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RESUMO

Os gliomas sdo os tumores primarios mais comuns no sistema nervoso
central. Apesar dos progressos recentes no tratamento do glioblastoma, a
sobrevida média dos pacientes ainda permanece em 15 meses. A cinesina KSP
tem sido relatada como um alvo interessante para terapia do cancer. Seguidos
pelo primeiro inibidor especifico da KSP, monastrol, vérios outros anélogos
estruturais também tém sido estudados. Aqui nds descrevemos o efeito do LaSOM
65, um composto derivado do monastrol, em gliomas. LaSOM 65 foi capaz de
diminuir o crescimento celular e a viabilidade das células gliomas, mas, em
contraste com monastrol, a molécula ndo causou bloqueio no ciclo celular em
G2/M. Anédlises por citometria de fluxo mostraram que o LaSOM 65 leva as
células a necrose e "apoptose tardia”, apos 24h e 48h de tratamento. NOs também
investigamos o efeito do LaSOM 65 sobre a atividade da ecto-5'NT, uma enzima
cuja expressdo esta associada com nivel de invasdo neovascularizacdo e
metastase dos tumores. O tratamento ndo alterou a atividade da enzima em
comparacao com as ceélulas controle. Experimentos in vivo mostraram que LaSOM
65 nao foi capaz de diminuir o tamanho do tumor em modelo de gliomas de rato.
Mais estudos sdo necessarios para compreender os mecanismos pelos quais

LaSOM 65 exerce seus efeitos citotdxicos.
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ABSTRACT

Gliomas are the most common primary cancer in the central nervous
system. Despite recent progress in the treatment of glioblastoma, the median
survival of the patients still remains at 15 months. Kinesin Spindle Protein (KSP)
has been reported as an interesting target for cancer therapy. Followed by the first
specific KSP inhibitor, Monastrol, several other structural analogues have also
been studied. Here we describe the effect of LaSOM 65, a monastrol derivated
compound, against glioma. LaSOM 65 was able to decrease cell growth and cell
viability of gliomas cells, but, in contrast with monastrol, the molecule did not cause
blockage in the cell cycle on G2/M phase. Analysis by flow cytometry showed that
LaSOM 65 leads cells to necrosis and “late apoptosis” after 24h and 48h of
treatment. We also investigate the effect of LaSOM 65 on ecto-5'NT activity, an
enzyme whose expression level is associated with neovascularization,
invasiveness and metastasis of tumors. The treatment did not alter the enzyme
activity compared to control cells. Experiments in vivo shown that LaSOM 65 was
not able to decrease the tumor size in rat gliomas model. More studies are
necessary to understand the mechanisms by which LaSOM 65 is exerting its

cytotoxic effects.
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1. INTRODUCAO

1.1 Gliomas

1.1.1 Origem e Classificagao

Os gliomas sdo os tumores primarios mais comuns no sistema nervoso
central (SNC). Eles sdo um grupo heterogéneo de tumores que apresentam
caracteristicas semelhantes a glia, e incluem tumores constituidos de células
com caracteristicas de astrocitos (astrocitomas), oligodendrdcitos
(oligodendrogliomas), células ependimais (ependimonas) e mistura de varios
tipos de células gliais (oligoastrocitomas) (Kleihues and Cavenee, 2001).

Ainda existe controvérsia sobre a origem dos gliomas. A identificacdo de
células tronco-neurais capazes de diferenciar-se em neurdnios e astrocitos
maduros sustém a hipotese de que estas células, juntamente com os
progenitores gliais, estariam envolvidas na génese dos gliomas. Uma mutacao
poderia ativar a sua capacidade de proliferacdo e migracdo e formar células
pré-malignas em varias areas do cérebro. Por outro lado, outra possivel origem
das células tumorais seria a dediferenciacéo de células maduras em resposta a
mutacdes genéticas (Maher et al., 2001). Os gliomas séo classificados pela
Organizacdo Mundial da Saude em quatro niveis de acordo com o grau de
malignidade. Os gliomas de grau | e grau |l (astrocitoma de baixo grau) sao
tumores de baixo grau de malignidade, porém, este dltimo tende a infiltrar-se

difusa e rapidamente no parénquima cerebral ao redor do tumor, tornando



dificil a sua remogdo completa por ressecc¢ao cirargica. Os gliomas de grau llI
(astrocitoma anaplastico) e IV (glioblastoma multiforme) sdo altamente
malignos, caracterizados por intensa proliferacdo (grau Ill) e presenca de

tecido necrotico e/ou atividade angiogénica (grau 1V) (Maher et al., 2001).

1.1.2 Glioblastoma Multiforme

O glioblastoma multiforme (GBM) é a forma mais maligna de glioma (grau
IV) sendo a sobrevida média dos pacientes de menos de um ano. Os GBM
podem ser classificados em dois subtipos: i) primario ou “de novo”, atingem
pacientes de 62 anos em média, sem quaisquer evidéncias clinicas e
histolégicas anteriores; ii) secundario ou “progressivo”, sdo originados de um
glioma de baixo grau e se desenvolvem em pacientes mais jovens, com 45
anos em média (Lim et al., 2011).

Apesar desses dois subtipos de GBMs apresentarem perfis genéticos
distintos, com diferentes frequéncias de mutacfes genéticas, ha muitas
semelhancas quanto as caracteristicas biologicas e clinicas de ambos. Tanto
glioblastomas primarios quanto glioblastomas secundarios apresentam a
mesma média de sobrevida, taxas de proliferacdo e invasdo equivalentes e

ambos apresentam proliferacdo microvascular e necrose (Maher et al., 2001).

1.1.3 Tratamento
A cirurgia representa o tratamento de primeira escolha para os pacientes

com gliomas, entretanto, a resseccdo completa do tumor é limitada pela alta
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invasividade das células tumorais nos tecidos adjacentes, o que leva a uma
expressiva taxa de recorréncia devido a permanéncia de células
remanescentes no local do tumor (Behim et al., 2003). Apdés a cirurgia, a
maioria dos pacientes € tratada com radio/quimioterapia, sendo a
temozolamida (um agente alquilante de DNA) o principal quimioterapico
utilizado. Foi relatado, no entanto, que pacientes que expressam 0 promotor
metilado do gene MGMT, que codifica uma enzima de reparo do DNA,
apresentam uma grande reducdo da eficacia da temozolamida (Weller et al.,
2010). Esta limitagdo associada aos efeitos toxicos da temozolamida indica a

necessidade do desenvolvimento de novos quimioterapicos com diferentes

alvos de acéo e que apresentem menor toxicidade.

1.2 Mitose e Terapia para o cancer

Dentre os principios dos quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer
estad o de perturbar o processo de mitose e impedir que as cromatides irmas
sejam separadas e distribuidas para as entdo emergentes células filhas. Para
isso, a grande maioria dos farmacos tém os microtibulos como alvo de agao.

Os microtubulos sdo constituidos de dimeros alfa/beta tubulina
polimerizados que formam fibras que emergem dos polos da célula em divisdo
e se ligam ao centrossomo dos cromossomos condensados, formando o
“spindle” mitético. Alcaldides da vinca promovem despolimerizagdo dos
microtibulos e os taxanos estabilizam-nos e inibem a funcdo do “spindle”
mitético (Wilson and Jordan, 2004). Dessa forma, a célula permanece “presa”

3



na mitose, o que acarreta a morte celular. No entanto, os microtibulos
exercem outros papéis importantes em células que ndo estdo em processo de
divisdo, tais como regulacdo da mobilidade e do transporte de organelas.
Assim, por exercerem acgles sistémicas, esses farmacos interferem
concomitantemente nestes processos, causando muitos efeitos colaterais.
Além disso, os microtlbulos sdo requeridos para o transporte de proteinas e
vesiculas ao longo dos axdnios, 0 que € a causa da neurotoxicidade observada
em farmacos que os tém como alvo de acdo (Huszar et al., 2009). Frente a
essa situacdo, faz-se necessario que novos farmacos com potencial
antimitético, e com diferentes alvos de acdo, sejam desenvolvidos para o

tratamento do cancer.

1.2.1 Cinesinas Mitoéticas

Nos ultimos anos, cinesinas mitoticas destacaram-se como interessantes
alvos para drogas antimitéticas. As cinesinas sdo um grupo de proteinas
motoras que transformam a energia quimica liberada da hidrolise da adenosina
trifosfato (ATP) em energia mecanica para movimentar-se em direcdo a
extremidade positiva dos microtabulos. Elas exercem diversas funcdes na
célula, tais como o transporte de vesiculas, organelas, cromossomos e
complexos protéicos, bem como o controle do movimento dos microtubulos
(Miki et al., 2005). Cerca de 623 cinesinas foram identificadas e classificadas
em diferentes familias de acordo com a funcdo que exercem. Dentre as 45

cinesinas humanas, pelo menos 12 mostraram-se importantes em varias



etapas da mitose, tais como formacdo do spindle bipolar, alinhamento e

segregacao dos cromossomos e citocinese (Zhu et al., 2005).

