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RESUMO

CARVALHO, LIDIANE. Avaliacdo protedmica diferencial dos mecanismos de agdo de
novos agentes antineoplasicos em células leucémicas resistentes a quimioterapia. 2016.
Dissertacdo de Mestrado. Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

O cancer € uma doenca que representa um grave problema de saude publica em todas
as nagdes do mundo, sua incidéncia tem aumentado devido a crescente exposi¢do da
populacdo a fatores de risco e a0 aumento da expectativa de vida. A quimioterapia é a
modalidade de tratamento mais empregada, pois possui a vantagem de atuar de forma
sistémica. No entanto, sabe-se que a grande maioria dos agentes quimioterapicos ndo age
exclusivamente em células tumorais, podendo levar a diferentes graus de toxicidade em
células normais. Ademais, células neoplasicas adquirem a capacidade de se tornarem
resistentes a varios quimioterapicos diminuindo a eficacia do tratamento, a qualidade de vida
e a perspectiva de cura dos pacientes. Nesse sentido, a presente proposta teve como finalidade
a elucidacdo do mecanismo de a¢cdo de um novo agente antineoplasico por meio da analise
protedmica na linhagem leucémica resistente, HL60/MX1. As oxazolidinas e seus derivados
ja possuem diversas atividades descritas na literatura entre elas potencial acdo antineoplésica.
No estudo foi utilizado o derivado oxazolidinico LPSF-NB-3 que em um estudo anterior do
grupo apresentou acdo na referida linhagem. Inicialmente buscou-se confirmar a toxicidade
do novo derivado em células saudaveis e na linhagem resistente. LPSF-NB-3 nédo foi toxico
em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) na maior dose testada (100 uM) e
apresentou valor de 1Csg de 56,33 UM na linhagem HL60/MX1. Diante dos resultados, foi
realizada cultura celular para elucidagdo do mecanismo de a¢do pela analise protedmica. Apds
48 horas de tratamento, foi realizada a extracdo de proteinas com tampdo de lise celular e
inibidor de proteases e a amostra foi submetida a abordagem protedmica gel free e label free
utilizando cromatografia bidimensional acoplada a espectrometria de massas (nanoUPLC).
Apdbs o processamento dos dados brutos utilizando o programa Protein Lynks Global Sever,
foi possivel identificar um total de 2.650 proteinas. Em nossa andlise somente foram
consideradas as proteinas identificadas em todas as replicatas experimentais, bem como as
que apresentaram modulacdo de mais que duas vezes. Com isso, ap0s utilizarmos este filtro,
634 proteinas, de fato, foram analisadas com a ferramenta Expression £. Dentro do universo
de proteinas consideradas para a andlise quantitativa com o0s critérios estabelecidos, 262
estavam diferencialmente expressas, sendo 146 com expressao aumentada e 116 com
expressao diminuida na amostra tratada com o derivado quando comparadas com o controle.
As proteinas identificadas foram analisadas no programa MetaCore™ para que as principais
funcbes e vias de sinalizacdo alteradas pudessem ser identificadas. Dentre os principais
processos bioldgicos diferencialmente expressos, destacam-se processos envolvendo
regulacdo do citoesqueleto, dano ao DNA, transducdo de sinais celulares e processos
envolvendo crescimento celular e sua manutengdo. Duas vias moduladas receberam destaque
em nossa analise, sdo elas: a via de sinalizacdo AKT e vias do sistema imune. Essa Ultima
pdde ser validada pela técnica de ELISA que evidenciou a capacidade do derivado em
diminuir a expressao de IFN-y de forma significativa (p <0.01) nas doses de 50 e 100 uM e de
outras citocinas inflamatorias importantes no contexto tumoral, indicando assim seu provavel
mecanismo de acao.

Palavras-chave: Oxazolidinas. Resisténcia tumoral. Mecanismo de acdo. Label free. Gel free.



