo de 0,05 a
2 pg/mL e a precisédo intra e inter-dia foi superior a 86%. Outros parametros
como exatiddo, limite de quantificacéo, especificidade e seletividade também
foram avaliados. Um estudo de estabilidade do LaSOM 65 em plasma também
foi conduzido em diferentes condicbes temperaturas e formas de
armazenamento.

O método foi empregado para a quantificacdo de LaSOM 65 apos a
administragao i.v. de 1 mg/kg a ratos Wistar machos (n = 3) e mostrou-se
adequadamente sensivel para caracterizar a fase de eliminagdo da droga, com
uma ASC extrapolada inferior a 20%, indicando adequabilidade para a correta
determinacdo de parametros farmacocinéticos em estudos pré-clinicos em

roedores.
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CAPITULO 2

Pre-Clinical Pharmacokinetics and Acute Toxicological
Evaluation in Rodents of a Monastrol Derivative Anticancer

Candidate LaSOM 65
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Este capitulo aborda os estudos pré-clinicos de farmacocinética,
distribuicdo tecidual e estudos de toxicidade aguda do LaSOM 65.

O delineamento experimental do estudo farmacocinético foi conduzido a
partir de 5 grupos de animais, G1 recebeu 1 mg/kg da droga pela via
intravenosa (n = 8), G2 e G3 receberam 10 e 30 mg/kg, respectivamente, pela
via oral (n = 6/grupo) e G4 e G5 receberam 30 e 90 mg/kg, respectivamente,
pela via intraperitoneal (n = 6/grupo). A distribuicao tecidual foi avaliada apds a
administragao de 1 mg/kg i.v. bolus. O estudo de toxicidade aguda foi avaliado
apos administracdes intravenosas (1, 2,5 e 5 mg/kg) e orais (50, 100 and 150
mg/kg), tendo dois grupos controles, salina e veiculo.

Ap6s a administracdo intravenosa, LaSOM 65 apresentou uma meia-
vida curta (1,75 = 0,71 h), depuracéo elevada (0,85 + 0,18 L/h/kg) e um volume
de distribuicdo moderado (1,76 + 0,24 L/kg). A biodisponibilidade absoluta do
LaSOM 65 foi elevada, sendo maior para a via i.p. (73 e 61%) do que para a via
p.o. (58 e 50%). O composto apresentou farmacocinética linear na faixa de
doses de 1 a 30 mg/kg ( i.v., p.0. € i.p), apresentando desvio de linearidade
apenas na maior dose administrada, 90 mg/kg i.p., onde observou-se um
aumento do volume de distribuicdo e da meia-vida.

Devido ao seu carater lipofilico, o farmaco tem elevada penetracdo nos
pulmdes e tecido adiposo com fatores de penetracdo tecidual de 2,7 e 1,4,
respectivamente. Os outros tecidos investigados apresentam fatores de
penetracdo tecidual menores e semelhantes entre si.

No estudo de toxicidade aguda, sintomas clinicos adversos como
diarreia, piloerecéo, letargia e dispinéia foram observados apenas ap0s as
administracdes intravenosas e regrediram 3 horas ap0s a administracao.
Nenhuma diferenga significativa dos controles foi encontrada para as analises
bioquimicas e hematoldgicas (ALT, AST, uréia, creatinina, fosfatase alcalina,
hemoglobina, leucécitos e plaguetas) massa corporal e peso relativos dos
orgao, indicando provavel auséncia de efeitos toxicos agudos.

LaSOM 65 apresentou boas caracteristicas farmacocinéticas e auséncia
de efeitos toxicolégicos agudos, indicando que é um candidato a antitumoral

promissor.
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DISCUSSAO GERAL







O desenvolvimento de novos farmacos antitumorais € diferenciado do
desenvolvimento de novos farmacos de outras classes terapéuticas.
Geralmente, farmacos utilizados no tratamento do cancer possuem elevada
citotoxicidade uma vez que visam a morte das células cancerigenas. Desse
modo, esses compostos estdo associados a sérios efeitos colaterais, pois sao,
na sua maioria, inespecificos, agindo em células saudaveis e cancerosas.
Nesse contexto, o principal desafio da terapia antitumoral encontra-se na
descoberta de farmacos que, além de possuirem elevada poténcia, possuam
grande seletividade para as células cancerigenas, aumentando a seguranca de
seu uso.

