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RESUMO 

 

CAMPOS, J.F. SÍNTESE E ATIVIDADE ANTICÂNCER DE NOVOS DERIVADOS 2-

TIOXO-OXAZOLIDÍNICOS. 2013. 128f. Tese (Doutorado). Universidade Federal de 

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil. 

 

Anéis oxazolidínicos têm sido utilizados na formulação de compostos com atividade 
antibacteriana, antifúngica, hipoglicêmica, anticonvulsivante e anti-câncer. Esta tese teve 
como objetivo a síntese e avaliação da atividade antitumoral de cinco novos derivados 2-
tioxo-oxazolidínicos. Os compostos foram sintetizados no Laboratório de Planejamento e 
Síntese de Fármacos (LPSF) do Núcleo de Pesquisa para Inovação Terapêutica Suely Galdino 
(NUPIT-SG), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A caracterização estrutural 
das novas moléculas foi confirmada utilizando-se infravermelho (IV), ressonância magnética 
nuclear de próton (RMN 1H) e de carbono 13 (RMN 13C), 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 promielocítica 
aguda), HL-60/MX1 (leucemia promielocítica aguda, resistente a quimioterápicos), CCRF-
CEM (leucemia linfoblástica aguda), NG97 (glioblastoma), T47D (câncer de mama), Raji 
(linfoma de Burkitt) e Jurkat (leucemia de células T). A expressão dos genes p21, BID, 
GADD153, RIP-3 e PPARγ, associados à supressão do processo tumorigênico, foi 
quantificada por PCR em tempo real na linhagem HL-60. Dentre os compostos avaliados, o 
LPSF/NB-5 (5-(3,4-bis-benzilóxi-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 às células Jurkat (IC50 15,19 µM), e o 
composto LPSF/NB-3 (5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona) mostrou 
melhor atividade anticâncer em células de leucemia aguda (HL-60, IC50 17,84 µM). 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 
expressão do gene pró-apoptose BID (p<0,05). O derivado contendo cloro em sua estrutura, 
LPSF/NB-3, modulou significantemente a expressão 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 expressão dos genes CDKN1A/P21 (p=0,03) e 
PPARγ (p=0,0006). Nossos resultados sugerem que o composto LPSF/NB-5 apresentou 
efeitos antitumorais em células de tumores sólidos e hematopoiéticos, enquanto outros 
derivados produziram maior atividade antitumoral em células de leucemias. Em células de 
leucemia aguda, os derivados 2-tioxo-oxazolidínicos modularam a expressão de genes 
envolvidos em apoptose, estresse de retículo endoplasmático, necroptose e inflamação. 
 

 
 

Palavras-chave: Oxazolidinadionas, citotoxicidade, atividade anticâncer.  
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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 (IC50>75 µM) 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 (IC50 15.19 µM) and the LPSF/NB-3 showed better anticancer effects in HL-60 
acute leukemia cells (17.84 µM). 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 (CDKN1A/P21) 
gene (p=0.03) and in PPARγ gene (p=0.0006). Our results suggested that the LPSF/NB5 
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. INTRODUÇÃO 

 

 

 

O câncer é um importante problema de saúde pública, sendo responsável por custos 

elevados ao sistema de saúde. É a principal causa de morte nos países desenvolvidos, e 

segunda causa de morte nos países em desenvolvimento, atrás das doenças cardiovasculares 

(Jemal et al., 2011). A Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou a ocorrência de cerca 

de 13,1 milhões de mortes por câncer no ano 2030 (OMS, 2013). 

O tratamento do câncer pode ser feito através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia, 

terapia hormonal ou transplante de medula óssea. Em muitos casos, é necessário combinar 

mais de uma modalidade (INCA, 2011). Com o envelhecimento da população e o aumento do 

número de casos de neoplasias no Brasil e no mundo, torna-se imprescindível a busca por 

novas alternativas terapêuticas. 

As oxazolidinas são elementos estruturais de uma variedade de produtos naturais e 

farmacêuticos. São comercializadas para tratamento de infecções bacterianas, mas há também 

relatos na literatura de derivados oxazolidínicos com atividade antifúngica (Devi et al., 2013), 

hipoglicêmica (Agrawal et al., 2005; Dow et al., 1991), anticonvulsivante (Kombian & 

Phillips, 2012) e anticâncer (Singh et al., 2011; Tadesse et al., 2011).  O mecanismo da ação 

antitumoral dessas moléculas não está claro, porém sabe-se que as tiazolidinadionas, 

bioisósteros das oxazolidinadionas, são ligantes sintéticos de PPARγ (receptores ativados por 

proliferadores de peroxissoma, do inglês peroxisome proliferator-activated receptors). Esses 

receptores nucleares funcionam como fatores de transcrição, regulando a expressão de genes 

alvo (Michalik, 2006). 

Diversos estudos têm mostrado a expressão de PPARγ em células tumorais, e a 

ativação deste receptor através de ligantes inibe a proliferação celular ou induz apoptose 

(Grommes et al., 2004; Theocharis et al., 2004). Ligantes de PPARγ apresentam propriedades 

antitumorigênicas 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 terapêutico das 

tiazolidinadionas, nossa atenção foi direcionada para novos derivados oxazolidínicos 

substituídos, possivelmente com similar atividade anticâncer. 
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Esta tese teve como objetivo a síntese e avaliação da atividade antitumoral in vitro de 

novos derivados 2-tioxo-oxazolidínicos, assim como a investigação de mecanismos 

moleculares associados à atividade biológica desses compostos, através da mensuração dos 

níveis de expressão de genes que participam em vias de sinalização de morte celular. As 

moléculas utilizadas neste trabalho foram obtidas através de colaboração com o Laboratório 

de Planejamento e Síntese de Fármacos (LPSF). O LPSF e o Laboratório de Imunomodulação 

e Novas Abordagens Terapêuticas (LINAT), ambos associados ao Núcleo de Pesquisa em 

Inovação Terapêutica Suely Galdino (NUPIT-SG), da Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE), vêm unindo esforços na busca de novas alternativas terapêuticas para o câncer. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 



    17 

 

2. OBJETIVOS 

 

 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Desenvolver alternativas de tratamento para o câncer, através da síntese e avaliação da 

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

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

� Sintetizar cinco novos derivados 2-tioxo-oxazolidínicos: 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-benzilóxi-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 características físico-químicas e elucidar a estrutura dos compostos 

sintetizados, através das técnicas espectroscópicas de infravermelho (IV), ressonância 

magnética nuclear de próton (RMN 1H) e de carbono 13 (RMN 13C), além da 

espectrometria de massa; 

� Avaliar a seletividade in vitro dos novos compostos 2-tioxo-oxazolidínicos em células 

humanas saudáveis (células mononucleares de sangue periférico - PBMC, do inglês 

peripheral blood mononuclear cells). 

� Avaliar a citotoxicidade in vitro dos novos compostos 2-tioxo-oxazolidínicos em sete 

linhagens tumorais: HL-60 (leucemia promielocítica aguda), HL-60/MX1 (leucemia 

promielocítica aguda, resistente a quimioterápicos), CCRF-CEM (leucemia 

linfoblástica aguda), NG97 (glioblastoma), T47D (câncer de mama), Raji (linfoma de 

Burkitt) e Jurkat (leucemia de células T). 

� Quantificar a expressão gênica de p21, BID, GADD153, RIP3 e PPARγ na linhagem 

tumoral HL-60 (leucemia promielocítica aguda), para avaliação de possíveis 

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

 

 

 

3.1 Câncer: aspectos gerais e epidemiologia 

 

 

O câncer é um conjunto de doenças caracterizadas pela perda do controle do 

crescimento em uma ou mais células, as quais invadem os tecidos e órgãos, podendo espalhar-

se para outras regiões do corpo (INCA, 2011; Shewach & Kuchta, 2009). Ao descrever certos 

tipos de tumores, Hipócrates (460 a 370 a.C.) usou o termo "carcinos", que, em grego, 

significa "caranguejo", pois as projeções e vasos sanguíneos ao seu redor fazem lembrar as 

patas do crustáceo (Kumar et al., 2005). 

O câncer é a principal causa de morte nos países desenvolvidos e segunda causa de 

morte nos países em desenvolvimento, atrás das doenças cardiovasculares (OMS, 2008; Jemal 

et al., 2011). No Brasil, as estimativas para o ano de 2012, válidas também para 2013, 

apontaram a ocorrência de aproximadamente 518.510 casos novos de câncer, incluindo os 

casos de pele não melanoma. Dentre os tipos mais incidentes estão os cânceres de pele não 

melanoma, próstata, pulmão, cólon e reto e estômago para o sexo masculino; e os cânceres de 

pele não melanoma, mama, colo do útero, cólon e reto e glândula tireoide para o sexo 

feminino (Figura 1; INCA, 2011). 

