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LASSBio-596: of the Discovery to the Pre-clinical Studies

Abstract: This paper revised the trajectory of the discovery of a new antiasthmatic drug candidate, 2-[4-(1,4-
thiazinan-4-ylsulfonyl)phenylcarbamoyl]lbenzoic acid (LASSBio-596) until the accomplishment of the first pre-
clinical studies, with focus on LASSBio-596’s effects in murine asthma models, pharmokocinetic and
toxicological studies and determination of genotoxicity and mutagenic profiles.
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Resumo

Neste artigo é revisado a trajetdria que vai da descoberta de um novo candidato a fdrmaco antiasmatico, o
acido 2-[4-(1,4-tiazinan-4-ilsulfonil)fenilcarbamoil]lbenzoico (LASSBio-596), a realizacdo dos primeiros ensaios
pré-clinicos, com enfoque nos efeitos de LASSBio-596 em modelo murino de asma aguda e cronica, estudos
farmacocinéticos e toxicoldgicos em roedores e determinagdo do seu potencial genotdxico e mutagénico.
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1. Introducgao

A descoberta de farmacos é um processo
complexo, custoso e orquestrado, que exige trabalho
em equipe e especialistas de varias dreas do
conhecimento,  particularmente  das  Ciéncias
Bioldgicas, da Saude e Ciéncias Exatas, Engenharias e
da Terra. Trata-se de atividade multidisciplinar que
desde seus primdrdios tem a Quimica Medicinal como
eixo central do processo.

O processo de descoberta de farmacos divide-se
em 4 etapas, ilustradas na Figura 1, destacando-se as
etapas de pesquisa e desenvolvimento. Na primeira
etapa incluem-se atividades relacionadas a sele¢do do
alvo molecular para intervencdo em uma
determinada fisiopatologia, desenvolvimento de
ensaios farmacoldgicos especificos, que permitam
aferir a atividade sobre o alvo selecionado e a eficacia
em modelos experimentais da doenca alvo, o desenho
molecular racional de ligantes para o alvo eleito,
caracterizando exemplo tipico da estratégia
conhecida por abordagem fisioldgica, culminando na
etapa critica desta fase que inclui a descoberta do
composto protdtipo e sua otimizagdo (Figura 1)'.
Concluida a etapa de pesquisa, inicia-se a etapa de
desenvolvimento, dividida em fase inicial,
caracterizada pela realizacdo de ensaios pré-clinicos
com o composto protdtipo descoberto na etapa de

LVa

pesquisa, e fase tardia compreendendo a realizacao
dos estudos clinicos de Fase |, Fase Il e Fase lll.

Embora toda etapa de pesquisa envolvida na
cadeia de fdrmacos e medicamentos possa ser
conduzida e realizada de forma adequada nos
laboratdrios de pesquisa das principais universidades
brasileiras e de centro de pesquisas nacionais, a etapa
de desenvolvimento exige parcerias com o setor
empresarial publico ou privado, constituindo a fase
mais onerosa e demorada do processo de descoberta
de farmacos.

O Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em
Farmacos e Medicamentos (INCT-INOFAR,
CNPg/FAPERJ# 573.564/2008-6) tem como meta
principal articular as competéncias nacionais
existentes no Pais e situadas nos diferentes estagios
da intrincada cadeia de inovacdo em Farmacos e
Medicamentos, visando como objetivo precipuo a
descoberta de farmacos 100% brasileiros. Desta
forma, propicia ambiente favoravel a inovacdo radical
e incremental assegurando o trinbmio Universidade-
Governo-Empresa.  Neste ambiente proficuo foi
descoberto um novo candidato a fdrmaco
antiasmdtico de mecanismo de ag¢do original, i.e.
LASSBio-596, cujas etapas de descoberta do composto
protétipo a realizacdo dos ensaios pré-clinicos serdo
revisadas neste manuscrito.
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Figura 1. Representacdo esquematica e simplificada das etapas envolvidas no processo de descoberta de
farmacos
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2. Asma

A asma é definida como uma inflamacdo crénica
das vias aéreas, onde ha participagdo de muitas
células, em especial: mastécitos, eosindfilos, linfécitos
T, neutréfilos e células epiteliais. Essa inflamacao
causa episddios recorrentes de tosse e dispnéia
associados a obstrucdo do fluxo aéreo, que muitas
vezes € reversivel espontaneamente ou com
tratamento. A inflamagdo também acarreta aumento
na responsividade bronquica associada a uma
variedade de estimulos.?

A asma é um importante problema de Saude
Pudblica em todo o mundo. Sua prevaléncia estd
aumentando tanto nos paises desenvolvidos como
nagueles em desenvolvimento, afetando pessoas de
todas as idades, racas e grupos étnicos.” De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ela
atinge cerca de 300 milhGes de pessoas no mundo e
promove cerca de 250 mil mortes/ano. Estima-se que
nos EUA a asma acometa 14 a 15 milhdes de pessoas,
das quais 4,8 milhdes sdo criancas. Segundo dados do
Estudo Internacional para Asma e Alergias na Infancia
(ISAAC, do inglés International Study for Asthma and
Allergies in Childhood) publicado em 2002, mostra
gue a estimativa de prevaléncia no Brasil situava-se
em torno de 20%. Em nosso pais, a asma é
responsavel por aproximadamente 350 mil
internacdes hospitalares pelo Sistema Unico de Saude
(SUS) por ano.? Dados do SUS revelam que, a cada
ano, mais de 367 mil brasileiros ddo entrada nos
hospitais com diagndstico da doenca.”