1.2.2 Cinesina Eg5 / KSP

A Eg5 € uma proteina homotetramérica e apresenta dois dominios motores
em cada extremidade. Uma vez ligados aos microtibulos antiparalelos, os
dominios motores hidrolisam ATP e a energia liberada é utilizada para o seu
movimento, resultando no deslizamento dessas fibras em direcbes opostas
(Kapitein et al, 2005). Esse processo é essencial durante a mitose e garante
gue os cromossomos sejam adequadamente separados, formando o spindle
bipolar. Quando a Eg5 € inibida, as células apresentam bloqueio da separacéao
dos centrossomos, resultando em um spindle monoastral, cercado por
cromossomos condensados (Fig. 1). A auséncia da tensdo produzida pela
inibicdo da cinesina Eg5 impede que o processo mitético ocorra e leva a célula

a morte.

mis.centifaDNA mts. centrin. DNA

4h. 500nM 3534085

Figura 1. A) spindle bipolar. B) spindle monopolar (Orth et al., 2008).



A Eg5 tem atraido muita atencdo quanto ao seu potencial para o
desenvolvimento de inibidores farmacoldgicos visando o tratamento do cancer.
Além de ser extremamente importante para a divisdo celular, ela esta presente
em uma variedade de tumores sdlidos e leucemias, e é associada com alta
taxa mitotica, indicando intensa proliferacao celular (Carter et al., 2006). Pouca
ou nenhuma expressao dessa cinesina é detectada em tecidos adultos ndo
proliferativos (LeGuellec et al., 1991). Este fato a torna um alvo terapéutico
ainda mais interessante, uma vez que seria possivel inibi-la nas células
tumorais (que apresentam elevado indice mitético) sem que células nao

proliferativas sofram interferéncia.

1.2.3 Inibidores da cinesina Eg5

O Monastrol foi o primeiro inibidor especifico da cinesina Eg5 a ser relatado
(Mayer et al.,1999). Foi demonstrado que ele € um inibidor alostérico que se
liga em uma regido préxima ao sitio catalitico da cinesina, induzindo uma
mudanca conformacional que impede a liberagdo do ADP do complexo ADP-
Eg5. Dessa forma, o sitio catalitico da enzima mantém-se ocupado e impedido
de hidrolisar uma nova molécula de ATP (Cochran et al., 2005). Sem a
hidrolise de ATP, a célula ndo tem energia para 0 movimento dos
centrossomos em direcdo aos polos e, dessa forma, o spindle bipolar ndo é
formado. Estudos mostram que o monastrol blogueia a formacédo do spindle
bipolar causando uma parada no ciclo celular na fase G2/M e levando as

células a apoptose (Chin and Herbst, 2006). E importante ressaltar que o



monastrol ndo afeta os microtibulos na interfase nem a sua polimerizagéo in
vitro (Kapoor et al., 2000). Foi demonstrado através de estudos in silico,
utilizando “cross-validagao” de dois softwares, que o monastrol, apesar de ter
baixa lipofilia, € permeavel a barreira hematoencefalica por ter baixo peso
molecular e ndo apresentar cargas no pH fisiolégico (Valensin et al., 2009).
Além disso, nenhum efeito neurotéxico foi relatado devido ao tratamento com o
monastrol (Haque et al., 2004).

A molécula do monastrol tem servido como base quimica para o desenho
de novas drogas com potencial antimitotico. Por exemplo, a ciclizacdo das
suas cadeias laterais gerou derivados como o0 enastron, enastrol,
dimetilenastron; a aromatizacédo dessas cadeias formou o vasastrol (Sarli V et
al., 2005).

O ispinesib é a primeira molécula inibidora da Eg5 a ser utilizada em
estudos clinicos de fase Il. Resultados desses estudos indicam que o
tratamento de tumores com ispinesib ndo acarreta neuro e gastrotoxicidade,
sendo a neutropenia reversivel a toxicidade mais comumente relatada. Em
mulheres com cancer avancado de mama metastatico, o tratamento com
ispinesib foi capaz de reduzir o tamanho do tumor em 46% a 69% (Purcell et
al., 2010).

Desde entdo, muitos compostos inibidores da cinesina Eg5/KSP tem sido
estudados. Sabe-se que mudancas conformacionais na estutura quimica
dessas moléculas podem torna-las mais potentes para o tratamento do cancer,
bem como alterar padrbes importantes de permeabilidade a barreira

hematoencefalica, lipofilia e farmacocinética.



1.2.4 LaSOM 65
Uma diversidade de compostos derivados do monastrol foi sintetizada pelo
Laboratorio de Sintese Organica e Medicinal da Faculdade de Farmécia da
UFRGS. Dentre essa cole¢cdo, o LaSOM 65 (5-etoxicarbonil-6-metil-4-(3-
nitrofenil)-3,4-dihidropirimidina-2-(1H)-tione) mostrou-se promissor quanto a
sua capacidade de inibir a proliferacdo e a viabilidade de células tumorais
(Canto et al., 2011). Por este motivo, decidiu-se estudar mais profundamente

os efeitos desse composto sobre as linhagens de gliomas.

1.2.4.1 Estrutura quimica do LaSOM 65
O LaSOM 65 é um composto derivado do monastrol, sendo que a hidroxila

original foi substituida pelo grupamento NO; (Fig. 2).

rﬁ“cir OH /&ﬁ/ NO;

EtOs(C. ~N- H EtO,C _H
-~ rTl-"'J%‘S NAS
|
H H
Monastrol LaSOM 65

Figura 2. Estrutura quimica do monastrol e do LaSOM 65

1.2.4.2 Atividade antifungica do LaSOM 65
A atividade antifungica do LaSOM 65 foi verificada em culturas de Botrytis

cinérea e Colletotrichum glososporioides, sendo que 1 mM desse composto
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inibiu 19% e 30%, respectivamente, o crescimento das colénias em 72 h. Foi
verificada também a atividade larvicida e ovicida em carrapatos da espécie
Ripicephalus micropulus. O LaSOM 65 néo preveniu a ecloséo dos ovos nem
alterou a sobrevivéncia das larvas, possivelmente devido a sua incapacidade
de atravessar a camada de actina polar que compde o exoesqueleto deste

ectoparasita (Canto, 2010).

1.2.4.3 Estudos Farmacocinéticos do LaSOM 65
O intuito de avaliar a atividade antitumoral in vivo do LaSOM 65 gerou a
necessidade de estudar o seu perfil farmacocinético. Para isso, foram
administradas as seguintes doses: 1 mg/Kg via intravenosa (Tabela 1) e 30 e

90 mg/Kg via intraperitonial (Tabela 2).

Tabela 1 — Parametros farmacocinéticos do LaSOM 65 (1mg/kg - iv)

Parametros farmacocinéticos Media £ DP
ke () 0,427 +0,103
1z (h) 1,7+04

ASCa=(ngh/mL) 1240 + 187
CL iL/hfkg) 0.82+012

Wd (L'kg) 1,76 +0,33
MRT (h) 22 04

TABELA 1. Parametros farmacocinéticos do LaSOM 65 na dose de 1mg/Kg via
intravenosa (Torres e Dalla Costa). Ke: constante de eliminacéo,t¥z: tempo de
meia vida, ASCo-~: area sob a curva do tempo zero ao tempo infinito, CL:

clearance, Vd: volume de distribuicdo, MRT: tempo de residéncia médio.



Tabela 2 - Parametros farmacocinéticos do LaSOM 65 (30 e 90mg/kg - ip)

] o 30 mg'kg (Media + DP) %0 mg/kg (Media + DP)
Parametros Farmacocinéticos
Nn=T) (n=4)
Ke (W) 0,372 £0,090 0,281 £0,000
& (h) 20+05 2710
ASCo= (ng™hW'mL) 26200 £T687 79020 + 34,7
CL iL'hkg) 0,87 £0,27 0,90 £0,34
Wi (LK) 264 £147 3,30 £1,00
Tmax (h) 1,706 34+08
Cmax (ng'mL) B177,0£1477 8 13358,0 £4213,5°
Biodisponibilidade (%) 704 70,8

*diferanga estatistica (o = 0,05)

TABELA 2. Parametros farmacocinéticos do LaSOM 65 nas doses de 30 e
90mg/Kg via intraperitonial (Torres e Dalla Costa). Ke: constante de
eliminagéo, t¥2: tempo de meia vida, ASCo-~: area sob a curva do tempo zero
ao tempo infinito, CL: clearance, Vd: volume de distribuicdo, Tmax: Tempo em
gue ocorre a concentragcdo plasmatica maxima, Cmax: concentracao

plasmatica maxima.

Na dose de 1 mg/kg i.v., pode-se observar um curto tempo de meia-vida,
seguido de alto clearence e uma boa distribuicdo tecidual. Nas duas doses
administradas intraperitonialmente, ndo houve alteracbes na constante de
velocidade de eliminacdo, tempo de meia-vida, volume de distribuicdo e
clearence total. Houve aumento proporcional entre as doses e as areas sob a
curva, indicando farmacocinética linear na faixa de 30 a 90 mg/kg. A
biodisponibilidade também foi constante para essa faixa de doses, indicando

auséncia de saturacao.
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1.2.4.4 Atividade antitumoral do LaSOM 65

Estudos in vivo mostraram que o LaSOM 65, na dose de 90 mg/kg i.p., foi
capaz de reduzir 76% do crescimento do tumor sarcoma 180 em
camundongos. Sabe-se que os animais com sarcoma 180 apresentam uma
gueda dos niveis de hemoglobina e um aumento dos leucdcitos totais quando
comparados aos animais sadios. O hemograma dos animais tratados com o
LaSOM 65 revelou que esse composto ndo reverte os baixos niveis de
hemoglobina, porém os leucdcitos totais retornam aos niveis do controle sadio

(Canto, 2010).