 

 

Figura 1. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2012 por sexo, 
exceto pele não melanoma (Fonte: INCA, 2011). 
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O aumento na incidência dos casos de câncer vem sendo explicado pelo fenômeno 

conhecido como transição epidemiológica, que descreve mudanças na distribuição das 

populações em relação às alterações nos padrões de mortalidade, fertilidade, expectativa de 

vida e principais causas de morte (McKeown, 2009). No Brasil, esta transição epidemiológica 

ainda está em andamento, pois ao mesmo tempo em que se observa um aumento na 

ocorrência de doenças crônico-degenerativas, a frequência de doenças infecto-parasitárias 

permanece elevada (Waters, 2001; Guerra et al., 2005). 

O câncer é causado por fatores intrínsecos (mutações herdadas, hormônios e sistema 

imunológico), e fatores ambientais ou adquiridos (dieta, tabagismo, radiação, agentes 

infecciosos, entre outros). Existem muitos tipos de câncer com uma forma hereditária 

conhecida, porém geralmente correspondem a uma pequena proporção dos casos. Apenas 5-

10% de todos os casos de câncer são devidos a uma mutação genética herdada (Figura 2; 

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

 

 

Figura 2. O papel dos genes e do ambiente no desenvolvimento do câncer. A) Percentual de contribuição de 
fatores de risco genéticos e ambientais. B) Risco hereditário para alguns tipos de câncer. C) Contribuição 

percentual de fatores de risco ambientais (Adaptado de Anand et al., 2008). 
 



    20 

 

Estudos envolvendo migrações populacionais indicam que a probabilidade de 

ocorrência da doença está relacionada não ao país de origem, mas ao país para o qual ocorreu 

a migração (Kolonel et al., 2004; Wiencke 2004; Ziegler et al., 1993; Haenszel & Kurihara 

1968). Embora todos os cânceres sejam resultado de diversas mutações (Loeb & Loeb, 2000; 

Hahn & Weinberg, 2002; Hanahan & Weinberg, 2011), essas mutações são decorrentes da 

interação com o ambiente (Mucci et al., 2001; Czene & Hemminki, 2002).  

Devido à importância do ciclo celular no desenvolvimento do câncer, algumas 

considerações devem ser feitas. Em eucariotos, o ciclo celular consiste de quatro fases: G1, S, 

G2 e M. Na fase S ou de síntese, ocorre a replicação do DNA, e a fase M (mitose) consiste na 

divisão propriamente dita. As outras duas fases, G1 e G2 (do inglês gap, intervalo) são 

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 início da 

mitose (Malumbres & Barbacid, 2009). 

Em cada ponto de checagem (checkpoint), proteínas específicas determinam se as 

condições são adequadas para a progressão no ciclo, ou se o mesmo deve ser interrompido. 

Erros nesses pontos de checagem podem ter consequências graves, incluindo o início de 

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

 

Figura 3. Fases do ciclo celular e pontos de checagem (Adaptado de Windelspecht, 2013). 

 

 

 

Com base na pesquisa envolvendo câncer, Hanahan & Weinberg (2000) descreveram 

seis principais características do câncer, ou seja, habilidades funcionais que permitem o 
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crescimento do tumor e a metastização. Em 2011, os mesmos autores revisaram estas 

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

1) Manutenção de sinais de proliferação: Células tumorais são capazes de manter 

uma sinalização proliferativa através de vários mecanismos. Elas podem produzir 

ligantes de fatores de crescimento, provocando estimulação autócrina; podem 

estimular células normais a liberarem fatores de crescimento (Cheng et al., 2008; 

Bhowmick et al., 2004); podem elevar seus níveis de receptores de superfície, 

tornando-se hiperresponsivas a ligantes de fatores de crescimento, além de 

alterarem outras vias de sinalização. 

2) Fuga de supressores de crescimento: Através do escape da regulação negativa da 

proliferação celular, executada normalmente por proteínas supressoras tumorais, as 

células neoplásicas conseguem manter a progressão do ciclo celular mesmo 

quando há, por exemplo, danos no genoma. 

3) Resistência à morte celular: As células neoplásicas desregulam vias de sinalização 

para apoptose, tanto através da superexpressão de proteínas anti-apoptóticas 

quanto através do silenciamento de proteínas pro-apoptóticas (Ashkenazi, 2002; 

Ghobrial et al., 2005). 

4) Capacidade de imortalidade: Pode ser adquirida quando a célula tumoral estabiliza 

o tamanho e a funcionalidade dos telômeros. 

5) Indução de angiogênese: A formação de novos vasos sanguíneos é um processo 

essencial para manutenção do crescimento tumoral e metástase. A angiogênese 

tumoral envolve a sinalização de vários fatores de crescimento pró-angiogênicos 

(Hicklin & Ellis, 2005; Bergers & Benjamin, 2003). 

6) Ativação de invasão e metástase: São processos complexos que ainda não são bem 

compreendidos, porém, sabe-se que envolvem mudanças na forma em que as 

células se ligam umas às outras e à matriz extracelular. 

7) Reprogramação do metabolismo: Para manter sua proliferação, as células tumorais 

ajustam sua produção de energia. Em alguns tumores, as subpopulações celulares 

utilizam diferentes vias de geração de energia (Semenza, 2008; Feron, 2009; 

Kennedy & Dewhirst, 2010). 

8) Fuga do sistema imunológico: Estudos epidemiológicos sugerem que o sistema 

imune de indivíduos imunocompetentes reconhece e elimina células neoplásicas 

antes que elas possam iniciar a formação de uma massa tumoral (Vajdic & van 

Leeuwen, 2009). Algumas evidências indicam que células tumorais com alta 
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imunogenicidade seriam eliminadas, enquanto células pouco imunogênicas 

poderiam crescer e gerar tumores sólidos (Kim et al., 2007; Teng et al., 2008). 

Essa questão permanece controversa, pois células tumorais com alta 

imunogenicidade podem desativar componentes do sistema imunológico, 

escapando de serem eliminadas (Yang et al., 2010; Shields et al., 2010).  

Dois aspectos estão especialmente relacionados à aquisição das habilidades citadas 

acima: um deles é a instabilidade do genoma e ocorrência de sucessivas mutações (Negrini et 

al., 2010; Salk et al., 2010); o outro aspecto está ligado à inflamação, que contribui para o 

desenvolvimento do câncer através do fornecimento de moléculas bioativas ao microambiente 

tumoral, incluindo fatores de crescimento, fatores proangiogênicos, 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, é um processo fisiológico ativo, não 

inflamatório, de remoção de células em excesso ou com danos, para que seja mantida a 

homeostase nos tecidos do corpo (Hengartner, 2000; Galluzzi et al., 2007). As características 

morfológicas que definem a apoptose incluem condensação citoplasmática e nuclear, 

fragmentação do DNA intranuclear e formação de bolhas pela membrana celular, causadas 

pela atividade de proteases (Kerr, et al. 1972; Taylor et al., 2008). Alterações na regulação da 

apoptose podem causar processos patológicos, tais como doenças autoimunes, doenças  

neurodegenerativas e câncer (Golstein, 1998).  

Quando há danos no DNA, a proteína supressora tumoral p53 ativa vários genes 

apoptóticos. Um desses genes codifica a proteína p21 (p21WAF1/Cip1), 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 proteína 

p21 medeia suas diversas atividades biológicas principalmente pela ligação e inibição da 

atividade quinase das ciclinas dependentes de quinase (CDKs, do inglês cyclin-dependent 

kinases) CDK1 e CDK2, levando à parada do crescimento em estágios específicos do ciclo 

celular. Além disso, através da ligação ao antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA, do 
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inglês proliferating cell nuclear antigen), p21 interfere na atividade de DNA polimerase 

dependente de PCNA, inibindo a replicação e modulando diversos processos de reparo de 

DNA (Abbas & Dutta, 2009). 