3. Inflamagao & Remodelamento na
asma

Dentre os fatores que acarretam a inflamacdo
persistente das vias aéreas, hiper-responsividade
brénquica e obstrucdo do fluxo aéreo ressaltam-se o
componente genético, exposi¢des ocupacionais e
ambientais. Quando a inflamag¢do e a hiper-
responsividade estdo presentes, a asma pode ser
desencadeada por fatores adicionais, incluindo o
exercicio, inalagdo de ar frio e seco, hiperventilagdo,
fumaca de cigarro, estresse fisico ou emocional,

inalacdo de substancias irritantes e agentes
farmacoldgicos, como metacolina e histamina.
A inalagdo de alérgenos acarreta resposta

inflamatdria, cuja intensidade estd relacionada com a
gravidade da doenca.’ A inflamac3o das vias aéreas na
asma € um processo multicelular que envolve
principalmente eosindfilos, neutrofilos, linfocitos T
CD4+ e mastdcitos, sendo o infiltrado eosinofilico o
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aspecto mais caracteristico desta patologia.6 Esses
infiltrados celulares liberam varios mediadores
guimicos tais como: histamina, proteinas eosinofilicas,
leucotrienos e fator de ativacdo plaquetdria, que
estdo envolvidos na inducdo da hiper-responsividade
das vias aéreas. Assim, o recrutamento dessas células
da circulacdo para o local da inflamacdo ¢é
considerado um evento chave no desenvolvimento e
manutencdo da inflamacdo alérgica que ocorre na
asma broénquica.’

A asma representa um processo inflamatério
cronico das vias aéreas seguido por remodelamento.
Remodelamento é um fen6meno que ocorre em
todos os drgdos e que consiste em duas etapas: (1)
regeneracao, que é a substituicdo do tecido lesado
por células parenquimatosas do mesmo tipo; e (2)
substituicdo do tecido conectivo em tecido cicatricial.?
Os processos de diferenciacdo, migracdo e maturagao
celular assim como a deposicdo do tecido conectivo
podem ser seguidos por uma restituicdo completa ou
alterada da estrutura e funcdo das vias aéreas, com o
aparecimento de dano e metaplasia epitelial,
espessamento da lamina basal subepitelial,
hiperplasia e hipertrofia do musculo liso das vias
aéreas, hiperplasia das glandulas  mucosas,
angiogénese e uma composicao e deposicdo alterada
das  proteinas da matriz  extracelular e
proteoglicanos.’

O remodelamento das vias aéreas é um termo que
engloba as alteragdes das células estruturais e dos
tecidos nas vias aéreas asmaticas. Este fendmeno é a
consequéncia anatdmica da acdo da inflamacdo
cronica na via aérea e reflete as alteracOes
decorrentes do préprio processo inflamatério e a falta
de reparo adequado a injuria crénica, gerando uma
resposta anormal ou exagerada da lesdo de via
aérea.'® A interacdo adequada entre o epitélio da via
aérea e as células mesenquimais subjacentes é
essencial para o reparo adequado. Nesse contexto, o
funcionamento anormal dessa unidade tréfica
epitelial-mesenquimal, ao permanecer ativa apds o
nascimento ou sendo reativada em individuos
susceptiveis, tem sido apontado como elemento
central da fisiopatologia caracteristica da asma.™

4. Evolugao do tratamento

O foco do tratamento da asma vem mudando.
Inicialmente, considerava-se a broncoconstricao como
principal alvo para intervencdo terapéutica; a seguir,
objetivou-se o controle e tratamento da inflamacdo

das vias aéreas. Na sequéncia, instituiu-se o
tratamento associado (anti-inflamatdrio - i.e.
13
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corticosteroide — e broncodilatador — i.e. agonista 3,
de acdo prolongada — ambos de uso inalatdrio), cujo
alvo era a doenca ja instalada. Apesar de o
tratamento associado ser capaz de manter boa parte
dos asmaticos assintomaticos, o controle da doencga
ainda é deficiente, o que, provavelmente, justifica-se
pelos seguintes fatores: preco da medicacao,
corticosteroidofobia, desinformacdo, dentre outros.
Com a maior compreensdo dos complexos
mecanismos envolvidos na patogénese da asma,
iniciou-se uma fase cujo alvo terapéutico incluiu,
também, a prevencdo do surgimento das lesdes fixas
e irreversiveis do aparelho respiratério.12

5. LASSBio-596: Farmacologia & Quimica

Inseridos numa linha de pesquisa que visava a
identificacdo de novos candidatos a farmacos anti-
inflamatodrios simbidticos, foram descritos em 2001, o
desenho, sintese e a avaliacgdo do perfil anti-
inflamatério, em modelo de inflamagdo pulmonar
aguda, do acido 2-[4-(1,4-tiazinan-4-
ilsulfonil)fenilcarbamoil]lbenzoico ou LASSBio-596."
Este derivado original, cuja génese foi recentemente
revisitada,” foi descrito, em 2003, como capaz de
prevenir e tratar, em modelo murino, a sindrome do
desconforto respiratorio agudo,® doenca
caracterizada por insuficiéncia respiratéria aguda,
decorrente de intensa resposta inflamatdria,
ocasionada por agressdo pulmonar local (e.g.,
pneumonias) ou sistémica (e.g. septicemia).™®

Considerando a natureza simbidtica de LASSBio-
596, originalmente planejado como agente anti-TNFa
e inibidor de PDEs (PDE-4 e PDE-5) e os resultados
farmacoldgicos iniciais que revelavam a a¢do benéfica
deste protétipo em desordens pulmonares, iniciou-se
uma linha de pesquisa visando determinar a
aplicabilidade terapéutica de LASSBio-596 no
tratamento da asma aguda e cronica.

