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RESUMO

CAMPOS, I.F. SINTESE E ATIVIDADE ANTICANCER DE NOVOS DERIVADOS 2-
TIOXO-OXAZOLIDINICOS. 2013. 128f Tese (Doutorado). Universidade Federal de

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

Anéis oxazolidinicos tém sido utilizados na formulacdo de compostos com atividade
antibacteriana, antifiingica, hipoglicémica, anticonvulsivante e anti-cancer. Esta tese teve
como objetivo a sintese e avaliagdo da atividade antitumoral de cinco novos derivados 2-
tioxo-oxazolidinicos. Os compostos foram sintetizados no Laboratério de Planejamento e
Sintese de Farmacos (LPSF) do Nucleo de Pesquisa para Inovacao Terapéutica Suely Galdino
(NUPIT-SG), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A caracterizacao estrutural
das novas moléculas foi confirmada utilizando-se infravermelho (IV), ressonancia magnética
nuclear de proton (RMN 'H) e de carbono 13 (RMN °C), além da espectrometria de massa. A
seletividade dos compostos foi avaliada em células mononucleares de sangue periférico
(PBMC), e a citotoxicidade em sete linhagens tumorais: HL-60 (leucemia promielocitica
aguda), HL-60/MX1 (leucemia promielocitica aguda, resistente a quimioterapicos), CCRF-
CEM (leucemia linfoblastica aguda), NG97 (glioblastoma), T47D (cancer de mama), Raji
(linfoma de Burkitt) e Jurkat (leucemia de células T). A expressdo dos genes p21, BID,
GADDI153, RIP-3 e PPARy, associados a supressio do processo tumorigénico, foi
quantificada por PCR em tempo real na linhagem HL-60. Dentre os compostos avaliados, o
LPSF/NB-5 (5-(3,4-bis-benziloxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona) apresentou
atividade mais pronunciada, inibindo o crescimento de todas as linhagens celulares testadas. O
composto  LPSF/NB-4  (3-etil-5-(4-pirrolidin-1-il-benzilideno)-2-tioxo-oxazolidin-4-ona)
apresentou citotoxicidade mais elevada frente as células Jurkat (IC50 15,19 uM), e o
composto LPSF/NB-3 (5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona) mostrou
melhor atividade anticancer em células de leucemia aguda (HL-60, IC50 17,84 uM). Apenas
o derivado contendo anel pirrolidina, LPSF/NB-4, induziu significantemente a apoptose nas
células de leucemia aguda (p=0,001). Todos os compostos induziram aumento significante na
expressao do gene pro-apoptose BID (p<0,05). O derivado contendo cloro em sua estrutura,
LPSF/NB-3, modulou significantemente a expressdo dos genes RIPK3 (p=0,02) e DDIT3
(p=0,014); enquanto o LPSF/NB-2 (5-(4-bromo-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-
ona), contendo bromo, induziu um aumento na expressao dos genes CDKN1A/P21 (p=0,03) e
PPARy (p=0,0006). Nossos resultados sugerem que o composto LPSF/NB-5 apresentou
efeitos antitumorais em células de tumores solidos e hematopoiéticos, enquanto outros
derivados produziram maior atividade antitumoral em células de leucemias. Em células de
leucemia aguda, os derivados 2-tioxo-oxazolidinicos modularam a expressdo de genes
envolvidos em apoptose, estresse de reticulo endoplasmaético, necroptose e inflamagao.

Palavras-chave: Oxazolidinadionas, citotoxicidade, atividade anticancer.



ABSTRACT

CAMPOS, J.F. SYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF NEW POTENTIAL
ANTICANCER AGENTS. 2013. 128f. Thesis (Doctor). Universidade Federal de

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Oxazolidinedione rings are being used to formulate compounds that exhibit antibacterial,
antifungal, antidiabetic, anticonvulsant and anticancer activity. This work aimed to investigate
anticancer potential of five novel 2-thioxo-oxazolidin-4-one synthetic derivatives. First, we
performed cytotoxicity assays in Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) from healthy
individuals and in six tumor cell lines. In order to understand the cell death induction
mechanism, we performed a flow cytometry assay and we evaluated the expression of genes
involved in different cell death process. We found that these oxazolinedione derivatives were
not cytotoxic (ICsp>75 uM) in PBMC and the 5-(3,4-bis-benzyloxy-benzilidene)-3-ethyl-2-
thioxo-oxazolidin-4-one (LPSF/NB-5) showed the best results in cancer cells, inhibiting the
growth of all tumor cell lines tested. The LPSF/NB-4 exhibited the highest cytotoxicity to
Jurkat cells (ICsp 15.19 uM) and the LPSF/NB-3 showed better anticancer effects in HL-60
acute leukemia cells (17.84 uM). Only the derivative containing pyrrolidine group, LPSF/NB-
4, significantly induced apoptosis of acute leukemia cells (p=0.001). All oxazolidinedione
compounds induced a significant increase in the expression of pro-apoptotic gene BID
(p<0.05). The derivative containing chlorine in its structure (LPSF/NB-3) significantly
modulated the expression of RIPK3 (p=0.02) and DDIT3 (p=0.014); while NB2 that has
bromide atom, induced an increase of cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (CDKNI1A/P21)
gene (p=0.03) and in PPARy gene (p=0.0006). Our results suggested that the LPSF/NBS5
showed antitumor effects in solid and hematopoietic cancer cells, while other derivatives
produced higher activity against hematopoietic cells. In acute leukemia cells,
oxazolidinedione derivatives modulated the expression of genes involved in apoptosis, ER
stress, necroptosis and inflammation.

Key-words: Oxazolidinediones, cytotoxicity, anticancer activity.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ um importante problema de satide publica, sendo responsavel por custos
elevados ao sistema de saude. E a principal causa de morte nos paises desenvolvidos, e
segunda causa de morte nos paises em desenvolvimento, atrds das doencas cardiovasculares
(Jemal et al., 2011). A Organizagdao Mundial da Satde (OMS) estimou a ocorréncia de cerca
de 13,1 milhdes de mortes por cancer no ano 2030 (OMS, 2013).

O tratamento do cancer pode ser feito através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
terapia hormonal ou transplante de medula 6ssea. Em muitos casos, ¢ necessario combinar
mais de uma modalidade (INCA, 2011). Com o envelhecimento da populagdo e o aumento do
numero de casos de neoplasias no Brasil e no mundo, torna-se imprescindivel a busca por
novas alternativas terapéuticas.

As oxazolidinas sdo elementos estruturais de uma variedade de produtos naturais e
farmacéuticos. Sao comercializadas para tratamento de infecgdes bacterianas, mas ha também
relatos na literatura de derivados oxazolidinicos com atividade antifingica (Devi et al., 2013),
hipoglicémica (Agrawal et al., 2005; Dow et al., 1991), anticonvulsivante (Kombian &
Phillips, 2012) e anticancer (Singh et al., 2011; Tadesse et al., 2011). O mecanismo da acao
antitumoral dessas moléculas ndo estd claro, porém sabe-se que as tiazolidinadionas,
bioisosteros das oxazolidinadionas, sdo ligantes sintéticos de PPARY (receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma, do inglés peroxisome proliferator-activated receptors). Esses
receptores nucleares funcionam como fatores de transcri¢do, regulando a expressdo de genes
alvo (Michalik, 2006).

Diversos estudos t€ém mostrado a expressao de PPARy em células tumorais, ¢ a
ativacdo deste receptor através de ligantes inibe a proliferacdo celular ou induz apoptose
(Grommes et al., 2004; Theocharis et al., 2004). Ligantes de PPARY apresentam propriedades
antitumorigénicas in vitro, e induzem parada do crescimento tumoral em murinos (Suh et al.,
1999; Mehta et al., 2000; Pighetti et al., 2001). Com base no potencial terapéutico das
tiazolidinadionas, nossa atencdo foi direcionada para novos derivados oxazolidinicos

substituidos, possivelmente com similar atividade anticancer.
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Esta tese teve como objetivo a sintese e avaliagdo da atividade antitumoral in vitro de
novos derivados 2-tioxo-oxazolidinicos, assim como a investigacgdo de mecanismos
moleculares associados a atividade biologica desses compostos, através da mensuragao dos
niveis de expressdo de genes que participam em vias de sinalizagdo de morte celular. As
moléculas utilizadas neste trabalho foram obtidas através de colaboragdo com o Laboratorio
de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF). O LPSF e o Laboratério de Imunomodulagao
e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT), ambos associados ao Nucleo de Pesquisa em
Inovacdo Terapéutica Suely Galdino (NUPIT-SG), da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE), vém unindo esforcos na busca de novas alternativas terapéuticas para o cancer.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver alternativas de tratamento para o cancer, através da sintese e avaliacdo da

atividade antitumoral in vitro de novos derivados 2-tioxo-oxazolidinicos.

2.2. Objetivos especificos

= Sintetizar cinco novos derivados 2-tioxo-oxazolidinicos: 5-(4-bromo-benzilideno)-3-
etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-2), 5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-
oxazolidin-4-ona  (LPSF/NB-3), 5-(4-pirrolidin-1-il-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-
oxazolidin-4-ona  (LPSF/NB-4),  5-(3,4-bis-benziléxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-
oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-5), 5-(4-piperidin-1-il-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-
oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-6);

* Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e elucidar a estrutura dos compostos
sintetizados, através das técnicas espectroscopicas de infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear de proton (RMN 'H) e de carbono 13 (RMN '°C), além da
espectrometria de massa;

= Avaliar a seletividade in vitro dos novos compostos 2-tioxo-oxazolidinicos em células
humanas saudéveis (células mononucleares de sangue periférico - PBMC, do inglés
peripheral blood mononuclear cells).

= Avaliar a citotoxicidade in vitro dos novos compostos 2-tioxo-oxazolidinicos em sete
linhagens tumorais: HL-60 (leucemia promielocitica aguda), HL-60/MX1 (leucemia
promielocitica aguda, resistente a quimioterapicos), CCRF-CEM (leucemia
linfoblastica aguda), NG97 (glioblastoma), T47D (cancer de mama), Raji (linfoma de
Burkitt) e Jurkat (leucemia de células T).

* Quantificar a expressdo génica de p21, BID, GADDI153, RIP3 e PPARYy na linhagem
tumoral HL-60 (leucemia promielocitica aguda), para avaliagdo de possiveis

mecanismos moleculares relacionados ao tratamento com os compostos sintetizados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cancer: aspectos gerais e epidemiologia

O cancer ¢ um conjunto de doencas caracterizadas pela perda do controle do
crescimento em uma ou mais células, as quais invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-
se para outras regides do corpo (INCA, 2011; Shewach & Kuchta, 2009). Ao descrever certos
tipos de tumores, Hipocrates (460 a 370 a.C.) usou o termo "carcinos", que, em grego,
significa "caranguejo", pois as projegoes € vasos sanguineos ao seu redor fazem lembrar as
patas do crustaceo (Kumar et al., 2005).

O cancer ¢ a principal causa de morte nos paises desenvolvidos e segunda causa de
morte nos paises em desenvolvimento, atrds das doencas cardiovasculares (OMS, 2008; Jemal
et al., 2011). No Brasil, as estimativas para o ano de 2012, validas também para 2013,
apontaram a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, incluindo os
casos de pele ndo melanoma. Dentre os tipos mais incidentes estdo os canceres de pele nao
melanoma, préstata, pulmao, colon e reto e estdmago para o sexo masculino; e os canceres de
pele ndo melanoma, mama, colo do tutero, célon e reto e glandula tireoide para o sexo

feminino (Figura 1; INCA, 2011).

Figura 1. Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2012 por sexo,
exceto pele ndo melanoma (Fonte: INCA, 2011).

Localizacao primaria  casosnovos  percentual Localizacao primaria casos novos  percentual
Prostata 60.180 30,8% Homens Mulheres Mama Feminina 52.680 27.9%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 9,3%
Cdlon e Reto 14.180 7,3% Calon e Reto 15.960 8,4%
Estdmago 12.670 6,5% Glandula Tireoide 10.590 5,6%
Cavidade Oral 9.990 51% Traqueia, Bronquio e Puimdo  10.110 5,3%
Esdfago 7.770 4.0% Estdmago 7.420 3.9%
Bexiga 6.210 3,2% Ovério 6.190 3,3%
Laringe 6.110 3,1% Corpo do Utero 4520 2.4%
Linfoma ndo Hodgkin 5.190 2,7% Linfora nao Hodgkin 4.450 2,4%
Sistema Nervoso Gentral 4.820 2,5% Sistema Nervoso Central 4.450 2,4%

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10
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O aumento na incidéncia dos casos de cancer vem sendo explicado pelo fenomeno
conhecido como transi¢do epidemioldgica, que descreve mudangas na distribuicdo das
populagdes em relagdo as alteragdes nos padroes de mortalidade, fertilidade, expectativa de
vida e principais causas de morte (McKeown, 2009). No Brasil, esta transi¢do epidemiologica
ainda estd em andamento, pois ao mesmo tempo em que se observa um aumento na
ocorréncia de doengas cronico-degenerativas, a frequéncia de doencas infecto-parasitarias
permanece elevada (Waters, 2001; Guerra et al., 2005).

O cancer ¢ causado por fatores intrinsecos (mutacdes herdadas, hormonios e sistema
imunolégico), e fatores ambientais ou adquiridos (dieta, tabagismo, radiagdo, agentes
infecciosos, entre outros). Existem muitos tipos de cancer com uma forma hereditaria
conhecida, porém geralmente correspondem a uma pequena proporc¢ao dos casos. Apenas 5-
10% de todos os casos de cancer sdo devidos a uma mutagcdo genética herdada (Figura 2;

Cornelisse & Devilee, 1997; Anand et al., 2008).

Figura 2. O papel dos genes e do ambiente no desenvolvimento do cancer. A) Percentual de contribuigdo de
fatores de risco genéticos e ambientais. B) Risco hereditario para alguns tipos de cancer. C) Contribuigéo
percentual de fatores de risco ambientais (Adaptado de Anand et al., 2008).
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Estudos envolvendo migracdes populacionais indicam que a probabilidade de
ocorréncia da doenca esta relacionada ndo ao pais de origem, mas ao pais para o qual ocorreu
a migracao (Kolonel et al., 2004; Wiencke 2004; Ziegler et al., 1993; Haenszel & Kurihara
1968). Embora todos os canceres sejam resultado de diversas mutagdes (Loeb & Loeb, 2000;
Hahn & Weinberg, 2002; Hanahan & Weinberg, 2011), essas mutagdes sdo decorrentes da
interacdo com o ambiente (Mucci et al., 2001; Czene & Hemminki, 2002).

Devido a importancia do ciclo celular no desenvolvimento do cancer, algumas
consideragdes devem ser feitas. Em eucariotos, o ciclo celular consiste de quatro fases: G1, S,
G2 e M. Na fase S ou de sintese, ocorre a replicacdo do DNA, e a fase M (mitose) consiste na
divisdo propriamente dita. As outras duas fases, G1 e G2 (do inglés gap, intervalo) sdo
igualmente importantes. Durante a fase G1, a célula passa por uma série de checagens antes
de entrar na fase S. Posteriormente, durante G2, ocorrem novas checagens, antes do inicio da
mitose (Malumbres & Barbacid, 2009).

Em cada ponto de checagem (checkpoint), proteinas especificas determinam se as
condigdes sao adequadas para a progressao no ciclo, ou se 0 mesmo deve ser interrompido.
Erros nesses pontos de checagem podem ter consequéncias graves, incluindo o inicio de

processos tumorigénicos (Khodjakov & Rieder, 2009; Figura 3).

Figura 3. Fases do ciclo celular e pontos de checagem (Adaptado de Windelspecht, 2013).
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Com base na pesquisa envolvendo cancer, Hanahan & Weinberg (2000) descreveram

seis principais caracteristicas do cancer, ou seja, habilidades funcionais que permitem o
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crescimento do tumor ¢ a metastizagdo. Em 2011, os mesmos autores revisaram estas

caracteristicas, acrescentando outras duas (Hanahan & Weinberg, 2011):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Manutengdo de sinais de proliferagdo: Células tumorais sdo capazes de manter
uma sinalizagdo proliferativa através de varios mecanismos. Elas podem produzir
ligantes de fatores de crescimento, provocando estimulagdo autdcrina; podem
estimular células normais a liberarem fatores de crescimento (Cheng et al., 2008;
Bhowmick et al., 2004); podem elevar seus niveis de receptores de superficie,
tornando-se hiperresponsivas a ligantes de fatores de crescimento, além de
alterarem outras vias de sinalizagao.