Duas principais vias de sinalização para ativação da apoptose foram identificadas: a 

via mitocondrial ou intrínseca, e a via induzida por receptores de superfície celular (receptores 

de morte) ou extrínseca (Chen & Wang, 2002; Taylor et al., 2008). Independentemente da via 

de ativação, este processo é regulado por duas famílias de proteínas: a família das caspases e a 

família Bcl-2, a qual compreende tanto proteínas antiapoptóticas (Bcl-2, Bcl-xL) quanto pró-

apoptóticas (Bax, Bid, Bik; Sorenson, 2004). 

A via intrínseca é ativada em resposta a estresse intracelular, como por exemplo danos 

no DNA, hipóxia e privação de fatores de crescimento. Nessa via, a cascata de caspases é 

ativada através do aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial e consequente 

liberação de citocromo c. Essas alterações mitocondriais resultam na formação de 

apoptossomos, seguida de ativação de caspase 9 e caspase 3, levando à apoptose (Chen & 

Wang, 2002; Nachmias et al, 2004). 

A apoptose extrínseca é induzida por sinais de estresse extracelular, os quais são 

propagados por receptores transmembrana específicos (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 α (TNFα) e TRAIL (do inglês TNF-related 

apoptosis inducing ligand) a vários receptores de morte (FAS/CD95, receptor TNFα 1 e 

receptor TRAIL, respectivamente; Wajant, 2002). 

A interação entre as duas vias apoptóticas ocorre através da clivagem da proteína Bid 

(agonista de morte com domínio de interação BH3, do inglês BH3-interacting death domain 

agonist), um membro da família Bcl-2 que regula a permeabilização da membrana 

mitocondrial externa (Billen et al., 2008). Durante a apoptose extrínseca, Bid é clivada pela 

caspase 8. O fragmento C-terminal dessa clivagem, tBid (do inglês truncated Bid), migra e se 

insere na membrana mitocondrial (Gross et al., 1999), onde conduz subsequentemente a 

translocação e inserção de Bax, levando à permeabilização da mitocôndria (Eskes et al., 2000; 

Weiet al., 2000). 

A morte por apoptose pode ocorrer em consequência de grave comprometimento das 

funções do retículo endoplasmático (RE), organela responsável pela síntese e enovelamento 

de proteínas (Kaufman, 1999; Oyadomari & Mori, 2004). Pelo menos três vias apoptóticas 

estão envolvidas com a resposta ao estresse de retículo, sendo uma delas a ativação 

transcricional do gene GADD153 (do inglês growth arrest- and DNA damage- inducible).  
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GADD153/CHOP é um fator de ligação a CCAAT (família de fatores de transcrição 

CCAAT/enhancer-binding protein), o qual tem papel essencial na regulação da apoptose 

(Friedman, 1996; Zinszner et al., 1998). Esta proteína está presente no citoplasma em níveis 

muito baixos, entretanto, perturbações que causam estresse induzem aumento de sua 

expressão e seu acúmulo no núcleo (Oyadomari & Mori, 2004). A superexpressão de 

GADD153/CHOP leva à apoptose através de vários mecanismos, incluindo inibição de Bcl-2 

e indução de translocação da proteína pró-apoptótica Bax do citosol para a mitocôndria 

(McCullough et al., 2001). 

Outro mecanismo de morte celular a ser considerado é a necrose, durante a qual ocorre 

intumescimento da célula, seguido de ruptura da membrana plasmática e rápida lise celular 

(Majno & Joris, 1995; Galluzzi et al., 2012). Dentre os agentes que podem induzir necrose 

estão diversos vírus, bactérias e protozoários. Condições patológicas caracterizadas por 

secreção inadequada de citocinas, óxido nítrico e espécies reativas de oxigênio (ROS, do 

inglês reactive oxygen species), também estão relacionadas à 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, está 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 função em vários processos fisiológicos e patológicos 

(Vandenabeele et al., 2010). 

Citocinas da família TNF são clássicas indutoras de necrose programada. As duas 

principais quinases mediadoras de necrose TNF-dependente são as proteínas RIP1 e RIP3 (do 

inglês receptor-interacting protein kinase). RIP3 possui um domínio quinase ativo em sua 

porção N-terminal, o qual é conservado em outras proteínas da mesma família, e é essencial 

para a indução de necrose. Com relação à porção C-terminal, cada membro da família RIP 

possui uma estrutura específica: um domínio de morte em RIP1, um domínio de recrutamento 

de caspases em RIP2, repetição de anquirina em RIP4. Em RIP3, está a porção de interação 

homotípica RIP, também presente em RIP1, e que possibilita a interação de RIP3 com RIP1 e 

a ocorrência de necrose (Figura 3; Moriwaki & Chan, 2013). 
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Figura 4. Organização dos domínios da família de proteínas RIP (adaptado de Moriwaki & Chan, 2013). 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A ligação de TNF ao seu receptor (TNF-R1) causa a formação do complexo de 

sinalização TNF-R1 associado à membrana, chamado complexo I (Figura 4), o qual consiste 

de múltiplas proteínas, incluindo o domínio de morte associado ao TNFR (TRADD, do inglês 

TNFR-associated death domain), RIP1, inibidor de apoptose celular 1 (cIAP1, do inglês 

cellular inhibitor of apoptosis 1), cIAP2, fator 2 associado ao TNFR (TRAF2, do inglês 

TNFR-associated fator 2), e o complexo de montagem de cadeia de ubiquitina linear 

(LUBAC, do inglês linear ubiquitin chain assembly complex). 
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Figura 5. Esquema do complexo de sinalização TNF-R1 (adaptado de Moriwaki & Chan, 2013). 

 

 

 

 

 

A ubiquitinação de RIP1 mediada por cIAPs e LUBAC no complexo I é um evento 

crítico para desencadear a sobrevivência da célula via NF-kB, bloqueando apoptose e necrose. 

A desubiquitinação de RIP1 promove apoptose e necrose através da formação do complexo II 

no citoplasma. Se a atividade da caspase 8 é 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 terapêuticos 

 

 

As principais formas de tratamento do câncer utilizadas atualmente envolvem cirurgia, 

quimioterapia e/ou radioterapia (Shewach & Kuchta, 2009), as quais geralmente são usadas 

em conjunto, variando apenas quanto à importância de cada uma e a ordem de sua indicação 

(INCA, 2008). A quimioterapia geralmente envolve o uso de fármacos de baixa massa 

molecular, que destroem as células tumorais ou limitam sua proliferação. Por agirem tanto em 

células tumorais quanto em células saudáveis, muitos agentes citotóxicos causam efeitos 
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colaterais, como depressão da medula óssea, lesões no trato gastrintestinal, queda de cabelo e 

náuseas, além do desenvolvimento de resistência clínica (Thurston, 2007). 

Desde o início do uso da quimioterapia, na década de 1940, um grande número de 

novos medicamentos anticâncer tem sido desenvolvido (Shewach & Kuchta, 2009). Esses 

medicamentos podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de ação, e também de 

acordo com a sua atuação no ciclo celular, podendo ser divididos em ciclo-específicos e ciclo-

inespecíficos (Almeida et al., 2005). 

Os antimetabólitos interagem com rotas essenciais de biossíntese, ou interferem em 

processos enzimáticos essenciais. Análogos estruturais de purina e pirimidina são 

incorporados pelas células e interrompem a síntese dos ácidos nucléicos (Figura 5; 

Nussbaumer et al., 2011). 

 

Figura 6. Antimetabólitos (Adaptado de Nussbaumer et al., 2011). 
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A maior e mais importante família de fármacos utilizada no tratamento do câncer 

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 é 

consequentemente fragmentado por enzimas de reparo que tentam substituir as bases 

alquiladas (Sanderson & Shield, 1996). 
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- Agentes de ligação cruzada (cisplatina, ciclofosfamida): causam danos ao formarem 

ligações entre átomos no DNA. Essas ligações impedem que as hélices do DNA sejam 

separadas para a síntese ou transcrição (Chválová 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 transferência 

de carga com os nucleotídeos (Alcaro et al, 2004). 

- Inibidores de topoisomerase (irinotecan, etoposídeo, amsacrina): impedem a 

atividade das topoisomerases, e consequentemente bloqueiam a divisão celular (Pommier & 

Goldwasser, 2006). 

- Antibióticos (bleomicina): fragmentam o DNA através da formação de radicais livres 

(Almeida et al., 2005). 

 

Agentes antimitóticos ou antitubulina são fármacos ciclo-específicos que agem na fase 

da mitose. Interferem com a dinâmica dos microtúbulos, bloqueando a divisão do núcleo e 

levando à morte celular (Almeida et al., 2005; Nussbaumer et al., 2011). Os exemplos dessa 

família incluem os alcalóides da vinca (vincristina, vimblastina, vinorelbina, vindesina) e os 

taxanos (docetaxel e paclitaxel). A Figura 7 mostra um esquema de uma célula em divisão, 

enfatizando o alvo de alguns quimioterápicos. 