ABSTRACT
CARVALHO, LIDIANE. Differential proteomics evaluation of mechanisms action of new
anticancer agents in leukemia cells resistant to chemotherapy. 2016. Universidade Federal de

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Cancer represents a serious public health problem in every nation of the world. Its
incidence has increased due growing population exposure to risk factors and life expectancy.
Chemotherapy is more used as treatment because it acts systemically. However, it is known
that most chemotherapeutic agents don’t kill only tumor cells, leading to different degrees of
normal cells toxicity. In addition, neoplastic cells can become resistant to chemotherapy
reducing treatment success, quality of life and chance of cure. Therefore, this proposal aimed
to elucidate the mechanism of action of a new antineoplastic agent in resistant leukemic strain
(HL60 / MX1) by proteomic analysis. Oxazolidines and their derivatives have several
activities described on literature including antineoplastic potential. LPSF-NB-3 is an
oxazolidine derivative that presented antineoplastic activity on HL-60 / MX1 cells in an
earlier study. Initially we aimed to confirm toxicity in healthy cells and in this resistant strain.
LPSF-NB-3 was non-toxic in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) at the highest
tested dose (100 uM) and presented IC50 value of 56.33 uM in HL60 / MX1 strain. Cell
culture was performed to elucidate the mechanism of action by proteomic analysis. After 48
hours of treatment, a protein extraction with cellular lysis buffer and protease inhibitor was
performed and sample was applied to proteomic approach gel free and label free using two-
dimensional chromatography coupled to mass spectrometry (nanoUPLC). Protein Lynks
Global Sever program processed data and identified 2,650 proteins. In this analysis were only
considered proteins identified in all experimental replicates, such as those modulated more
than two times. After using this filter, 634 proteins were analyzed by Expression E tool.
Within the universe of proteins considered by quantitative analysis with the established
criteria, 262 were differentially expressed, being 146 increased and 116 decreased in the
sample treated with the derivative when compared to control. The identified proteins were
analyzed by MetaCore ™ to identify changes in main functions and signaling pathways.
Among the biological processes differentially expressed are those involving cytoskeletal
regulation, DNA damage, cell signal transduction and cell growth and its maintenance. Two
modulated pathways were highlighted in our analysis: an AKT signaling pathway and
immune system pathways. The last one was validated by ELISA showing derivative capacity
to reduce important inflammatory cytokines in tumor context IFN-g decreasing was
statistically significant (P <0.01) at 50 and 100 uM doses] indicating its probable mechanism
of action.

Keywords: Resistance.Oxazolidines. Tumor resistance; Mechanism of action. Label free. Gel

free.
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1 INTRODUCAO

Cancer, também chamado de neoplasia ou tumor maligno, é o conjunto de doencas
caracterizadas pelo crescimento descontrolado de células transformadas (GLOBOCAN,
2012). Segundo o instituto Oncoguia, existem quase 200 tipos de neoplasias que
correspondem aos varios sistemas de células do corpo, os quais se diferenciam pela
capacidade de invadir tecidos e 6rgdos, vizinhos ou distantes. Um dos principais problemas
relacionado a doenca € a resposta ao tratamento. As principais formas utilizadas atualmente
envolvem cirurgia, quimioterapia e radioterapia as quais sdo usadas em conjunto, variando
apenas quanto a importancia em cada caso e a ordem de sua indicagdo (SHEWACH,;
KUCHTA, 2009). A combinacdo dessas terapias tém resultado na diminui¢do da mortalidade
e da morbidade (SAWADA et al., 2016).

A maioria de mortes causadas por cancer se da principalmente por dois fatores: falta
de diagndstico precoce e insucesso no tratamento. O primeiro s6 pode ser sanado com a
realizacdo rotineira de exames, avaliacdo clinica periddica e acompanhamento dos casos de
risco. Ja o segundo fator, abrange diversas facetas da terapia. O conhecimento acerca do
mecanismo de acdo das drogas administradas durante a quimioterapia sdo componentes
fundamentais para eficacia da terapéutica e isso impulsiona a busca por alternativas mais
efetivas que garantam maior sucesso para o paciente e melhor qualidade de vida (SMITH et
al., 2013; GUPTA et al., 2014).

A quimioterapia é a forma de tratamento mais empregado, pois possui a vantagem de
atuar de forma local, mas também de se distribuir por todos os locais do corpo. O objetivo
primario da quimioterapia é destruir as células neoplasicas, preservando as normais.
Entretanto, sabe-se que a maioria dos agentes quimioterapicos utilizados atualmente na
pratica clinica ndo atua de forma especifica, lesando tanto células malignas quanto as néo
transformadas levando a diferentes graus de toxicidade (ALMEIDA et al., 2005; SHANG et
al.,, 2011; LEYVA-PERALTA et al., 2015). Muitos compostos vém sendo utilizados na
pratica clinica principalmente na associacdo com mais de um farmaco, uma vez que, com
frequéncia, o cancer desenvolve resisténcia a terapia (CHEN et al., 2012).