Camundongos C57BL/6J sensibilizados com
ovalbumina (OVA, 50 pg) associada a AI(OH); e
desafiados com instilagdes nasais didrias de
ovalbumina foram tratados com LASSBio-596 (10
mg/kg, via oral) ou dexametasona (1 mg/kg, via oral)
1 hora antes de cada instilacdo. Vinte e quatro horas
apdés o ultimo desafio, a mecéanica pulmonar foi
computada pelo método de oclusdo ao final da
inspiracdo e, posteriormente, a celularidade total e
diferencial, fragdo da drea de colapso alveolar e indice
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de broncoconstricido foram determinados. Nestes
estudos, tanto LASSBio-596 quanto a dexametasona
inibiram as modificagdes na mecanica e morfometria
pulmonares, modulando a inflamacdao pulmonar e
evitando as modificacdes funcionais observadas no
modelo de asma alérgica aguda.'’*®

Ato seguinte, investigou-se a acao anti-asmatica de
LASSBio-596 em modelo murino de asma cronica.
Campos e colaboradores demonstraram que em
modelo murino de asma alérgica crOnica sao
observados aumento da elastancia estatica do pulmao
e aumento da resisténcia de vias areas centrais e
periféricas, acompanhados de broncoconstri¢do,
colapso alveolar, aumento do contelido de fibras
coldgenas (nas vias aéreas e no parénquima
pulmonar) e fragmentacdo de fibras eldsticas (nas vias
aéreas), caracterizando o quadro clinico da doenca. O
tratamento com LASSBio-596 (10 mg/kg, via oral)
inibiu a broncoconstricdo e o remodelamento da via
aérea e do parénquima pulmonar, evitando o colapso
alveolar de forma mais efetiva do que a
dexametasona, utilizada como padrdo de referéncia.
Ambos compostos evitaram as modificagdes na
mecanica pulmonar induzidas pela asma e modularam
o processo de fibrogénese por atuar inibindo TGF-B."

LASSBio-596 quando administrado na dose de 10
mg/Kg via oral foi capaz de prevenir as alteragdes
morfométricas e mecanicas do pulmao induzida pelo
quadro de asma, diminuindo a broncoconstricdo,
bloqueando o processo de fibroproliferagdo e
diminuindo a resisténcia das vias aéreas,
configurando-se como legitimo candidato a farmaco
anti-asmatico e como possivel op¢do para o
tratamento da asma corticoide-resistente.

Do ponto de vista quimico LASSBio-596 constitui
uma molécula aquiral, da classe dos acidos carbamoil-
benzoicos, obtida por sintese linear em 4 etapas
(Esquema 1). Estudos iniciais de escalonamento
permitiram a obtenc¢do de LASSBio-596 em escala de
0,3 Molar e rendimento global de 29%, enquanto os
trés intermediarios sintéticos foram obtidos em
escalas de 2 M, 1 M e 0,4 M, respectivamente
(Esquema 1).

O controle de qualidade dos lotes obtidos foi
realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
anadlise elementar (CHN), calorimetria diferencial por
varredura (DSC) e a estrutura do solvato confirmada
por difracdo de raios-X.
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MeOH, H,0, t.a., 1h.

Esquema 1. Etapas e escala molar empregadas na sintese de LASSBio-596

6. Farmacocinética

Considerando a potencialidade terapéutica
demonstrada pelo LASSBio-596, investigou-se sua
farmacocinética pré-clinica em roedores apds a
administracdo pelas vias oral (p.o.) e intravenosa (i.v.).
A avaliacdo farmacocinética nessa fase é importante
para determinar os parametros que caracterizam a
absorcdo (biodisponibilidade), distribuicdo (volume de
distribuicdo) e eliminacdo (depuragdo e meia-vida),
que informam como o farmaco é processado pelo
organismo.

Os estudos farmacocinéticos foram conduzidos em
ratos Wistar acordados e foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (Parecer 2007884). Os animais,
divididos em grupos de dez, receberam LASSBio-596
na dose de 10 mg/kg pela via i.v. (veia lateral caudal)
ou via p.o. (gavagem apds jejum de 12 horas), na
forma de solugdo aquosa. Apds administracdo do
LASSBio-596 foram coletadas amostras de sangue
através da veia caudal, em tempos pré-determinados,
por até 12 ou 18 horas, respectivamente, para as vias
i.v. e oral. O plasma foi separado para quantificacdo
de LASSBio-596 utilizando método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas, validado segundo normas
da Food and Drug Administration (FDA, 2001).%°

A Figura 2 mostra o perfil médio de concentracdo
plasmatica por tempo do LASSBio-596 apds
administracdo de 10 mg/kg. Pode-se observar que a
substancia se distribui rapidamente no organismo
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apos dose i.v., sendo eliminada mais lentamente.
Apdbs administracdo p.o. da mesma dose, obtém-se
concentragdes  plasmadticas  muito  inferiores,
indicando uma biodisponibilidade reduzida.”* Os
parametros farmacocinéticos obtidos pela analise
individual dos perfis utilizando abordagem nao-
compartimental estdo mostrados na Tabela 1.” Os
parametros farmacocinéticos do  LASSBio-596,
determinados a partir dos perfis plasmaticos
resultantes da administracdo i.v e p.o. obtidos foram
comparados estatisticamente pelo método ANOVA (o
=0,05).

A avaliagdo dos parametros farmacocinéticos do
LASSBio-596 mostra que ele apresenta um tempo de
meia-vida de eliminagdo (t;;;) de 6,0 £ 2,3 h, um
volume de distribuicdo (Vd) baixo (0,23 + 0,12 L/kg) e
uma depuragdo total (CL:) de 0,30 = 0,12 L/kg/h.
Apds administracdo oral, LASSBio-596 mostrou uma
diferenca significativa na drea sob a curva (ASC),
levando a determinagdo de biodisponibilidade oral de
3,6%.
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Figura 2. Perfil plasmatico médio de LASSBio-596 apds administracdo de 10 mg/kg pelas vias i.v. (A) e p.o. (B) a
ratos Wistar (n = 10/grupo)

Tabela 1. Parametros farmacocinéticos do LASSBio-596 apds administragdo de 10 mg/kg a ratos Wistar

Pardmetros 10 mg/kg i.v. 10 mg/kg p.o.
A(h?) 0,13 40,04 0,30+0,10
ty, (h) 6,0%2,3 2,0%0,2

ASCq... (Hg-h/mL) 39,6 £19,3 1,4+0,4°

Clyt (L/h/kg) 0,30%0,12 0,22 + 0,06

vd (L/kg) 0,23+0,12 -

Crnax (ng/mL) - 492,5 +141,9
tmax (D) - 0,6+0,2
Fabs (%) - 3,6

A = constante de velocidade de eliminagdo, t;, = tempo de meia-vida, ASCy... = drea sob a curva, ClLy, = depuragdo, Vd =
volume de distribuicdo, C.x = pico de concentragao, t., = tempo maximo, F,,s = biodisponibilidade absoluta. *Diferenca

significativa em relacdo a dose de 10 mg/kg i.v. (o = 0,05).