 

 

Figura 7. Ação de quimioterápicos na célula em divisão (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) são fatores de 

transcrição pertencentes à família de receptores nucleares (Mangelsdorf et al., 1995). Os 

PPARs se ligam a uma repetição de dois hexanucletídeos, espaçados por um ou dois 

nucleotídeos, como heterodímeros associados ao receptor retinóide 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) são encontrados em 

vários genes envolvidos no metabolismo de lipídeos e homeostase energética (Schoonjans et 

al., 1996). 

 

Figura 8. Heterodímeros PPAR/RXR se ligam a PPREs localizados em promotores de genes alvo. PPAR se 
associa ao complexo correpressor na ausência de ligante. Na presença de um ligante, ocorre a ativação da 

transcrição gênica (Adaptado de Tachibana et al., 2008). 
 

 

 
 
 
 

 

Vários estudos têm mostrado a expressão de PPARγ em diversas células tumorais, e a 

ativação deste fator de transcrição através de ligantes resultou na inibição da proliferação 

celular ou na indução de apoptose (Grommes et al., 2004; Theocharis et al., 2004). Ligantes 

de PPARγ apresentam propriedades antitumorigênicas in vitro, e 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) são agonistas sintéticos de PPARγ. Estão disponíveis no 

mercado como agentes hipoglicêmicos para tratamento de diabetes tipo 2, atuando via 

PPARγ. O efeito das TDZs na modulação do ciclo celular tem sido estudado em diversos 
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tipos de câncer, in vitro e in vivo (Yang & Frucht, 2001; Shao et al., 2002; Kim et al., 2002; 

Osawa et al., 2003; Giacinti & Giordano, 2006). Muitas evidências indicam que ligantes de 

PPARγ podem suprimir o processo de tumorigênese, sugerindo que essas moléculas poderiam 

ser usadas como fármacos antineoplásicos (Tachibana et al., 2008).  

Palakurthi et al. (2001), utilizando células tronco embrionárias de camundongo 

PPARγ-/- e PPARγ+/+, mostraram que as TZDs troglitazona e ciglitazona induziram parada em 

G1 através de via independente de PPARγ. Por outro lado, alguns trabalhos mostram 

resultados contraditórios, nos quais o tratamento com ligantes de PPARγ resultaram em 

progressão tumoral (Lefebvre et al., 1998; Saez et al., 2004).  

As TZDs troglitazona, pioglitazona e rosiglitazona apresentam eficácia clínica, 

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 porção TZD da troglitazona era metabolicamente ativada e levava 

à formação abundante de adutos de glutationa, os quais eram detectados na bile de ratos 

(Kassahun et al, 2001). Embora não haja confirmação da relação entre a ativação da TZD e a 

toxicidade hepática, Agrawal et al. (2005) sintetizaram oxazolidinadionas como agonistas de 

PPARγ 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 fígado de ratos, cachorros, macacos e humanos, 

além de enzimas do citocromo P450 recombinantes humanas. 

 

 

 

3.4 Novos agentes quimioterápicos - Derivados oxazolidínicos 

 

 

Oxazolidinonas são uma classe de azóis, oxazolidinas com carbono entre o nitrogênio 

e oxigênio 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 infecções causadas por bactérias Gram-positivas (Barrett, 2000; 

Shaw & Barbachyn, 2011). Oxazolidinonas inibem seletivamente a síntese de proteínas 
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bacterianas através de ligação com a subunidade ribossomal 50S, impedindo a formação de 

um complexo de iniciação 70S funcional (Zhou et al., 2002; Stevens et al., 2004).  

As oxazolidinadionas são bioisósteros das tiazolidinadionas e das imidazolidinadionas 

que pertencem a um importante grupo de heterocíclicos com grupo carbonila nas posições 2, 4 

ou 5 do anel pentamérico (Figura 9; Singh et al., 2011). Em química medicinal, bioisósteros 

são substituintes ou grupos com propriedades físicas ou químicas similares, que 

consequentemente produzem efeitos biológicos muito semelhantes. No desenvolvimento de 

fármacos, a troca de um bioisóstero por outro é utilizada para melhorar propriedades 

biológicas ou físicas, como por exemplo, a diminuição da toxicidade de um composto, sem 

alterações significativas na estrutura química do mesmo (Patani & LaVoie, 1996; Meanwell, 

2011).  

 

 

 

Figura 9. Oxazolidinadionas e seus bioisósteros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oxazolidinas estão presentes em diversas moléculas de interesse farmacêutico. Além 

da atividade antibacteriana, há relatos na literatura de derivados oxazolidínicos com atividade 

antifúngica (Devi et al., 2013), hipoglicêmica (Agrawal et al., 2005; Dow et al., 1990), 

anticonvulsivante (Kombian & Phillips, 2012) e anticâncer (Singh et al., 2011; Tadesse et al., 

2011).  

Singh et al. (2011) relataram a atividade citotóxica de oxazolidinadionas 3,4-

dissubstituídas em linhagem celular HL-60 (leucemia promielocítica). Segundo os autores, a 

origem da diferença de atividade entre os compostos testados não seria devida simplesmente a 

Oxazolidinadiona Tiazolidinadiona Imidazolidinadiona 
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propriedades físicas como lipofilicidade ou polaridade, mas às características estruturais 

únicas de cada composto. Os autores afirmaram ainda que a morte das células ocorreu por 

apoptose, correlacionando-a à fragmentação do DNA. 

Tadesse et al. (2011) relataram uma nova molécula da família de compostos 

sinoxazolidinona, isolado de Synoicum pulmonaria, ascídio sub-Ártico. Além de atividade 

antimicrobiana, o composto Synoxazolidinone C apresentou atividade citotóxica contra as 

linhagens celulares humanas A2058 (melanoma), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e HT-

29 (carcinoma de cólon), com IC50 de 30,5µM. Entretanto, o composto também matou células 

normais (fibroblastos de pulmão, MRC-5) na mesma concentração. Os autores propõem que o 

anel pirrolidina adicional tenha provocado o aumento da citotoxicidade da molécula.  

Kumar et al. (2009) sintetizaram oxazolidinas N-substituídas para avaliação de sua 

citotoxicidade in vitro contra linhagens celulares tumorais, apresentando resultados 

promissores contra células de cânceres ovariano e oral. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

4.1 Síntese e caracterização das moléculas com potencial atividade anticâncer 

 

 

As moléculas utilizadas neste trabalho foram sintetizadas no Laboratório de 

Planejamento e Síntese de Fármacos (LPSF) do Núcleo de Pesquisa para Inovação 

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

 

 

4.1.1 Reagentes e equipamentos utilizados 

 

 

Para a síntese e comprovação estrutural dos novos derivados 3-etil-2-tioxo-oxazolidin-

4-ona LPSF/NB sintetizados, foram utilizados os seguintes equipamentos, placas 

cromatográficas, reagentes e solventes (Tabela 1):  

 

 

� Espectrofotômetro de Absorção no Infravermelho - FTIR Shimadzu modelo IR 

Prestige-21 da Central Analítica do NUPIT-SG da UFPE; 

� Espectrômetro de RMN1H – Varian, modelo Plus 400 MHz do DQF da UFPE; 

� Espectrômetro de Massa - Bruker Daltonics, modelo Autoflex III (MALDI-TOF), do 

Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE); 

� Determinação dos pontos de fusão - Quimis modelo 340.27 do LPSF; 

� Lâmpada de Ultravioleta - Philco do LPSF; 

� Rota evaporador - Fisatom do LPSF; 
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  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)-benzaldeído Sigma Aldrich PS 

4-(1-pirrolidinil)-benzaldeído Sigma Aldrich PS 

3,4-dibenzilóxi-benzaldeído Sigma Aldrich PS 

4-bromo-benzaldeído Sigma Aldrich PS 

4-cloro-benzaldeído Sigma Aldrich PS 

Acetato de etila Cinética PA 

Ácido acético Cinética PA 

Álcool etílico 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 Síntese dos ésteres de Cope (LPSF-IP) 

 

 

Em um balão de fundo redondo, sob agitação magnética, adaptado a um condensador, 

foram adicionadas quantidades equimolares de aldeído aromático (Figura 10, etapa 1) 

substituído e de cianoacetato de etila (Figura 10, etapa 2) na presença de trietilamina como 

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

a uma temperatura de 110ºC por 4 horas. Passado este tempo, o produto foi lavado com água 

destilada, filtrado e purificado por cristalização com álcool etílico (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2. Ésteres de Cope sintetizados. 