Entre estes compostos estdo os agentes citotoxicos classicos que agem diretamente no
DNA e podem ser subdivididos de acordo com o mecanismo de agéo: agentes intercalantes,
agentes alquilantes, agentes inibidores da topoisomerase | e Il, dentre outros (CRUZ, 2013).
Os problemas associados ao uso desses medicamentos tais como efeitos colaterais, resisténcia

e baixa biodisponibilidade, tém estimulado a busca por modificagdes estruturais que levem a
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uma melhor atividade e menor toxicidade associada (KETRON et al., 2012; BUONDONNO
etal., 2016).

O desenvolvimento de novos agentes antitumorais, particularmente aqueles com
modos de acdo até entdo inexplorados, é fortemente defendida porque ainda ndo ha nenhum
tratamento eficaz para muitos tipos de cancer e o nimero de pacientes oncolégicos continua a
aumentar com o envelhecimento da populagdo do mundo (KOJIMA, 2015). Diversas
substancias sintéticas sao obtidas a partir de derivacdes de anéis heterociclicos e sdo alvos de
varios estudos, com acdo antimicrobiana, anti-inflamatéria e antitumoral. Dentre as quais,
destacam-se as oxazolidinas devido a sua potencialidade como prototipos para o
desenvolvimento de novos farmacos (OLIVEIRA et al., 2013).

Apesar de muitas moléculas apresentarem alvos preferenciais, a maioria das drogas
anticancer alteram vias de sinalizagdo celular. Assim, torna-se essencial o conhecimento
acerca das vias celulares que sdo ativadas e inibidas por novas moléculas candidatas a
farmacos, pois elas podem ser inseridas em um determinado esquema terapéutico de acordo
com seu mecanismo de acdo. Particularmente, no caso de novas moléculas desenvolvidas para
tratar células resistentes a quimioterapia convencional, o estudo do mecanismo de acdo se
torna ainda mais relevante, pois indica as vias de resisténcia que a nova molécula é capaz de
inibir ou desviar. Nesse sentido a presente proposta visa avaliar por meio da analise
protebmica, os mecanismos de a¢do de um novo derivado anticancer em células leucémicas

resistentes a quimioterapia.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar os mecanismos de acdo utilizando a técnica protebmica de um novo derivado
oxazlidinico candidato a farmaco anticancer em células leucémicas resistentes a

quimioterapia.

2.2 Especifico

e Avaliar a citotoxicidade das novas moléculas frente a linhagem leucémica resistente, HL60-

MX1 bem como sua seletividade em células humanas mononucleares do sangue periférico;

e Investigar as proteinas e vias celulares que sdo positivamente e negativamente moduladas

pelo derivado atraves de analise protedmica;

e Validar os resultados obtidos na protedmica por meio da técnica de ELISA.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CANCER

3.1.1 Viséao geral

O corpo humano é formado por milhares de células que funcionam de forma ordenada
propiciando a manutencdo da homeostasia. Para que essa ordem seja mantida faz-se
necessario que as células dupliguem seus componentes sob um processo celular
autorregulado. O processo de regulacdo do ciclo celular é efetuado basicamente, pela acdo de
proteinas-chave que quando estimuladas formam uma rede intra e extracelular complexa, que
coordena ndo apenas a proliferacdo, mas também a diferenciacdo e a morte celular. Algumas
células, porém, podem escapar desse processo regulatério, crescendo e se dividindo
descontroladamente (BORGES-OSORIO & ROBINSON 2013).

A mudanca que culmina no crescimento desregulado chama-se carcinogénese e resulta
nas neoplasias. A definicdo mais utilizada até hoje para esse termo foi dada pelo oncologista
britdnico Rupert Allan Willis em 1948. Segundo ele: “neoplasia ¢ a massa anormal de tecidos,
cujo crescimento excede aquele dos tecidos normais e ndo esta coordenado com ele,
persistindo da mesma maneira excessiva ap6s o término do estimulo que induziu a alteragdo”.
Atualmente, a definicdo de cancer refere-se ao termo neoplasia, como sendo o conjunto de
doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células que eventualmente
invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo (INCA 2016).