A baixa extensdo de absor¢do do LASSBio-596 (via
oral) pode estar relacionada com um processo de
degradacdo da substancia no trato gastrintestinal,
com metabolismo de primeira-passagem ou ainda
com o efluxo da substancia a partir da parede
intestinal mediado, por exemplo, pela glicoproteina-P
(P-gP), uma proteina transportadora amplamente
expressa na mucosa do intestino delgado e grosso
considerada responsavel pela absor¢do incompleta de
diversos farmacos administrados por esta via.”*

A possibilidade do LASSBio-596 ser substrato para
a (P-gP) foi investigada pela co-administragdo de um
inibidor desse transportador, o verapamil. A dose de
verapamil suficiente para inibicdo da P-gP (40 mg/kg)
foi administrada pela via oral a ratos Wistar (n = 6), 30
16

min antes da administracdo oral de 10 mg/kg de
LASSBio-596, como previamente descrito na literatura
em experimento semelhante.”* A avaliagdo do perfil
plasmatico do LASSBio-596 mostrou que a extensdo
de absorc¢do ndo foi afetada, obtendo-se uma ASCy-oo
de 1,9 £ 0,9 pg-h/mL, semelhante a determinada para
o composto sozinho (o = 0,05) (Tabela 1), levando a
determinacao de biodisponibilidade de 5% quando
em associacdo com o verapamil. A manutencdo da
biodisponibilidade indica que o inibidor da P-gP nao
interferiu significativamente com a absor¢do do
LASSBio-596, sugerindo que fatores como degradacgao
intestinal ou metabolismo de primeira passagem sao
as hipoteses mais plausiveis para explicar a baixa
absorc¢do oral dessa molécula.
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Em funcdo da atividade demonstrada pelo
LASSBio-596 em modelos de asma aguda e cronica
determinou-se sua penetracao no pulmao, bem como
nos 6rgdos de eliminacdo. A penetracao tecidual foi
determinada apds administragdo i.v. de 10 mg/kg. Em
tempos pré-determinados apds a administragao, os
animais foram sacrificados (3/tempo de coleta) e o
pulmdo, figado e rins foram coletados,
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cuidadosamente secos com papel absorvente, para
retirada do excesso de sangue superficial,
acondicionados, pesados e congelados em nitrogénio
liguido até o dia da analise. Nos homogeneizados
desses tecidos, preparados em acetato de etila (2,5
mL/g de tecido), foi quantificado o LASSBio-596. Os
perfis médios obtidos estdo mostrados na Figura 3.2

10 15 20 0 $ 10 15 20

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 3. Perfis de concentragdo versus tempo apds administracdo do LASSBio-596 na dose de 10 mg/kgi.va
ratos Wistar (n = 3/tempo): (Painel Superior) pulmao, (Painel Meio) rins e (Painel Inferior) figado. (Média + DP)

Para os trés tecidos analisados, o tempo para o
pico de concentracdo foi de 15 a 30 min apds
administracdo, demonstrando uma distribuicdo
relativamente rapida da substancia para o meio extra-
vascular. Os perfis pulmonares e renais foram
semelhantes, mostrando uma penetracao equivalente
de LASSBio-596 nesses tecidos, com pico de
concentragdo pulmonar de 14 +5 pg/gerenal de 32 +
16 ug/g. No tecido hepatico, no entanto, a penetragdo
foi maior, obtendo-se concentragdes maximas de 160
+ 42 pg/g. O tempo de meia-vida nos trés tecidos
ficou em torno de 2 a 3 h. As elevadas concentragdes
determinadas no tecido hepatico poderiam estar
relacionadas com a elevada vascularizagdo desse
o6rgdo e, portanto, com maior contaminag¢do
sanguinea no homogeneizado, o que pode contribuir
para o aumento dos valores de concentragdo e
penetrac3o tecidual relativa.”

A alta penetracdo tecidual observada para
LASSBio-596 é coerente com sua baixa ligacdo a
proteinas plasmaticas, 22,6 + 14,7%, determinada por
ultrafiltracado.

Os resultados de farmacocinética do LASSBio-596
obtidos em roedores mostraram uma baixa
biodisponibilidade oral e um tempo de meia-vida
curto. Esses resultados, no entanto, ndo podem ser
extrapolados para humanos uma vez que os
processos de disposicao de farmacos em roedores sao
muito mais rapidos que em humanos. Os resultados
apontam, no entanto, para a necessidade de se
esclarecer os mecanismos envolvidos com a baixa
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extensdo de absorcdo pela via oral bem como para
busca de vias de administracdo alternativas, como a
via pulmonar, que seria coerente com a aplicacdo
clinica desse protétipo.

7. Toxicologia

Ato seguinte, foi investigada a toxicidade aguda
(administragdo Unica seguida de 14 dias de
observagdo) e cronica (90 dias de tratamento) de
LASSBio-596 em roedores.

Para tanto, foram utilizados ratos Wistar e
camundongos Swiss, provenientes do Biotério Prof.
George Thomas do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba e os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal da Paraiba.

Nos experimentos, todos os animais foram
mantidos em iguais condi¢cbes de temperatura, ciclo
claro/escuro de 12 horas e livre acesso a ra¢do e agua.

7.1. Ensaio de Toxicidade Aguda

Os grupos teste e controle foram compostos por
seis animais machos e por seis animais fémeas (ratos
e camundongos).

Os animais do grupo teste foram submetidos a
administracdo por gavagem de doses de 2000 mg/Kg
do protétipo antiasmatico LASSBio-596. Nos animais
do grupo controle, foi administrado por via oral
apenas o veiculo (utilizado na diluicdo do composto
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em questao).

Apds a administracdo de LASSBio-596, os animais
foram observados para a deteccdo de possiveis sinais
toxicos de carater geral (protocolo de triagem
farmacoldgica comportamental) nos intervalos de 0,
15, 30 e 60 minutos a cada 4 horas, até completar 24
horas, e diariamente durante 14 dias. No 14° dia, os
animais tratados foram sacrificados por tragdo
cervical e seus 6rgdos coletados (pulmdes, estdbmago,
rins, coracdo e figado) para andlise histopatoldgica.