Fuga de supressores de crescimento: Através do escape da regulagdo negativa da
proliferagao celular, executada normalmente por proteinas supressoras tumorais, as
células neoplasicas conseguem manter a progressdo do ciclo celular mesmo
quando ha, por exemplo, danos no genoma.

Resisténcia a morte celular: As células neoplasicas desregulam vias de sinalizagdo
para apoptose, tanto através da superexpressdo de proteinas anti-apoptodticas
quanto através do silenciamento de proteinas pro-apoptéticas (Ashkenazi, 2002;
Ghobrial et al., 2005).

Capacidade de imortalidade: Pode ser adquirida quando a célula tumoral estabiliza
o tamanho e a funcionalidade dos teldmeros.

Indugdo de angiogénese: A formagdo de novos vasos sanguineos € um processo
essencial para manuten¢do do crescimento tumoral e metdstase. A angiogénese
tumoral envolve a sinalizagao de varios fatores de crescimento pro-angiogénicos
(Hicklin & Ellis, 2005; Bergers & Benjamin, 2003).

Ativagdo de invasao e metastase: Sao processos complexos que ainda ndo sdo bem
compreendidos, porém, sabe-se que envolvem mudangas na forma em que as
células se ligam umas as outras e a matriz extracelular.

Reprogramacdo do metabolismo: Para manter sua proliferagdo, as células tumorais
ajustam sua produ¢do de energia. Em alguns tumores, as subpopulagdes celulares
utilizam diferentes vias de geragdo de energia (Semenza, 2008; Feron, 2009;
Kennedy & Dewhirst, 2010).

Fuga do sistema imunolégico: Estudos epidemiologicos sugerem que o sistema
imune de individuos imunocompetentes reconhece e elimina células neoplasicas
antes que elas possam iniciar a formacdo de uma massa tumoral (Vajdic & van

Leeuwen, 2009). Algumas evidéncias indicam que células tumorais com alta
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imunogenicidade seriam eliminadas, enquanto células pouco imunogénicas
poderiam crescer e gerar tumores solidos (Kim et al., 2007; Teng et al., 2008).
Essa questdo permanece controversa, pois células tumorais com alta
imunogenicidade podem desativar componentes do sistema imunoldgico,
escapando de serem eliminadas (Yang et al., 2010; Shields et al., 2010).

Dois aspectos estdo especialmente relacionados a aquisicdo das habilidades citadas
acima: um deles ¢ a instabilidade do genoma e ocorréncia de sucessivas mutacoes (Negrini et
al., 2010; Salk et al., 2010); o outro aspecto esta ligado a inflamag¢do, que contribui para o
desenvolvimento do cancer através do fornecimento de moléculas bioativas ao microambiente
tumoral, incluindo fatores de crescimento, fatores proangiogénicos, entre outras (Mantovani et

al., 2008; DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al., 2010).

3.2 Mecanismos de morte celular

A apoptose, ou morte celular programada, ¢ um processo fisiologico ativo, nao
inflamatorio, de remoc¢do de células em excesso ou com danos, para que seja mantida a
homeostase nos tecidos do corpo (Hengartner, 2000; Galluzzi et al., 2007). As caracteristicas
morfologicas que definem a apoptose incluem condensacdo citoplasmatica e nuclear,
fragmentacdo do DNA intranuclear ¢ formagao de bolhas pela membrana celular, causadas
pela atividade de proteases (Kerr, et al. 1972; Taylor et al., 2008). Alteragdes na regulagdo da
apoptose podem causar processos patoldgicos, tais como doencas autoimunes, doencas
neurodegenerativas e cancer (Golstein, 1998).

Quando ha danos no DNA, a proteina supressora tumoral p53 ativa varios genes
apoptoticos. Um desses genes codifica a proteina p21 (p21VAFY“P!) provocando parada do
ciclo celular em G1 (Deng et al., 1995; Brugarolas et al., 1995). Além de ser alvo de p53, p21
atua como efetor downstream de outros supressores tumorais (Wu et al., 2002). A proteina
p21 medeia suas diversas atividades biologicas principalmente pela ligacdo e inibicdo da
atividade quinase das ciclinas dependentes de quinase (CDKs, do inglés cyclin-dependent
kinases) CDK1 e CDK2, levando a parada do crescimento em estagios especificos do ciclo

celular. Além disso, através da ligagdo ao antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA, do
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inglés proliferating cell nuclear antigen), p21 interfere na atividade de DNA polimerase
dependente de PCNA, inibindo a replicacdo e modulando diversos processos de reparo de
DNA (Abbas & Dutta, 2009).

Duas principais vias de sinalizacdo para ativacdo da apoptose foram identificadas: a
via mitocondrial ou intrinseca, e a via induzida por receptores de superficie celular (receptores
de morte) ou extrinseca (Chen & Wang, 2002; Taylor et al., 2008). Independentemente da via
de ativagao, este processo € regulado por duas familias de proteinas: a familia das caspases e a
familia Bcel-2, a qual compreende tanto proteinas antiapoptdticas (Bcl-2, Bel-xL) quanto pro-
apoptoticas (Bax, Bid, Bik; Sorenson, 2004).

A via intrinseca ¢ ativada em resposta a estresse intracelular, como por exemplo danos
no DNA, hipoxia e privacao de fatores de crescimento. Nessa via, a cascata de caspases ¢
ativada através do aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial e consequente
liberagdo de citocromo c. Essas alteracdes mitocondriais resultam na formagdo de
apoptossomos, seguida de ativagdo de caspase 9 e caspase 3, levando a apoptose (Chen &
Wang, 2002; Nachmias et al, 2004).

A apoptose extrinseca ¢ induzida por sinais de estresse extracelular, os quais sdo
propagados por receptores transmembrana especificos (Wajant, 2002; Schutze et al., 2008;
Mehlen & Bredesen, 2011). Essa rota de morte pode ser iniciada pelo acoplamento de ligantes
tais como FASL/CD95L, fator de necrose tumoral o (TNFa) e TRAIL (do inglés TNF-related
apoptosis inducing ligand) a varios receptores de morte (FAS/CD95, receptor TNFa 1 e
receptor TRAIL, respectivamente; Wajant, 2002).

A interagdo entre as duas vias apoptoéticas ocorre através da clivagem da proteina Bid
(agonista de morte com dominio de interacdo BH3, do inglés BH3-interacting death domain
agonist), um membro da familia Bcl-2 que regula a permeabilizagio da membrana
mitocondrial externa (Billen et al., 2008). Durante a apoptose extrinseca, Bid ¢ clivada pela
caspase 8. O fragmento C-terminal dessa clivagem, tBid (do inglés truncated Bid), migra e se
insere na membrana mitocondrial (Gross et al., 1999), onde conduz subsequentemente a
translocacgdo e insercdo de Bax, levando a permeabilizacdo da mitocondria (Eskes et al., 2000;
Weiet al., 2000).

A morte por apoptose pode ocorrer em consequéncia de grave comprometimento das
fungdes do reticulo endoplasmatico (RE), organela responsavel pela sintese e enovelamento
de proteinas (Kaufman, 1999; Oyadomari & Mori, 2004). Pelo menos trés vias apoptoticas
estdo envolvidas com a resposta ao estresse de reticulo, sendo uma delas a ativagdo

transcricional do gene GADD153 (do inglés growth arrest- and DNA damage- inducible).
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GADDI153/CHOP ¢ um fator de ligagdo a CCAAT (familia de fatores de transcri¢ao
CCAAT/enhancer-binding protein), o qual tem papel essencial na regulacdo da apoptose
(Friedman, 1996; Zinszner et al., 1998). Esta proteina estd presente no citoplasma em niveis
muito baixos, entretanto, perturbacdes que causam estresse induzem aumento de sua
expressdo e seu acumulo no nucleo (Oyadomari & Mori, 2004). A superexpressdo de
GADDI153/CHOP leva a apoptose através de varios mecanismos, incluindo inibi¢ao de Bcl-2
e inducao de translocagdo da proteina pro-apoptdtica Bax do citosol para a mitocondria
(McCullough et al., 2001).

Outro mecanismo de morte celular a ser considerado ¢ a necrose, durante a qual ocorre
intumescimento da célula, seguido de ruptura da membrana plasmatica e rapida lise celular
(Majno & Joris, 1995; Galluzzi et al., 2012). Dentre os agentes que podem induzir necrose
estdo diversos virus, bactérias e protozodrios. Condigdes patoldgicas caracterizadas por
secrecdo inadequada de citocinas, 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio (ROS, do
inglés reactive oxygen species), também estdo relacionadas a morte celular por necrose
(Warny et al., 2000; Proskuryakov et al., 2003).

Por muito tempo, a necrose foi considerada como um mecanismo de morte celular
acidental. Atualmente, com base em diversos estudos, esta claro que a necrose pode ocorrer
de forma regulada (Hitomi et al., 2008; Cho et al., 2009; He et al., 2009; Zhang et al., 2009), e
que este mecanismo de morte tem funcdo em varios processos fisiologicos e patologicos
(Vandenabeele et al., 2010).

Citocinas da familia TNF sdo cléssicas indutoras de necrose programada. As duas
principais quinases mediadoras de necrose TNF-dependente sdo as proteinas RIP1 e RIP3 (do
inglés receptor-interacting protein kinase). RIP3 possui um dominio quinase ativo em sua
por¢do N-terminal, o qual é conservado em outras proteinas da mesma familia, e ¢ essencial
para a indugdo de necrose. Com relagdo a por¢do C-terminal, cada membro da familia RIP
possui uma estrutura especifica: um dominio de morte em RIP1, um dominio de recrutamento
de caspases em RIP2, repeticao de anquirina em RIP4. Em RIP3, esta a por¢do de interagdo
homotipica RIP, também presente em RIP1, e que possibilita a interacdo de RIP3 com RIP1 e

a ocorréncia de necrose (Figura 3; Moriwaki & Chan, 2013).
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Figura 4. Organiza¢do dos dominios da familia de proteinas RIP (adaptado de Moriwaki & Chan, 2013).
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A ligagdo de TNF ao seu receptor (TNF-R1) causa a formagdo do complexo de
sinalizacdo TNF-R1 associado a membrana, chamado complexo I (Figura 4), o qual consiste
de multiplas proteinas, incluindo o dominio de morte associado ao TNFR (TRADD, do inglés
TNFR-associated death domain), RIP1, inibidor de apoptose celular 1 (cIAP1, do inglés
cellular inhibitor of apoptosis 1), cIAP2, fator 2 associado ao TNFR (TRAF2, do inglés
TNFR-associated fator 2), e o complexo de montagem de cadeia de ubiquitina linear

(LUBAC, do inglés linear ubiquitin chain assembly complex).
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Figura 5. Esquema do complexo de sinalizacdo TNF-R1 (adaptado de Moriwaki & Chan, 2013).
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A ubiquitinagdo de RIP1 mediada por cIAPs ¢ LUBAC no complexo I ¢ um evento
critico para desencadear a sobrevivéncia da célula via NF-kB, bloqueando apoptose e necrose.
A desubiquitinagdo de RIP1 promove apoptose € necrose através da formagao do complexo I1
no citoplasma. Se a atividade da caspase 8 ¢ bloqueada, RIP1 e RIP3 desencadeiam a morte
por necrose, transformando o complexo II em um complexo conhecido como necrossomo

(Vandenabeele et al., 2010).

3.3 Tratamentos e alvos terapéuticos

As principais formas de tratamento do cancer utilizadas atualmente envolvem cirurgia,
quimioterapia e/ou radioterapia (Shewach & Kuchta, 2009), as quais geralmente sdo usadas
em conjunto, variando apenas quanto a importancia de cada uma e a ordem de sua indicagdo
(INCA, 2008). A quimioterapia geralmente envolve o uso de farmacos de baixa massa
molecular, que destroem as células tumorais ou limitam sua proliferacdo. Por agirem tanto em

células tumorais quanto em células saudaveis, muitos agentes citotoxicos causam efeitos
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colaterais, como depressdo da medula 6ssea, lesdes no trato gastrintestinal, queda de cabelo e
nauseas, além do desenvolvimento de resisténcia clinica (Thurston, 2007).

Desde o inicio do uso da quimioterapia, na década de 1940, um grande numero de
novos medicamentos anticancer tem sido desenvolvido (Shewach & Kuchta, 2009). Esses
medicamentos podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de ac¢do, e também de
acordo com a sua atuacao no ciclo celular, podendo ser divididos em ciclo-especificos e ciclo-
inespecificos (Almeida et al., 2005).

Os antimetabolitos interagem com rotas essenciais de biossintese, ou interferem em
processos enzimaticos essenciais. Analogos estruturais de purina e pirimidina sdo
incorporados pelas células e interrompem a sintese dos dacidos nucléicos (Figura 5;

Nussbaumer et al., 2011).

Figura 6. Antimetabolitos (Adaptado de Nussbaumer et al., 2011).
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A maior e mais importante familia de fairmacos utilizada no tratamento do cancer
envolve moléculas que interagem com o DNA, através de diversos mecanismos:

- Alquilantes (dacarbazina, procarbazina, temozolomida): adicionam metil ou outros
grupos alquila no DNA, impedindo o anelamento correto de bases. O DNA ¢
consequentemente fragmentado por enzimas de reparo que tentam substituir as bases

alquiladas (Sanderson & Shield, 1996).



28

- Agentes de ligagdo cruzada (cisplatina, ciclofosfamida): causam danos ao formarem
ligagcdes entre atomos no DNA. Essas ligacoes impedem que as hélices do DNA sejam
separadas para a sintese ou transcri¢ao (Chvalova et al., 2007).

- Intercalantes (doxorrubicina, epirrubicina): ligam-se fortemente ao DNA,
encaixando-se entre os pares de bases da dupla hélice e formando complexos de transferéncia
de carga com os nucleotideos (Alcaro et al, 2004).

- Inibidores de topoisomerase (irinotecan, etoposideo, amsacrina): impedem a
atividade das topoisomerases, e consequentemente bloqueiam a divisdo celular (Pommier &
Goldwasser, 20006).

- Antibidticos (bleomicina): fragmentam o DNA através da formacao de radicais livres

(Almeida et al., 2005).

Agentes antimitoticos ou antitubulina sdo farmacos ciclo-especificos que agem na fase
da mitose. Interferem com a dinamica dos microtubulos, bloqueando a divisdo do nucleo e
levando a morte celular (Almeida et al., 2005; Nussbaumer et al., 2011). Os exemplos dessa
familia incluem os alcaldides da vinca (vincristina, vimblastina, vinorelbina, vindesina) e os
taxanos (docetaxel e paclitaxel). A Figura 7 mostra um esquema de uma célula em divisao,

enfatizando o alvo de alguns quimioterapicos.

Figura 7. Ac¢do de quimioterapicos na célula em divisdo (Fonte: http://pharmacologycorner.com).
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3.3.1 Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) sdo fatores de
transcri¢do pertencentes a familia de receptores nucleares (Mangelsdorf et al., 1995). Os
PPARs se ligam a uma repeticdo de dois hexanucletideos, espacados por um ou dois
nucleotideos, como heterodimeros associados ao receptor retindide X (RXR), e ativam
diversos genes alvo (Figura 8; Hsu et al., 1998; Gervois et al., 1999, Kliewer et al., 1992).
Esses elementos responsivos aos proliferadores de peroxissoma (PPREs) sdo encontrados em
varios genes envolvidos no metabolismo de lipideos e homeostase energética (Schoonjans et

al., 1996).

Figura 8. Heterodimeros PPAR/RXR se ligam a PPREs localizados em promotores de genes alvo. PPAR se
associa ao complexo correpressor na auséncia de ligante. Na presenca de um ligante, ocorre a ativagdo da
transcri¢do génica (Adaptado de Tachibana et al., 2008).
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Viérios estudos tém mostrado a expressao de PPARy em diversas células tumorais, e a
ativacdo deste fator de transcri¢do através de ligantes resultou na inibicdo da proliferacao
celular ou na indugdo de apoptose (Grommes et al., 2004; Theocharis et al., 2004). Ligantes
de PPARy apresentam propriedades antitumorigénicas in vitro, ¢ induzem parada do
crescimento tumoral em murinos (Mueller et al., 1998; Elstner et al., 1998; Mehta et al., 2000;
Pighetti et al., 2001; Suh et al., 1999).