 

 R Código LPSF 

4-cloro LPSF/NB-2 

4-bromo LPSF/NB-3 

4-pirrolidinil LPSF/NB-4 

3,4-bis-benzilóxi LPSF/NB-5 

4-piperidinil LPSF/NB-6 
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4.1.3 Síntese dos derivados 5-benzilideno-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB) 

 

 

Em um balão de fundo redondo, com agitação 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) substituídos e do 3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (Figura 

10, etapa 4) dissolvidos em álcool etílico, na presença de morfolina como catalisador. A 

mistura reacional foi aquecida e mantida sob refluxo a 50ºC por 4 horas, levando à formação 

dos novos derivados 2-tioxo-oxazolidínicos (Figura 10, etapa 5), que foram purificados 

através de lavagens sucessivas com água destilada e, posteriormente, álcool etílico (Tabela 3). 

Na figura 11 são mostradas as estruturas das moléculas sintetizadas. 

 

 

 

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

 R Código LPSF 

4-cloro LPSF/NB-2 

4-bromo LPSF/NB-3 

4-pirrolidinil LPSF/NB-4 

3,4-bis-benzilóxi LPSF/NB-5 

4-piperidinil LPSF/NB-6 

 

 

 

 

Figura 10. Diagrama de síntese dos derivados 2-tioxo-oxazolidínicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 
3 

4 

5 R = 4-Br, 4-Cl, 4-pirrolidinil, 
3,4-bis-benziloxi, 4-piperidinil 



    36 

 

Figura 11. Derivados 2-tioxo-oxazolidínicos sintetizados. 

 

 

 

 

LPSF/NB-2      LPSF/NB-5             

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

 

 

 

 

LPSF/NB-3     LPSF/NB-6 

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

 

 

 

 

 

 

LPSF/NB-4                

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

 

 

 

4.1.4 Caracterização estrutural das moléculas sintetizadas 

 

 

As estruturas químicas dos compostos sintetizados foram confirmadas através da 

técnica espectroscópica de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN1H) e carbono 

13 (RMN13C), realizadas no Departamento de Química Fundamental (DQF) da UFPE, 

espectrofotometria de absorção 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 biológicos 

 

 

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 sódio 24 

mM em estufa de atmosfera úmida a 37°C, com 5% de CO2 (v/v).  

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

tabela abaixo: 

 

 

Tabela 4. Linhagens celulares utilizadas neste trabalho. 

Linhagem celular Proveniência 

HL-60 Leucemia Promielocítica Aguda BCRJ 

HL-60/MX1 Leucemia Promielocítica Aguda, 
resistente a quimioterápicos 

ATCC 

CCRF-CEM Leucemia Linfoblástica Aguda BCRJ 

Jurkat Leucemia de Células T BCRJ 

RAJI Linfoma de Burkkit BCRJ 

NG97 Glioblastoma FCM/USP* 

T47D Câncer de Mama BCRJ 

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

 

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

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

 

HL-60/MX1: derivada da HL-60, resistente ao mitoxantrone (39nM). Essa linhagem 

apresenta resistência a múltiplas drogas (MDR) atípica, atividade catalítica de topoisomerase 

II alterada e níveis reduzidos das telomerases II α e β. As células HL-60/MX1 apresentam 

resistência 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 linfoblástica 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). 

 

RAJI: derivada de linfócito B de um paciente de 11 anos, sexo masculino, com linfoma de 

Burkitt (Pulvertaft, 1964). 

 

NG97: 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 inglês Peripheral blood 

mononuclear cells) foram obtidas de doadores voluntários saudáveis, não fumantes e que não 

haviam ingerido bebida alcóolica 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 Comitê de Ética em Pesquisa da UFPE (CEP/CCS/UFPE N° 

11006/12). As PBMCs foram isoladas através de método padrão de centrifugação por 

gradiente de densidade com Ficoll-Hypaque (GE Healthcare). As células foram contadas em 

Câmara de Neubauer, e a viabilidade foi determinada pelo método de exclusão azul de tripam. 

Os ensaios prosseguiram apenas quando a viabilidade celular foi superior a 98%. As células 

foram plaqueadas em placa de 96 poços (106 células/poço) e mantidas em estufa de atmosfera 

úmida a 37°C, com 5% de CO2 (v/v). Após 24 horas, os compostos foram adicionados (25, 50 

e 75µM) e as placas incubadas por dois dias (48 horas). Após esse período, os procedimentos 

foram realizados como descritos no item 4.2.3. 
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4.2.3 Determinação da citotoxicidade das novas moléculas – ensaio MTT 

 

 

A citotoxicidade dos compostos foi testada contra sete linhagens de células tumorais: 

HL-60 (leucemia promielocítica aguda), HL-60/MX1 (HL-60 resistente), CCRF-CEM 

(leucemia linfoblástica aguda), NG97 (glioblastoma), T47D (câncer 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 µM. Posteriormente, alguns dos compostos também 

foram testados nas doses de 1 e/ou 10 µM, para que o IC50 pudesse ser determinado. 

Para os ensaios, as células foram plaqueadas em placas de 96 poços (104 células/poço) 

em estufa de atmosfera úmida a 37°C, com 5% de CO2 (v/v). Após 24 horas, os compostos 

(solução estoque a 50 mM em DMSO) foram diluídos em meio completo (RPMI 

suplementado com 10% de SBF), nas concentrações especificadas e adicionados nos poços. 

As placas foram incubadas por três dias (72 horas), nas mesmas condições descritas 

anteriormente. Em todos os ensaios, foram incluídos controles não tratados e contendo apenas 

DMSO, na mesma concentração presente nos compostos (0,1%). Após este período, foram 

adicionados em cada poço 20µL de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-

tetrazólio (MTT), e, três horas depois, 130µL de SDS 20%. No dia seguinte, a absorbância 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 

fármaco padrão utilizado para comparação da citotoxicidade dos compostos sintetizados foi a 

Amsacrina (Sigma, Figura 12). 

 

Figura 12. Amsacrina. 
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4.2.4 Cálculo da IC50 

 

 

As curvas dose-resposta foram construídas com base nos resultados dos ensaios MTT, 

através da fórmula: % viabilidade celular = 100 – (média viab. célula tratada – média viab. 

branco) x 100 / (média viab. DMSO – média viab. branco). Para o cálculo da IC50, foram 

utilizadas as médias de três experimentos independentes. Na equação da reta, o valor de y foi 

substituído por 50 para obtenção da concentração de composto com capacidade de reduzir a 

viabilidade celular a 50%.  

Para a elaboração dos gráficos e cálculo da IC50, 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 Extração de RNA total 

 

 

Células da linhagem HL-60 foram plaqueadas em placa de cultura de seis poços (2.106 

células por poço), e tratadas com os compostos LPSF/NB-2, LPSF/NB-3, LPSF/NB-4, 

LPSF/NB-5 (todos a 25μM), Amsacrina (controle antitumoral, 100 nM) e Rosiglitazona 

(controle positivo para expressão de PPARγ, 25μM). Após 10 horas, as células foram 

coletadas da placa e centrifugadas (3000 rpm, 5 minutos, 4°C). O pellet foi ressuspendido em 

800μL de Trizol® (Invitrogen), e as amostras foram homogeneizadas em agitador tipo vórtex 

por 10 minutos. Em seguida, os tubos foram deixados por 5 minutos a 25ºC. Foram 

adicionados 200μL de clorofórmio gelado, e as amostras homogeneizadas delicadamente por 

inversão.  

Após 3 minutos a 25ºC, as amostras foram centrifugadas (10000 rpm, 20 minutos, 

4°C). A fase aquosa do sobrenadante (referente ao RNA extraído) foi transferida para um 

novo tubo cuidadosamente, evitando a retirada da interface (proteínas e fragmentos maiores 

de DNA) e da fase inferior (proteínas e fragmentos menores de DNA). Em seguida, foram 

adicionados 500μL de isopropanol e a amostra deixada a 25ºC por 10 minutos para 

precipitação do RNA. 
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Após este período, 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 após secar o excesso de etanol a 

25ºC, o RNA foi dissolvido em água livre de RNase/DNase (GIBCO, Gainthersburg, EUA). 