1.3 Sistema Purinérgico

O sistema purinérgico pode estar envolvido com o desenvolvimento tumoral
de varios tipos de canceres, incluindo os gliomas (White and Burnstock, 2006).
Nucleotideos e nucleosideos extracelulares tém sido apontados como agentes
troficos de células gliais, participando de cascatas de regulacéo do crescimento
e proliferacéo celular (Morrone et al., 2003). Além de seu reconhecido papel no
metabolismo intracelular, as purinas e pirimidinas no meio extracelular séo
moléculas sinalizadoras que interagem com diferentes receptores de superficie
celular denominados purinoreceptores (Ralevic and Burnstock, 1998) e

finalmente sdo degradados por varias ecto-enzimas
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1.3.1 Purinoreceptores

Os purinoreceptores séo divididos em P1 e P2. Os receptores de adenosina
P1, ligados a proteina G, sao subdivididos em Al, A2a, A2b e A3 (Fredholm et al.,
2001). Os receptores P2 ligam nucleotideos e sao divididos em dois grupos: sete
receptores P2X,.7, ligados a canais ionicos; e oito receptores P2Y1, 2 4 6, 11-14,

acoplados a proteina-G (Dubyak, 1991; Abbracchio and Burnstock, 1994).

3.2 Ectonucleotidases

Os nucleosideos-5'-trifosfatos sdo sequencialmente degradados aos seus
respectivos nucleosideos e fosfato inorganico ou pirofosfato inorganico através
das ectonucleotidases.

As ectonucleotidases sdo enzimas localizadas na membrana plasmatica
das células, com o sitio catalitico voltado para o0 meio extracelular
(Zimmermann, 1996). Os nucleosideos 5°-tri e -difosfatados podem ser
hidrolisados pelas E-NTPDase (ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase), FAL
(fosfatase alcalina) e E-NPP (ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase)
(Zimmermann,  2001), formando seus respectivos nucleosideos
monofosfatados. Estes podem ser hidrolisados pela Ecto-5-NT (ecto -5'-
nucleotidase), pela FAL e por alguns membros das E-NPP (Battastini et al.,

1991, 1995, Zimmermann, 2001, Simon et al., 2006, Knowles, 2011).
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1.3.3 Ecto-5"-nucleotidase (ecto-5"NT)

A ecto-5-NT/CD73, responsavel pela hidrélise de nucleosideos
monofosfatados, especialmente o AMP, é altamente expressa na maioria dos
tumores sélidos e seu nivel de expressdao estd associado com a
neovascularizagdo, invasividade e metastases de tumores (Spychala, 2000). A
ecto-5-NT/CD73 apresenta varias funcbes nao relacionadas com sua atividade
enzimatica, estando envolvida em interacbes célula-célula e célula-matriz
extracelular, em eventos de migracdo e adesao celular (Vogel et al., 1991),
bem como nos mecanismos que induzem a resisténcia a drogas (Ujhazy et al.,
1996).

Adicionalmente, ela tem sido relatada como proteina envolvida na
motilidade celular (Ludwig et al., 1999), molécula de adesédo (Airas et al.,
1995), na proliferacdo e ativacdo de linfocitos e na adesdo dos mesmos ao
endotélio (Airas et al., 1997). Recentemente foi mostrado que a ecto-5'-
NT/CD73 €é uma proteina reconhecidamente envolvida no processo
proliferativo em células tumorais tornando-se uma forte candidata a marcador
de agressividade (Spychala et al., 2004) e progresséao tumoral, além de ser um
potencial alvo terapéutico (Zhou et al., 2007).

Dados publicados pelo nosso laboratério apontam que alteracdes na via de
sinalizacdo purinérgica podem estar envolvidas na malignidade dos gliomas
(Morrone et al., 2003, 2005, 2006; Wink et al., 2003). Em um outro estudo
mostramos que modificacbes na atividade enzimatica da ecto-5
nucleotidase/CD73 em diferentes estagios de confluéncia de linhagens de
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glioblastoma em cultura podem estar correlacionadas com a proliferacao

celular desses tumores (Bavaresco et al., 2008).
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2. OBJETIVOS

Os Objetivos dessa dissertagéo foram:

2.1 Objetivos gerais:
1. Avaliar o efeito do composto LaSOM 65 sobre linhagens de glioma e
células normais do sistema nervoso central, considerando seu
potencial antiproliferativo e citotéxico.

2. Verificar o efeito do LaSOM 65 em modelo in vivo de gliomas.

2.2 Objetivos especificos:

1. Estudar o efeito do composto LaSOM 65 no ciclo celular bem como
0s possiveis tipos de morte celular que ele acarreta (necrose/apoptose) em
linhagem de gliomas.

2. Estudar o mecanismo de acdo dessa molécula, tal como a possivel
relacdo do seu efeito citotoxico com a atividade da enzima ecto-5"NT em

linhagens de gliomas.
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3. RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo foram organizados em dois artigos
cientificos. O primeiro, pronto para ser submetido a um periédico da area. O
segundo artigo retne na forma de manuscrito em preparacdo os demais dados

obtidos neste trabalho de mestrado.

3.1 ANTITUMOR ACTIVITY OF LASOM 65, A MONASTROL DERIVATED
COMPOUND, AGAINST GLIOMAS CELL LINES IN CULTURE.

Manuscrito a ser submetido ao periddico Anti-Cancer Drugs
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ABSTRACT

Gliomas are the most common primary cancer in the central nervous system.
Despite recent progress in the treatment of glioblastoma, the median survival of the
patients still remains at 15 months. Kinesin Spindle Protein (KSP) has been
reported as an interesting target for cancer therapy. Followed by the first specific
KSP inhibitor, Monastrol, several other structural analogues have also been
studied. Here we describe the effect of LaSOM 65, a Monastrol derivated
compound, against glioma cell lines. LaSOM 65 was able to decrease cell growth
and cell viability of gliomas cells, but, in contrast with Monastrol, the molecule did
not cause blockage in the cell cycle on G2/M phase. Analysis by flow cytometry
shown that LaSOM 65 leads cells to necrosis and “late apoptosis” after 24h and
48h of treatment. We also investigated the effect of LaSOM 65 on ecto-5'NT
activity, an enzyme highly expressed in most solid tumors whose expression level
is associated with neovascularization, invasiveness and metastasis of tumors. The
treatment did not alter the enzyme activity compared to control cells. More studies
are necessary to understand the mechanisms by which LaSOM 65 is exerting its

cytotoxic effects.

Key words: glioma, KSP inhibitors, ecto-5"-nucleotidase
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1. Introduction

Gliomas are the most common primary cancer in the central nervous system
(CNS), also being a heterogeneous group of tumors that demonstrates features
similar to glia cells, with a high capacity of proliferation and invasion [1]. In this
regard, gliomas are classified by the World Health Organization into four levels (I —
IV) according to their degree of malignancy. In the fourth level, the glioblastoma
multiform is considered the most aggressive and lethal form of glioma, which is
sub-classified into primary (de novo) or secondary, originated from low grade
glioma [2]. Despite recent progress in the treatment of glioblastoma, the median
survival of the patients still remains at 15 months, and the majority of patients die
within 2 years. The treatment consists of surgery followed by chemo/radiotherapy
[3]; however, it is difficult to completely remove the tumor because of the invasive
nature of the malignant gliomas throughout the brain.

Among the most effective cancer therapeutics currently in use are drugs that
target tubulin and microtubules; while being essential for mitosis, these
components of the cytoskeleton play a variety of physiological functions, such as
mobility regulation and the transport of organelles. Thus, by acting systemically,
the drugs interfere in these processes simultaneously, even in hon-malignant cells,
causing many side effects. Consequently, because microtubules play a main role
in the transport of proteins and vesicles along axons, neurotoxicity has been
observed in microtubule targeting drugs [4]. A significant effort is necessary to
generate new antimitotics agents, with different targets, preventing tumor
progression without causing toxicities in normal cells. After considering the above

treatments, Kinesin Spindle Protein (KSP) has been reported as an interesting
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target for cancer therapy. This motor protein transfers energy released by ATP
hydrolysis into motile force to slide apart antiparallel microtubules. KSP is required
early in mitosis to separate the centrosomes of the emerging spindle poles, thus
driving establishment of a bipolar mitotic spindle [5]. Besides being extremely
important for cell division, KSP is present in a variety of solid tumors and leukemias
and is associated with a high mitotic rate, indicating intense proliferation [6]. Little
or no expression of this kinesin is detected in non-proliferating cells [7]. Followed
by the first specific KSP inhibitor discovered, monastrol [8], several other structural
analogues have also been studied. The objective of the present study was to
investigate the effect of LaSOM 65 (5-ethoxycarbonyl-6-methyl-4-(3-nitrophenyl)-
3,4-dihydropyrimidin-2-(1H)-thione) a monastrol-derivated compound against
gliomas cell lines in culture.