7.2. Ensaio de Toxicidade Cronica

Os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais, com administracdo de LASSBio-596
por via oral durante 90 dias:

1. O grupo controle (10 machos e 10 fémeas)
recebeu apenas o veiculo utilizado na diluicdo
do composto em questdo;

2. O grupo 10 (10 machos e 10 fémeas) foi tratado
com a substancia teste numa dose
correspondente a EDsq de LASSBio-596 (i.e. 10
mg/Kg/dia);

3. O grupo 50 (10 machos e 10 fémeas) foi tratado
com uma dose correspondente a cinco vezes
a EDs, de LASSBio-596 (50 mg/Kg/dia);

4. O grupo 250 (10 machos e 10 fémeas) foi tratado
com uma dose correspondente a vinte e
cinco vezes a EDsy; do composto (250

mg/Kg/dia).
Os parametros observados no estudo de
toxicidade cronica incluiram: a) testes

comportamentais (campo aberto e “rota-rod” de 15
em 15 dias), b) variacdo de peso (semanal), c)
temperatura (quinzenal), d) glicemia (quinzenal), e)

Figura 4. Foto ilustrando a necrose hepatica lobular
focal, discreta, associada a reagao inflamatéria
linfomonocitaria (zona Il e zona lll). Perivenulite (veia
hepatica terminal), focal. Portite linfomonocitaria
(discreta e focal)
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consumo didrio de alimento e agua. Apds 90 dias de
tratamento, os animais do grupo controle e teste
foram mortos por tragdo cervical e seus Orgdos
examinados macroscopicamente. Desta forma,
coracdo, pulmdes, figado, rins e estdmago foram
retirados, colocados em formol 10% para posterior
anadlise histolopatoldgica. O sangue foi coletado via
plexo braquial e/ou via orbital, para a realizacdo de
exames hematoldgicos (hemograma com contagem
diferencial de leucdcitos) e exames bioquimicos
(glicemia, uréia, creatinina, colesterol, triglicerideos,
acido Urico, alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, fosfatase alcalina, colesterol e
fracbes, amilase, proteinas totais, albumina,
globulina, bilirrubina total, direta e indireta,
creatinina, sddio, potassio, calcio, fdésforo e
magnésio). Os valores foram apresentados como
média + erro padrdo da média (e.p.m), sendo
utilizados os testes t de Student e analise de variancia
“one way” (ANOVA), seguida de Bonferroni para
amostras pareadas e ndo pareadas. Foram
considerados valores estatisticamente significantes
qguando o P< 0,01, P<0,05 e P<0,001. Os dados foram
analisados através do programa estatistico Graph Pad
Prism 4.0.

7.3. Perfil Toxicoldgico de LASSBio-596

A administracdo oral de 2000 mg/kg de LASSBio-
596 ndo induziu morte em nenhum dos animais, até
14 dias apds a administracdo Unica do composto.

Como mostram as figuras 4, 5, 6, 7 e 8, a analise
histopatoldgica do estudo de toxicidade aguda revela
gue em camundongos ocorreram alteragdes no
figado, rins e estbmago, apds a administragao via oral
em dose Unica de 2000 mg/Kg de LASSBio-596.

Figura 5. Foto evidenciando nefrite intersticial cronica
com infiltrado linfomonocitario
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Figura 6. llustracdo de gastrite cronica moderada e
quiescente

Figura 7. Imagem de necrose lobular associada ao
fluxo de células inflamatdrias

Figura 8. Figura evidenciando esteatose

De forma analoga aos resultados obtidos nos
estudos de toxicidade aguda, apdés um periodo de
tratamento de 90 dias com doses diarias (p.o) do
prototipo LASSBio-596, nao foram observadas mortes
em nenhum dos grupos estudados.

Durante o periodo de tratamento dos animais por
90 dias, em diferentes doses, ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significantes em relagdo
ao consumo de dagua e ragdo, glicemia (quinzenal),
evolugdo ponderal e temperatura, nem em ratos
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machos nem em fémeas.

Os testes comportamentais do  estudo
toxicolégico cronico demonstraram em animais
machos diminuicdo do numero de ambulagGes,
diminuicdo no tempo de “rota rod” e aumento no
numero de “rearing”, no entanto, tais altera¢cdes nao
sdo de importancia clinica, uma vez que ndo
ocorreram de maneira dose-dependente, tampouco,
evoluiram de maneira temporal, se caracterizando
como alteragdes pontuais e eventuais.

A andlise histopatoldgica do estudo de toxicidade
cronica (Figuras 9, 10, 11 e 12) revelou em animais
fémeas alteracbes no estbmago (na dose de 10
mg/Kg), no figado (na dose de 10 mg/Kg) e pulmdes
(nas dose de 10, 50 e 250 mg/Kg).

J4 em ratos machos, a analise histopatoldgica
revelou alteracdes no estdbmago (dose de 50 mg/Kg) e
pulmdes (dose de 250 mg/Kg).

Figura 9. Figura ilustrando gastrite crénica quiescente

Figura 10. llustragdao de necrose lobular ocasional com
reacdo inflamatdéria mononuclear, acometendo a zona
Il do Iébulo hepatico
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Figura 11. Foto evidenciando pneumonite cronica
focal

Figura 12. llustracdo de hepatite crénica periportal
discreta

A andlise hematoldgica e bioquimica dos animais
fémeas do estudo cronico revelou diminuicdo da
concentragdo sanguinea de acido urico (dose 50
mg/Kg), de transaminase glutdmico pirdvica (dose 50
mg/Kg) e de magnésio (dose de 10 e 50 mg/Kg) e
aumento da concentragdo sanguinea de creatinina
(dose 10 mg/Kg), glicose (dose 250 mg/Kg) e amilase
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(dose 250 mg/Kg). No hemograma, a hemoglobina
corpuscular média apresentou-se diminuida (dose de
10 e 250 mg/Kg) e o volume corpuscular médio
aumentado (dose 50 mg/Kg).