As tiazolidinadionas (TZDs) sdo agonistas sintéticos de PPARy. Estdo disponiveis no
mercado como agentes hipoglicémicos para tratamento de diabetes tipo 2, atuando via

PPARy. O efeito das TDZs na modulagdo do ciclo celular tem sido estudado em diversos
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tipos de cancer, in vitro e in vivo (Yang & Frucht, 2001; Shao et al., 2002; Kim et al., 2002;
Osawa et al., 2003; Giacinti & Giordano, 2006). Muitas evidéncias indicam que ligantes de
PPARYy podem suprimir o processo de tumorigénese, sugerindo que essas moléculas poderiam
ser usadas como farmacos antineoplasicos (Tachibana et al., 2008).

Palakurthi et al. (2001), utilizando células tronco embriondrias de camundongo
PPARV'/ e PPARYH ", mostraram que as TZDs troglitazona e ciglitazona induziram parada em
Gl através de via independente de PPARy. Por outro lado, alguns trabalhos mostram
resultados contraditdrios, nos quais o tratamento com ligantes de PPARy resultaram em
progressdo tumoral (Lefebvre et al., 1998; Saez et al., 2004).

As TZDs troglitazona, pioglitazona e rosiglitazona apresentam eficdcia clinica,
entretando, troglitazona e rosiglitazona foram descontinuadas e retiradas do mercado por
causa de relatos de hepatotoxicidade severa (Gitlin et al., 1998; Neuschwander-Tetri et al.,
1998). Foi mostrado que a por¢do TZD da troglitazona era metabolicamente ativada e levava
a formagdo abundante de adutos de glutationa, os quais eram detectados na bile de ratos
(Kassahun et al, 2001). Embora nao haja confirmacao da relacao entre a ativacdo da TZD e a
toxicidade hepatica, Agrawal et al. (2005) sintetizaram oxazolidinadionas como agonistas de
PPARy para evitar um potencial risco de hepatotoxicidade, demonstrando in vitro o
metabolismo do composto 5-{4-[3-(4-ciclohexil-2-propilfenoxi)propoxi]fenil }-1,3-
oxazolidina-2,4-diona em microssomos de figado de ratos, cachorros, macacos ¢ humanos,

além de enzimas do citocromo P450 recombinantes humanas.

3.4 Novos agentes quimioterapicos - Derivados oxazolidinicos

Oxazolidinonas sao uma classe de azois, oxazolidinas com carbono entre o nitrogénio
e oxigénio oxidado para uma cetona, portanto oxazolidinona (Pandit et al., 2012). Essas
moléculas foram descobertas pela empresa DuPont, e patenteadas em 1978 (Fugitt &
Luckenbaugh, 1978).

A primeira oxazolidinona a ser comercializada foi a Linezolida, aprovada para
tratamento de pacientes com infec¢des causadas por bactérias Gram-positivas (Barrett, 2000;

Shaw & Barbachyn, 2011). Oxazolidinonas inibem seletivamente a sintese de proteinas
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bacterianas através de ligacdo com a subunidade ribossomal 50S, impedindo a formagdo de
um complexo de iniciagdo 70S funcional (Zhou et al., 2002; Stevens et al., 2004).

As oxazolidinadionas sdo bioisosteros das tiazolidinadionas e das imidazolidinadionas
que pertencem a um importante grupo de heterociclicos com grupo carbonila nas posicoes 2, 4
ou 5 do anel pentamérico (Figura 9; Singh et al., 2011). Em quimica medicinal, bioisdsteros
sdo substituintes ou grupos com propriedades fisicas ou quimicas similares, que
consequentemente produzem efeitos biologicos muito semelhantes. No desenvolvimento de
farmacos, a troca de um bioisdstero por outro ¢ utilizada para melhorar propriedades
biologicas ou fisicas, como por exemplo, a diminui¢do da toxicidade de um composto, sem
alteragOes significativas na estrutura quimica do mesmo (Patani & LaVoie, 1996; Meanwell,

2011).

Figura 9. Oxazolidinadionas e seus bioisosteros.
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Oxazolidinas estdo presentes em diversas moléculas de interesse farmacéutico. Além
da atividade antibacteriana, ha relatos na literatura de derivados oxazolidinicos com atividade
antifingica (Devi et al., 2013), hipoglicémica (Agrawal et al., 2005; Dow et al., 1990),
anticonvulsivante (Kombian & Phillips, 2012) e anticancer (Singh et al., 2011; Tadesse et al.,
2011).

Singh et al. (2011) relataram a atividade citotoxica de oxazolidinadionas 3,4-
dissubstituidas em linhagem celular HL-60 (leucemia promielocitica). Segundo os autores, a

origem da diferenca de atividade entre os compostos testados ndo seria devida simplesmente a
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propriedades fisicas como lipofilicidade ou polaridade, mas as caracteristicas estruturais
unicas de cada composto. Os autores afirmaram ainda que a morte das células ocorreu por
apoptose, correlacionando-a a fragmentagdao do DNA.

Tadesse et al. (2011) relataram uma nova molécula da familia de compostos
sinoxazolidinona, isolado de Synoicum pulmonaria, ascidio sub-Artico. Além de atividade
antimicrobiana, o composto Synoxazolidinone C apresentou atividade citotdxica contra as
linhagens celulares humanas A2058 (melanoma), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e HT-
29 (carcinoma de colon), com ICsy de 30,5uM. Entretanto, o composto também matou células
normais (fibroblastos de pulmao, MRC-5) na mesma concentracdao. Os autores propdem que o
anel pirrolidina adicional tenha provocado o aumento da citotoxicidade da molécula.

Kumar et al. (2009) sintetizaram oxazolidinas N-substituidas para avaliacao de sua
citotoxicidade in vitro contra linhagens celulares tumorais, apresentando resultados

promissores contra células de canceres ovariano e oral.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese e caracteriza¢do das moléculas com potencial atividade anticincer

As moléculas utilizadas neste trabalho foram sintetizadas no Laboratério de
Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF) do Nucleo de Pesquisa para Inovagao

Terapéutica Suely Galdino (NUPIT-SG), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.1.1 Reagentes e equipamentos utilizados

Para a sintese e comprovagao estrutural dos novos derivados 3-etil-2-tioxo-oxazolidin-
4-ona LPSF/NB sintetizados, foram utilizados os seguintes equipamentos, placas

cromatograficas, reagentes e solventes (Tabela 1):

v' Espectrofotdometro de Absor¢do no Infravermelho - FTIR Shimadzu modelo IR
Prestige-21 da Central Analitica do NUPIT-SG da UFPE;

v Espectrometro de RMN'H — Varian, modelo Plus 400 MHz do DQF da UFPE;

v Espectrometro de Massa - Bruker Daltonics, modelo Autoflex III (MALDI-TOF), do
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE);

v" Determinagdo dos pontos de fusdo - Quimis modelo 340.27 do LPSF;

Lampada de Ultravioleta - Philco do LPSF;

(\

v" Rota evaporador - Fisatom do LPSF;



Tabela 1. Reagentes e solventes utilizados nas diferentes etapas sintéticas.

Composto Empresa Grau de Pureza
3-etil-2-tioxo-4-oxazolidinona Sigma Aldrich PA
4-(1-piperidinil)-benzaldeido Sigma Aldrich PS
4-(1-pirrolidinil)-benzaldeido Sigma Aldrich PS
3,4-dibenziloxi-benzaldeido Sigma Aldrich PS
4-bromo-benzaldeido Sigma Aldrich PS
4-cloro-benzaldeido Sigma Aldrich PS
Acetato de etila Cinética PA
Acido acético Cinética PA
Alcool etilico J. T. Baker PA
Benzeno Sigma Aldrich PA
Cianoacetato de etila Sigma Aldrich PS
Diclorometano Cinética PA
n-Hexano Cinética PA
Morfolina Sigma Aldrich PA

4.1.2 Sintese dos ésteres de Cope (LPSF-IP)
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Em um balao de fundo redondo, sob agitacdo magnética, adaptado a um condensador,

foram adicionadas quantidades equimolares de aldeido aromatico (Figura 10, etapa 1)

substituido e de cianoacetato de etila (Figura 10, etapa 2) na presenca de trietilamina como

catalisador e benzeno como solvente. A mistura reacional foi aquecida e mantida sob refluxo

a uma temperatura de 110°C por 4 horas. Passado este tempo, o produto foi lavado com agua

destilada, filtrado e purificado por cristalizagdo com alcool etilico (Tabela 2).

Tabela 2. Esteres de Cope sintetizados.

R Codigo LPSF
4-cloro LPSF/NB-2
4-bromo LPSF/NB-3
4-pirrolidinil LPSF/NB-4
3,4-bis-benziloxi LPSF/NB-5
4-piperidinil LPSF/NB-6
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4.1.3 Sintese dos derivados 5-benzilideno-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB)

Em um baldo de fundo redondo, com agitagdo magnética, adaptado a um condensador,
foram adicionadas quantidades equimolares dos derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila
(Figura 10, etapa 3) (série LPSF/IP) substituidos e do 3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (Figura
10, etapa 4) dissolvidos em alcool etilico, na presenca de morfolina como catalisador. A
mistura reacional foi aquecida e mantida sob refluxo a 50°C por 4 horas, levando a formagao
dos novos derivados 2-tioxo-oxazolidinicos (Figura 10, etapa 5), que foram purificados
através de lavagens sucessivas com agua destilada e, posteriormente, alcool etilico (Tabela 3).

Na figura 11 sdo mostradas as estruturas das moléculas sintetizadas.

Tabela 3. Estrutura dos derivados 5-benzilideno-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB).

R Codigo LPSF

0 4-cloro LPSF/NB-2

N X 4-bromo LPSF/NB-3

| L /TN 4-pirrolidinil LPSF/NB-4
R/ Z \<S 3,4-bis-benziloxi LPSF/NB-5
4-piperidinil LPSF/NB-6

Figura 10. Diagrama de sintese dos derivados 2-tioxo-oxazolidinicos.
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Figura 11. Derivados 2-tioxo-oxazolidinicos sintetizados.

LPSF/NB-2

5-(4-bromo-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona

S
LPSF/NB-3

5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona

LPSF/NB-4

5-(4-pirrolidin-1-il-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona

%M«

5-(3,4-bis-benziloxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona

LPSF/NB-5

LPSF/NB-6

5-(4-piperidin-1-il-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona

4.1.4 Caracterizacio estrutural das moléculas sintetizadas

As estruturas quimicas dos compostos sintetizados foram confirmadas através da

, . ;. N . e . A 1
técnica espectroscopica de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) e carbono

13 (RMN"C), realizadas no Departamento de Quimica Fundamental (DQF) da UFPE,

espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (IV), realizada no NUPIT-SG e

espectrometria de massa (MS), realizada no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste

(CETENE).
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4.2 Ensaios biologicos

4.2.1 Cultivo de linhagens celulares

As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), pH 6,9
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, p/v - Cultilab), e bicarbonato de sédio 24
mM em estufa de atmosfera imida a 37°C, com 5% de CO; (v/v).

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se as linhagens celulares mostradas na

tabela abaixo:

Tabela 4. Linhagens celulares utilizadas neste trabalho.

Linhagem celular Proveniéncia
HL-60 Leucemia Promielocitica Aguda BCRJ
HL-60/MX1 Leucemia Promielocitica Aguda, ATCC
resistente a quimioterapicos
CCRF-CEM Leucemia Linfoblastica Aguda BCRIJ
Jurkat Leucemia de Células T BCRIJ
RAJI Linfoma de Burkkit BCRJ
NG97 Glioblastoma FCM/USP*
T47D Cancer de Mama BCRJ

BCRIJ: Banco de Células do Rio de Janeiro; FCM/USP: Faculdade de Medicina/Universidade de Sdo Paulo;
ATCC: American Type Culture Collection.
* A linhagem NG97 foi gentilmente cedida pelo Prof. Roger Chammas.

HL-60: derivada de leucocitos do sangue periférico de paciente de 36 anos, sexo feminino,

com leucemia promielocitica aguda (Collins et al., 1977).

HL-60/MX1: derivada da HL-60, resistente ao mitoxantrone (39nM). Essa linhagem
apresenta resisténcia a multiplas drogas (MDR) atipica, atividade catalitica de topoisomerase
IT alterada e niveis reduzidos das telomerases II a e B. As células HL-60/MX1 apresentam
resisténcia cruzada a etoposida, teniposida, bisantreno, actinomicina, daunorrubicina e

doxorrubicina (Harker et al., 1989).
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CCRF-CEM: linhagem estabelecida a partir do sangue periférico de paciente de 4 anos, sexo

feminino, com leucemia linfoblastica aguda de células T (Foley et al., 1965).

Jurkat: estabelecida a partir do sangue periférico de paciente de 14 anos de idade, sexo

masculino, com leucemia linfoide aguda (Schneider et al., 1977).

RAIJI: derivada de linfécito B de um paciente de 11 anos, sexo masculino, com linfoma de

Burkitt (Pulvertaft, 1964).

NGI97: linhagem celular de glioma humano, estabelecida a partir de tecido obtido de um

paciente diagnosticado com astrocitoma grau III (Grippo et al., 2001).

T47D: linhagem isolada a partir de um derrame pleural obtido de paciente do sexo feminino,

de 54 anos, com carcinoma ductal invasivo da mama (Keydar, et al., 1979).

4.2.2 Ensaios de seletividade

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC, do inglés Peripheral blood
mononuclear cells) foram obtidas de doadores voluntarios saudaveis, ndo fumantes e que nao
haviam ingerido bebida alcoolica ou consumido drogas por pelo menos 15 dias antes da
coleta. Todos os doadores assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),
e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFPE (CEP/CCS/UFPE N°
11006/12). As PBMCs foram isoladas através de método padrdo de centrifugagdo por
gradiente de densidade com Ficoll-Hypaque (GE Healthcare). As células foram contadas em
Camara de Neubauer, e a viabilidade foi determinada pelo método de exclusdo azul de tripam.
Os ensaios prosseguiram apenas quando a viabilidade celular foi superior a 98%. As células
foram plaqueadas em placa de 96 pocos (10° células/poco) e mantidas em estufa de atmosfera
umida a 37°C, com 5% de CO, (v/v). Ap6s 24 horas, os compostos foram adicionados (25, 50
e 75uM) e as placas incubadas por dois dias (48 horas). Apos esse periodo, os procedimentos

foram realizados como descritos no item 4.2.3.
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4.2.3 Determinacio da citotoxicidade das novas moléculas — ensaio MTT

A citotoxicidade dos compostos foi testada contra sete linhagens de células tumorais:
HL-60 (leucemia promielocitica aguda), HL-60/MX1 (HL-60 resistente), CCRF-CEM
(leucemia linfoblastica aguda), NG97 (glioblastoma), T47D (cancer de mama), Raji (linfoma
de Burkkit) e Jurkat (leucemia de células T). Uma triagem inicial foi realizada utilizando-se
os compostos nas doses 25, 50 e 75 uM. Posteriormente, alguns dos compostos também
foram testados nas doses de 1 e/ou 10 uM, para que o ICsy pudesse ser determinado.

Para os ensaios, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos (10" células/pogo)
em estufa de atmosfera umida a 37°C, com 5% de CO; (v/v). Apds 24 horas, os compostos
(solugao estoque a 50 mM em DMSO) foram diluidos em meio completo (RPMI
suplementado com 10% de SBF), nas concentragdes especificadas e adicionados nos pocos.
As placas foram incubadas por trés dias (72 horas), nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente. Em todos os ensaios, foram incluidos controles nao tratados e contendo apenas
DMSO, na mesma concentracdo presente nos compostos (0,1%). Apds este periodo, foram
adicionados em cada pogo 20uL de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT), e, trés horas depois, 130uL de SDS 20%. No dia seguinte, a absorbancia foi
medida em leitora de placas (EL808, Biotek, EUA) no comprimento de onda de 570 nm.

Cada dosagem de composto foi feita em triplicata e a média da viabilidade de cada
experimento foi calculada com base no valor obtido para o controle contendo DMSO. O
farmaco padrao utilizado para comparagdo da citotoxicidade dos compostos sintetizados foi a

Amesacrina (Sigma, Figura 12).