Furthermore, the ecto-5-NT/CD73, responsible for the hydrolysis of
nucleotide monophosphates, especially AMP, is highly expressed in most solid
tumors and its expression level is associated with neovascularization,
invasiveness, and metastasis of tumors [9]. The ecto-5"-NT has several functions
unrelated to its enzymatic activity, also being involved in cell-cell and cell-
extracellular matrix interactions, in migration events and cell adhesion [10].
Recently, research has shown that ecto-5-NT/CD73 is a protein known to be
involved in tumor cell proliferation process in becoming a strong candidate marker
for aggressiveness [11] and tumor progression, in addition to being a potential
therapeutic target [12]. Alterations in the purinergic signaling pathway may be

involved in malignancy of gliomas [13-17]. Considering these informations, our
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second objective was to investigate the effect of LaSOM 65 in the enzymatic

activity of the ecto-5"-NT by glioma cells.

2. Materials and Methods

2.1 Maintenance of cell lines

The glioma cells C6 (rat) and U138 (human) were obtained from American
Type Culture Collection. The cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) containing 2,5 mg/mL Fungizone, 100 U/L garamicin and
supplemented with 5% (C6) or 15% (U138) (v/v) fetal bovine serum (FBS). Cells
were kept at 37°C, a minimum relative humidity of 95% and an atmosphere of 5%

COs in air.

2.2 Drug exposure

LaSOM 65 and Monastrol (Fig. 1) were easily synthesized employing the
Biginelli reaction [18]. The compounds were dissolved in dimethylsulphoxide
(DMSO). The gliomas cells were seeded according to each experiment and after
reaching semi-confluence, the cultures were exposed for 24 or 48 h to 15, 30, 45,

75 and 100 yM LaSOM 65. Control cells were treated with 0.5% DMSO.

2.3 Cell counting
At the end of the treatment, the C6 and U138 cells were washed with

phosphate buffered saline (PBS) and 200 pL of 0.25% trypsin/EDTA solution was
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added to detach the cells, which were counted in a hemocytometer. The results

were expressed as percentage of control.

2.4 Cell viability

The cell viability was meansured by MTT method. At the end of the
treatment, the medium was removed and cells were washed with phosphate
buffered saline (PBS). After, 90 yL DMEM and 10 yL MTT were added to each of
the wells. The cells were incubated for 3 h and the solution was then removed from
the precipitate. A total of 100 yL of DMSO were added to the wells and the

absorbance was read in an ELISA plate reader at 490 nm.

2.5 Lactate dehydrogenase (LDH) activity

The degree of cellular death was evaluated by measuring the activity of
lactate dehydrogenase (LDH, EC 1.1.1.27). Briefly, after 48 h treatment with
LaSOM 65 the cell culture medium was collected and LDH activity was evaluated
according to the procedure of Whitaker et al [19], by enzymatic colorimetric

reaction. Absorption was measured at 490 nm.

2.6 Organotypic hippocampal slice cultures and quantification of cellular
death

Organotypic hippocampal slice cultures were prepared according to Stoppini
et al [20]. Briefly, 400-um-thick hippocampal slices were prepared from 6- to 8-day-
old male Wistar rats using a Mcllwain tissue chopper and separated in ice-cold

Hank's balanced salt solution (HBSS) composed of 36 mM glucose, 1.26 mM
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CacCl;, 5.36 mM KCI, 136.89 mM NaCl, 0.44 mM KH2POg4, 0.34 mM Na;HPO,, 0.49
mM MgCl;, 0.44 mM MgSQO,, 25 mM HEPES, 1% Fungizone and gentamicine 36
pI/100 ml; pH 7.2. The slices were placed on Millicell culture insert and the inserts
were transferred to a 6-well culture plate. Each well contained 1mL of tissue culture
medium consisting of 50% minimum essential medium (MEM), 25% HBSS, 25%
heat inactivated horse serum supplemented with 36 mM glucose, 25 mM HEPES,
4 mM NaHCOs, 1% fungizone and gentamicine 36 pl/100 ml; pH 7.3. Organotypic
cultures were maintained in a humidified incubator gasified with 5% CO;
atmosphere at 37°C. The medium was changed every 3 days and experiments
were carried out after 14 days in vitro when the cells received 30, 45, 75 and 100
MM LaSOM 65 and 100 uM Monastrol for 48h. Control cultures were performed
with DMSO. After the treatment, 5 yM Pl was added to the cultures and incubated
for 2 h. Cultures were observed with an inverted microscope (Nikon Eclipse
TE300) using a standard rhodamine filter set. Images were captured and then
analyzed using Scion Image software. Cell death was assessed by fluorescent

image analysis of propidium iodide (IP) uptake.

2.7 Immunofluorescence

C6 Glioma cells were left to adhere for at least 24 hours on coverslips in 24-
well plates before addition of the treatment. Following incubation for 6 hours with
100 pyM LaSOM 65 or 100 uM Monastrol, cells were washed with PBS, pH 7,4,
fixed with 95% acetone and 5% formalin (10% paraformaldehyde- PBS) at 4°C, for
5 minutes. After two additional 5 minutes washes, fixed cells were incubated with

blocking solution (7% goat serum, 0,2% Tween 20, PBS) for 1 h. After, cells were
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incubated with anti-alpha-tubulin (ab52866) for 90 minutes, and with a FITC-
conjugated goat anti-rabbit secondary antibody (Alexa 555) for 1 h. Cells were
washed with PBS and incubated with DAPI, a nuclei marker. Images were

collected using an olympus scanning confocal microscope.

2.8 Cell cycle analysis

The gliomas cells (C6) were seeded in 6-well plates and allowed to grown
for 48 h. After reaching semi-confluence, glioma cells were treated with 45, 75 or
100 uM of LaSOM 65 for 24 and 48 h. At the end of the treatment, the medium was
removed. Cells were washed with phosphate buffered saline (PBS) and 200 ul of
0.25% trypsin/EDTA solution was added to detach the cells. The trypsin was
inactived with the culture medium that was firstly removed. The mixture was
centrifuged 1200 rpm for 10 minutes. Cells were ressupended in PBS and were
counted. A quantity of 1.10° cells were fixed with 500 uL PBS and 4,5 mL ethanol
70%-PBS and maintained on freezer. At the day of analysis, cells were centrifuged,
washed with PBS and incubated with propidium iodide and RNAse for 30 minutes.
The cells were analyzed using a FACScan cytometry system (Beckman Coulter,

USA). The data obtained were analyzed on FCS express 4 Plus Research Edition.

2.9 Annexin V/PI flow cytometric staining

Apoptotic or necrotic cells were quantified by annexinV - FITC-propidium
iodide (PI) double staining, using a kit purchased from Chemicon International. The
C6 cells were seeded at 4 x 10* cells/well in 6-well plates. After reaching semi-

confluence, glioma cells were treated with 45, 75 or 100 uM of LaSOM 65 for 48 h.
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At the end of the treatment the medium was removed and reserved, the cells were
washed with phosphate buffered saline (PBS) and 200 pl of 0.25% trypsin/EDTA
solution was added to detach the cells. The trypsin was inactived with the culture
medium firstly removed. The mixture was centrifuged at 1200 rpm for 10 minutes.
Cells were resuspended in binding buffer containing FITC-conjugated annexin V
and Propidium lodide (PI), according to manufacturer’s instruction. The samples
were incubated for 15 min in dark at 4-8°C before analysis by flow cytometer. The
guantification of apoptotic or necrotic cells was screened by dual-color flow
cytometry technique using a FACScan cytometry system (Beckman Coulter, USA).

The data obtained were analyzed on FCS express 4 Plus Research Edition.

2.10 Ecto-5"-nucleotidase activity

The ecto-5-NT/CD73 activity was assayed as described by Wink et al [16].
The 24 multiwell plates containing gliomas cells were washed three times with
phosphate-free incubation medium (2 mM MgCl2, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 10
mM glucose, 20 mM Hepes, pH 7,4). The enzymatic reaction started by the
addition of 200 pL incubation medium containing 2 mM AMP, at 37°C. After 10
minutes of incubation, the reaction was stopped by transferring an aliquot of the
incubation medium to pre-chilled tube containing trichloroacetic acid (5% w/v). The
inorganic phosphate released was measured by the malachite green method [21].
Controls to determine the non-enzymatic Pi release were performed by incubating
the cells in the absence of the substrate and incubating the substrate in the

absence of cells. The protein concentration was measured using the Comassie
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blue method [22] using bovine serum albumin as the standard. All samples were
run in triplicate. Specific activity was expressed as nmol Pi released/min/mg of

protein.

2.11 Statistical Analysis
All experiments were carried out at least three times in at least triplicate.
Data were analysed by unpaired analysis of variance (ANOVA) fallowed by post-

hoc comparisons (Tukey test).

3. Results

3.1 The antiproliferative effect of LaSOM 65 against glioma cells

Glioma cells (C6 and U138) were treated with 15, 30, 45, 75 and 100 uM
LaSOM 65 for 48 h. After the treatment, cells were detached and counted. As
shown in Fig. 2, 30, 45, 75 and 100 yM LaSOM 65 caused growth inhibition in C6
(19%, 38%, 53% and 72% respectively), but none of these concentrations were

able to inhibit U138 cell proliferation.

3.2 LaSOM 65 decreases cell viability in gliomas cells

To investigate if LaSOM 65 alters cell viability, we performed MTT assay
which measures the mitochondrial activity. As shown in Fig.3, after 48 h treatment
LaSOM 65 significantly decreases C6 cell viability at a concentration of 75 and 100
MM (28% and 46%, respectively) and U138 at 100 uM (13%). Cell viability was also

evaluated by measuring the activity of lactato dehydrogenase (LDH) in the cell
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culture medium. The treatment with 75 and 100 yM LaSOM 65 for 48 h increased
34% LDH levels in the culture supernatants of C6 glioma cells. There was no
difference in the LDH levels between the control and the treated groups of human

glioma U138 (Fig. 4).