Nos animais machos houve aumento da
concentracdo sanguinea de magnésio (dose de 10
mg/Kg), diminuicdo da concentracdo sanguinea de
triglicerideos (dose de 250 mg/Kg) e de hemoglobina
corpuscular média (MCHC) (dose de 10 e 250 mg/Kg).

No sangue dos animais fémeas do grupo tratado
com LASSBio-596 por 90 dias, foram analisados outros
parametros hematoldgicos. Nestas analises observou-
se que os valores de hematdcrito, hemoglobina,
hemoglobina corpuscular média (MCH), contagem de
glébulos vermelhos (RBC), contagem de glébulos
brancos (WBC), plaquetas e contagem diferencial de
leucdcitos nao apresentaram diferencas
estatisticamente significantes em relagdo ao grupo
controle (Figura 13). A concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (MCHC) do grupo tratado
apresentou diferenga estatistica significante em
relagdo ao grupo controle nas doses de 10 mg/Kg e
250 mg/Kg e o volume corpuscular médio (MCV) de
fémeas apresentou diferenca significante na dose de
50 mg/Kg (p<0,05).

Nenhuma diferenca estatisticamente significante
em relacdo ao grupo controle, foi observada para os
valores de hematdcrito, hemoglobina, hemoglobina
corpuscular média (MCH), volume corpuscular médio
(MCV), contagem de globulos vermelhos (RBC),
contagem de glébulos brancos (WBC) (Figura 14),
plaguetas e contagem diferencial de leucdcitos em
animais machos tratados, com LASSBio-596.

As alteragBes dos exames bioquimicos do grupo
tratado em relagdo ao grupo controle (p<0,05) sdo
mostradas na Tabela 2.

Rev. Virtual Quim. |Vol 2| |No.1| [10-27]
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Figura 13. Hemograma (rato fémea) (*p<0,05). HCT = hematocrito; HGB = hemoglobina; MCH =
hemoglobina corpuscular média; MCHC = concentracdo de hemoglobina corpuscular média; MCV=
volume corpuscular médio; RBC = gldbulos vermelhos ; WBC = gldbulos brancos
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Figura 14. Hemograma (rato macho) (*p<0,05). HCT = hematocrito; HGB = hemoglobina; MCH =
hemoglobina corpuscular média; MCHC = concentracdo de hemoglobina corpuscular média; MCV=
volume corpuscular médio; RBC = gldbulos vermelhos ; WBC = gldbulos brancos

Em resumo, os resultados obtidos a partir dos
ensaios de toxicidade aguda (14 dias) e crbnica (90
dias) de LASSBio-596 (via oral) em roedores
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revelaram que em doses até 200 vezes aquela
estimada para os testes farmacoldgicos in vivo, a
administracdo do composto nao induziu mortes.
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Este resultado é importante, uma vez que a
Organizagdo Mundial da Saude recomenda que
para um medicamento chegar ao mercado ¢é
necessaria uma relagdo maior que 30 entre a DE;5p e
a DLsg. Um dos pontos importantes é que as
alteracdes observadas em resposta a dose de 2000
mg/kg, por via oral, podem ser provavelmente
devidas a grande quantidade de composto
administrado, ndo sendo as mesmas de importancia
clinica significativa.

LYo

A andlise histopatoldgica do estudo de
toxicidade crbnica revelou em animais fémeas
alteragBes no estdmago (dose de 10 mg/Kg), figado
(dose de 10 mg/Kg) e pulmdes (dose de 10, 50 e
250 mg/Kg). Em machos foram observadas
alteracbes no estdmago (dose de 50 mg/Kg) e
pulmdes (dose de 250 mg/Kg). Tais altera¢des ndo
devem ter grandes implica¢es clinicas, uma vez
gue ocorreram de maneira pontual e, em alguns
casos, isolada na escala temporal.

Tabela 2. Alteracdes em exames bioquimicos com significancia estatistica (p<0,05). ALT: transaminase glutamica
pirdvica; AST: transaminase glutamica oxalacética; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; BT: bilirrubina
total; CK: creatina quinase; FAL: fosfatase alcalina; PT: proteina total; C: controle; DU: 10 mg/Kg

ALTERACOES BIOQUIMICAS
(p<0,05)

Fémeas

Machos

EXAMES C DU

5DU | 25 DU C DU 5DU 25 DU

Acido Urico

X

Albumina

Amilase

ALT

AST

BD

Bl

BT

Calcio

CK

Colesterol

Creatinina X

FAL

Fosforo

Glicemia

Globulina

Magnésio X

Potassio

PT

Sédio

Triglicerideos

Uréia

8. Genotoxicidade & Mutagenicidade

A caracterizagdo do eventual perfil de
genotoxicidade in vitro de LASSBio-596 foi realizada
utilizando-se os testes de andlise do cometa,®®
aberragdes cromossémicas’’ e avaliagio da morte
celular (i.e. citotoxicidade).”®

Para andlise estatistica dos resultados obtidos nos
experimentos, foram utilizados os testes ANOVA e
Tukey no software Prism® versdo 4.0 (GraphPad
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Prism Software), sendo os resultados considerados
significantes quando p < 0,05.

8.1. Teste do Cometa

O teste do cometa, também conhecido como
Single-cell gel electrophoresis tornou-se, nos ultimos
dez anos, um dos principais métodos para estudo de
lesdes no DNA, com aplicabilidade em estudos de
genotoxicidade.?®

Neste teste, linfécitos humanos (0,5 x 10°
Rev. Virtual Quim. |Vol 2| |No.1| |10-27]
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células/mL) foram cultivados na presenca de
concentragOes crescentes (25, 50, 100, 250 e 500
ug/mL) do protétipo LASSBio-596, durante 24 horas a
37°C, em atmosfera de 5% de CO,. A doxorrubicina
(0,3 pg/mL) foi utilizada como controle positivo e o
DMSO (0,1%) como controle negativo.