Figura 12. Amsacrina.
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4.2.4 Calculo da ICs

As curvas dose-resposta foram construidas com base nos resultados dos ensaios MTT,
através da formula: % viabilidade celular = 100 — (média viab. célula tratada — média viab.
branco) x 100 / (média viab. DMSO — média viab. branco). Para o calculo da ICsy, foram
utilizadas as médias de trés experimentos independentes. Na equacao da reta, o valor de y foi
substituido por 50 para obten¢do da concentra¢do de composto com capacidade de reduzir a
viabilidade celular a 50%.

Para a elaboracdo dos graficos e calculo da ICsy, foram utilizados os programas
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e Origin Pro 8 (Originlab
Corporation, Northampton, MA, EUA), respectivamente.

4.2.5 Extracao de RNA total

Células da linhagem HL-60 foram plaqueadas em placa de cultura de seis pogos (2.10°
células por pogo), e tratadas com os compostos LPSF/NB-2, LPSF/NB-3, LPSF/NB-4,
LPSF/NB-5 (todos a 25uM), Amsacrina (controle antitumoral, 100 nM) e Rosiglitazona
(controle positivo para expressao de PPARy, 25uM). Apds 10 horas, as células foram
coletadas da placa e centrifugadas (3000 rpm, 5 minutos, 4°C). O pellet foi ressuspendido em
800uL de Trizol® (Invitrogen), e as amostras foram homogeneizadas em agitador tipo vortex
por 10 minutos. Em seguida, os tubos foram deixados por 5 minutos a 25°C. Foram
adicionados 200uL de cloroformio gelado, e as amostras homogeneizadas delicadamente por
inversao.

Apo6s 3 minutos a 25°C, as amostras foram centrifugadas (10000 rpm, 20 minutos,
4°C). A fase aquosa do sobrenadante (referente ao RNA extraido) foi transferida para um
novo tubo cuidadosamente, evitando a retirada da interface (proteinas e fragmentos maiores
de DNA) e da fase inferior (proteinas e fragmentos menores de DNA). Em seguida, foram
adicionados 500ul de isopropanol e a amostra deixada a 25°C por 10 minutos para

precipitagdo do RNA.
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Apos este periodo, foi centrifugada a 10000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com etanol 75%. Os tubos foram centrifugados por 15
minutos a 10000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e apos secar o excesso de etanol a
25°C, o RNA foi dissolvido em dgua livre de RNase/DNase (GIBCO, Gainthersburg, EUA).

A concentracdo e pureza do RNA foram determinadas por leitura espectrofotométrica
a 260 nm no BioPhotometer plus (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Foi utilizada uma
densidade optica (OD) igual a um que equivale a 40 pg/mL de RNA fita simples. A pureza do
RNA foi avaliada pela propor¢ao 260/280nm, que deve ficar entre 1,8 e 2,0.

4.2.6 Tratamento do RNA com DNAse I

Aliquotas de RNA total (4 pg) foram tratadas com a enzima DNAse I (volume igual a
30% da concentragdo de RNA; 1 U/uL — Promega, Madison, EUA) por 60 minutos a 37°C,
com a finalidade de eliminar possiveis contaminantes de DNA. Em seguida, o RNA foi
precipitado com 75uL de etanol absoluto e 3uL de acetato de sédio (0,2 M, pH 4.0-4.6) a -
80°C, overnight. Apds este periodo, o RNA foi centrifugado por 30 minutos (10000 rpm a
4°C) e lavado com etanol 75%. O RNA foi novamente centrifugado por 20 minutos (10000
rpm) e o sobrenadante desprezado. O precipitado foi deixado a 25°C por 10 minutos para

completa secagem, ¢ em seguida dissolvido em dagua livre de RNase/DNase (GIBCO,

Gainthersburg, EUA).

4.2.7 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA utilizou-se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kits (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido), seguindo as instru¢des do fabricante.
Uma mistura contendo dNTPs, iniciadores randomicos (random primers), transcriptase
reversa e inibidor de RNase (1 U/uL de RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor - Invitrogen Life

Technologies, Califérnia, EUA) foi preparada e adicionada a um mesmo volume de RNA. A
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reacdo de sintese de cDNA foi feita a 25°C por 10 minutos, seguida por 2 horas de incubacao

a42°C.

4.2.8 PCR em Tempo Real (qPCR)

Para analise quantitativa dos transcritos diferencialmente expressos foi feita PCR em
tempo real. A reacdo de amplificacdo dos cDNAs foi realizada com PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Warrington, UK) e sondas especificas para os genes PPARy (TagMan
Hs01115513 ml), p21 (TagMan Hs00355782 ml), BID (TagMan Hs00609632 ml),
GADDI153 (TagMan Hs00358796 gl1) e RIP-3 (TagMan Hs00819388 m1), utilizando-se o
equipamento ABIPrism 7900HT sequence detection PCR machine (Applied Biosystems,
Califérnia, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Foi utilizado o gene de
referéncia 18S (TagMan Hs03928990 gl), cuja expressao ¢ constitutiva, para posterior analise
comparativa do nivel de expressdo dos transcritos de interesse.

A expressdo relativa dos genes foi calculada pelo método 242 primeiramente
calcula-se a relacdo entre o gene referéncia (controle enddogeno 18S) e o gene alvo (gene em
estudo) para todas as amostras. Este indice ¢ denominado ACt. Em seguida, calcula-se o -
AACt, que ¢ a correcdo do ACt das amostras pelo ACt do grupo controle (ndo tratado ou
tratado com Amsacrina/Rosiglitazona), o qual pode ser calculado subtraindo-se o ACt médio
da amostra pelo ACt médio do controle. Em seguida, é obtido o valor de 2“*“Y, pois a

amplificacdo ¢ feita de maneira exponencial em base 2.

4.3 Analise estatistica

Os resultados de expressdo génica foram analisados por teste t (Student) e por one-way
ANOVA (teste Bonferroni) para amostras nao pareadas, utilizando-se o programa GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). A diferenga de expressdo foi

considerada estatisticamente significativa quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Dados fisico-quimicos e analises espectroscopicas

- A ” 1 13y
A analise dos espectros de ressonancia magnética nuclear (' H e °C), infravermelho e
massa (Apéndice C) dos compostos sintetizados permitiu a comprovagdo estrutural dos

LPSF/NB, conforme descrigao abaixo:

5-(4-bromo-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona - LPSF/NB-2

Formula Molecular: C;,H;oBrNO,S; Massa Molecular: 310,9616 g/mol; Ponto de Fusdo: 165-
166°C; Rendimento: 80%; Razdo de Frente: 0,54; Sistema: n-Hexano/AcOEt 9:1; IV (KBr,
cm™): C=C aromatico (1581) parassubstituido (~800), C=0 carbonila (1749), CH, (2933),
CHjs (2981), C — Br (1068 — 1006); RMN 'H (DMSO-ds, 400MHz) &: 1,20 (t, 3H, J = 7.6 Hz,
CH»), 3,81 (q, 2H, J = 7,2 Hz, CH»), 6,97 (s, 1H, =CH-), 7,75 (d, 2H, J = 8,8 Hz, benzilideno),
7,81 (d, 2H, J = 8,8 Hz, benzilideno); RMN °C (DMSO-ds, 100MHz) &: 11,68 (CH3), 37,78
(CHy), 111,03 (=CH-), 124,20 (C4), 130,26 (C4), 132,29 (CH), 132,29 (CH), 132,76 (CH),
132,76 (CH), 139,50 (C4), 161,51 (C=S), 183,18 (C=0). MS [M+H]" calculado = 311,9616;
encontrado = 312,010.
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5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona - LPSF/NB-3

S

Formula Molecular: Cj,H;,CINO,S; Massa Molecular: 267,0121 g/mol; Ponto de Fusdo: 146-
147°C; Rendimento: 90%; Razao de Frente: 0,59; Sistema: n-Hexano/AcOEt 9:1; IV (KBr,
cm™): C=C aromético (~1584) parassubstituido (818), C=0 carbonila (1749), CH, (~2900),
CHj3 (~2990); RMN 'H (DMSO-dg, 400MHz) &: 1,21 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CH3), 3,81 (q, 2H, J
=17,6 Hz, CH,), 6,96 (s, 1H, =CH-), 7,61 (d, 2H, J = 8,8 Hz, benzilideno), 7,88 (d, 2H, J = 8,8
Hz, benzilideno); RMN "°C (DMSO-ds, 100MHz) &: 11,69 (CH3), 37,78 (CH,), 110,95 (=CH-
), 129,36 (CH), 129,36 (CH), 129,96 (C4), 132,62 (CH), 132,62 (CH), 135,20 (C4), 139,43
(C4), 161,50 (C=S), 183,19 (C=0). MS [M+H]" calculado = 268,0121; encontrado = 268,064

5-(4-pirrolidin-1-il-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona- LPSF/NB-4

S
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Formula Molecular: C6H;sN,O,S; Massa Molecular: 302,1089 g/mol; Ponto de Fusdo: 149-
150°C; Rendimento: 51%. Razao de Frente: 0,49; Sistema: n-Hexano/AcOEt 9:1; IV (KBr,
cm™): C=C aromatico (1527) parassubstituido (817), C=0 amida trissubstituida (1718), CH,
(~2900), CH; (~2990), amina tercidria (~2850); RMN 'H (DMSO-dq, 400MHz) 8: 1,21 (t,
3H, J= 7,2Hz, CHj3), 1,98 (m, 4H, pirrolidinil), 3,34 (m, 4H, pirrolidinil), 3,82 (q, 2H, J =
7,2Hz, CH,), 6,66 (d, 2H, J = 8,4Hz, benzilideno), 6,82 (s, 1H, =CH-), 7,72 (d, 2H, J = 8,4Hz,
benzilideno); RMN *C (DMSO-ds, 100MHz) &: 11,65 (CHs), 24,73 (CH,), 24,73 (CH,),
37,35 (CHy), 47,19 (CH,), 47,19 (CHy), 112,07 (CH), 115,44 (CH), 115,44 (CH), 117,34
(C4), 133,37 (CH), 133,37 (CH), 134,96 (C4), 149,20 (C4), 160,96 (C=S), 189,39 (C=0). MS
[M+H]" calculado = 303,1089; encontrado = 303,127.

5-(3,4-bis-benziloxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona - LPSF/NB-5
@v ,
o
X
N
L/ N\

0

S

Formula Molecular: CysH»3NO4S; Massa Molecular: 445,1348 g/mol; Ponto de Fusdo: 85-
86°C; Rendimento: 85%; Razao de Frente: 0,57; Sistema: n-Hexano/AcOEt 8:2; IV (KBr, cm’
: C=C aromatico (1511) parassubstituido (795), C=0O amida trissubstituida (1745), CH,
(~2900), CH; (~2990), benzenos monossubstituidos (1597 e 1665); RMN 'H (DMSO-ds,
400MHz) ¢: 1,20 (t, 3H, J = 7.6 Hz, CH3), 3,80 (q, 2H, J = 7,2 Hz, CH>), 5,17 (s, 2H, OCH»),
5,22 (s, 2H, OCHy), 6,88 (s, 1H, =CH-), 7,23 (d, 1H, J = 8,4 Hz, benzilideno), 7,32 (d, 1H, J =
8,4 Hz, benzilideno), 7,60 (s, 1H, benzilideno), 7,41-7,35 (m, 5H, benziléxi), 7,50-7,46 (m,
5H, benziloxi); RMN C (DMSO-ds, 100MHz) &: 11,74 (CHs), 37,66 (CH,), 69,87 (OCH,),
70,03 (OCH,), 113,13 (CH), 114,11 (CH), 116,47 (CH), 123,81 (C4), 125,82 (CH), 127,71
(CH), 127,82 (CH), 127,82 (CH), 127,93 (CH), 127,93 (CH), 127,97 (C4), 127,97 (C4),
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127,97 (C4), 127,97 (C4), 128,46 (C4), 128,46 (C4), 128,46 (C4), 128,46 (C4), 136,62 (C4),
136,69 (C4), 137,59 (C4), 147,91 (C4), 150,64 (C4), 161,42 (C=S), 183,01 (C=0). MS
[MJrH]+ calculado = 446,1348; encontrado = 446,071.

5-(4-piperidin-1-il-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona - LPSF/NB-6

S

Formula Molecular: C;¢HsN,O,S; Massa Molecular: 316,124 g/mol; Ponto de Fusdo: 152-
153°C; Rendimento: 52%; Razao de Frente: 0,45; Sistema: n-Hexano/AcOEt 9:1; IV (KBr,
cm™): C=C aromatico (1515) parassubstituido (829), C=0 amida trissubstituida (1733), CH,
(~2990), CH; (2945), amina terciaria (2820); RMN 'H (DMSO-dg, 400MHz) &: 1,21 (t, 3H,
J=6,8Hz, CHj3), 1,60 (m, 6H, piperidinil), 3,38 (m, 4H, piperidinil), 3,81 (q, 2H, J= 7,2Hz,
CH,), 6,81 (s, 1H, =CH-), 7,01 (d, 2H, J= 8,8Hz, benzilideno), 7,71 (d, 2H, J= 8,8Hz,
benzilideno); RMN C (DMSO-ds, 100MHz) &: 11,63 (CHj), 23,77 (CH,), 24,77 (CHy),
24,77 (CHp), 37,42 (CH,), 47,55 (CHy), 47,55 (CHy), 113,90 (CH), 113,90 (CH), 114,54
(CH), 118,92 (C4), 133,18 (CH), 133,18 (CH), 135,74 (C4), 152,08 (C4), 161,07 (C=S),
182,56 (C=0). MS [M+H]" calculado = 317,124; encontrado = 317,136.
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5.2 Ensaios de seletividade

Os novos derivados 2-tioxo-oxazolidinicos ndo apresentaram toxicidade quando
testados em células saudaveis (PBMC; Tabela 5), apresentando a vantagem de serem mais

seletivos quando comparados ao controle utilizado (Amsacrina).

Tabela 5. Valores de ICsy dos compostos LPSF/NB em PBMC.
ICso (uM) - PBMC

LPSF/NB-2 >75
LPSF/NB-3 >75
LPSF/NB-4 >75
LPSF/NB-5 >75
LPSF/NB-6 >75
Amsacrina 3,73

5.3 Ensaios de citotoxicidade

Dentre os compostos avaliados, o LPSF/NB-5 apresentou atividade mais pronunciada,
inibindo o crescimento de todas as linhagens celulares testadas. Todos os outros compostos
apresentaram atividade antitumoral frente a pelo menos uma linhagem celular. Em geral, os
compostos apresentaram melhores resultados contra linhagens de leucemia (HL-60 e Jurkat).
A Figura 13 mostra a viabilidade de cada linhagem celular, quando tratadas com os

compostos LPSF/NB.
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Figura 13. Viabilidade celular das linhagens tumorais frente aos compostos LPSF/NB.
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A tabela 6 mostra os valores de ICsy dos compostos LPSF/NB frente as linhagens

tumorais HL-60, CCRF-CEM, T47D, NG97, Raji e Jurkat, assim como os resultados obtidos

para células saudaveis (PBMC). Os valores sdo apresentados em concentracdo micromolar

(uM). Quanto menor o valor, maior a poténcia inibitoria.
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Tabela 6. Valores de ICs (uM) dos compostos LPSF/NB.

HL60 HL60/ T47D NG97 Raji Jurkat CCRF-

MX1 CEM
LPSF/NB-2 27,18 >75 >75 55,26  >75 24.18 42,89
LPSF/NB-3 17,84 56,33 >75 >75 >75 32.14 42,84
LPSF/NB-4 21,19 >75 >75 >75 >75 15.19 45,53
LPSF/NB-5 16,44 >75 39,73 36,55 23,86 22.54 28,98
LPSF/NB-6  >75 >75 >75 >75 >75 28.99 >75
Amsacrina <1 1,3 12,18 2,1 4,15 <1 <1

A figura abaixo mostra a relagdo entre a estrutura quimica e a ICsy dos compostos

sintetizados nas linhagens HL-60 e Jurkat.