3.3 LaSOM 65 does not cause cytotoxic effect on organotypic hippocampal
slice cultures

We used organotypic hippocampal slice cultures as a model to evaluate the
effect of LaSOM 65 on normal neural cells. After 14 days in culture, the
organotypic cultures were treated for 48h with 30, 45, 75 and 100 yM LaSOM 65
and the cell death was analyzed by Pl uptake. Although the treatment with 45 yM
LaSOM 65 caused a significant numerical difference from DMSO group, the
increased Pl uptake does not mean a significant damage to hippocampal slice
cultures, since this treatment caused less than 10% of PI incorporation, and
therefore a negligible biological effect. None of the concentrations caused damage

to the organotypic hippocampal slice cultures (Fig. 5).

3.4 Morphological observation of nuclei

To test whether LaSOM 65 causes monopolar arrest in glioma cells, the C6
glioma cells treated with 100 uM LaSOM 65 for 6 hours were immunostained for
nuclei and a-tubulin. Cells treated with monastrol were used as positive control. As
shown in Figure 6, monastrol caused cellular arrest and monopolar spindle in C6
cells. The treatment with LaSOM 65 did not cause the same effect in the same

proportions.
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3.5 LaSOM 65 does not induce cell cycle arrest in G2/M phase

Eg5 inhibitors are known to cause a block of the cell cycle in G2/M phase
due the formation of a monopolar spindle and failure of cytokinesis. We
investigated whether LaSOM 65 affects the cell cycle of gliomas cells. The rat
glioma cells were treated with 100 yM LaSOM 65 for 24 and 48 h. Monastrol (100
MM) was used as a positive control. After the treatment, cells were fixed and
stained with propidium iodide. Flow cytometry analyses showed that LaSOM 65 did
not cause effect on the cell cycle neither in 24 h (Fig. 7) nor in 48 h (data not
shown). Of all the LaSOM 65 treated cells, only 6, 75% were on G2/M phase, while
82,1% were in G1 phase (data similar to those observed with control and DMSO
group). However, the monastrol treated cells showed a significant increase in G2/M

phase (67,35%) and a subsequent decrease in G1 phase (5,27%).

3.6 Identification of apoptotic or necrotic cell death

Monastrol  induces apoptosis through  mitochondrial membrane
depolymerisation and caspase-3 activation. We investigated if the gliomas cells
treated with LaSOM 65 also undergo to apoptosis. The C6 glioma cells exposed to
100 yM monastrol or 100 yM LaSOM 65 for 24 and 48 h were stained with
annexina and propidium iodide. In 48h, of all monastrol treated cells, 82, 5% were
viable, 9,6 % were in apoptosis, 5,4% in “late apoptosis” and only 2,4% in necrosis.
About the LaSOM 65 treated cells, 82,1% were viable, 4,4% were in apoptosis,
7,2% in “late apoptosis” and 6,6% were in necrosis (Fig. 8). The same profile was

verified in 24 hours of treatment (data not shown).
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3.7 LaSOM 65 does not alter ecto-5"-nucleotidase activity in gliomas

To investigate the LaSOM 65 effect on ecto-5"-nucleotidase activity, cells
(C6 and U138) were treated with 15, 30, 45, 75 and 100 pM LaSOM 65 for 10
minutes, 24 and 48 h. After the treatment, the inorganic phosphate released from
AMP hydrolysis was measured according material and methods. The treatment
with LaSOM 65 in all conditions tested did not alter the ecto-5"-NT enzymatic

activity (Fig. 9).

4. Discussion

Monastrol is the first antimitotic compound that blocks mitosis by inhibiting
the kinesin motor protein Eg5. There is great interest in developing Eg5 inhibitors
due to their potential for improved side effect profiles caused by taxans and others
antimitotic drugs. In the current study, we investigated the effect of LaSOM 65 (Fig.
1), a monastrol analog, against glioma cell lines. The rat glioma cells (C6) exposed
to LaSOM 65 for 48 h showed a significant decrease of cell growth. 100 uM of this
compound was able to decrease 72% cell proliferation and 46% cell viability. The
human glioma (U138) was more resistant to the treatment and had the cell viability
decreased only in 13%. In the neurotoxicity experiments carried against
organotypic hippocampal slice cultures, LaSOM 65 revealed to be nontoxic. This
result could be attributed to the lower expression level on normal brain compared
to cancer cells. Eg5 is extremely important for cell division and it is present in a
variety of solid tumors while little or no expression of this kinesin is detected in non-

proliferating cells and normal tissues as brain.
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Once that LaSOM 65 was able to decrease cell proliferation and cell
viability, we decided to investigate if this molecule acts by the same mechanisms
as monastrol. Many researches had shown that monastrol inhibit the human
kinesin Eg5, which is required for the formation of a bipolar spindle, causing mitotic
arrest and leading cells to monopolar spindle. To investigate if LaSOM 65 causes
this phenotype, we stained the DNA and the a-tubulin of C6 glioma cells treated
with 100 yM LaSOM 65 for 6 h. The images obtained shown some cells with
monopolar spindle, but the effect was not as striking as that observed in cells
treated with monastrol.

The monopolar spindle caused by monastrol induces a blockage of the cell
cycle in the G2/M phase. In most cases, mitotic arrest induces apoptosis through
mitochondrial membrane depolymerisation and caspase-3 activation. Therefore,
we performed experiments to check if LaSOM 65 causes that arrest on G2/M
phase and, surprisingly, after 24 and 48 hours of treatment the cells were usually
passing through the cell cycle. This result is in agreement with the images obtained
from immunocytochemistry of cells treated with LaSOM 65, that show few cells
with the monoastral phenotype, indicating that maybe this compound is acting by
another mechanism than Eg5 inhibition.

In order to investigate if cells were going to apoptosis or necrosis due the
treatment with LaSOM 65, we performed the anexin/Pl technique. After 48h
treatment cells were incubated with both markers and analyzed by flow cytometry.
The results show that cells were dying mainly by necrosis and “late apoptosis”,
once that we observed double tagging. This last result was confirmed by

measurement of the enzyme LDH in cell culture medium. There was an increase of
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34% LDH in supernatants of cells treated with 100uM of LaSOM 65 for 48 hours,
indicating cell disruption and leakage of this intracellular enzyme into the culture
medium. These data together led us to investigate other mechanisms by which
LaSOM 65 may be acting.

Ecto-5"-nucleotidase is highly expressed in most solid tumors and its
expression level is associated with neovascularization, invasiveness and
metastasis of tumors [9]. Data published by our laboratory indicate that alterations
in the purinergic signaling pathway may be involved in malignancy of gliomas [13-
17]. So, we decided to investigate the effect of LaSOM 65 on ecto-5'NT activity and
whether it could be related to the antiproliferative effect of this drug. The rat glioma
cells (C6) and human glioma (U138) were treated with 15, 30, 45, 75 and 100 uM
LaSOM 65 for only 10 minutes, or after 24 and 48h in culture. After the treatment,
the enzyme activity was measured. None of the concentrations tested, at any time
or conditions of treatment, alter the enzyme activity compared to control cells. This
result, however, does not rule out the involvement of other elements of the
purinergic system in the antiproliferative effect of the compound LaSOM 65, which
should be further evaluated.

Much remains to be understood to improve antimitotic cancer
chemotherapy. LaSOM 65 appears to be promising once it promotes a decrease of
cell growth and cell viability of gliomas cells and not cause the neurotoxicity
characteristic of antimitotic drugs currently used. However, more studies are
necessary to understand the mechanisms by which LaSOM 65 is exerting its

cytotoxic effects. In addition, these results presented here encouraged us to
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investigate the effect of other new monastrol analogues against the proliferation of

glioma cell lines.
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LEGENDS TO FIGURES

Fig 1 Chemical structure of LaSOM 65 and Monastrol. The original hydroxyl
group of Monastrol was replaced by a NO, group on the LaSOM 65 molecule (ethyl

6-methyl-4-(3-nitrophenyl)-2-1-,2,3,4-tioxotetraidropirimidin-5-carboxylate).

Fig. 2 Effect of LaSOM 65 on C6 and U138 cell proliferation. C6 and U138
glioma cells were treated with different concentrations of LaSOM 65. After, the
cells were detached and counted. Values are represented as mean = SD of three
independent experiments with triplicate determinations. Data were analyzed by one
way ANOVA fallowed by Tukey post test. * significantly different from the DMSO

group (p<0.05).

Fig. 3 LaSOM 65 decreases C6 and U138 cell viability. C6 and U138 glioma
cells were treated with different concentrations of LaSOM 65. After, the cell viability
were meansured by MTT assay. Values are represented as mean + SD of three
independent experiments with triplicate determinations. Data were analyzed by one
way ANOVA fallowed by Tukey post test. * significantly different from the DMSO

group (p<0.05).

Fig. 4 LDH activity on cellular media of LaSOM 65 treated cells. C6 and U138
glioma cells were treated with different concentrations of LaSOM 65. After, the cell
culture medium was removed and the LDH activity was measured. Values are

represented as mean + SD of three independent experiments with triplicate
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determinations. Data were analyzed by one way ANOVA fallowed by Tukey post

test. * significantly different from the DMSO group (p<0.05).