As neoplasias sdo consideradas uma das maiores causas de morbidade e mortalidade
no mundo, ficando atras apenas das doencas cardiovasculares. Com aproximadamente 596 mil
novos casos esperados, sendo cerca de 295.200 em homens e 300.870 entre as mulheres no
ano de 2016 (WHO, 2014). A estimativa mundial realizada em 2012, pelo projeto Globocan,
apontou que 60% das neoplasias ocorreram em paises em desenvolvimento. Quando se trata
de mortalidade, a situacdo agrava-se, pois dos 8 milhdes de Obitos previstos, 70% ocorreram
nesses mesmos paises. No Brasil, a estimativa do biénio 2016-2017 do Instituto Nacional do
Cancer, aponta a ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer. O nimero de novos casos
deverd aumentar em cerca de 70% ao longo das proximas duas décadas e o de mortes deve
subir de 8,2 milhdes para 13 milhdes no mesmo periodo (INCA 2016).

Diante do grande numero de ocorréncia, gravidade e sua complexidade o cancer é
certamente muito mais que uma proliferacdo de células malignas e ndo pode ser entendido

sem englobar seu microambiente tumoral. Para isso, foram propostas capacidades bioldgicas
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ou “determinantes” para seu desenvolvimento, progressdo, agressividade e resisténcia
chamadas, no inglés, de “Hallmarks do cancer” (Figura 1). Essas capacidades foram
identificadas e divididas inicialmente em seis: insensibilidade a sinais de inibicdo de
crescimento, evasdo da morte celular programada, potencial de replicacdo ilimitado,
angiogénese sustentada, invasdo de tecidos e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 1- Capacidades Bioldgicas do Cancer.
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Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011, p 658.

Mais recentemente, outras capacidades bioldgicas foram caracterizadas e incluidas
nesta lista, expandindo o papel funcional para a biologia do tumor. Neles, torna-se claro que o
desenvolvimento tumoral esta alicercado em outras novas caracteristicas, sendo a primeira as
instabilidades genémicas, que geram mutacGes aleatdrias e aberragdes cromossdémicas que
potencialmente conduzem a progressdo do tumor (STATZ et al., 2017). Ha também o
envolvimento do estado inflamatério das lesbes pré-malignas. Ja é sabido que o correto
funcionamento do sistema imune é capaz de promover uma maior e mais efetiva resposta

antitumoral, erradicando os tumores primarios e as possiveis lesdes metastaticas. O escape
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desse sistema promovido pelas células neoplésicas permite e até mesmo promove a
progressao tumoral (LINCH; MICHAEL; WILLIAM, 2015).

O metabolismo energético celular vem sendo alvo de diversos estudos, pois a maioria
das células neoplasicas substituem o programa metabdlico que opera nos tecidos normais por
outro que possa ser mais benéfico para sua sobrevivéncia (NEGRINI et al., 2010, LUO et al.,
2009; COLOTTA et al., 2009). Essa ultima caracteristica reconhecida por Otto Warburg,
consiste na transformacdo das células malignas associada com um aumento da taxa de
importacdo intracelular de glicose, uma maior taxa de glicolise associado com a reducédo da
oxidagdo do piruvato e aumento da produgdo de acido latico, dentre outras caracteristicas.
Essa reprogramacdo do metabolismo permite a sobrevivéncia de células neoplésicas sob
condicdes adversas dentre elas a hipoxia, culminando em sua proliferacdo, progresséo,
invasividade, e subsequentes metastases a distancia (WALLACE, 2012).

Todas essas capacidades quando reunidas facilitam o desenvolvimento, progressao e
manutencdo das muitas neoplasias existentes. Além desses, hd tambeém os fatores extrinsecos,
tais como: abuso de alcool, uso de tabaco, ma alimentacdo e sedentarismo. Aproximadamente
80% dos casos de cancer estdo relacionados a fatores externos, podendo, em algum nivel, ser
evitados. Assim, fica claro que o processo de adoecimento por cancer possui relagdo direta
com fatores tanto fisicos, quimicos quanto bioldgicos (Figura 2) (WHO, 2010).

Figura 2. Fatores de risco para incidéncia de cancer.

£:A
-

I—
Fumo Radiagdo
Alcool Luz ultravioleta
v
Dieta Algumas Obesidade e vida Mutagbes Agentes
infecgbes sedentdria genéticas quimicos
Fonte: http://maisacaomenoscancer.org.br/wp-content/uploads/2014/07/FATORES-DE-RSCO.

Acessado em 10 de Agosto de 2016.
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3.1.2 Incidéncia e Tratamento do cancer

De acordo com estimativas mundiais da Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer (larc, do inglés International Agency for Research on Cancer), da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), a incidéncia de cancer continuard aumentando nos paises em
desenvolvimento e crescerd ainda mais em paises desenvolvidos se medidas preventivas ndo
forem amplamente aplicadas.