O desenvolvimento desses agentes terapéuticos torna-se ainda mais
complexo quando aliado ao fato que os estudos de Fase Clinica | sdo
realizados em pacientes irresponsivos aos tratamentos convencionais. Logo,
diferentemente de outras classes terapéuticas no qual o primeiro uso em
humanos € realizado em voluntarios sadios, anticancerigenos sao
primeiramente testados em pacientes, 0s quais se encontram debilitados.

Neste contexto, este trabalho objetivou realizar a avaliacdo pré-clinica da
farmacocinética e da toxicologia aguda de um candidato a antitumoral, o
LaSOM 65, visando contribuir para o desenvolvimento dessa nova entidade
quimica (NEC). O LaSOM 65 mostrou-se uma molécula promissora apés
analise de uma biblioteca de 13 novos compostos analogos do monastrol. O
composto apresentou elevada citotoxicidade in vitro contra linhagens celulares
de glioma murino e humano além de excelente atividade anticancerigena em
modelo in vivo de tumor solido de roedores (CANTO, 2009; CANTO et al.,
2011).

Visando atingir o objetivo geral do trabalho, primeiramente foi
desenvolvida e validada metodologia analitica por CL-UV para a quantificacéo
de LaSOM 65 em plasma de ratos para posterior utilizacdo na avaliacéo
farmacocinética da NEC. O método desenvolvido envolveu a precipitacdo de
proteina com acetonitrila e quantificacdo do LaSOM 65 utilizando nifedipino
como padrao interno. O mesmo demonstrou-se preciso, linear, especifico e
possuir sensibilidade adequada para a quantificacdo do composto, permitindo

uma confiavel determinacdo dos parametros farmacocinéticos.
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De posse do método analitico foi possivel iniciar a avaliacado
farmacocinética pré-clinica do composto. LaSOM 65 foi administrado na dose
de 1 mg/kg i.v. bolus, 10 e 30 mg/kg p.o. e 30 e 90 mg/kg i.p. As doses e vias
de administracao foram escolhidas com base nos estudos de farmacodinamica.
A via i.v. é fundamental para avaliacdo da biodisponibilidade da NEC. Como
nao havia referéncia de dose para essa via, optou-se por trabalhar com uma
dose segura, dez vezes menor que a menor dose utilizada na via oral.

O perfil farmacocinético do LaSOM 65 apdés administracdo i.v. foi
adequadamente descrito pelo modelo de 2 compartimentos, possuindo uma
rapida fase de distribuicdo (a = 7,7 + 4,7 h™* ) seguida de uma eliminacéo mais
lenta (B = 0,44 + 0,12 h™). Ap6s dose i.v. 0 CLy foi de 0,85 + 0,18 L/h/kg, o Vd
de 1,76 £ 0,24 L/kge o ty, de 1,75 £ 0,71 h.

O modelo de 1 compartimento com absorcédo de primeira ordem e fase-
lag melhor descreveu os perfis plasmaticos do LaSOM 65 apds a administracédo
das duas doses orais. Para as administragées i.p. o0 modelo que melhor
descreveu os dados foi o modelo de 1 compartimento com absorcdo de
primeira ordem. A escolha de diferentes doses e diferentes vias de
administracdo possibilitou determinar que a farmacocinética do LaSOM 65 &
linear para as doses de 1 a 30 mg/kg. Para estas doses e vias, ke, CL; e Vd
foram semelhantes entre si e estatisticamente semelhantes aos parametros
determinados pela via i.v. Para a maior dose administrada, 90 mg/kg i.p.,
observou-se um aumento significativo no t, (2,94 + 0,85 h) em comparacéo
com a dose i.v devido a uma reducéo na ke (0,25 + 0,07 h™) gerada pelo
aumento significativo do vd (3,19 + 0,81 L/kg). O CL (0,77 £ 0,17 L/h/Kg),
entretanto, ndo foi alterado.