Fig. 5 Effect of LaSOM 65 on organotypic hippocampal slice cultures.
Quantitative analysis of hippocampus damage after LaSOM 65 and Monastrol 100
MM treatment. Cellular death was analyzed by propidium iodide (PI) incorporation,
which was visualized using a Nikon inverted microscope (at 40x magnification).
Data represent the means + SEM. of three independent experiments made in
duplicate. Data were analyzed by ANOVA followed by Tukey post-test. **

significantly different from the DMSO group (p<0.01).

Fig. 6 Immunofluorescence microscopy. C6 fixed cells were stained to nuclei (1)
and a-tubulin (2). (A) Cell control, (B) Cells treated with 100 uM monastrol for 6h,

(C) Cells treated with 100 uM LaSOM 65 for 6 h.

Fig. 7 Cell cycle analysis. Effect of LaSOM 65 on the cell cycle of C6 glioma cells.
(A) DMSO group, (B) Cells treated 100 yM Monastrol for 24 h (positive control), (C)
Cells treated 100 uM LaSOM 65 for 24 h. After the treatment, cells were stained
with propidium iodide and its content was analyzed by flow cytometry. The

compound LaSOM 65 did not induce a block of the cell cycle in G2/M phase.

Fig. 8 Evaluation of cell death caused by LaSOM 65 on C6 glioma cells. The
C6 glioma cells were exposed to (A) DMSO, (B) 100 yM Monastrol, (C)100 uM
LaSOM 65 for 48 h. After, the cells were stained with annexina and propidium
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iodide and analyzed by fluow cytometry. (Q1) Apoptosis, (Q2) Late apoptosis, (Q3)

Necrosis, (Q4) Viable cells.

Fig. 9 Effect of LaSOM 65 on Ecto-5"-nucleotidase activity. C6 and U138
glioma cells were treated with different concentrations of LaSOM 65 for 10 minutes
(A and B), 24 h (C and D) and 48 h (E and F). After, the Ecto-5"-nucleotidase
activity was measured. Values are represented as mean = SD of three
independent experiments with triplicate determinations. Data were analyzed by one

way ANOVA fallowed by Tukey post test.
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FIGURES

Figure 1

OH

Monastrol

LasOM 6o

40



Figure 2
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Cell viability - U138 - 48h

Cell viability - C6 - 48h
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 7
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Figure 9
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3.2 AVALIACAO DO EFEITO ANTI-TUMORAL DO COMPOSTO LASOM 65 EM
MODELO IN VIVO DE GLIOMA

(Artigo em preparacéo)
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3.2.1 Introducéao

Os gliomas constituem o grupo de tumores cerebrais mais comum no
sistema nervoso central (Kleihues and Cavenee, 2000). Estes tumores sao
caracterizados por alta taxa de proliferacdo celular e intensa invasividade,
comprometendo o tecido neural periférico ao redor da massa tumoral. Os gliomas
sédo classificados pela Organizacdo Mundial da Saude em quatro niveis (I — IV), de
acordo com o grau de malignidade. O Glioblastoma multiforme (grau 1V) é a forma
mais maligna e devastadora de glioma. O tratamento desse tipo de tumor é
baseado em resseccao cirdrgica associada a quimio/radioterapia. Os resultados
obtidos, no entanto, ndo sao promissores, sendo a sobrevida média dos pacientes
de apenas 15 meses (Mazeron and Kantor, 1998, Baylei et al., 1995).

Neste cenario, tém-se investido muitos recursos em estudos de novas
terapias para o tratamento desta patologia. Buscam-se agentes capazes de matar
as células tumorais remanescentes do processo cirargico e eficazes em reduzir a
proliferacdo das células malignas, impedindo dessa forma o crescimento do tumor.
Aliado a essas caracteristicas, espera-se minimizar os efeitos colaterais tao
comumente observados no tratamento quimioterapico. Recentemente, as
cinesinas mitoticas tornaram-se alvos interessantes para o tratamento do cancer,
especialmente a cinesina Eg5, por ser essencial no processo de divisdo celular e
estar altamente expressa em tumores sélidos (Carter, et al., 2006). Muitos
inibidores desta cinesina mostraram-se eficazes em bloquear a divisdo celular de

tumores e desencadear a morte celular (Burris et al., 2004, Beekman et al., 2007).
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O Monastrol foi a primeira molécula descrita como inibidora da cinesina Eg5
(Mayer et al.,1999). Neste capitulo, o potencial efeito terapéutico do composto
LaSOM 65 foi testado em modelo in vivo de glioblastoma, o qual reproduz tumores
com crescimento e invasao semelhantes aos gliomas primarios humanos, o que
torna esse modelo Util para avaliar o potencial terapéutico de drogas (Takano et

al., 2001; Morrone et al. 2006; Bernardi et al., 2009).

3.2.2 Materias e Métodos

3.2.2.1 Cultura de células: A linhagem de glioma de rato C6 obtida da American
Type Culture Collection (Rockville, Maryland, USA) foi cultivada em Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) contendo 0,032% gentamicina, 0,1% fungizona
e 5% de soro fetal bovino. As células foram mantidas em incubadora a 37°C, com

95% de umidade relativa e 5% de CO.,.

3.2.2.2 LaSOM 65: O composto foi sintetizado pelo Laboratério de Sintese
Organica e Medicinal da Faculdade de Farméacia, UFRGS e dissolvido em solucao

salina com 5% DMSO e 0,2% Tween 80.

3.2.2.3 Animais: Foram utilizados 22 ratos Wistar machos, com 70 dias de vida.
Os animais foram divididos em quatro grupos: 1) Controle (solucdo salina), 2)
Veiculo (solucao salina, 5% DMSO e 0,2% tween 80), 3) LaSOM 65 30 mg/Kg e 4)

LaSOM 65 90 mg/Kg. Todos os animais utilizados eram procedentes do biotério
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do Departamento de Bioquimica, UFRGS. O projeto foi aprovado no comité de

ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob o numero 11-0135.

3.2.2.4 Implante dos gliomas: O implante do tumor foi realizado no cérebro de
ratos por meio de cirurgia estereotaxica, utilizando-se quetamina/xilazina como
anestésicos conforme descrito a seguir. Um total de 1 x 10°células de glioma C6
em 3 uL DMEM com 5% soro fetal bovino foi injetado no estriado direito do

cérebro de ratos Wistar machos.

3.2.2.5 Tratamento dos animais: Apos 12 dias do implante dos tumores, 0s
ratos foram tratados via intraperitoneal com o composto LaSOM 65 (30mg/Kg ou

90mg/Kg), veiculo, salina (grupo controle), uma vez por dia durante 10 dias.

3.2.2.6 Quantificacdo do volume tumoral: Apdos o tempo de tratamento, os ratos
foram decapitados e o cérebro inteiro foi removido, seccionado e fixado com 10%
paraformaldeido (PFA) em PBS (pH 7.4). O tumor foi localizado através de analise
histolégica com hematoxilina-eosina (H&E). Para a quantificacdo do tamanho do
tumor, foram adquiridas imagens através de uma camera digital acoplada ao
microscopio. As imagens foram analisadas em microscopio Stemi DV4 - Zeiss
(aumento de 8x) usando o software AxioVision Relase 4.7. O volume total do
tumor foi calculado pela soma das areas segmentares e pela multiplicacdo da

resolucao da fatia.
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3.2.2.7 Descarte de residuos: Os residuos biolégicos (carcacgas, tecidos dos
animais) foram acondiconados em sacos plasticos de coloracdo branca,
congelados e retirados pela empresa terceirizada Aborgama do Brasil LTDA, a
gual se responsabiliza pelo tratamento dos residuos e pela destinacdo adequada.
Os residuos quimicos foram separados, identificados e armazenados em galdes e
posteriormente enviados ao Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos

Quimicos do Instituto de Quimica da UFRGS.

3.2.2.8 Analise Estatistica: Os dados obtidos foram analisados por ANOVA de

uma via (analise de variancia) seguida do pos teste de Tukey.