O cancer de pele do tipo ndo melanoma sera 0 mais incidente na populacgéo brasileira.
Excluindo estes, em homens, 0s tipos mais incidentes serdo os canceres de prdstata, pulmao,
célon e reto, estbmago e cavidade oral; e, nas mulheres, os de mama, coélon e reto, colo do
utero, pulméo e glandula tireoide, panorama comum a todos as regides do Brasil inclusive no
Nordeste (Figura 3). Entre criancas e adolescentes de 1 a 19 anos, 0 cancer ja representa a
primeira causa de morte (7% do total), sendo as leucemias o tipo de cancer mais comum,
responsaveis pela morte de 34,5% de pacientes (INCA, 2016).

Ainda segundo o INCA, até 2030 os gastos com o tratamento de pessoas doentes em
funcdo de algum tipo de cancer provavelmente chegardo a US$ 8 bilhGes. A assisténcia a
salde da populacdo é um problema enfrentado por varios paises. Nos ultimos anos, tem
crescido a necessidade de estudos que permitam avaliar o impacto econdmico de aces em
satide em cada regido (BOCOLI et al., 2013).

Figura 3. Distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016
por sexo, exceto pele ndo melanoma no Nordeste.

Localizacdo primaria casos novos % Localizacdo primaria casos novos %

Pristata 14.290 27,1% Homens Mulheres Mama Feminina 11.190 20,5%
Estémago 2.940 5,6% Colo do Utero 5.630 10,3%

Tragueia, Bringuio e Pulmao 2.690 5,1% Cidlon e Reto 2.530 4,6%

Cdlon e Reto 1.940 32,7% Tragueia, Brongquio & Pulmao 2.100 32,9%

Cavidade Oral 1.880 3,6% Estémago 1.940 3,6%

Laringe 1.430 2,7% Glandula Tireoide 1.810 3,3%

Esdfago 1.340 2,9% Qvario 1.420 2,6%:

Sistema Mervoso Central 1.260 2,459 Corpo do Utero 1.220 2,459

Leucemias 1.210 2,2% Cavidade Oral 1.190 2,2%

Linforma nao Hodgkin 1.010 1,9% Leucemias 1.070 2,0%

Fonte: INCA, 2016.

O tratamento do cancer pode ser realizado mediante varias modalidades terapéuticas
dependendo do tipo e localizagcdo do tumor. Tem como objetivo agir no tumor primario, nas
células neoplasicas circulantes, nas metéstases, diminuir a possibilidade de recorréncia,

aumentar as taxas de cura e de sobrevida e melhorar a qualidade de vida do paciente
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(BONASSA, 2005). As modalidades terapéuticas mais usadas sdo a quimioterapia,
radioterapia, cirurgia, hormonioterapia e imunoterapia, que podem ser utilizadas combinadas
0u néo.

A quimioterapia sistémica é o tratamento mais empregado, pois possui a vantagem de
se distribuir por todos os locais do corpo. Consiste no emprego de substancias quimicas,
isoladas ou em combinacdo, com o objetivo de tratar os tumores malignos. As medicacgdes
utilizadas nessa terapia interferem, muitas vezes, no processo de divisdo e crescimento
celular. Justamente por esse motivo, sua acdo ndo se da exclusivamente em células tumorais,
podendo levar a diferentes graus de toxicidade em células ndo transformadas (SHEWACH &
KUCHTA, 20009).

A principal dificuldade do tratamento do cancer e por consequéncia, efeito adverso da
qguimioterapia, se da pelo fato das células neoplasicas e normais guardarem semelhancas
genéticas. Embora as primeiras possuam uma ou mais mutacdes que afetam a divisao celular e
contribuam para a génese do tumor as células normais partilham com elas o0 mesmo DNA e
vias metabolicas. Assim, 0s compostos quimioterapicos tradicionais que atacam a replicacédo
do DNA ou a divisdo celular de uma célula tumoral também atacam uma célula em divisdo
normal, resultando em graves efeitos colaterais, tais como toxicidade da medula dssea,
gastrointestinais, pulmonares, cardiacos, hepaticos, neuroldgicos, renais, disfuncBes
reprodutivas e alteragdes metabdlicas (SHEWACH; KUCHTA, 2009; ANDRADE et al.,
2012).