A biodisponibilidade absoluta do LaSOM 65 foi elevada, sendo maior
para a via i.p. (73 e 61%) do que para a via p.o. (58 e 50%). As constantes de
velocidade de absorcédo (ka) calculadas apos as administracfes orais foram
estatisticamente similares (0,43 + 0,06 h™* e 0,36 + 0,03 h™para as doses de 10
mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente). Porém, ap0s as administracdes
intraperitoneais, observou-se uma diferenca estatistica no valor de ka que foi
maior para a dose de 30 mg/kg (0,69 + 0,12 h™) do que para a dose de 90

mg/kg (0,3 + 0,09 h™). Essa diminuicdo no ka para a maior dose pode ser

130



devida a saturacdo do processo de absorcdo, o que contribuiu para a néo-
linearidade farmacocinética dessa dose em relacdo as menores doses
investigadas. A maior biodisponibilidade e a maior constante de velocidade de
absorcdo apresentada pela via i.p. reflete as caracteristicas dessa via de
administracdo, como menor efeito de primeira passagem.

A penetracao tecidual do LaSOM 65 ap06s administracao i.v. de 1 mg/kg
também foi avaliada em diferentes tecidos (baco, cérebro, coracao, figado, rins,
pulmdes e tecido adiposo), uma vez que elevada penetracdo tecidual é
fundamental para a acdo de antitumorais. O composto apresentou rapida e
ampla distribuicbes para os tecidos, o que corrobora com a escolha de modelo
de 2 compartimentos para descrever os dados da administracdo i.v. Os
pulmdes apresentaram a maior exposicdo ao LaSOM 65 (ASCo.: = 6,37 ug.h/g)
seguido pelo tecido adiposo (ASCy.t = 68,7 ug.h/g) e pelos rins (ASCy.; = 0,91
ug.h/g). O LaSOM 65 é uma molécula com caracteristicas lipofilicas (Log P =
2,93) o que justificaria sua alta penetracéo pulmonar e no tecido adiposo.

O menor pico de concentracdo (Cnax = 0,24 pg/g) bem como a menor
exposicdo foi observado para o cérebro (ASCo: = 0,35 pg.h/g). A baixa
penetracdo cerebral apresentada pelo composto pode ser explicada pela
dificuldade que compostos xenobidticos tem em atravessar a barreira
hematoencefélica. Por possuir elevada citotoxicidade frente a linhagens
celulares de glioma, a baixa penetracdo cerebral do LaSOM 65 pode vir a
representar um problema, caso o candidato a farmaco venha a ser
desenvolvido para o tratamento de gliomas. Kaiser e colaboradores (2010)
demonstraram um aumento na taxa de penetracédo cerebral de um candidato a
anticonvulsivante (benzaldeido semicarbazona) quando complexado em [3-
ciclodextrinas. Um aumento na penetracao cerebral também foi observado para
o acido valpréico, quando associado a nanocépsulas revestidas com quitosana
(FREDDO, 2009). Desse modo, o desenvolvimento farmacotécnico como a
inclusdo em ciclodextrinas ou a utilizacdo de nanocarreadores, podem ser
alternativas para contornar o problema observado.

O ensaio de avaliagdo da toxicidade aguda (14 dias) do LaSOM 65 foi
realizado apos administragdes Unicas de 1, 2,5 e 5 mg/kg pela via i.v. e 50, 100
e 150 mg/kg pela via p.o. Através de uma observagdo clinica detalhada,
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sintomas adversos como diarréia, piloerecdo, letargia e dispnéia foram
constatados apdés administracdo i.v. do candidato a antitumoral. Os sintomas
persistiram por 3 horas ap0s a administragdo, regredindo e ndo sendo mais
observados durante o restante do experimento. Para as administracoes orais
nao foram observados sinais clinicos de toxicidade. Em funcéo do resultado da
boa biodisponibilidade do LaSOM 65 sugere-se que o0s efeitos adversos
observados pela via i.v. e ndo observados para a via oral, sdo advindos do
“efeito bolus”, uma vez que elevadas concentragdes plasmaticas sao atingidas
em um curto espaco de tempo apos a administracdo pela via i.v. O baixo tu,
apresentado pelo LaSOM 65 apo6s administracdo i.v. (1,75 h) justifica a
regressdo dos sintomas em apenas 3 horas. Alteragdes no peso corporal,
ganho de peso, massa relativa dos tecidos e andlises bioquimicas néo
apresentaram diferencas estatisticas quando comparadas aos grupos controle
(veiculo e salina). Porém, é necessario ampliar a investigacdo para a
realizacdo de andlises histopatolégicas, por exemplo, para confirmar a
auséncia de toxicidade aguda para tecidos como figado e rins, uma vez que 0s
biomarcadores como ALT e AST, uréia e creatinina, apresentaram diferencas
estatisticas entre 0 mesmo grupo nos dias analisados.