Apds o tratamento, as células foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose (25 V; 300 mA)
durante 20 minutos. Para coloracdo das laminas, foi
utilizada uma solucdo de brometo de etidio
(20pg/mL). As laminas foram analisadas com o auxilio
de microscépio de fluorescéncia. A analise foi realiza
de acordo com o padrdo de escores previamente
determinados pelo tamanho e intensidade da cauda
do cometa. Foram contados 100 cometas por lamina®’
e classificados, por analise visual, dentre cinco

Rocco, P. R. M. et al.

categorias (0, 1, 2, 3 e 4) que representam a
percentagem de DNA na cauda do cometa, indicando
o grau de lesdo sofrido pela célula. O indice de dano
(ID) foi calculado através da multiplicagdo do total de
cada tipo de cometa por seus escores (0, 1, 2, 3 e 4).
Logo, os valores de ID podem variar de 0 (sem dano) a
400 (dano maximo).

Nas concentracbes de 25, 50, 100 e 250 pg/mL
LASSBio-596 ndo apresentou efeito genotdxico.
Apenas na maior concentracao, LASSBio-596 induziu
um aumento significativo no indice de dano ao DNA
de linfécitos expostos (p<0,001) (Figura 15).

400
350 4 —
200 A
250 4
200 A
150 A
100
50 A

0 . —

e e

Doxo DMSO 25

50 100 250 500

ug/mbL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL

LASSBio-596

Figura 15. indice de dano ao DNA de linfécitos humanos tratados durante 24 horas com o composto LASSBio
596 (A) DMSO (veiculo) e a doxorrubicina (Doxo, 0,3 pug/mL) foram utilizados como controles negativo e
positivo, respectivamente. Os dados correspondem a média * desvio padrdo de quatro experimentos
independentes. *p<0,001comparado com o controle negativo por ANOVA/Tukey

8.2. Teste de aberra¢des cromossdmicas

Para o estudo sobre o eventual perfil de
mutagenicidade de LASSBio-596 foi empregado o
teste de aberragbes cromossOmicas em culturas de
linfécitos humanos, um dos métodos mais sensiveis
para a deteccdo de agentes mutagénicos e/ou
carcinogénicos, sendo complementar ao teste de
Ames.”

Neste ensaio, as possiveis alteracbes do DNA sdo
observadas através da andlise de aberracGes
cromossomicas, resultantes da atuacdo de diferentes
mecanismos de reparo das quebras nas cadeias do
DNA.

Desta forma os experimentos foram realizados
utilizando linfécitos humanos (0,5 x 10° células/mL)
cultivados na presenca de concentragbes crescentes
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(25; 50; 100; 250 e 500 pg/mL) de LASSBio 596,
durante 24 horas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,.
Apds o periodo de tratamento, as culturas foram
centrifugadas e lavadas com PBS. Depois, as culturas
de linfdcitos foram re-incubadas por um periodo de
48 h.

Duas horas antes do término do tempo de
incubacdo, foi adicionada em todas as culturas uma
solugdo de colchicina (0,0016%) para a obtencdo de
metafases. Posterior ao tempo de cultivo, as culturas
foram fixadas com uma solu¢do de metanol/acido
acético (3:1) mantida previamente gelada (4°C).

Apds a etapa de fixagdo, cinco laminas por cultura
foram montadas e coradas com Giemsa (5%). A
andlise das laminas foi realizada em microscépio
Optico, com a finalidade de se detectar possiveis
alteracbGes cromossOmicas estruturais ou numéricas
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nas metafases dos linfocitos. Os cromossomos foram
analisados com a objetiva de imersdo (100 x), em
laminas codificadas, observando-se a posicdao do
centrbmero, alteracbes no grau de ploidia e
aberragdes estruturais segundo Savage (1975).%

Os parametros analisados foram a frequéncia de
células com aberracdes cromossOmicas em 100
metafases/cultura e o indice mitdtico (IM),
determinado pela contagem do nimero de metdafases
em 2000 linfoblastos/cultura. O IM representa a
propor¢do de células em divisdo. Uma reducdo nos
valores de IM pode refletir a inibicdo da progressao
do ciclo celular e/ou uma perda da capacidade
proliferativa.

O IM foi calculado usando-se a seguinte férmula:

Numero de metafases x 100

IM =
Numero total de linfoblastos

LYo

A reducdo dos valores do indice mitético (IM)
observado para LASSBio-596 indica que o composto
exerce efeitos citotdxicos a partir da concentracdo de
100 pg/mL (246 uM). Na concentragdo de 500 pg/mL
(1230 uM) ndo foi possivel a observacdo de
metafases. Nesta concentracdao, muitas células com
nicleos e membranas fragmentadas com
caracteristicas apoptdticas e necréticas foram
observadas. As mesmas observa¢cdes morfoldgicas
foram constatadas nas concentragdes inferiores
avaliadas, mas em menor magnitude, através da
coloracdo diferencial por brometo de etidio e acridina
laranja (Figura 16). A auséncia de prolifera¢do celular
(Tabela 3) e a drastica reducdo da viabilidade celular
(Figura 16) evidenciam que o alto valor do indice de
dano (ID) no ensaio do cometa na concentracdo de
500 pg/mL (Figura 16) é indicativo de citotoxicidade e
auséncia de genotoxicidade.