Figura 14. Relagao entre a estrutura quimica e a atividade antitumoral dos compostos LPSF/NB nas linhagens

celulares HL-60 e Jurkat.
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Quando os ensaios foram realizados em linhagem resistente (HL-60/MX1), apenas o

composto NB-3 apresentou atividade citotoxica, com a média da ICso = 56uM (Figura 15).

Figura 15. Viabilidade celular da linhagem resistente HL-60/MX1 frente aos compostos LPSF/NB.

HL-60/MX1
100
-o- NB-2

£ 80 - NB-3
g -+ NB-4
B 60- NB-5
8 -~ NB-6
§ 407 -®- Amsacrina
E
8 204
>

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentragao (uM)

5.4 Analise de expressao génica por PCR em Tempo Real

Na linhagem HL-60, o tratamento com o composto LPSF/NB-3 aumentou a expressao

dos genes RIP3 e GADDI153 (Figura 16), quando comparados as células nao tratadas.

Figura 16. Efeito dos LPSF/NB na expressao de RIP3 e GADD153 na linhagem tumoral HL-60 (NT: Nao
tratado; AMSA: Amsacrina).
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Quando a expressdo do gene BID foi quantificada, observou-se que o tratamento com
os compostos testados induziu um aumento na expressao deste gene com relagdo ao controle
ndo tratado. Entretanto, se a comparacdo ¢ feita com relacio a Amsacrina, nao houve

diferenca significante na expressao de BID (Figura 17).

Figura 17. Efeito dos LPSF/NB na expressdo de BID na linhagem tumoral HL-60 (NT: Nao tratado;
AMSA: Amsacrina).
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Apo6s o tratamento com o composto LPSF/NB-2, a expressao do gene p21 foi elevada,

quando comparados tanto ao controle ndo tratado quanto a Amsacrina (Figura 18).

Figura 18. Efeito dos LPSF/NB na expressdo de p21 na linhagem tumoral HL-60 (NT: Nao tratado; AMSA:
Amsacrina).
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O composto LPSF/NB-2 também induziu aumento na expressdo do gene PPARy
(Figura 19), quando comparado as cé¢lulas nao tratadas e ao controle tratado com
rosiglitazona, agonista de PPARy (utilizado como controle positivo para expressdao do

receptor).

Figura 19. Efeito dos LPSF/NB na expressdo de PPARY na linhagem tumoral HL-60 (NT: Nao tratado;
AMSA: Amsacrina; ROSI: Rosiglitazona).
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6. DISCUSSAO

A caracterizacao estrutural das novas moléculas da série 2-tioxo-3-etil-oxazolidin-4-
ona foi realizada utilizando-se as seguintes técnicas espectroscopicas: infravermelho (IV),
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono 13 (RMN °C), além da
espectrometria de massas.

Como pontos caracteristicos na elucidagdo estrutural dos novos derivados 2-tioxo-
oxazolidinicos através da analise do RMN 'H, foram observados tripletos referentes as metilas
(-CH3) que possuiram deslocamentos quimicos variando entre 1,20 — 1,21 ppm, quartetos
relativos aos hidrogénios metilénicos (-CH,-) os quais variaram entre 3,80 — 3,82 ppm e
também o hidrogénio benzilidénico, referente a ligagdo formada na reagdo de adi¢do de
Michael, o qual se apresentou na forma de singleto e teve deslocamento quimico variando
entre 6,81 — 6,96 ppm. A evidéncia desse hidrogénio benzilidénico nos espectros comprova a
formacgdo dos nossos derivados 2-tioxo-oxazolidinicos. Os demais hidrogénios referentes as
substitui¢des na posi¢do 5 do nucleo da 3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona também foram
devidamente elucidados, apresentando-se na forma de singletos, dubletos, tripletos e
multipletos.

O espectro de RMN "°C evidencia as absor¢des dos atomos de carbono caracteristicos
dos derivados 2-tioxo-oxazolidinicos. Os deslocamentos dos carbonos referentes a carbonila
(C=0) sao evidenciados nos sinais entre 183 a 189 ppm, ja os sinais referentes a tiocarbonila
(C=S) variaram entre 160 a 161 ppm. Os carbonos das metilas apresentaram sinais em torno
de 11 ppm e os carbonos referentes ao —CH,- em torno de 37 ppm. Os deslocamentos dos
carbonos referentes a ligacdo benzilidénica formada variaram entre 110 e 113 ppm. J& os
carbonos aromaticos variaram entre 112 e 152 ppm, devido a natureza dos substituintes aos
quais estes se encontram ligados (N, O, C).

A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada como ferramenta adjunta na
caracterizacdo dos compostos sintetizados, na qual ¢ possivel evidenciar grupos funcionais
caracteristicos presentes dos compostos sintetizados (Pavia et al., 2010). Os derivados 2-
tioxo-3-etil-oxazolidin-4-ona apresentaram estiramentos/bandas caracteristicas dos grupos
funcionais. Os modos vibracionais de ligagdes do tipo v(C=C), caracteristicas em anéis
aromaticos, foram observadas em 1584-1511 cm! e em 829-795 cm'l, dessa forma

confirmando que o grupo arila se apresenta parassubstituido. Ligacdes do tipo v(CH;) foram



54

localizadas em 2990-2900 cm™, v(CH;3) em 2990-2945 cm™ e v(C=0) atribuida a amida
trissubstituida em 1749-1718 cm™, além do estiramento caracteristico aos radicais especificos
encontrados para cada molécula, com excecdo do 4-Cl presente no LPSF/NB-3, pois ha
superposi¢do com a banda do grupamento éter v(C-O-C) que ocorre em aproximadamente
1100 cm™. Superposicdes de bandas também foram observadas para as ligacdes do tipo
v(C=S), que apresentam banda forte em 830 cm™ (Casas et al., 1997). A espectrometria de
massa confirmou todos os compostos sintetizados.

Com relagdo a atividade bioldgica, avaliada através do método MTT, o composto NB-
5 inibiu o crescimento de todas as linhagens testadas, exceto a linhagem resistente (HL-
60/MX1). Comparando-se as estruturas moleculares dos compostos sintetizados, os resultados
indicam que o grupamento volumoso/doador de elétrons (3,4-bis-benziloxi) foi responsavel
pelo aumento da atividade anticancer deste derivado 2-tioxo-oxazolidinico.

Apesar da semelhanca entre as estruturas dos compostos LPSF/NB-4 (substituinte
pirrolidina) e LPSF/NB-6 (substituinte piperidina), os resultados de viabilidade celular frente
as linhagens testadas ndo foram similares. Dentre os compostos testados, o0 NB-4 apresentou a
maior toxicidade contra as células da linhagem Jurkat (ICsyo = 15,19 uM). Esse resultado pode
estar relacionado ao grupo pirrolidina na molécula, um alcaloide encontrado naturalmente em
folhas de tabaco e cenoura. Como altera¢des no padrao de glicosilagao de proteinas celulares
estdo relacionadas ao desenvolvimento de cancer (Kobata, 1989; Kobata & Amano, 2005;
Brooks et al, 2008), o mecanismo de ac¢do desses compostos baseia-se na inibi¢do de -
manosidases tipo II.

Virios estudos vém sendo conduzidos com o objetivo de avaliar o potencial anticancer
de moléculas contendo anel pirrolidina (Li et al., 2006; Guo et al., 2012; Limpachayaporn et
al., 2013). Bello et al. (2010) sintetizaram novas pirrolidinas funcionalizadas, mostrando que
os compostos afetaram a expressdo de genes envolvidos na progressdo do ciclo celular. Fiaux
et al. (2008) também mostraram a sintese e atividade antitumoral in vitro de pirrolidinas
funcionalizadas, através da inibigdo de a-manosidases tipo II.

Com relacao as analises de expressao génica, observamos que o composto LPSF/NB-2
provocou aumento significativo na expressdo do gene p21 em HL-60. A superexpressdao de
p21 aumenta a susceptibilidade a apoptose induzida por medicamentos antitumorais em
linhagens de glioma (Kondo et al., 1996) e diversas linhagens com deficiéncia de p53 (Lincet
et al., 2000). Esses estudos mostraram a correlagdo entre o nivel de expressao de p21 e a

sobrevida dos pacientes (Zolota et al., 2007). Muitos medicamentos anticancer, como por
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exemplo inibidores de histona desacetilases, funcionam (pelo menos parcialmente)
promovendo inducao de p21 (Ocker & Schneider-Stock, 2007). Por outro lado, alguns estudos
mostraram que p21 pode funcionar como oncogene (Roninson, 2002; Gartel, 2006). Como
esta proteina participa de vias que envolvem estabilidade genomica, apoptose, senescéncia e
reparo de DNA, interven¢des terapéuticas que alteram estas vias devem ser melhor estudadas.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com o composto LPSF/NB-3 induziu a
expressao dos genes RIP3 e GADDI153 em HL-60. A inducao da necrose programada através
de RIP3 é uma estratégia antitumoral a ser considerada, j4& que muitos tipos de cancer
apresentam resisténcia a apoptose, mecanismo de acdo de diversos quimioterapicos. Até o
momento, ndo héd evidéncias claras que indiquem se a necrose € benéfica ou prejudicial no
cancer (Moriwaki & Chan, 2013). Como este mecanismo de morte também promove
inflamacdo, esse efeito no microambiente tumoral precisa ser cuidadosamente avaliado
(Mantovani et al., 2008). Sendo assim, mais estudos sdo necessarios antes que esta via de
morte possa ser utilizada na terapé€utica do cancer.

A indugdo de GADDIS3 também pode representar uma nova abordagem no
tratamento de neoplasias, podendo ser usada para sensibilizar as células tumorais a agao de
outros quimioterapicos, funcionando como terapia adjuvante. O potencial da inducdo do
estresse de reticulo endoplasmatico no tratamento do cancer tem sido avaliado por diversos
grupos (Pae et al., 2007; Saito, 2009). A curcumina, substancia extraida da circuma, tem sido
estudada por apresentar propriedades antitumorais (Lopez-Lazaro, 2008). Pae et al. mostraram
que a curcumina induz apoptose e causa estresse de reticulo endoplasmatico em células da
linhagem HL-60, sendo a expressdo da proteina GADDI153 uma das evidéncias deste
resultado (Pae et al., 2007).

Com relagdo a expressdo de PPARYy, nossos resultados sugerem que este gene foi
induzido apds tratamento com os derivados 2-tioxo-oxazolidinicos, indicando que este fator
de transcrigao pode ser alvo dos LPSF/NB. Entretanto, apenas para o composto LPSF/NB-2
foi observada diferenga significativa. Com base no bioisosterismo entre tiazolidinas e
oxazolidinas, Agrawal et al. (2005) sintetizaram derivados oxazolidinicos como agonistas de
PPARy, confirmando esta interacdo através da andlise dos metabolitos encontrados em
microssomos de figado de ratos, cachorros, macacos e humanos, além de enzimas do
citocromo P450 recombinantes humanas. Este efeito de inducao da expressao de PPARY pode
ser interessante, pois acrescenta um mecanismo anti-inflamatoério ao efeito anticancer.
Estudos indicam que o processo inflamatério contribui para o desenvolvimento e

dissemina¢do do tumor (Hanahan & Weinberg, 2011). Sendo assim, a busca de novos
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quimioterapicos que apresentem este efeito dual, antitumoral e anti-inflamatorio, sera de
grande importancia para um tratamento mais eficaz.

A linhagem HL-60 ¢ bastante sensivel a varios estimulos apoptdticos, especialmente
causados por agentes anticancer (Lennon et al., 1991; Bertrand et al., 1993), apesar de
expressar o gene Bcl-2 (antiapoptose; Delia et al., 1992) e ndo expressar o gene p53 (Wolf &
Rotter, 1985). Diversos trabalhos tém relatado o papel de Bid na indu¢ao de apoptose (Sax et
al., 2002; Fischer et al., 2003). Sax et al. (2002) demonstraram que Bid ¢ regulado
transcricionalmente por p53 apds o tratamento com adriamicina, 5-fluorouracil e irradiagdo
UV-C. Células tumorais frequentemente apresentam mutacdes no gene p53, inativando sua
funcdo reguladora da apoptose (Bonofiglio et al., 2011). Muitas vezes essa auséncia de
apoptose desencadeada por p53 ¢ a causa de resisténcia ao tratamento quimioterapico (Clarke
et al., 1993; Lowe et al.,, 1993). Por outro lado, hd evidéncias de que a localizacao
mitocondrial da proteina p53 ¢ suficiente para iniciar o processo apoptotico (Murphy et al.,
2004).

Bonofiglio et al. (2011) utilizaram as linhagens celulares de cancer de mama MCF7
(p53 selvagem), SKBR3 e T47D (ambas com p53 mutado e consequentemente com atividade

transcricional comprometida) para avaliar o mecanismo de apoptose desencadeado por

ligantes de PPARY (rosiglitazona) e RXR (acido 9-cis-retinoico). Os autores observaram um

aumento na expressdo de Bid causado por PPARY, mostrando que a regulacdo de Bid ocorreu
de forma independente de p53. Como a linhagem HL-60 ndo expressa o gene p53, nossos
resultados indicam que a expressao de Bid nos compostos testados (todos exceto LPSF/NB-6)
pode ter sido induzida por PPARy. Além de validar este resultado por Western Blot, seria
interessante avaliar a presenca do fragmento ativo no processo de morte celular por apoptose,

tBid.



57

7. CONCLUSOES

Cinco novos derivados 2-tioxo-oxazolidinicos foram sintetizados e caracterizados
estruturalmente: 5-(4-bromo-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-
2), 5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona  (LPSF/NB-3), 5-(4-
pirrolidin-1-il-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-4), 5-(3,4-bis-
benziloxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-5), 5-(4-piperidin-
1-il-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-6). O rendimento de

todos os compostos foi acima de 51%.

Em células saudaveis (PBMC), o IC50 de todas as moléculas foi maior que 75 uM.

A atividade biologica dessas moléculas foi avaliada em sete linhagens tumorais: HL-
60 (leucemia promielocitica aguda), HL-60/MX1 (HL-60 resistente), CCRF-CEM
(leucemia linfoblastica aguda), NG97 (glioblastoma), T47D (cancer de mama), Raji

(lifoma de Burkitt) e Jurkat (leucemia de células T).

Em geral, os compostos apresentaram melhores resultados contra linhagens de
leucemia (HL-60 e Jurkat). O composto LPSF/NB-5 inibiu o crescimento de todas as

linhagens celulares testadas, com exce¢do de HL-60/MX1.

Os derivados 2-tioxo-oxazolidinicos apresentaram atividade antitumoral contra
diferentes tipos de células tumorais, modulando a expressdo de genes envolvidos em
apoptose, estresse de reticulo endoplasmatico, necrose programada e inflamacdo. Os
compostos LPSF/NB-4 e LPSF/NB-5 mostraram atividade citotoxica mais
pronunciada, particularmente contra células de leucemia, sendo moléculas promissoras

para estudos in vivo e de efeito sinérgico no tratamento de cancer.
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8. PERSPECTIVAS

= Confirmag¢ao dos mecanismos de morte através de Citometria de Fluxo;

= Andlise protedmica (HL-60 e HL-60/MX1) para elucidacao de mecanismos de
resisténcia;

= Analise da expressao génica em outras linhagens;

= Analise da expressao do gene p53 em RAJI;

= Avaliagdo da inibi¢do de topoisomerases;

= Validagdo dos resultados de expressdo génica por Western Blot;

=  Ensaios in vivo.
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Bairro/Cidade/UF: Boa Viagem - Recife — PE.
CEP: 51.030-000
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RG: 6.304.255 Orgio/UF: SSP/PE
Endereco: Av. Boa Viagem, n® 5554, apto. 202
Bairro/Cidade/UF: Boa Viagem - Recife — PE.
CEP: 51.030-000

Telefone: (81) 9671-7788
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CPF: 060.883.204-94

CPF: 051.890.774-03

CPF: 039.972.064-22

CPF: 280.819.514-15
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Telefone: (81) 9827-4256

CPF: 067.369.646-44
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DERIVADOS 2-TIOXO-OXAZOLIDINICOS-N-SUBSTITUIDOS
POTENCIALMENTE UTEIS NA TERAPIA ANTICANCER

[001] A Invencao revela compostos derivados oxazolidinicos e seus sais,
esteres, amidas ou pro-farmacos farmacologicamente aceitaveis que venham a
ser utilizados na saude humana e/ou animal com fins de tratamento, profilaxia,
paliativa, ou também como diagnostico para o cancer, do tipo leucemias,
linfomas entre outros.