O conjunto de resultados da investigacdo pré-clinica do LaSOM 65
demonstrou que 0 composto possui caracteristicas farmacocinéticas e
toxicoldgicas interessantes, devendo sua investigacdo ser continuada,
principalmente visando seu uso pela via oral (boa biodisponibilidade e possivel
auséncia de toxicidade). Além disso, testes em outras linhagens celulares
cancerigenas, principalmente linhagens de tumor pulmonar, devem ser

investigadas, devido a afinidade do composto por esse tecido.
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CONCLUSOES







Método analitico para determinagcdo de LaSOM 65 em amostras de
plasma e tecido de ratos foi desenvolvido e validado. O mesmo mostrou-
se linear, exato, preciso, especifico e sensivel, sendo adequado para
determinacdo dos perfis plasméticos e teciduais do composto apos
diferentes doses e vias de administragéo.

O perfil farmacocinético plasmatico do LaSOM 65 apds administracédo
i.v. bolus de 1 mg/kg foi adequadamente descrito pelo modelo aberto de
2 compartimentos. O modelo de 1 compartimento com absorcédo de
primeira ordem e fase-lag foi capaz de descrever as administracoes
orais (10 e 30 mg/kg) e o modelo de 1 compartimento com absorcéo de
primeira ordem melhor descreveu as administragdes intraperitoneais (30
e 90 mg/kg).

LaSOM 65 apresentou farmacocinética linear na faixa de doses de 1 a

30 mg/kg (i.v., p.o. e i.p).

A dose de 90 mg/kg i.p. de LaSOM 65 apresentou desvio da linearidade
farmacocinética, com elevacdo do volume de distribuicdo e da meia-

vida.

O composto apresentou elevada biodisponibilidade absoluta apos as

administracdes orais (50 e 58%) e intraperitoneais (60 e 73%).

A fracdo do LaSOM 65 ligada as proteinas plasmaticas é de 84,7 +
1,6%, sendo a ligacédo concentracdo independente na faixa investigada
(0.4 — 8 pg/mL).

Devido ao seu carater lipofilico, o farmaco tem elevada penetracdo nos
pulmdes e tecido adiposo e sua distribuicdo tecidual ocorre de forma

rapida e ampla.

ApO6s administrag&o unica intravenosa de 1, 2,5 e 5 mg/kg do LaSOM 65,
sinais clinicos adversos (piloeregéo, diarréia, letargia e dispneia) foram

observados até 3 h apds a administracdo. Para as administracdes orais
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(50, 100 e 150 mg/kg), estes sintomas adversos n&o foram

evidenciados.
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ANEXO | — Perfis individuais apés LaSOM 65 1 mg/kg i.v. bolus
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ANEXO Il - Perfis individuais ap6s LaSOM 65 10mg/kg oral
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ANEXO llI - Perfis individuais ap6s LaSOM 65 30mg/kg oral
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ANEXO 1V - Perfis individuais ap6s LaSOM 65 30mg/kg intraperitoneal

LaSOM 65 (ng/mL)

100 4

10°

LaSOM 65 {ng/mL)

LaSOM 65 (ng/mL})

L
10°

L B

6
Time (h)

R5

104 5
] ™1 RZ
— | |
—
E
S
E10° 7 n
wn
w
s
o
wv
=
| |
| |
1102 T T T T T 1
12 0 2 4 6 8 10 12
=
E
S
="
£
wn
-]
s
o
w
S
n
1 1
12 12
=
£
S
-]
£
wn
o
=
o]
wv
5
| |
n
1 ]

Time (h)

10

X-Axis (units)

150



ANEXO V - Perfis individuais ap6s LaSOM 65 90mg/kg intraperitoneal
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