Tabela 3. Efeito do LASSBio-596 sobre a proliferacao e inducao de aberracdes cromossdmicas em linfécitos
humanos apds 24 horas de exposicao

Nimero de Aberragdes por Individuo®
Tratamento | IM® Gaps RUP¢ poL® ENDO® Células
(%) aberrantes (%)
DMSO 69 |[0|1|0|0]|O0 ojojojo|ojo|j0ofjojojo 0,0
Doxo 1,2* 31312413 1(3(1/0|1/0(0j0]|0]|0 2,310,2
Controles
25 ug/mL 6,5 0|0|1]1 ojojojo|ojo|j0ojojoj|o 0,1+0,2
50 ug/mL 6,2 0|0|0|O ojojo0ojo0|0|jO0|0|j0O]jO0O]|O 0,0
100 pug/mL | 5,3 ojlolo|o ololoflo|o|o|o|O|O]|O 0,0
LASSBio- | 250 Mg/mL | 4,7 1/ofofofofojofofolof[o]o]0]0]O 0,0
236 500 pg/mL - - - - - -

®indice mitético; Ndmero de aberragdes em 100 metafases analisadas; ‘rupturas na cromatina dos cromossomos (quebras cromatidicas
ou cromossOmicas); dcélulas poliploides; *Endoduplicagdo; fFrequéncia de células aberrantes. DMSO (0,1%) foi utilizado com o controle
negativo e a doxurrubicina (0,3pg/mL) serviu como controle positivo. Os dados correspondem a média = desvio padrdo de quatro
experimentos independentes. **p<0,05 e *p<0,001 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste t de Student.
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Figura 16. Efeito do composto LASSBio-596 em linfécitos humanos tratados durante 24 horas. DMSO
(veiculo) e a doxorrubicina (Doxo, 0,3 pug/mL) foram utilizados como controles negativo e positivo,
respectivamente. Os dados correspondem a média * desvio padrdo de dois experimentos independentes.

°p< 0,001; bp<0,01; °p<0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA/ Student Newman Keuls

9. Comentarios finais

O trabalho integrado envolvendo pesquisadores
do Sul, Sudeste e Nordeste, iniciado em ambito do
Instituto do Milénio: Inovacdo e Desenvolvimento de
Farmacos e Medicamentos (CNPg# 420015/05-1)
permitiu, ao longo dos ultimos quatro anos, descobrir
um novo candidato a farmaco antiasmatico (i.e.
LASSBio-596), ativo por via oral em modelo murino de
asma aguda e asma cronica, com propriedade
broncodilatadora, anti-inflamatéria e com agdes
benéficas no processo de remodelamento das vias
aéreas, cujo perfis de biodisponibilidade, toxicidade
aguda e cronica, em roedores, genotoxicidade e
mutagenicidade foram determinados.

LASSBio-596 apresentou auséncia de efeito
genotoxico e/ou mutagénico — em condigdes in vitro,
sem uso de sistema de metabolizagdo exdégena — baixa
biodisponibilidade e curto tempo de meia-vida,
quando administrado pela via oral. Ndo induziu
mortes em roedores nos ensaios de toxicidade aguda
(em dose 200 vezes superior a necessaria ao efeito
antiasmatico) e toxicidade cronica (em doses até 25
vezes maior aquela necessdria ao efeito
antiasmatico), embora, alteracGes histopatoldgicas e
hematoldgicas pontuais tenham sido observadas com
0 uso crénico (90 dias consecutivos) de LASSBio-596.

Os estudos pré-clinicos conduzidos com LASSBio-
596, até o momento, sugerem futuro alvissareiro a
este prototipo aquiral de estrutura simples e original,
credenciando a continuidade dos estudos pré-clinicos,
que visam o cumprimento das exigéncias regulatdrias,
que antecedem a etapa, eventual, de estudos clinicos

Rev. Virtual Quim. |Vol 2| |No. 1| |10-27]

de Fase l.

10. Glossario

Biodisponibilidade: pardmetro relacionado com o
processo de absorcdo. Representa a percentagem da
dose que realmente chega ao sangue apds a
administracdo do farmaco. Por definicdo, a dose
intravenosa é sempre 100% biodisponivel.

Citotoxicidade: capacidade de um agente exercer
acao litica especifica sobre certas células.

Depuragdo: parametro relacionado com o processo
de eliminagdo. E o parametro que traduz a capacidade
do organismo de eliminar o composto administrado.
Quanto maior for a capacidade de eliminagdo, mais
freqlientemente esse deverd ser administrado para
manter as concentragdes necessarias para o efeito
desejado.

Farmacocinética: subarea da farmacologia que estuda
as etapas que o farmaco sofre desde a administragdo
até a eliminagdo do organismo, ou seja: absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME).

Genotoxicidade: capacidade de induzir alteracdes no
material genético.

Glicoproteina-P (P-gP): proteina encontrada em
algumas membranas do organismo, como no trato
gastrintestinal e na barreira hemato-encefalica (BHE),
que funciona como uma bomba de efluxo, ou seja,
promove ativamente a saida de compostos do interior
da célula. Desse modo, apenas uma pequena fragdo
desses compostos é absorvido, no caso do intestino,
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ou penetra no cérebro, no caso da BHE. O “P” do
nome refere-se a permeabilidade. Algumas
substancias, como o verapamil por exemplo, podem
inibir essa proteina aumentando a biodisponibilidade
de compostos que eram antes pouco absorvidos.

Hiper-responsividade: resposta exagerada das vias
aéreas do asmatico a uma grande variedade de
fatores ambientais, genéticos e estimulos mecanicos.

Meia-vida: parametro que indica o tempo necessario
para que a concentragdo do composto no sangue seja
reduzida a metade. Esse parametro, que depende
tanto do volume de distribuicdo quanto da
depuracdo, é importante para determinar o intervalo
entre doses para a administracdo dos medicamentos.

Mutagenicidade: qualidade  de mutagénico.
Mutagénico é todo agente fisico, quimico ou bioldgico
que pode causar mutagdo, ou seja, um dano na
molécula de DNA.

Remodelamento: reconstruir com modificacOes
profundas. Alteragdo estrutural das vias aéreas como
resultado do processo inflamatdrio cronico na asma.

Simbiédtico: protétipo desenhado para atuar em no
minimo dois alvos moleculares, pertencentes a
janelas bioquimicas distintas, porém, envolvidos em
uma mesma resposta fisiopatoldgica

Toxicologia: ciéncia multidisciplinar que tem como
objeto de estudo os efeitos adversos das substancias
quimicas sobre os organismos.

Volume de distribuigdao: parametro relacionado com
o processo de distribuicdo. E o pardmetro que mostra
a afinidade do composto pelos tecidos e 6rgaos, bem
como pelas proteinas do plasma. Quanto maior o
volume de distribuicdo, maior a quantidade do
composto nos tecidos e 6rgdos em comparagdo com a
guantidade no sangue.
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