A concentração e pureza do RNA foram determinadas por leitura espectrofotométrica 

a 260 nm no BioPhotometer plus (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Foi utilizada uma 

densidade óptica (OD) igual a um que equivale a 40 µg/mL de RNA fita simples. A pureza do 

RNA foi avaliada pela proporção 260/280nm, que deve ficar entre 1,8 e 2,0.  

 

 

4.2.6 Tratamento do RNA com DNAse I 

 

 

Alíquotas de RNA total (4 µg) foram tratadas com a enzima DNAse I (volume igual a 

30% da concentração de RNA; 1 U/µL – Promega, Madison, EUA) por 60 minutos a 37°C, 

com a finalidade de eliminar possíveis contaminantes de DNA. Em seguida, o RNA foi 

precipitado com 75µL de etanol absoluto e 3µL de acetato de sódio (0,2 M, pH 4.0-4.6) a -

80°C, overnight. Após este período, 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 25ºC por 10 minutos para 

completa secagem, e em seguida dissolvido em água livre de RNase/DNase (GIBCO, 

Gainthersburg, EUA). 

 

 

 

4.2.7 Síntese de cDNA 

 

 

Para a síntese de cDNA utilizou-se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kits (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido), seguindo as instruções do fabricante. 

Uma mistura contendo dNTPs, iniciadores randômicos (random primers), transcriptase 

reversa e inibidor de RNase (1 U/µL de RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor - Invitrogen Life 

Technologies, Califórnia, EUA) foi preparada e adicionada a um mesmo  volume de RNA. A 
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reação de síntese de cDNA foi feita a 25ºC por 10 minutos, seguida por 2 horas de incubação 

a 42ºC.  

 

 

4.2.8 PCR em Tempo Real (qPCR)  

 

 

Para análise quantitativa dos transcritos diferencialmente expressos foi feita PCR em 

tempo real. A reação de amplificação dos cDNAs foi realizada com PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, Warrington, UK) e sondas específicas para os genes PPARγ (TaqMan 

Hs01115513_m1), p21 (TaqMan Hs00355782_m1), BID (TaqMan Hs00609632_m1), 

GADD153 (TaqMan Hs00358796_g1) e RIP-3 (TaqMan Hs00819388_m1), utilizando-se o 

equipamento ABIPrism 7900HT sequence detection PCR machine (Applied Biosystems, 

Califórnia, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Foi utilizado o gene de 

referência 18S (TaqMan Hs03928990_g1), cuja expressão é constitutiva, para posterior análise 

comparativa do nível de expressão dos transcritos de interesse.  

A expressão relativa dos genes foi calculada pelo método 2-(∆∆Ct). Primeiramente 

calcula-se a relação entre o gene referência (controle endógeno 18S) e o gene alvo (gene em 

estudo) para todas as amostras. Este índice é denominado ∆Ct. Em seguida, calcula-se o -

∆∆Ct, que é a correção do ∆Ct das amostras pelo ∆Ct do grupo controle (não tratado ou 

tratado com Amsacrina/Rosiglitazona), o qual pode ser calculado subtraindo-se o ∆Ct médio 

da amostra pelo ∆Ct médio do controle. Em seguida, é obtido o valor de 2-(∆∆Ct), pois a 

amplificação é feita de maneira exponencial em base 2. 

 

 

4.3 Análise estatística 

 

 

Os resultados de expressão gênica foram analisados por teste t (Student) e por one-way 

ANOVA (teste Bonferroni) para amostras não pareadas, utilizando-se o programa GraphPad 

Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). A diferença de expressão foi 

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

 

 

5.1 Dados físico-químicos e análises espectroscópicas 

 

 

A análise dos espectros de ressonância magnética nuclear (1H e 13C), infravermelho e 

massa (Apêndice C) dos compostos sintetizados permitiu a comprovação estrutural dos 

LPSF/NB, conforme descrição abaixo: 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fórmula Molecular: C12H10BrNO2S; Massa Molecular: 310,9616 g/mol; Ponto de Fusão: 165-

166ºC; Rendimento: 80%; Razão de Frente: 0,54; Sistema: n-Hexano/AcOEt 9:1; IV (KBr, 

cm-1): C=C aromático (1581) parassubstituído (~800), C=O carbonila (1749), CH2 (2933), 

CH3 (2981), C – Br (1068 – 1006); RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz) δ: 1,20 (t, 3H, J = 7,6 Hz, 

CH3), 3,81 (q, 2H, J = 7,2 Hz, CH2), 6,97 (s, 1H, =CH-), 7,75 (d, 2H, J = 8,8 Hz, benzilideno), 

7,81 (d, 2H, J = 8,8 Hz, benzilideno); RMN 13C (DMSO-d6, 100MHz) δ: 11,68 (CH3), 37,78 

(CH2), 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=O). 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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fórmula Molecular: C12H10ClNO2S; Massa Molecular: 267,0121 g/mol; Ponto de Fusão: 146-

147ºC; Rendimento: 90%; Razão de Frente: 0,59; Sistema: n-Hexano/AcOEt 9:1; IV (KBr, 

cm-1): C=C aromático (~1584) parassubstituído (818), C=O carbonila (1749), CH2 (~2900), 

CH3 (~2990); RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz) δ: 1,21 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CH3), 3,81 (q, 2H, J 

= 7,6 Hz, CH2), 6,96 (s, 1H, =CH-), 7,61 (d, 2H, J = 8,8 Hz, benzilideno), 7,88 (d, 2H, J = 8,8 

Hz, benzilideno); RMN 13C (DMSO-d6, 100MHz) δ: 11,69 (CH3), 37,78 (CH2), 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=O). 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 
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Fórmula Molecular: C16H18N2O2S; Massa Molecular: 302,1089 g/mol; Ponto de Fusão: 149-

150ºC; Rendimento: 51%. Razão de Frente: 0,49; Sistema: n-Hexano/AcOEt 9:1; IV (KBr, 

cm-1): C=C aromático (1527) parassubstituído (817), C=O amida trissubstituída (1718), CH2 

(~2900), CH3 (~2990), amina terciária (~2850);  RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz) δ: 1,21 (t, 

3H, J= 7,2Hz, CH3), 1,98 (m, 4H, pirrolidinil), 3,34 (m, 4H, pirrolidinil), 3,82 (q, 2H, J = 

7,2Hz, CH2), 6,66 (d, 2H, J = 8,4Hz, benzilideno), 6,82 (s, 1H, =CH-), 7,72 (d, 2H, J = 8,4Hz, 

benzilideno); RMN 13C (DMSO-d6, 100MHz) δ: 11,65 (CH3), 24,73 (CH2), 24,73 (CH2), 

37,35 (CH2), 47,19 (CH2), 47,19 (CH2), 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=O). MS 

[M+H]+ calculado = 303,1089; encontrado = 303,127. 

 

 

5-(3,4-bis-benzilóxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona - LPSF/NB-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fórmula Molecular: C26H23NO4S; Massa Molecular: 445,1348 g/mol; Ponto de Fusão: 85-

86ºC; Rendimento: 85%; Razão de Frente: 0,57; Sistema: n-Hexano/AcOEt 8:2; IV (KBr, cm-

1): C=C aromático (1511) parassubstituído (795), C=O amida trissubstituída (1745), CH2 

(~2900), CH3 (~2990), benzenos monossubstituídos (1597 e 1665); RMN 1H (DMSO-d6, 

400MHz) δ: 1,20 (t, 3H, J = 7.6 Hz, CH3), 3,80 (q, 2H, J = 7,2 Hz, CH2), 5,17 (s, 2H, OCH2), 

5,22 (s, 2H, OCH2), 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, benzilóxi), 7,50-7,46 (m, 

5H, benzilóxi); RMN 13C (DMSO-d6, 100MHz) δ: 11,74 (CH3), 37,66 (CH2), 69,87 (OCH2), 

70,03 (OCH2), 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=O). MS 

[M+H]+ calculado = 446,1348; encontrado = 446,071. 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fórmula Molecular: C16H18N2O2S; Massa Molecular: 316,124 g/mol; Ponto de Fusão: 152-

153ºC; Rendimento: 52%; Razão de Frente: 0,45; Sistema: n-Hexano/AcOEt 9:1; IV (KBr, 

cm-1): C=C aromático (1515) parassubstituído (829), C=O amida trissubstituída (1733), CH2 

(~2990), CH3 (2945), amina terciária (2820); RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz) δ: 1,21 (t, 3H, 

J= 6,8Hz, CH3), 1,60 (m, 6H, piperidinil), 3,38 (m, 4H, piperidinil), 3,81 (q, 2H, J= 7,2Hz, 

CH2), 6,81 (s, 1H, =CH-), 7,01 (d, 2H, J= 8,8Hz, benzilideno), 7,71 (d, 2H, J= 8,8Hz, 

benzilideno); RMN 13C (DMSO-d6, 100MHz) δ: 11,63 (CH3), 23,77 (CH2), 24,77 (CH2), 

24,77 (CH2), 37,42 (CH2), 47,55 (CH2), 47,55 (CH2), 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=O). MS [M+H]+ calculado = 317,124; encontrado = 317,136. 
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5.2 Ensaios de seletividade 

 

 

 Os novos derivados 2-tioxo-oxazolidínicos não apresentaram toxicidade quando 

testados em células saudáveis (PBMC; Tabela 5), apresentando a vantagem de serem mais 

seletivos quando comparados ao controle utilizado (Amsacrina). 