[002] O termo “cancer” é empregado para designar um conjunto de mais
de uma centena de diferentes patologias, associadas a proliferagdo anémala de
células em alguma parte do corpo. Uma das principais estratégias para o controle
€ 0 combate ao céncer é a quimioterapia — combinagdao de farmacos
anticoplasticos. As oxazolidinadionas s3o bioisosteros das imidazolidinonas que
pertencem a um importante grupo de heterociclicos com grupo carbonil nas
posicoes 2, 4 ou 5 do anel pentamérico (Singh et al. 1981). A primeira
ozazolidinona, a ser comercializada foi a Linezolida, aprovada para o tratamento
de pacientes com infecgbes causadas por bactérias Gram-positivas (Barret,
2000 ...). O documento de patente DE602004022170 (EP1648452) usa como
componente da mistura um composto contra o cancer, que tem na formulagao
thioxo-oxazolidin-4-on. O documento de patente WOO03050098 (EP1463718)
utiliza como componente o composto 3-benzylidene-2-thioxo-oxazolidin. Ambos
com formulagdes distintas dos compostos descritos neste relatorio.

[003] A problematica mundial do cancer, associada a auséncia de
medicamentos especificos efetivamente eficazes e de baixa toxidade justifica o

desenvolvimento de moléculas medicamentosas.
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[004] A invencdo descrita neste relatorio, compreende compostos
derivados 2-tioxo-oxazolidinicos que possam ser usados como alternativas
terapéuticas ou como farmacos a serem utilizados como associagao com
medicamentos ja em uso para o tratamento, profilaxia, paliativa ou diagnostico
do cancer em humanos ou animais. Revela compostos derivados oxazolidinicos
— LPSF/NBs, com sua caracterizagdo estrutural e fisico-quimica. As
caracteristicas estruturais dos derivados 2-tioxo-oxazolidinicos, descritos neste
relatorio, apresentam um radical no nitrogénio situado em posigdo 3 do anel
oxazolidinico. O anel 2-tioxo-oxazolidinicos é o nucleo principal responsavel pela
atividade biologica e a introdugdo de um substituinte no nitrogénio do anel
modifica a densidade de carga de todos atomos/elementos desse anel: inclusive
impede a formagao da dupla ligagao no anel oxazolidinico e por consequéncia
uma atuagdo no receptor bastante diferenciada.

[005] A figura 1 mostra diagramas de sinteses dos derivados 2-tioxo-
oxazolidinicos.

[006] A figura 2 mostra estruturas quimicas oxazolidinadionas e seus
bioisosteros.

[007] A figura 3 viabilidade celular das linhagens tumorais frente aos
compostos LPSF/NBs.

[008] A rota sintética utilizada para a obtencdo dos derivados 2-tioxo-
oxazolidin-4-ona iniciou-se com uma reagao de adicdo de Michael com éster 2-
ciano-acridina-9-il-acrilato de etila e a 2-tioxo-azolidin-4-ona, dissolvidos em
alcool etilico absoluto e na presenga de morfolina ou piperidina ou trietilamina.
Os esteres de Cope foram obtidos a partir de quantidades equimolares dos

aldeidos substituidos e do cianoacetato de etila dissolvidos em tolueno ou
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benzeno, em uma reagao de condensagcdo Knoevenagel em meio alcalino
(trietilamina ou piperidina ou morfolina). Todos os derivados 2-tioxo-
oxazolidinicos obtidos foram purificados através de cristalizagées sucessivas em
alcool etilico p.a. A figura 1 mostra os compostos obtidos, compreendendo as
formulagées abaixo:

[009] 5-(4-bromo-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona
LPSF/NB-2;

[0010] 5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona
LPSF/NB-3;

[0011] 3-etil-5-(4-pirrolidin-1-il-benzilideno)- 2-tioxo-oxazolidin-4-ona
LPSF/NB-4;

[0012] 5-(3,4-bis-benziloxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona
LPSF/NB-5;

[0013] 3-etil-5-(4-piperidin-1-il-benzilideno)- 2-tioxo-oxazolidin-4-ona
LPSF/NB-6;

[0014] A caracterizagdo estrutural das moléculas da série 2-tioxo-3-etil-
oxazolidin-4-ona foi realizada utilizando técnicas espectroscopicas:
infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 13C),
além da espectrometria de massa. A tabela 1, abaixo, mostra a caracterizagao
estrutural das moléculas da série 2-tioxo-3-etil-oxazolidin-4-ona. A tabela 2
mostra os valores de ICso (aM) dos compostos LPSF/NB.

[0015] Os compostos revelados nesta invengao incluem também todos os
sais, ésteres e amidas farmacologicamente aceitaveis, assim como as pro-
drogas dos compostos descritos. O termo “sais” refere-se aos relativamente

atoxicos sais obtidos atraves da adi¢ao de acidos organicos ou inorganicos aos
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compostos da presente invengao. Esses sais podem ser preparados in situ
durante o isolamento final e purificagdo dos compostos ou separadamente,
reagindo o composto purificado na sua forma de base livre juntamente com um
acido organico ou inorganico, com o posterior isolamento do sal formado. Sais
representativos incluem : brometos, cloretos, sulfatos, bissulfatos, nitrato,
acetatos, oxalacetatos, valerato, oleato, palmitato, estearato, laureato, borato,
benzoato, lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato,
tartarato, mesilato, glicoheptonato, lactobionato e laurilsulfonatos; sao incluidos
tambem cations presentes em bases e os metais alcalinos como sédio, litio,
potassio, calcio, sais de aménio quaternario, os cations aménio, tais como
amonio, tetrametilamonio, tetraetilamonio, metilamina, dimetilamina,
trimetiamina e trietilamina.

[0016] Esses compostos podem ser administrados por qualquer via de
administragao, incluindo: via oral, intravenosa, intra-arterial, intracraniano,
intratoraxica, intraperitoneal, parenteral, ocular, retal,cutanea, sub-cutanea,
intradérmica, dérmica, inalatoria ou intramuscular.

[0017] Inicialmente foram realizados ensaios de citotoxidade pelo método
MTT (sal de tetrazdlio, brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tizolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio) em células humanas saudaveis. Apds confirmacgao da seletividade dos
cinco derivados oxazolinidicos sintéticos realizou-se uma avaliagao da atividade
antitumoral desses compostos. A viabilidade celular das linhagens tumorais
frente aos compostos LPSF/NB é mostrada na figura 3.

[0018] Exemplos especificos de tumores que podem ser tratados pelos
compostos reivindicados incluem, mas nao se limitam, as leucemias, sarcomas,

carcinomas e glioblastomas.
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[0019] Tabela 1

Composto ~CH,- -CH. =CH- R R

7,75 (aromético)

LPSFINB-2  3.81 L 895 781 (aromético)  4-bromo-fenil
7,61 (aromatico)
LPSF/INB-3 3,81 12 B.86 788 (aromatico)  4-cloro-fenil
iy i
1,98 {CH, p!rrui)
LPSFINB4 382 Rl es REA(CHEREENE e neudin
772 (atomético) fonil
517 (OCH,)
5.22 (OCH;)
7.23 (aromético)
7.32 (aromético)
LPSF/INB-S  3.80 1,20 688 7,30 (aromaético) 3,4-bis-
7.41-7,35-7 41 benzi!dxi-fenil
(benziléxi)
7.46-7.50
(benziloxi)
3,38 (piperidina)
LPSFINB-S 381 121 g1 LOO(PRerda) g,
s Ll NesEmEar - fanil
)
[0020] Tabela 2
HL60  HL60/  T47D  NG97 Raji Jurkat  CCRF-
MX1 CEM
LPSF/NB2 27.18 575 >75 5526 =75 2418 42.89
LPSF/NB-3 17,84 5633 >75 >75 75 3214 4284
LPSF/NB-4 2119 75 >75 >75  >75 1519 4553
LPSF/NB-5 1644  >75 3973 3655 2386 2254 2898
LPSF/NB-6  >75 >75 >75 575 >75 28.99 >75

Amsacrina <l 13 12,18 21 4,15 <l <l




1/2

REIVINDICAGOES

1. DERIVADOS  2-TIOXO-OXAZOLIDINICOS-N-SUBSTITUIDOS
POTENCIALMENTE UTEIS NA TERAPIA ANTICANCER sdo compostos
derivados oxazolidinicos e seus sais, ésteres, amidas ou pro-farmacos
farmacologicamente aceitaveis que venham a ser utilizados na saude humana
e/ou animal com fins de tratamento, profilaxia, paliativa, ou também como
diagndstico para o cancer, caracterizado por compreender a formula 5-(4-bromo-
benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-2);

2. DERIVADOS  2-TIOXO-OXAZOLIDINICOS-N-SUBSTITUIDOS
POTENCIALMENTE UTEIS NA TERAPIA ANTICANCER sdo compostos
derivados oxazolidinicos e seus sais, ésteres, amidas ou pro-farmacos
farmacologicamente aceitaveis, caracterizado por compreender a formula 5-(4-
cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-3);

3. DERIVADOS 2-TIOXO-OXAZOLIDINICOS-N-SUBSTITUIDOS
POTENCIALMENTE UTEIS NA TERAPIA ANTICANCER sio compostos
derivados oxazolidinicos e seus sais, ésteres, amidas ou pré-farmacos
farmacologicamente aceitaveis, caracterizado por compreender a formula 3-etil-
5-(4-pirrolidin-1-il-benzilideno)-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-4);

4. DERIVADOS  2-TIOXO-OXAZOLIDINICOS-N-SUBSTITUIDOS
POTENCIALMENTE UTEIS NA TERAPIA ANTICANCER sao compostos
derivados oxazolidinicos e seus sais, ésteres, amidas ou pro-farmacos
farmacologicamente aceitaveis, caracterizado por compreender a formula
5-(3,4-bis-benziloxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-5);

5. DERIVADOS  2-TIOXO-OXAZOLIDINICOS-N-SUBSTITUIDOS

POTENCIALMENTE UTEIS NA TERAPIA ANTICANCER sdo compostos
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derivados oxazolidinicos e seus sais, ésteres, amidas ou pro-farmacos
farmacologicamente aceitaveis, caracterizado por compreender a formula

3-etil-5-(4-piperidin-1-il-benzilideno)-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-6).
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RESUMO

DERIVADOS 2-TIOXO-OXAZOLIDINICOS-N-SUBSTITUIDOS

POTENCIALMENTE UTEIS NA TERAPIA ANTICANCER

revela compostos derivados oxazolidinicos e seus sais, ésteres, amidas ou pro-
farmacos farmacologicamente aceitaveis que venham a ser utilizados na satde
humana e/ou animal com fins de tratamento, profilaxia, paliativa, ou também
como diagnéstico para o cancer, do tipo leucemias, entre outros,
compreendendo as formulas 5-(4-bromo-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-
ona (LPSF/NB-2); 5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona
(LPSF/NB-3); 3-etil-5-(4-pirrolidin-1-il-benzilideno)-2-tioxo-oxazolidin-4-ona
(LPSF/NB-4);  5-(3,4-bis-benziloxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona
(LPSF/INB-5); e 3-etil-5-(4-piperidin-1-il-benzilideno)-2-tioxo-oxazolidin-4-ona

(LPSF/NB-6).
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Synthesis and in vifro anticancer activity of new 2-thioxo-oxazolidin-4-

one derivatives

ABSTRACT

Background: Oxazolidinones derivatives exhibit different biological properties,
including anticancer activity. This work aimed to investigate the anticancer
potential of five novel 2-Thioxo-oxazolidin-4-one derivatives. Methods:
Cytotoxicity assays were performed in human peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) from healthy individuals and seven tumor cell lines. Apoptosis
detection and cell cycle were evaluated by tflow cytometry and the expression of
genes involved in cell death processes by Real-Time PCR. Results: All
oxazolinedione derivatives were not cytotoxic in PBMCs. NB-5 showed the best
results in cancer cells, inhibiting the growth of all tumor cell lines tested. NB-4
exhibited the highest cytotoxicity in Jurkat cells (ICs, = 15.19 uM) and NB-3
showed better anticancer effects in HL-60 (17.84 uM). Only NB-4 significantly
induced apoptosis in acute leukemia cells (p=0.001). All compounds caused a
significant increase in expression of pro-apoptotic gene BID (p<0.05). NB-3
significantly modulated the expression of RIPK3 (p=0.02) and DDIT3
(p=0.014), while NB2 induced an increase of CDKNIA (p=0.03) and PPARy
gene (p=0.0006). Conclusion: NB-5 showed antitumor effects in solid and
hematopoietic cancer cells, while other derivatives produced higher activity
against hematopoietic cells. In acute leukemia cells, oxazolidinone derivatives
modulated the expression of genes involved in apoptosis, ER stress, necroptosis

and inflammation.

Keywords: oxazolidinone; cytotoxicity; anticancer activity; cell death



Introduction

Oxazolidinones are a class of azoles, oxazolidines with the carbon between the
nitrogen and oxygen oxidized to a ketone [1]. The first oxazolidinones were discovered
at E.I. du Pont de Nemours & Company (DuPont), and reported in the patent literature
m 1978 [2].

It has been shown that oxazolidinones selectively inhibit bacterial protein
synthesis through binding to the 50S ribosomal subunit, preventing the formation of a
functional ~ 70S-initiation complex [3,4]. Linezolid, a (S)-N-[[3-(3-fluoro-4-
morpholinylphenyl)-2-0x0-5-0xazolidinyl|methyl] acetamide, 1s the first commercially
available oxazolidinone, approved by the Food and Drug Administration (FDA) in 2000
tor the treatment of patients with infections caused by Gram-positive bacteria [5,6]. A
recent study showed that a novel oxazolidinone FYL-67 inhibited S. awureus biofilm
formation [7].

Besides antibacterial activity, oxazolidinones are related as antifungal (8),
antidiabetic [9,10], anticonvulsant [11] and anticancer [12, 13]. A dibrominated
guanidinium-4-oxazolidinone, named Synoxazolidinone C showed antitumoral activity
against many human cancer cell lines, including melanoma, breast and colon carcinoma
[13]. It has been reported that the oxazolidinone derivatives with ethyl and acryl
substitutions had promising anticancer activity and the (4R,5R)-5-ethyl-3-(3-fluoro-4-
morpholinophenyl)-4-(4-methoxyphenyl) oxazolidin-2-one induced cell cycle arrest and
apoptosis in prostate adenocarcinoma cells by activation of caspases-3 and caspase-9
[14].

Oxazolidinediones also appear to act as peroxisome proliferator-activated
receptor-gamma (PPARY) agonist. Agrawal et al. [9] synthesized oxazolidinediones as

PPARy agonists and the 5-{4-[3-(4-cyclohexyl-2-propylphenoxy)propoxy|phenyl}-1,3-
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oxazolidine-2,4-dione compound was subjected to metabolism assays in vifro, showing
that the targets of this oxazolidinedione were P450 cytochrome enzymes. Tanushree Pal
[15] also synthesized oxazol-5-ones as partial PPARy agonists that exhibited
cytotoxicity against breast cancer cells.

A number of investigators have shown that PPARy was expressed in a variety of
tumor cells, and the activation of this nuclear receptor by ligands led to either inhibition
of cell proliferation or induction of apoptosis [16, 17]. PPARy ligands are reported to
exert antitumorigenic properties 7n vitro and to induce tumor growth arrest or shrinkage
n murine 7 vivo models [18-21].

In order to discover as a potential therapeutic class of drugs for the treatment of
cancer, our attention was directed toward the identification of other chemical series
possessing similar anticancer activity. The chemical reactivity of the oxazolidine ring
allows the introduction of many substituents, therefore it can be used as a lead for the
development of alternative novel compounds. In the present study, we demonstrate the
synthesis of five new 2-Thioxo-oxazolidin-4-one derivatives. The chemical structures of
all synthesized compounds were confirmed by IR, IH-RMN and MS. These compounds
were screened for their 7n vifro cytotoxicity and selectivity against tumor cell lines and
human peripheral blood mononuclear cells (PBMC). To elucidate the molecular
mechanism of death induction of some promising compounds, gene expression and

cytometric assays were carried out.