3.2.3 Resultados

3.2.3.1 Controle de peso: Os animais foram pesados diariamente durante os 10
dias de tratamento. Os dados da Tabela 1 mostram que os 2 animais controle, que
receberam apenas salina, perderam peso ao longo do tratamento. Dos 6 animais
do grupo veiculo, 4 perderam peso e 2 ganharam peso, Dentre 0os 7 animais que
receberam LaSOM 65 na dose de 30 mg/Kg, 2 ganharam peso enquanto 5

perderam peso. Na dose de 90 mg/Kg, todos os animais perderam peso.
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Tabela 1
Tempo de tratamento (dias)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

R1 Controle  274g 270g 270g 270g 260g 248g 235g 221g 207g 1749

R2 Controle  306g 325g 324g 320g 320g 323g 319g 326g 331g 335g

R3 Veiculo 310g 310g 310g 305g 300g 283g 280g 278g 270g 255g
R4 Veiculo  280g 287g 290g 290g 290g 285g 287g 270g 255g 2479
R5 Veiculo 380g 380g 384g 384g 388g 384g 380g 367g 351g 330g
R6 Veiculo 360g 360g 365g 365g 378g 378g 380g 386g 391g 306g
R7 Veiculo 3279 327g 327g 327g 325g 325g 330g 332g 339g 343g

R8 Veiculo 354g 3549 359g 359g 375g 375g 370g 380g 390g 400g

RO 30mg/Kg 290g 295g 280g 262g 256g 241g T - - -

R10 30mg/Kg 272g 273g 265g 260g 255g 255g 254g 250g 240g 2359
R11 30mg/Kg 329g 325g 320g 315g 310g 300g 291g 276g 265g 261g
R12 30mg/Kg 245g 245g 325¢g 325g 329g 325g 320g 320g 320g 385g
R13 30mg/Kg 360g 360g 355g 350g 340g 336g 330g 330g 330g 400g
R14 30mg/Kg 370g 370g 340g 345g 350g 349g 345g 345g 345g 330g

R15 30mg/Kg 395g 395g 390g 390g 385g 385g 390g 390g 390g 385g

R16 90mg/Kg 302g 287g 280g 275g 280g 220g 261g 260g 254g 253g
R17 90mg/Kg 335g 317g 310g 300g 293g 286g 282g 278g 268g 1t
R18 90mg/Kg 320g 305g 290g 280g 280g 270g 274g 267g 267g 2509
R1990mg/Kg 3359 ¢ - - - - - - - -
R20 90mg/Kg 400g ¢ - - - - - - - -
R2190mg/Kg 410g ¢ - - - - - - - -

R22 90mg/Kg 350g ¢ - - - - - - - -

Tabela 1 — Massa corporal dos animais durante os 10 dias de tratamento com
LaSOM 65 (30 e 90 mg/Kg) ap6s 12 dias da cirurgia de implante de glioma, O
simbolo “t” representa o dia em que o animal morreu.



3.2.3.2 Laminas de H&E

A Figura 1 mostra secc¢des representativas dos cérebros dos quatro grupo
de animais (controle, veiculo, LaSOM 65 30 mg/Kg e LaSOM 65 90 mg/Kg)
corados com H&E. Como observado, em todas as fotos h& a presenca do tumor,
indicando o0 sucesso da implantagcdo. Nenhuma das duas doses do composto

LaSOM 65, no entanto, foi capaz de diminuir a area tumoral.

Fig.1 — SeccOes representativas do cérebro de animais com modelo de glioma

A B

Fig.1 — Células de glioma C6 foram implantadas no cérebro de ratos Wistar
através de cirurgia estereotaxica. Apdés 12 dias do implante, os animais foram
tratados por 10 dias com (A) Solucgéo salina, (B) Veiculo, (C) LaSOM 65 30 mg/Kg
e (D) LaSOM 65 90 mg/Kg. Apds os animais foram decapitados e o cérebro foi
removido, seccionado e corado com H&E.
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3.2.3.3 Volume do Tumor: Ap6s 10 dias de tratamento, os animais foram
decapitados e o cérebro foi seccionado em trés fatias que foram coradas com
H&E. As areas dos tumores foram delimitadas através do software AxioVision
Relase 4.7. Obtivemos o volume total do tumor multiplicando as areas do tumor
nas trés fatias pela largura das fatias. Como observado na figura 2, o tratamento
com as duas doses do LaSOM 65 (30 e 90 mg/Kg) a principio ndo apresentou

diminuicao significativa do volume do tumor em comparac¢ao ao grupo controle.

Volume do tumor
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Fig. 2 — Quantificacdo do volume tumoral de
ratos com modelo de glioma tratados com
LaSOM 65 por 10 dias. Dados estao
representados por média + erro.
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3.2.4 Discusséao

O modelo in vivo de glioma tem sido largamente utilizado em estudos de
novas terapias para o tratamento dessa patologia e para entender os mecanismos
pelos quais ela se desenvolve de forma tdo agressiva e resistente. Neste estudo o
modelo in vivo de glioma foi utilizado com intuito de avaliar o potencial terapéutico
de uma nova molécula derivada do Monastrol, o LaSOM 65.

ApoOs 12 dias do implante do tumor, os animais foram submetidos ao
tratamento diario, via intraperitonial, com LaSOM 65 nas doses de 30 e 90 mg/Kg.
Os animais foram pesados diariamente e, como mostra a Tabela 1, a maioria
deles perdeu peso ao longo do tratamento. Essa diminuicdo de peso, no entanto,
foi também observada nos animais controle e no grupo veiculo, indicando que
provavelmente se deva a patologia em si e ndo ao tratamento com 0 composto.

No grupo que recebeu a dose de 30 mg/Kg (n = 7), um animal morreu no
sétimo dia de tratamento. Dos 7 animais que receberam a dose maior (90mg/Kg),
4 animais morreram no primeiro dia de tratamento e 1 morreu no ultimo dia,
indicando que essa dose do composto LaSOM 65 estava sendo toxica. Agregado
a isso, foram observados sintomas de toxicidade gastrointestinal como urina turva,
diarréia e inchaco peritonial nos animais tratados com ambas as doses do
composto.

As laminas de H&E seguidas do calculo do volume tumoral indicaram néo
haver diferenca entre os grupos de animais controle, veiculo e tratados, no que se
refere a esses parametros. E importante ressaltar que apenas 2 animais foram

utilizados como controle e o erro entre eles foi expressivo, gerando portanto, a
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necessidade de aumentar a populacdo desse grupo para uma melhor avaliacdo
dos resultados obtidos.

Com base nos resultados preliminares, as doses administradas do
composto LaSOM 65 demonstraram nao ser eficientes na redugdo do volume
tumoral e ainda desencadear sintomas de toxicidade nos animais, levando
inclusive alguns a morte. Entretanto, os dados s&o muitos preliminares para
determinar a capacidade antitumoral dessa molécula, sendo preciso aumentar o
namero dos experimentos e adequar as condi¢cdes de tratamento, no que diz
respeito principalmente a dose e via de administracdo. Faz-se, também,
necessario um estudo aprofundado do composto LaSOM 65, no que se refere a
parametros farmacocinéticos de dose letal, bem como de possiveis toxicidades

decorrentes do tratamento continuado.
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4. DISCUSSAO GERAL

Os tumores primarios do sistema nervoso central (SNC) estdo entre
neoplasias solidas mais prevalentes, representando uma das mais importantes
causas de mortalidade por cancer antes dos 15 anos de idade (Baylei et al., 1995)
e correspondem a cerca de 50% de todas as neoplasias cerebrais (Hochberg and
Pruitt, 1991). Dentre os varios tipos de tumores do SNC, os gliomas sao 0s mais
frequentes (Kleihues and Cavenee, 2000).

Os gliomas sdo um grupo heterogéneo de tumores divididos pela
Organizacdao Mundial da Saude em 4 graus (I - IV), em escala crescente de
malignidade. O Glioblastoma multiforme, grau IV, é a forma mais devastadora de
glioma, sendo caracterizada por intensa proliferacdo e capacidade de invasédo. O
tratamento desta patologia € baseado em cirurgia para remocdo da massa
tumoral, seguida de quimio/radioterapia. Apesar dos avancos cientificos, o
prognostico dos pacientes ainda é pobre, sendo a expectativa de vida de apenas
15 meses.

No cenario de constante busca de estratégias terapéuticas mais eficazes
para o tratamento do cancer, as cinesinas mitéticas ganharam destaque como
interessantes alvos para o desenvolvimento de drogas antimitéticas. O interesse
nas cinesinas foi inspirado em 1999, quando Mayer e colaboradores identificaram
o0 monastrol, uma pequena molécula inibidora seletiva da proteina motora
cinesina-5, também chamada de Eg5 ou KSP. A Eg5 esta presente em uma

variedade de tumores sdlidos e leucemias, e é associada com alta taxa mitdtica,
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indicando intensa proliferagao (Carter et al., 2006). Pouca ou nenhuma expressao
dessa cinesina é detectada em tecidos adultos ndo proliferantes (LeGuellec et al.,
1991).

No presente estudo, o composto LaSOM 65, um derivado do monastrol, foi
avaliado quanto ao seu potencial terapéutico para o tratamento de gliomas. No
artigo cientifico do item 3.1, os objetivos foram: a) avaliar se o composto LaSOM
65 apresenta atividade antiproliferativa e citotdxica em linhagens de glioma, b) os
mecanismos pelos quais essa acdo é exercida. Para isso, foram utilizadas duas
linhagens de glioma: C6 (rato) e U138 (humano), que foram expostas ao
tratamento com diversas concentragcdo do composto LaSOM 65 (15, 30, 45, 75 e
100 uM) durante 48 horas.

Em um primeiro momento, através do método de contagem celular em
hemocitdmetro, todas as concentracfes testadas do composto LaSOM 65 foram
capazes de inibir a proliferacdo das células de glioma da linhagem C6, porém, as
células de glioma humano da linhagem U138 mostraram-se mais resistentes,
sendo que nenhuma das concentracbes testadas apresentou efeito
antiproliferativo. A viabilidade celular de ambas as linhagens foi verificada pelo
método do MTT, onde observou-se que apos 48 h de tratamento, as duas
concentracfes maiores do composto LaSOM 65 (75 e 100 pM) reduziram a
viabilidade celular da linhagem C6. A linhagem U138 teve sua viabilidade celular
reduzida apenas pela concentracdo de 100 pM.