 

 

 

            Tabela 5. Valores de IC50 dos compostos LPSF/NB em PBMC. 

               IC50 (µM) - 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 IC50 dos compostos LPSF/NB frente às linhagens 

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

para células saudáveis (PBMC). Os valores são apresentados em concentração micromolar 

(µM). Quanto menor o valor, maior a potência inibitória. 
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Tabela 6. Valores de IC50 (µM) dos compostos LPSF/NB. 
 

 HL60 HL60/ 
MX1 

T47D NG97 Raji Jurkat CCRF-
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 
LPSF/NB-5 
LPSF/NB-6 

21,19 
16,44 
>75 

>75 
>75 
>75 

>75 
39,73 
>75 

>75 
36,55 
>75 

>75 
23,86 
>75 

15.19 
22.54 
28.99 

45,53 
28,98 
>75 

Amsacrina  <1 1,3 12,18 2,1 4,15 <1 <1 
 
 
 

 

A figura abaixo mostra a relação entre a estrutura química e a IC50 dos compostos 

sintetizados nas linhagens HL-60 e Jurkat. 

 

 

Figura 14. Relação entre a estrutura química 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 citotóxica, com a média da IC50 = 56µM (Figura 15). 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4 Análise de expressão gênica por PCR em Tempo Real 

 

 

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

dos genes RIP3 e GADD153 (Figura 16), quando comparados às células não tratadas. 

 

 

Figura 16. Efeito dos LPSF/NB na expressão de RIP3 e GADD153 na linhagem tumoral HL-60 (NT: Não 
tratado; AMSA: Amsacrina). 
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Quando a expressão do gene BID foi quantificada, observou-se que o tratamento com 

os compostos testados induziu um aumento na expressão deste gene com relação ao controle 

não tratado. Entretanto, se a comparação é feita com relação à Amsacrina, não houve 

diferença significante na expressão de BID (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Efeito dos LPSF/NB na expressão de BID na linhagem tumoral HL-60 (NT: Não tratado; 
AMSA: Amsacrina). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após o tratamento com o composto LPSF/NB-2, a expressão do gene p21 foi elevada, 

quando comparados tanto ao controle não tratado quanto à Amsacrina (Figura 18). 

 

 

Figura 18. Efeito dos LPSF/NB na expressão de p21 na linhagem tumoral HL-60 (NT: Não tratado; AMSA: 
Amsacrina). 
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O composto LPSF/NB-2 também induziu aumento na expressão do gene PPARγ 

(Figura 19), quando comparado às células não tratadas e ao controle tratado com 

rosiglitazona, agonista de PPARγ (utilizado como controle positivo para expressão do 

receptor). 

 

 

Figura 19. Efeito dos LPSF/NB na expressão de PPARγ na linhagem tumoral HL-60 (NT: Não tratado; 
AMSA: Amsacrina; ROSI: Rosiglitazona). 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

A caracterização estrutural das novas moléculas da série 2-tioxo-3-etil-oxazolidin-4-

ona foi realizada utilizando-se as seguintes técnicas espectroscópicas: infravermelho (IV), 

ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H) e de carbono 13 (RMN 13C), além da 

espectrometria de massas. 

Como pontos característicos na elucidação estrutural dos novos derivados 2-tioxo-

oxazolidínicos através da análise do RMN 1H, foram observados tripletos referentes às metilas 

(-CH3) que possuíram deslocamentos químicos variando entre 1,20 – 1,21 ppm, quartetos 

relativos aos hidrogênios metilênicos (-CH2-) os quais variaram entre 3,80 – 3,82 ppm e 

também o hidrogênio benzilidênico, referente a ligação formada na reação de adição de 

Michael, o qual se apresentou na forma de singleto e teve deslocamento químico variando 

entre 6,81 – 6,96 ppm. A evidência desse hidrogênio benzilidênico nos espectros comprova a 

formação dos nossos derivados 2-tioxo-oxazolidínicos. Os demais hidrogênios referentes às 

substituições na posição 5 do núcleo 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 13C evidencia as absorções dos átomos de carbono característicos 

dos derivados 2-tioxo-oxazolidínicos. Os deslocamentos dos carbonos referentes à carbonila 

(C=O) são evidenciados nos sinais entre 183 a 189 ppm, já os sinais referentes à 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 –CH2- em torno de 37 ppm. Os deslocamentos dos 

carbonos referentes à ligação benzilidênica formada variaram entre 110 e 113 ppm. Já os 

carbonos aromáticos variaram entre 112 e 152 ppm, devido à natureza dos substituintes aos 

quais estes se encontram ligados (N, O, C). 

A espectroscopia na região do infravermelho foi utilizada como ferramenta adjunta na 

caracterização dos compostos sintetizados, na qual é possível evidenciar grupos funcionais 

característicos presentes dos compostos sintetizados (Pavia et al., 2010). Os derivados 2-

tioxo-3-etil-oxazolidin-4-ona apresentaram estiramentos/bandas características dos grupos 

funcionais. Os modos vibracionais de ligações do tipo ν(C=C), características em anéis 

aromáticos, foram observadas em 1584-1511 cm-1 e em 829-795 cm-1, dessa forma 

confirmando que o grupo arila se apresenta parassubstituído. Ligações do tipo ν(CH2) foram 
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localizadas em 2990-2900 cm-1, ν(CH3) em 2990-2945 cm-1 e ν(C=O) atribuída a amida 

trissubstituída em 1749-1718 cm-1, além do estiramento característico aos radicais específicos 

encontrados para cada molécula, com exceção do 4-Cl presente no LPSF/NB-3, pois há 

superposição com a banda do grupamento éter ν(C-O-C)  que ocorre em aproximadamente 

1100 cm-1. Superposições de bandas também foram observadas para as ligações do tipo 

ν(C=S), que apresentam banda forte em 830 cm-1 (Casas et al., 1997). A espectrometria de 

massa confirmou todos os compostos sintetizados. 

Com relação à atividade biológica, 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-benzilóxi) foi responsável 

pelo aumento da atividade anticâncer deste derivado 2-tioxo-oxazolidínico.  

Apesar da semelhança entre as estruturas dos compostos LPSF/NB-4 (substituinte 

pirrolidina) e LPSF/NB-6 (substituinte piperidina), os resultados de viabilidade celular frente 

às linhagens testadas não foram similares. Dentre os compostos testados, o NB-4 apresentou a 

maior toxicidade contra as células da linhagem Jurkat (IC50 = 15,19 µM). Esse resultado pode 

estar relacionado ao grupo pirrolidina na molécula, um alcaloide encontrado naturalmente em 

folhas de tabaco e cenoura. Como alterações no padrão de glicosilação de proteínas celulares 

estão relacionadas ao desenvolvimento de câncer (Kobata, 1989; Kobata & Amano, 2005; 

Brooks et al, 2008), o mecanismo de ação desses compostos baseia-se na inibição de α-

manosidases tipo II.  

Vários estudos vêm sendo conduzidos com o objetivo de avaliar o potencial anticâncer 

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 expressão de genes envolvidos na progressão do ciclo celular. Fiaux 

et al. (2008) também mostraram a síntese e atividade antitumoral in vitro de pirrolidinas 

funcionalizadas, através da inibição de α-manosidases tipo II. 