Chemistry

General Procedure for Synthesis of 2-cyano-3-phenyl-acrylates ethyl (IP) (3a-e)

In a round bottom flask with magnetic stirring adapted to a condenser, equimolar
amounts of the appropriate aldehyde and ethyl cyanoacetate were added in the presence

of triethylamine as catalyst and benzene as the solvent. The reaction mixture was heated
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under reflux at 110°C for 4 hours. After this time, the product was washed with water,

tiltered and puritied by crystallization with ethanol [22].

General Method for Synthesis of 5-Benzylidene-3-ethyl-2-thioxo-oxazolidin-4-

one (NB, Sa-e)

In a round bottom flask with magnetic stirring adapted to a condenser, equimolar
amounts of 3-ethyl-2-thioxo-oxazolidin-4-one [4] and 2-cyano-3-phenyl-acrylates ethyl
(series/IP/3a-e); [22] dissolved in ethanol were added, in the presence of morpholine as
catalyst. The reaction mixture was heated and refluxed at 50°C for 4 hours, leading to
the formation of new oxazolidinic derivatives, which were purified by successive

washings with distilled water and ethyl alcohol.

Chemical characterization

Reactions were monitored with analytical thin-layer chromatography in silica gel 60
F254 plates and visualized under UV light (254nm). The compounds LPSF/NB, 5a-e
were purified by successive crystallizations or flash chromatography in silica gel 60.
Melting points were determined on a Quimis 340 capillary melting point apparatus
(Quumis, Brazil) and were not corrected. Infrared spectra were recorded as KBr discs
using a BRUKER (IFS66) infrared spectrophotometer (Bruker, USA). Nuclear magnetic
resonance 'H NMR and C NMR spectra were recorded in a VMMRS 400 MHz
VARIAN spectrometer (VARIAN, USA) using tetramethylsilane (TMS) as the internal
standard and DMSO-d6 as the solvent. Chemical shifts (0, ppm) were assigned
according to the internal standard signal of TMS in DMSO-d6 (8, ppm). Coupling
constants (J) are reported in Hz. "H NMR spectra are reported in the following order:
chemical shift, multiplicity, number and type of proton and coupling constant(s). MS

were recorded on a MALDI-TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, USA).
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3-(4-Bromo-benzylidene)-3-ethyl-2-thioxo-1,3-oxazolidin-4-one (LPSF/NB-2, 5a)

Molecular Formula: C,H;¢BrNO,S; Exact Mass: 310.9616 g/mol; Melting Point: 165-
166°C; Yield: 80%; Ratio Front System: 0.54 n-Hexano/AcOEt 9:1. 'H NMR (400
MHz, [D¢]DMSO): 6 = 1.21 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH;3), 3.81 (q, 2H, ] = 7.2 Hz, CH,),
6.97 (s, 1H, =CH-), 7.61 (d, 2H, J = 8.8 Hz, aromatic), 7.89 (d, 2H, J = 8.8 Hz,
aromatic). “C NMR (400MHz, [Ds]DMSO): 8 = 11.69 (CHs), 37.78 (CH2), 110.96 (=
CH-), 129.36 (CH), 129.96 (C4), 132.62 (CH), 135.21 (C4), 139.44 (C=S), 161.50
(C=0), 183.19 (C=0). MS: m/z calculated for C;2H;oBrNO,S: 310.9616. Found:

311.003.

3-(4-chloro-benzylidene)-3-ethyl-2-thioxo-1, 3-oxazolidin-4-one (LPSF/NB-3, 5b)
Molecular Formula: C;H;,CINO;S; Exact Mass: 267.0121 g/mol Melting Point: 146-

147°C. Yield: 90%; Ratio Front System: 0.59 n-Hexano/AcOEt 9:1. 'H NMR (400
MHz, [Ds]DMSO): 6 = 1.21 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH3), 3.81 (q, 2H, J = 7.2 Hz, CH>),
6.95 (s, 1H, =CH-) 7.75 (d, 2H, J = 8.8 Hz, aromatic), 7.81 (d, 2H, J = 8.8 Hz,
aromatic). °C NMR (400MHz, [Ds]DMSO): & = 11.69 (CHs), 37.78 (CH>), 111.03
(=CH-), 124.20 (C4), 130.26 (C4), 132.29 (CH), 132.77 (CH), 139.51 (C=S), 161.51
(C=0), 183.19 (C=0). MS: m/z calculated for C;2H;(CINO,S: 267.0121. Found:

267.056.

3-ethyl-5-(4-pyrrolidin-1-yvlbenzylidene)-2-thioxo- 1,3-oxazolidin-4-one
(LPSF/NB-4, 5¢c)
Molecular Formula: C;sHsN>O,S; Exact Mass: 302.1089 g/mol; Melting Point: 149-

150°C; Yield: 51%; Ratio Front System: 0.49 n-Hexano/AcOEt 9:1. 'H NMR (400
MHz, [Dg]DMSO): 6 = 1.21 (t, 3H, ] = 7.2Hz, CH3), 1.99-1.97 (m, 4H, pyrrolidinyl),

3.34-3.32 (m, 4H, pyrrolidinyl), 3.82 (q, 2H, J = 7.2Hz, CH2), 6.66 (d, 2H, J = 8.4 Hz,



aromatic), 6.82 (s, 1H, =CH-), 7.72 (d, 2H, J = 8.4 Hz, aromatic). BC NMR (400MHz,
[Dg]DMSO): & = 11.65 (CHj3), 24.73 (CH,), 24.73 (CH,), 37.35 (CHay), 47.19 (CHa),
47.19 (CH,), 112.07 (CH), 115.44 (CH), 11544 (CH), 117.34 (C4), 133.37 (CH),
133.37 (CH), 134.96 (C4), 149.20 (C4), 160.96 (C=0), 189.39 (C=0). MS: m/z

calculated for C;sHsN->O,S: 302.1089. Found: 302.125.

5-(3,4-bis-benzyloxy-benzilidene)-3-ethyl-2-thioxo-oxazolidin-4-one (LPSF/NB-3,
5d)
Molecular formula: C,6H,3NO,S; Exact Mass: 445.1348 g/mol; Melting Point: 85-86°C;

Yield: 85%; Ratio Front System: 0.57 n-Hexano/AcOEt 8:2. "H NMR (400 Mllz,
[Dg]DMSO): & = 1.20 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH3), 3.80 (q, 2H, ] = 7.2 Hz, CH»), 5.17 (s,
2H, OCH,), 5.22 (s, 2H, OCH,), 6.84 (s, 1H, =CH-), 7.23 (d, 1H, J = 8.4 Hz, aromatic),
7,32 (d, 1H, J = 8.4 Hz, aromatic), 7.41-7.35 (m, 5H, benzyloxy), 7.50-7:46 (m, 5H,
benzyloxy), 7.60 (s, 1H, benzylidene). *C NMR (400MHz, [Ds]DMSO): 8 = 11.74
(CHj3), 37.66 (CHy), 69.87 (OCH,), 70.03 (OCH,), 113.13 (CH), 114.12 (CH), 116.47
(CH), 123.81 (C4), 125.82 (CH), 127.72 (CH), 127.82 (CH), 127.93 (CH), 127.97
(CH), 128.46 (CH), 136.62 (C4), 136.69 (C4), 137.59 (C4), 147.92 (C4), 150.64 (C4),
161.42 (C4), 183.01 (C=0). MS: m/z calculated for CygHa3NO4S: 445.1348. Found:

445.059.

3-ethyl-5-(4-piperidin-1-ylbenzylidene)-2-thioxo- 1, 3-oxazolidin-4-one (LPSF/NB-
6, Se)
Molecular Formula: C;7H;oN>O,S; Molecular Weight: 316.1245 g/mol; Melting Point:

152-153°C; Yield: 52%; Ratio Front System: 0.45 n-Hexano/AcOEt 9:1. "H NMR (400
MHz, [Dg]DMSO): 6 = 1.21 (t, 3H, J = 6.8 Hz, CHj3), 1.60 (m, 6H, piperidinyl), 3.38
(m, 4H, piperidinyl), 3.82 (q, 2H, I = 7.2 Hz, CH,), 6.82 (s, 1H, =CH-), 7.02 (d, 2H, ] =

8.8 Hz, aromatic), 7.72 (d, 2H, J = 8.8 Hz, aromatic). BC NMR (400MHz, [Ds]DMSO):
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6 = 11.63 (CH3), 23.77 (CH»), 24.77 (CHy), 37.42 (CH>), 47.55 (CH»), 113.91 (CH) ,
114.54 (CH), 118.93 (C4), 133.18 (CH), 135.75 (C4), 152.08 (C4), 161.07 (C4), 182.56

(C=0). MS: m/z calculated for C17H20N>0,S: 316.1245. Found: 316.132.

Biological assays

MITT Assay

The cytotoxicity of the compounds was tested against nine human tumor cell lines: HL-
60 (acute promyelocytic leukemia), HL60/MX1 (mitoxantrone-resistant acute
promyelocytic  leukemia), CCRF-CEM (acute lymphoblastic leukemia), NG97
(glyoblastoma), T47-D (mammary ductal adenocarcinoma), Raji (Burkitt’s lymphoma)
and Jurkat (T-cell leukemia). All cell lines were obtained from Rio de Janeiro Tissue
Cell Bank except NG97 cells that were kindly provided by University of Sdo Paulo.
Cells were cultured in RPMI-1640 medium, supplemented with 10% fetal calf serum, 2
mM glutamine, 100 mg/mL streptomycin and 100 U/mL penicillin at 37°C with 5%
CO,. For experiments, cells were plated in 96-well plates (10" cells/well). After 24 h,
the compounds (1 to 75uM) dissolved in DMSO were added to each well and incubated
for 3 days (72 h). Control groups received the same amount of DMSO (0.1%).
Amsacrine was used as positive control. Growth of tumor cells was quantified by the
ability of living cells to reduce the yellow dye 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) to a blue formazan product. At the end of 72 h
mcubation, 20uL of 0.5 mg/mL of MTT were added i each well, and cells were
incubated again at 37°C with 5% CO,. Three hours later, the formazan product of MTT
reduction was dissolved in 20% SDS, and absorbance was measured using a multi-plate
reader (EL80S, Biotek, USA). Drug effect was quantified as the percentage of control

absorbance of reduced dye at 570 nm.



Toxicity in peripheral blood mononuclear cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from heparinized blood
from healthy, non-smoking donors who had not taken any drugs for at least 15 days
prior to sampling (n=6), and the PBMC were i1solated via a standard method of density-
gradient centrifugation over Ficoll-Hypaque (GE Healthcare). Cells were counted in a
Neubauer chamber, and viability was determined by the trypan blue exclusion method.
Cells were only used when viability was >98%. All donors signed an informed consent
form and the study was approved by the human research ethics committee of UFPE
health sciences center (CEP/CCS/UFPE N° 11006/12). Cells were plated in 96-well
plates (10%ells/well). After 24h, the compounds (25 to 75uM) were added and plates
were incubated for 2 days (48h). After this, the procedures were performed as described

previously, in MTT assay section.

Cell apoptosis and cell cycle assays

Apoptosis detection and cell cycle analysis assays were performed using Apo-BrdU
Apoptosis Detection Kit (BD Biociences, San Diego, CA). HL-60 cells (5.5 x 10°) were
seeded i 12-well plates, incubated overnight and then treated with LPSF/NB-2,
LPSF/NB-3, LPSF/NB-4 and LPSF/NB-5 at their respective [Cso concentrations (27.18,
17.84,21.19 and 16.44 uM, respectively) for 48 hours. Cells treated with Camptothecin
(12 pM) for 4 hours were used as positive control. After incubation, the cells were
collected and washed twice with wash buffer and resuspended m 12.5 pl. DNA
Labeling Solution (2.5 pl. TdT Reaction Bufter, 0.188 pl. TdT Enzyme, 2 pl. BrdUTP
and 8.138 pl. Milli-Q Water) for 1 h at 37 °C. Subsequently, cells were washed twice
with rinse buffer, resuspended in 25 pL of Antibody Solution (1.25 pl. FITC-anti-BrdU

mAb and 24.75 pL rinse buffer) and placed in the dark for 30 min. Then, 125 pL of

104



105

PI/RNAse A solution were added and incubated for 15 min at room temperature in the
dark. Samples were analyzed by BD Accuri™ C6 flow cytometry (BD Biociences, San

Diego, CA). Experiments were performed in duplicate.

Quantitative Real-Time PCR

Total-RNA from cells was extracted using Trizol® (Life Technologies) according to
manufacturer’s instructions. Next, cDNA synthesis was obtained from 3-4ug of total
RNA using the High Capacity Archive kit (Applied Biosystems). PPARy (TagMan
HsO1115513 ml), p21 (TagMan Hs00355782 ml), BID (TagMan Hs00609632 ml),
GADDI153 (TagMan Hs00358796 ¢l), RIP-3 (TagMan Hs00819388 ml) and BECN1
(TagMan Hs01007018 m1) mRNA levels were measured by real time PCR using 18S
ribosomal gene (Hs03928990 gl) as reference gene. Real-time PCR reactions were
performed on ABIPrism 7900HT sequence detection PCR machine (Applied
Biosystem) according to the manufacturer’s protocol. The relative gene expression was

calculated by 2**“' method, considering cells treated with amsacrine as control.

Statistical analysis

All results in this article were analyzed by univariate comparisons using nonparametric
tests with p<0.05 considered a significant association. All quantitative data were plotted
with GraphPad Prism 5 software. 1Csp values and 95% confidence intervals were
obtained by nonlinear regression with the OriginPro program (ver. 8.0, Originlab,

Northampton, MA, USA).



Results

Chemistry

The synthetic pathways of LPSF/NB 5a-¢ can be seen in Figure 1. Initially, compounds
3a-e were prepared from the reaction of aromatic aldehydes [1] with ethyl cyanoacetate
[2] in a Knoevenagel Condensation lead to 2-cyano-3-phenyl-acrylic acid ethyl ester
(IP) (23). The Michel Addition in position 5 of the 3-ethyl-2-thioxo-oxazolidin-4-one
[4] using ethanol in the presence of morpholine lead to the final compounds LPSF/NB,
5a-e. The presence of the arylidene proton peak in the 'H NMR spectra of the
compounds confirmed that the Michael addition reaction was successful. The identity of
the compounds was confirmed by mass spectrometry data obtained i positive- or
negative-ion mode, and the IR spectra of the compounds showed peaks characteristic of
a carbonyl group and an arylidene group (HC=). The derivative (NB 2-6) was 1solated
as a single isomer. The presence of the arylidene proton peak in 'H NMR for the
synthesized  derivatives  5-benzylidene-3-ethyl-2-thioxo-oxazolidin-4-one ~ (NB)

confirmed the completion of the nucleophilic addition reaction.

Figure 1

Biological Evaluation

Toxicity in peripheral blood mononuclear cells

We initially performed in vitro cytotoxicity of the oxazolidine-based compounds against
non-tumor cells. While amsacrine, the positive control, 1s quite toxic to normal cells
(ICs5¢=3.73uM), the synthesized compounds showed no significant toxicity towards

peripheral blood mononuclear cells from healthy individuals (ICs5o>75uM) (Table 1).
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Antineoplastic activity

The series of compounds synthesized were subjected to screening against HL60,
HL60/MX1, T47D, NG97, Raji, Jurkat and CCRF-CEM cancer cells to determine their
anticancer potential. Some compounds showed typical dose-response curves, including
NB-5 in most of cell lines tested and NB-4 in HL-60 and CCRF-CEM cells (Figure 2).
Among all tested compounds, NB-5 displayed the best results, inhibiting the growth of
all cell lines tested (ICsq value of 16.44 = 1.67uM against HL60; 28.98 +£3.9uM against
CCRF-CEM; 39.73+9.54uM against T47D; 36.55+ 3.34puM against NG97,

23.86+2.81uM against Raji; 22.54+ 6.79uM against Jurkat (Table 1).

Modulation of cell cycle and induction of apoptosis by oxazolidinone derivatives

Most of the oxazolidinone derivatives showed efficient antitumor activity in
acute leukemia cells (HL60). Therefore we decided to investigate cell death
mechanisms of oxazolidinone derivatives in this cell line.

We performed a flow cytometry assay using BRDU/PI staining and we found
that LPSF/NB-4 compound strongly induced apoptosis in acute promyelocytic leukemia
cells (HL60) (60.18% + 3.22; p=0.0017) compared to cells not treated (2.95% = 0.50)

(Table 2).