A cultura organotipica de hipocampo foi utilizada a fim de averiguar se o
composto LaSOM 65 exerce acédo citotoxica em células neurais normais. Apos 14

dias em cultura, as células foram expostas ao composto (30, 45, 75 e 100 uM) por
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48 horas. Nenhuma das concentracdes testadas causou dano celular. Este
primeiro grupo de resultados foi importante para mostrar que o composto LaSOM
65 tem potencial citotoxico sobre as células cancerosas e nao causa henhum dano
as ceélulas normais do sistema nervoso central. Este dado é muito interessante sob
0 ponto de vista que a maioria dos agentes quimioterapicos utilizados na clinica
causa efeitos colaterais expressivos por agir ndo somente no sitio tumoral, mas
também em células normais. Este € o caso dos taxanos, que agem sobre os
microtUbulos de células normais causando neurotoxicidade (Huszar et al., 2009).
Dessa maneira, a inibicdo da cinesina mitotica Eg5 torna-se vantajosa em relacéo
a outras estratégias terapéuticas, justamente pelo fato dessa proteina estar
altamente expressa em tumores e pouco expressa em células normais e tecidos
nao proliferantes.

Considerando o efeito citotoxico do LaSOM 65 sobre as linhagens de
glioma, foram utilizadas metodologias para avaliar os possiveis mecanismos
envolvidos neste processo, bem como caracterizar o tipo de morte celular
acarretada. Uma vez ligados aos microtubulos antiparalelos, os dominios motores
da cinesina Eg5 hidrolisam ATP e a energia liberada € utilizada para o seu
movimento, resultando no deslizamento dessas fibras em direces opostas
(Kapitein et al, 2005). Quando a Eg5 é inibida pelo Monastrol, as células
apresentam bloqueio da separacdo dos centrossomos, resultando em um spindle
monoastral, cercado por cromossomos condensados. Para avaliar se 0 composto
LaSOM 65 também causa o fenétipo monoastral, o DNA e a a-tubulina das células
de glioma C6 tratadas com 100uM desta molécula por 6 h foram marcados e

observados em microscopio confocal. Surpreendentemente, as células tratadas
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com LaSOM 65 ndo apresentaram a mesma quantidade de células com spindle
monopolar comparado as células tratadas com monastrol, indicando que talvez o
LaSOM 65 nao esteja inibindo a cinesina Eg5 tao eficazmente quanto o Monastrol.

Sabe-se que os inibidores da cinesina Eg5, por formarem o spindle
monopolar e causar falha na citocinese, levam as células a um bloqueio no ciclo
celular na fase G2/M. Foi investigado se o tratamento com o composto LaSOM 65
afeta o ciclo celular da linhagem de glioma C6. As células tratadas com 100uM da
molécula por 24 e 48 horas foram analisadas por citometria de fluxo, que indicou o
fluxo normal pelo ciclo celular, sem qualquer bloqueio caracteristico. Novamente, o
composto LaSOM 65 ndo se comportou como o Monastrol, que foi capaz de
manter as células de glioma C6 em G2/M, ratificando os dados da literatura. A
principal importancia deste grupo de resultados € mostrar que o composto LaSOM
65 ndo age da mesma forma que o Monastrol, embora seja um derivado dessa
molécula. A substituicdo do radical OH por um radical NO, alterou completamente
o efeito do composto original, de forma que as células tratadas ndo apresentaram
predominantemente a formacéo do spindle monopolar nem causaram a parada no
ciclo celular caracteristica de inibidores da Eg5.

E relatado que o Monastrol leva as células a apoptose através da
despolimerizacdo da membrana mitocondrial e da ativacdo da caspase-3. Foi
investigado se as células de glioma tratadas com LaSOM 65 também podem
morrer por esse mecanismo. As células de glioma foram tratadas com 100 yM de
Monastrol ou composto LaSOM 65 por 48 horas, apés, foram marcadas com Pl e
anexina e analisadas por citometria de fluxo. As células tratadas com Monastrol

morreram predominantemente por apoptose, enquanto as células tratadas com
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LaSOM 65 apresentaram principalmente dupla marcacgao, indicando apoptose
tardia, e marcagdo apenas com PI, indicando necrose. Estes dados foram
confirmados pela dosagem da enzima LDH no meio de cultura das células
tratadas com o composto LaSOM 65. A LDH é uma enzima citosdlica, cuja
presenca no meio de cultura das células indica ruptura da membrana celular e
extravasamento do conteudo intracelular para o meio extracelular, como acontece
em processos necroticos. As células tratadas com LaSOM 65 apresentaram uma
guantidade significativamente maior dessa enzima no meio de cultura em relacéo
as células controles.

Uma vez que o composto LaSOM 65 ndo se comportou da mesma forma
gue a sua molécula de origem quanto aos mecanismos pelos quais age, nos
decidimos investigar a possivel relacdo entre o efeito antiproliferativo desta
molécula e a enzima ecto-5"-nucleotidase (Ecto-5"NT).

A Ecto-5'NT é uma enzima do sistema purinérgico que catalisa a hidrolise
de nucleosideos 5 -monofosfatados até os respectivos nucleosideos, sendo a
principal fonte de adenosina no meio extracelular. Seu nivel de expressao esta
associado com a neovascularizacdo, invasividade e metastases de tumores
(Spychala, 2000). Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram
fortes indicios de que a sinalizacao purinérgica esta envolvida na progressédo dos
gliomas, isto porque esse grupo de tumores apresenta uma baixa taxa de hidrolise
do ATP e uma alta taxa de hidrélise do AMP, comportamento inverso ao
observado em astrocitos (Wink, et al., 2003). Este perfil de acumulo de ATP e
rapida formacédo de adenosina € vantajoso para as células tumorais, pois o ATP e

adenosina extracelulares promovem a proliferacdo de linhagens de glioma
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(Morrone et al., 2003). Nossa ideia foi verificar se 0 composto LaSOM 65 poderia
estar diminuindo a atividade da Ecto-5"NT, justificando a inibicdo da proliferacdo
celular das linhagens tratadas com esse composto. Para isto, as células de glioma
foram tratadas por 10 minutos, 24 e 48 horas com as diferentes concentragdes de
LaSOM 65 (15, 30, 45, 75, 100 uM). A atividade enzimatica verificada apds os
tempos de tratamento indicou ndo haver diferenga entre as células controle e as
células tratadas, em nenhuma das condi¢des testadas. Este resultado, no entanto,
ndo exclui o envolvimento de outros elementos do sistema purinérgico no efeito
antiproliferativo do composto LaSOM 65.

Este grupo de experimentos in vitro mostrou o potencial antiproliferativo e
citotoxico de uma nova molécula derivada do Monastrol, o LaSOM 65. Alguns
mecanismos de acao foram analisados, como a formacao do spindle monopolar,
parada no ciclo celular e inibicdo da enzima ecto-5"NT. Nenhum deles, no entanto,
foi capaz de justificar o efeito desta molécula nas linhagens de glioma, gerando
um leque ainda maior de outros mecanismos a serem estudados.

A terapia farmacologica dos gliomas é limitada pela barreira
hematoencefélica. Considerando os resultados obtidos no item 3.1 que indicaram
gue o composto LaSOM 65 exerce efeito antiproliferativo em gliomas e néo
apresenta efeito citotoxico para o tecido neural, n6s decidimos investigar se o
tratamento com este composto é capaz de reduzir os tumores de ratos em
modelo in vivo de glioma.

Os animais foram submetidos a uma cirurgia de implante de glioma e apos

12 dias, foram tratados com duas doses do LaSOM 65: 30 e 90 mg/Kg, durante 10

68



dias. Foi verificado que os animais submetidos ao tratamento apresentaram perda
de peso, disturbios gastrointestinais e alguns, inclusive foram a obito.

Ap6s os 10 dias, os animais foram sacrificados e o volume tumoral foi
medido. Os resultados preliminares mostrados no item 3.2 indicam que ndo houve
diferencga no volume do tumor entre os animais controles e os tratados. Muito cedo
€, no entanto, para avaliar a capacidade antitumoral dessa molécula, baseada
apenas neste primeiro experimento piloto, sendo preciso ampliar os resultados
obtidos até aqui.

Nossos resultados abrem novas perspectivas para o entendimento do
potencial antiproliferativo do composto LaSOM 65 bem como o estudo de outros
derivados do monastrol que possam apresentar efeitos ainda mais expressivos e

promissores.
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Copyright assignment

Papers are accepted for publication on the understanding that exclusive copyright
in the paper is assigned to the Publisher. Authors are asked to submit signed
copyright assignment forms with their paper. They may use material from their
paper in other words published by them after seeking formal permission.

Submissions

Authors are strongly encouraged to submit their manuscripts through the web-
based tracking system at http://www.editorialmanager.com/acd. The site contains
instructions and advice on how to use the system. Authors should NOT in addition
then post a hard copy submission to the editorial office, unless you are supplying
artwork, letters or files that cannot be submitted electronically, or have been
instructed to do so by the editorial office. Should authors have difficulty in
uploading files contact the Editor, Dr Mels Sluyser at e-mail: m.sluyser@planet.nl
in the first instance, but do not send your files.

Double spacing should be used throughout the manuscript, which should include
the following sections, each starting on a separate page: Title Page, abstract and
keywords, text, acknowledgements, references, individual tables and captions.
Margins should be not less than 3 cm. Pages should be numbered consecutively,
beginning with the Title Page, and the page number should be placed in the top
right hand corner of each page. Abbreviations should be defined on their first
appearance in the text; those not accepted by international bodies should be
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addresses, telephone and fax numbers, and e-mail addresses.
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