Com relação às análises de expressão gênica, observamos que o composto LPSF/NB-2 

provocou aumento significativo na expressão do gene p21 em HL-60. A superexpressão de 

p21 aumenta a susceptibilidade à apoptose induzida por medicamentos antitumorais em 

linhagens de glioma (Kondo et al., 1996) e diversas linhagens com deficiência de p53 (Lincet 

et al., 2000). Esses estudos mostraram a correlação entre o nível de expressão de p21 e a 

sobrevida dos pacientes (Zolota et al., 2007). Muitos medicamentos anticâncer, como por 
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exemplo inibidores de histona desacetilases, funcionam (pelo menos parcialmente) 

promovendo indução de p21 (Ocker & Schneider-Stock, 2007). Por outro lado, alguns estudos 

mostraram que p21 pode funcionar como oncogene (Roninson, 2002; Gartel, 2006). Como 

esta proteína participa de vias que envolvem estabilidade genômica, apoptose, senescência e 

reparo de DNA, intervenções terapêuticas que alteram estas vias devem ser melhor estudadas. 

Nossos resultados mostraram que o tratamento com o composto LPSF/NB-3 induziu a 

expressão dos genes RIP3 e GADD153 em HL-60. A indução da necrose programada através 

de RIP3 é uma estratégia antitumoral a ser considerada, já que muitos tipos de câncer 

apresentam resistência à apoptose, mecanismo de ação de diversos quimioterápicos. Até o 

momento, não há evidências claras que indiquem se a necrose é benéfica ou prejudicial no 

câncer (Moriwaki & Chan, 2013). Como este mecanismo de morte também promove 

inflamação, esse efeito no microambiente tumoral precisa ser cuidadosamente avaliado 

(Mantovani et al., 2008). Sendo assim, mais estudos são necessários antes que esta via de 

morte possa ser utilizada na terapêutica do câncer. 

A indução de GADD153 também pode representar uma nova abordagem no 

tratamento de neoplasias, podendo ser usada para sensibilizar as células tumorais à ação de 

outros quimioterápicos, funcionando como terapia adjuvante. O potencial da indução do 

estresse de retículo endoplasmático no tratamento do câncer tem sido avaliado por diversos 

grupos (Pae et al., 2007; Saito, 2009). A curcumina, substância extraída da cúrcuma, tem sido 

estudada por apresentar propriedades antitumorais (López-Lázaro, 2008). Pae et al. mostraram 

que a curcumina induz apoptose e causa estresse de retículo endoplasmático em células da 

linhagem HL-60, sendo a expressão da proteína GADD153 uma das evidências deste 

resultado (Pae et al., 2007).  

Com relação à expressão de PPARγ, nossos resultados sugerem que este gene foi 

induzido após tratamento com os derivados 2-tioxo-oxazolidínicos, indicando que este fator 

de transcrição pode ser alvo dos LPSF/NB. Entretanto, apenas para o composto LPSF/NB-2 

foi observada diferença significativa. Com base no bioisosterismo entre tiazolidinas e 

oxazolidinas, Agrawal et al. (2005) sintetizaram derivados oxazolidínicos como agonistas de 

PPARγ, confirmando esta interação através da análise dos metabólitos encontrados em 

microssomos de fígado de ratos, cachorros, macacos e humanos, além de enzimas do 

citocromo P450 recombinantes humanas. Este efeito de indução da expressão de PPARγ pode 

ser interessante, pois acrescenta um mecanismo anti-inflamatório ao efeito anticâncer. 

Estudos indicam que o processo inflamatório contribui para o desenvolvimento e 

disseminação do tumor (Hanahan & Weinberg, 2011). Sendo assim, a busca de novos 
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quimioterápicos que apresentem este efeito dual, antitumoral e anti-inflamatório, será de 

grande importância para um tratamento mais eficaz. 

A linhagem HL-60 é bastante sensível a vários estímulos apoptóticos, especialmente 

causados por agentes anticâncer (Lennon et al., 1991; Bertrand et al., 1993), apesar de 

expressar o gene Bcl-2 (antiapoptose; Delia et al., 1992) e não expressar o gene p53 (Wolf & 

Rotter, 1985). Diversos trabalhos têm relatado o papel de Bid na indução de apoptose (Sax et 

al., 2002; Fischer et al., 2003). Sax et al. (2002) demonstraram que Bid é regulado 

transcricionalmente por p53 após o tratamento com adriamicina, 5-fluorouracil e irradiação 

UV-C. Células tumorais frequentemente apresentam mutações no gene p53, inativando sua 

função reguladora da apoptose (Bonofiglio et al., 2011). Muitas vezes essa ausência de 

apoptose desencadeada por p53 é a causa de resistência ao tratamento quimioterápico (Clarke 

et al., 1993; Lowe et al., 1993). Por outro lado, há evidências de que a localização 

mitocondrial da proteína p53 é suficiente para iniciar o processo apoptótico (Murphy et al., 

2004).  

Bonofiglio et al. (2011) utilizaram as linhagens celulares de câncer 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 PPARγ (rosiglitazona) e RXR (ácido 9-cis‑retinoico). Os autores observaram um 

aumento na expressão de Bid causado por PPARγ, mostrando que a regulação de Bid ocorreu 

de forma independente de p53. Como a linhagem HL-60 não expressa o gene p53, nossos 

resultados indicam que a expressão de Bid nos compostos testados (todos exceto LPSF/NB-6) 

pode ter sido induzida por PPARγ. Além de validar este resultado por Western Blot, seria 

interessante avaliar a presença do fragmento ativo no processo de morte celular por apoptose, 

tBid. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

� Cinco novos derivados 2-tioxo-oxazolidínicos 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-

benzilóxi-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 saudáveis (PBMC), o IC50 de todas as moléculas foi maior que 75 µM. 

 

� A atividade biológica dessas moléculas foi avaliada em sete linhagens tumorais: HL-

60 (leucemia promielocítica aguda), HL-60/MX1 (HL-60 resistente), CCRF-CEM 

(leucemia linfoblástica aguda), NG97 (glioblastoma), T47D (câncer 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 exceção de HL-60/MX1.  

 
� Os derivados 2-tioxo-oxazolidínicos apresentaram atividade antitumoral contra 

diferentes tipos de células tumorais, modulando a expressão de genes envolvidos em 

apoptose, estresse de retículo endoplasmático, necrose programada e inflamação. Os 

compostos LPSF/NB-4 e LPSF/NB-5 mostraram atividade citotóxica mais 

pronunciada, particularmente contra células de leucemia, sendo moléculas promissoras 

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

 

 

� Confirmação dos mecanismos de morte através de Citometria de Fluxo; 

� Análise proteômica (HL-60 e HL-60/MX1) para elucidação de mecanismos de 

resistência; 

� Análise da expressão gênica em outras linhagens; 

� Análise da expressão do gene p53 em RAJI; 

� Avaliação da inibição de topoisomerases; 

� Validação dos resultados de expressão gênica por Western Blot; 

� Ensaios in vivo. 
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APÊNDICE C – Espectros RMN 1H, IV e MS 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Espectro RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz) – LPSF/NB-2. 
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Figura 21. Espectro IV (KBr, cm-1) – LPSF/NB-2. 

 

Figura 22. Espectro MS [M+H]+ – LPSF/NB-2. 

 

312.010

314.009

311.003

319.102316.166

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4x10

In
te

n
s
. 
[a

.u
.]

304 306 308 310 312 314 316 318 320 322 324
m/z 

 



99 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Espectro RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz) – LPSF/NB-3. 
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Figura 24. Espectro IV (KBr, cm-1) – LPSF/NB-3. 

 

 

Figura 25. Espectro MS [M+H]+ – 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 1H (DMSO-d6, 400MHz) – LPSF/NB-4. 
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Figura 27. Espectro IV (KBr, cm-1) – LPSF/NB-4. 

 
 

 

Figura 28. Espectro MS [M+H]+ – LPSF/NB-4. 
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5-(3,4-bis-benzilóxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona - LPSF/NB-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Espectro RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz) – LPSF/NB-5. 
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Figura 30. Espectro IV (KBr, cm-1) – LPSF/NB-5. 

 

 

 

Figura 31. Espectro MS [M+H]+ – LPSF/NB-5. 

 

446.071

445.059

NB-5 0:H15 MS Raw

0

250

500

750

1000

1250

1500

In
te

n
s
. 
[a

.u
.]

444.5 445.0 445.5 446.0 446.5 447.0 447.5
m/z 

 



105 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Espectro RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz) – LPSF/NB-6. 
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Figura 33. Espectro IV (KBr, cm-1) – LPSF/NB-6. 

 
 

 

 

Figura 34. Espectro MS [M+H]+ – LPSF/NB-6. 
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