We also investigated whether oxazolidinone compounds have effects on cell
cycle distribution. In HL60 cells, oxazolidinone derivatives did not alter the cell cycle

distribution (Figure 3).

Gene modulation by oxazolidinone derivatives

In order to identify molecular targets modulated by the compounds, we decided

to mvestigate the expression of genes mvolved in different cell death mechanisms in
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HL-60 cells.

BID (BH3 interacting domain death agonist gene), RIPK3 (receptor-interacting
serine-threonine kinase 3), DDIT3 (DNA-damage-inducible transcript 3, also known as
growth arrest- and DNA damage-inducible gene 153, GADDI153), CDKNIA (p21),
PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) and BECNI (beclin)
expression were evaluated in HL-60 cells treated with NB-2, NB-3, NB-4 and NB-5 (25
uM), for 10 hours. Untreated control and positive control (PPARy agonist
Rosiglitazone) were performed. We also used the standard drug amsacrine at 0.1pM
(Figure 2). NB-2 compound caused a significant increase m CDKNIA/p21 gene
expression in HL-60 cells (1.74-fold, p=0.03) compared to untreated (Figure 4a). NB3
mduced an increase of GADDI153 levels when compared to untreated cells (15.49-fold;
p=0.0147) and compared to amsacrine (3.56-fold; p=0.0064). NB2 also increased
GADDI153 mRNA levels when compared to amsacrine (3.36-fold; p=0.0463) (Figure
4b).

The NB-4 derivative showed significant difference in PPARy expression (2.86-
fold; p=0.0072) compared to untreated cells (Figura 4¢). NB4 also induced significantly
BID expression compared to untreated cells (39.58- fold, p=0.0003). The NB2 and NB5
compounds also increased BID expression in 42.24-fold (p=0.003) and 33.86-fold
(p=0.0207), respectively. NB3 caused an increase of 38.79-fold (p=0.0008) (Figure 4d)

Our results showed that NB-3 HL-60 treated cells had higher expression of
RIPK3 (5.58-fold; p=0.0258) when compared to untreated cells. In relation to
amsacrine, NB2 and NB3 treatment induced upregulation of 1.88-fold (p=0.0463) and

1.83-fold (p=0.0165), respectively.
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All compounds induced BECN1 expression when compared to untreated cells.
NB2 caused an increase of 20.08-fold, p=0.0218; NB3 (18.40-fold, p=0.0225), NB4
(12.69-fold, p=0.0427) and NB5 (14.5-fold, p=0.0103).

Discussion

Comparing the molecular structures of the synthesized compounds, the results
mdicate that the bis-benzyloxy group of NB-5 was responsible for increasing the
anticancer activity of this molecule. Testing potential hypoglycemic agents, Dow et al.
[10] verified that benzyloxazolidine-2,4-dione compounds gave enhanced activity. A
study with oxazolidine ring derivatives showed activity against HL60 (ICsy 4-18uM)
and MDA-MB231 (ICsq 25-37uM), a breast cancer cell line, with similar ICso values

tound 1n our study [27].

Among the tested compounds, NB-4 showed the highest cytotoxicity to Jurkat
cells (ICso = 15.19 £3.67uM) and to HL60 cells (IC5o = 21.19 £1.01uM). This result
may be due to the pyrrolidine group in the molecule, which is part of various
compounds with anticancer activity, whose mechanism of action is based on inhibition
of type II o-mannosidases [28]. Alterations in the glycosylation pattern of cellular
glycoproteins are linked to cancer development [29]. NB-2 and NB-3 displayed higher
anticancer effects against hematological HL60 and Jurkat cancer cells. NB-6 was
cytotoxic only for Jurkat cells (ICso = 28.99+7.62uM). We also evaluated the effects of
oxazolidinone derivatives on acute leukemia cells that are cross resistant to etoposide,
teniposide and bisantrene (HL60-MX1). However only NB-3 showed reasonable
anticancer effect (ICsp = 56.3312.11uM) (Table 1). This result could be interesting,
since resistance of cancer cells remains an important impediment to successful

chemotherapy.



In relation to modulation of apoptosis by these molecules, probably, anticancer
effect of LPSF/NB-4 could be associated with induction of apoptosis via Bid action. Bid
1s an essential protein during extrinsic apoptosis mediated by death receptors activation.
Bid cleavage on the mitochondria causes membrane permeabilization and consequently
cytochrome c release by caspase 8 [30-31]. Although NB2, NB3 and NB-5 derivatives
increased BID gene expression, they did not induce apoptosis in HL60 cells. These
results suggested that these compounds might induce cell death by other mechanisms,
including necroptosis and cell death by ER stress.

NB-2 compound caused a significant increase in CDKN1A/p21 gene expression
in HL-60 cells. Overexpression of p21 increases the susceptibility to apoptosis induced
by anticancer drugs in glioma cell lines and several p53 deficient cell lines [32, 33].
Studies have demonstrated a correlation between the low levels of p21 expression and
acute myeloid leukemia patients survival [34] or with tumor stage and lymph node
metastasis in laryngeal squamous carcinoma [35]. Many anticancer drugs, such as
histone deacetylase inhibitors, function (at least partially) promoting induction of p21
[36]. On the other hand, some studies have shown that p21 can function as an oncogene
[37,38]. As this protein participates in pathways involving genomic stability, apoptosis,
senescence and DNA repair, therapeutic interventions that alter these pathways should
be better studied.

NB3 and NB2 derivatives also increased RIPK3 in HL60 cells. RIPK3 has
emerged as a key player in necroptosis and induction of this programmed necrosis 1s an
antitumor strategy to be considered, since many cancers are resistant to apoptosis - the
mechanism of action of several chemotherapeutic agents [39]. To date, there is no clear
evidence to indicate whether necrosis is beneficial or harmful in cancer [40]. As this

death mechanism also promotes inflammation, this effect in the tumor
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microenvironment needs to be carefully evaluated [41]. Thus, more studies are needed
before this death pathway can be used in the treatment of cancer.

Induction of GADDI153 also may represent a new approach in the treatment of
cancer and can be used to sensitize tumor cells to the action of other chemotherapeutic
agents, functioning as adjuvant therapy. The potential induction of endoplasmic
reticulum stress in cancer treatment has been evaluated by several groups [42,43]. Pae et
al. [42] demonstrated that curcumin induced apoptosis and caused stress in HL-60 cells,
evidenced by GADDI153 protein expression.

Only the compound NB-2 showed significant difference in PPARy expression.
Based on bioisosterism between oxazolidines and thiazolidines, Agrawal et al. [9]
synthesized oxazolidine-based derivatives as PPARy agonists, confirming this
mnteraction by analysis of metabolites found in liver microsomes from rats, dogs,
monkeys and humans, as well as cytochrome P450 enzymes Recombinant human. This
effect of inducing the expression of PPARY may be interesting because 1t adds an anti-
milammatory to anti-cancer effect. Studies indicate that inflammation contributes to the
development and spread of tumors [44]. Thus, the search for new chemotherapeutic
agents which have this dual effect, anti-tumor and anti-inflammatory, will be of great
importance for an effective treatment.

The proapoptotic gene BID expression was also modulated by all
oxazolidinones tested compared to cells not treated. HL-60 cell line 1s very sensitive to
various apoptotic stimuli, especially anticancer agents [45, 46], although this cell line
expresses Bel-2 gene [47] but not pS3 protein [48]. Sax et al. [49] has demonstrated that
BID is transcriptionally regulated by p53 following treatment with adriamycin, 5-

fluorouracil and UV-C 1rradiation. Tumor cells often have mutations in the p53 gene,



mactivating its regulatory function in apoptosis [47]. This lack of apoptosis triggered by
pS3 can cause chemotherapy resistance [50].

Bonofiglio et al. [51] used breast cancer cell lines, MCF7 (p53 wild type),
SKBR3 and T47D (both with mutated p53 and consequently with compromised
transcriptional activity) to evaluate the mechanism of apoptosis triggered by ligands of
PPARYy (rosiglitazone) and RXR (acid 9-cis retinoic). The authors observed increased
expression of PPARy caused by Bid protein, showing that the regulation of Bid
occurred independently of p53. Because the HL-60 cell line does not express the p53

protein, our results indicate that Bid expression may have been induced by PPARy.

Autophagy plays an important role in cancer-cell survival under extreme
circumstances such as metabolic stress [52]. Apoptosis and autophagy can work either
antagonistically or cooperatively in response to various anticancer agents to induce
cytotoxieity in different cancer cell lines. According to Carew et al. [54], the inhibition
of autophagy 1s unfavorable to cancer cell survival. In contrast, uncontrolled autophagy
may cause high expenditure of cellular components leading to cell death [55].
Additionally, excessive autophagy can induce deregulation of lysosomal enzymes and
activate caspase-dependent apoptosis [56, 57]. Therefore, the damaging expenditure of
metabolic components caused by overactivated autophagy can be target for cancer
therapy [58].

Lisiak [53] also showed that HIMOXOL., a synthetic derivative of oleanolic acid
(OA), 1s a promising compound for the treatment of breast cancer due to 1ts ability to
induce both autophagy and apoptosis. These responses are mediated by the proapoptotic
Bax and autophagic LC3-II and beclin 1 protein expression. Addtionally, autophagy is
also related to the translocation of p53 to the nucleus and decreases intracellular levels

of NFKB, increasing breast cancer cell death rate.
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Autophagy 1s a complex process that takes several phases to be complete and 1s
regulated by many proteins. Beclin 1 is a protein involved in the formation of the pre-
autophagosomal structure (PAS) and mediates vesicle nucleation. This is an important
step to the maturation of the autophagolysosome, which will carry autophagic
degradation [52, 59]. All oxazolidine derivatives, when compared to untreated cells,
upregulated the expression of BECN1 (Beclin | gene), suggesting that these derivatives
might also be involved in autophagic cell death and its induction of apoptosis.

A simple insult to the cell can trigger molecularly different pathways to cell
death such as apoptosis, necroptosis and autophagy. The relationship between these
routes 1s still aim of many scientific studies. Nevertheless, these routes are constantly
targeted while developing promising anticancer compounds [60]. Therefore,
discovering a drug that is able to converge these pathways and upregulate the genes
mvolved, such as the oxazolidine derivatives, may be a way to overcome the many
resistance systems presented by the tumor.

Although we tried to identify some targets of different cell death pathways
possibly modulated by oxazolidinones derivatives, it will be necessary to evaluate more
genes and protems of these pathways to better elucidate mechanisms of anti-cancer
activity of these compounds.

Five novel oxazolidinic derivatives were synthesized showing in good yields (all
above 51%), and their chemistry structures were fully characterized. All compounds
have shown to be nontoxic for normal human cells. Oxazolidinone derivatives showed
efficient antitumor activity against different tumor cells, modulating the expression of
genes involved in apoptosis, ER stress, necroptosis and inflammation. The compounds
3-ethyl-5-(4-pyrrolidin-1-yl-benzylidene)-2-thioxo-oxazolidin-4-one (NB-4) and 5-(3,4-

bis-benzyloxy-benzilidene)-3-ethyl-2-thioxo-oxazolidin-4-one (NB-5) showed more
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pronounced cytotoxic activity, particularly for leukemia cells and they are promising

compounds for in vive and combination therapy studies against cancer.
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Figure 1. Scheme of oxazolidinone synthetic pathway.

Figure 2. Dose-response curves from new synthetized 2-thioxo-oxazolidin-4-one
derivatives against (a) CCRF-CEM, (b) Jurkat, (c) Raji, (d) NG97, (e) T47D and (f)

HL-60 cancer cell lines.

Figure 3. Effect of new synthetized 2-thioxo-oxazolidin-4-one derivatives (LPSF/NBs)

derivatives on cell cycle-phase distribution in HL60 cells.

Figure 4. Effect of new synthetized 2-thioxo-oxazolidin-4-one derivatives (LPSF/NBs)
in p21 (a), GADDI53 (b), PPARy (c¢), BID (d), RIPK3 (¢) and BECNI (f) gene
expression in HL-60 tumor cell line. * p<0.05; ** p<0.01 *** p<0.001
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Table 1. ICsy values (uM) of synthetized 2-thioxo-oxazolidin-4-one derivatives in

tumor cells and PBMC. * All experiments were performed in triplicate and were

repeated at least three times. The standard deviation of less than 10%.

* Amsacrine was used as a positive control.

Compounds HL60  HL60/ CCRF- T47D NG97 Raji Jurkat PBMC
MX1 CEM
NB-2 27.18 >75 42.89 =75 55.26 =75 24.18 =75
NB-3 17.84 56.33 42.84 >75 >75 >75 32.14 >75
NB-4 21.19 >75 45.53 >75 >75 >75 15.19 >75
NB-5 16.44 =75 28.98 39.73 36.55 23.86 2254 =75
NB-6 >75 =75 >75 =75 >75 =75 28.99 =75
Amsacrine” <1 1.3 <1 12.18 2.1 4.15 <1 3.73

Table 2. Effect of synthetized 2-thioxo-oxazolidin-4-one derivatives in apoptosis.

HL60 cells were mcubated with BRDU-FITC after oxazolidinones treatment during 48

hours.

% apoptotic cells

Cells not treated

LPSF/NB-2

LPSF/NB-3

LPSF/NB-4

LPSF/NB-5

2.95+0.71

22=+2.69

2.22+1.45

60.18 £3.22

2.55+0.35
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100+
80+
mm G0/G1
- -m S
G2/M

% of phase




125

¥
* x
*H
1 ‘o
e,
L) T T T T 1
W T M N -~ ©

£ uoissaidxe yNYW £51L0AYD 4O PIoJ 3A1E(RY

&,
%
nﬂe\v
=3
¥
* b
\0,\!.0‘
2 W o ®w 9
o~ ~— — (=1 o

uolssaidxe YNy w Lzd jo pjoj eane|ay

Figure 4
a

T

(&)

EEad

uoissaldxa YNHW dIg 4o PIo} aAne|ay

r T T T T

wn < o« ~ — c.

uoissaldxe ywNYW AYvdd 4O PO} 2AlEISY

Exad
A%
&

*
*
*
T T T T

o n < w
o~ - - [=]

uoissaidxe YNYW LNDTE JO PO} 2AlEISN

*._.

T T T T T 1 0
w o w o w o v
o~ (3] - - (=] (=]

uolss2adxa YNHW £MdIM 40 PIO§ SAIEI9Y



126

Graphical abstract

NOVEL OXAZOLIDINEDIONE DERIVATIVES (LPSF/NBs)
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APENDICE C - Espectros RMN 'H, IV ¢ MS

5-(4-bromo-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona - LPSF/NB-2

Figura 20. Espectro RMN 'H (DMSO-dg, 400MHz) — LPSF/NB-2.
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Figura 21. Espectro IV (KBr, cm™) — LPSF/NB-2.
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5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona - LPSF/NB-3

Figura 23. Espectro RMN 'H (DMSO-d,, 400MHz) — LPSF/NB-3.
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Figura 24. Espectro IV (KBr, cm™) — LPSF/NB-3.
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3-etil-5-(4-pirrolidin-1-il-benzilideno)-2-tioxo-oxazolidin-4-ona- LPSF/NB-4

Figura 26. Espectro RMN 'H (DMSO-ds, 400MHz) — LPSF/NB-4.
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Figura 27. Espectro IV (KBr, cm™) — LPSF/NB-4,

90

%T

| : | : : : : | 5 ! I
75— ! ] : : it : ] : ‘

Y e
s i % | 723
....................................................................... £ }J&%%E?
g 1 & &
R R R = S
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
NE-4 1/em
Figura 28. Espectro MS [M+H]" — LPSF/NB-4.
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5-(3,4-bis-benziloxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona - LPSF/NB-5

Figura 29. Espectro RMN 'H (DMSO-dg, 400MHz) — LPSF/NB-5.




Figura 30. Espectro IV (KBr, cm’) — LPSF/NB-5.
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Figura 31. Espectro MS [M+H]" — LPSF/NB-5.
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3-etil-5-(4-piperidin-1-il-benzilideno)-2-tioxo-oxazolidin-4-ona - LPSF/NB-6

Figura 32. Espectro RMN 'H (DMSO-d,, 400MHz) — LPSF/NB-6.
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Figura 33. Espectro IV (KBr, cm™) — LPSF/NB-6.
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