Apesar dos avancos significativos no tratamento do cancer, resisténcia a multiplas
drogas (MDR) continua sendo um grande problema clinico e leva a opg¢des terapéuticas
limitadas e maus resultados para os pacientes em um numero ilimitado de canceres, incluindo
a leucemia (MUNOZ et al., 2007). A resisténcia € conferida por bombas de efluxo de
membrana, que, essencialmente, removem 0s agentes citotoxicos da célula e, assim, evitam
que esses alcancem os seus alvos celulares (YIN; ZHANG, 2015).

A multirresisténcia esta associada a glicoproteina P (Pgp), também conhecida como
ABCBL produto do gene MDR-1. Trata-se de uma proteina de 170 kDa, pertencente a familia
das proteinas ABC (cassete de ligacdo ATP), que sdo proteinas envolvidas na transferéncia de
moléculas biologicas através da membrana contra um gradiente de concentragdo, com alta
expressao em tecidos tumorais previamente expostos a farmacos (HODGES et al., 2011).

A Pgp induz multirresisténcia a drogas, por reconhecer diferentes agentes
quimioterapicos e os transportar para fora da célula, levando as drogas a uma redugdo da

concentracdo intracelular, até niveis ndo letais (Figura 4). A superexpressao de Pgp também
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promove sobrevida da célula por vias independentes de efluxo de drogas tais como: inibicdo
de caspases na via de apoptoses, absorcdo reduzida de drogas, parada e alteracdo no
checkpoint durante e sequestro dos farmacos antineoplasicos em lisossomos, bem como em
organelas intracelulares e vesiculas intercelulares (FLOREZ et al., 2014; LI; PAN; SHI,
2015).

Figura 4. Esquema do envolvimento da glicoproteina P na mediacdo da resisténcia aos
medicamentos. A Pgp transporta diversos quimioterapicos para fora da célula através de uma bomba
de efluxo intracelular dependente de ATP. O aumento do efluxo diminui a biodisponibilidade do

medicamento e reduz a absorgdo do mesmo.
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Fonte: SILVA, 2009 Disponivel em:
http://www.uff.br/sbgrio/novidades/Novidades2009/Anticancer%20Isatina%20Tiossemicarbazonas.ht
ml. Acessado em 20 de Fevereiro de 2017.



22

3.2 LEUCEMIAS

As leucemias sdo doengas monoclonais resultantes de uma anormalidade que ocorre
em uma célula progenitora do sistema hematopoiético (Figura 5), na maioria das vezes essa
anormalidade é de origem ndo conhecida. S8o caracterizadas pela proliferacdo de células
hematopoiéticas anormais na medula éssea, nos nédulos linfaticos, no baco e outros 6rgdos e
no sangue. Acometem qualquer tipo de célula sangliinea, como hemécias, leucécitos e
plaquetas, prejudicando suas funcdes normais (WOOD, 2006; KROETZ; CZLUSNIAK,
2003; SILVEIRA; ARRAES, 2008). No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do
Cancer, 0 ano de 2017 tera um total de 10.070 novos casos de leucemia, sendo 5.540 homens
e 4.530 mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 5,63 novos casos a

cada 100 mil homens e 4,38 para cada 100 mil mulheres.

Figura 5. Esquema de maturacdo do sistema hematopoético. A formacéo e desenvolvimento das
células sanguineas ocorre a partir de um precursor comum pluripotente. A hematopoese compreende a
eritropoese, a leucopoese e a trombopoese.
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Fonte: Adaptado de http://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR553603-750.jpg. Acessado em 10 de
Agosto de 2016.
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Do ponto de vista clinico e patologico, as leucemias sdo subdivididas em grandes
grupos. A primeira divisdo € feita levando em conta a célula progenitora acometida,
separando-as em mieloide e linfoide. Sdo classificadas também de acordo com a velocidade
de divisdo dessas células, em leucemia cronica e leucemia aguda. O primeiro caso se da
quando essa divisao € mais lenta e as células envolvidas sdo mais parecidas com as células
normais, o que permite que os doentes mantenham algumas fungdes comuns do organismo. Ja
as leucemias agudas, sdo de progressdo rapida e afetam as células jovens ainda néo
completamente formadas (blastos). Estas células ndo preservam suas funcbes e afetam de
forma importante a capacidade de defesa do organismo (ZAGO, 2013).

Temos assim quatro principais grandes grupos de entidades, s&o elas: leucemias
mielodides crbnicas, leucemias mieldides agudas, leucemias linfoides crénicas e leucemias
linféides agudas. As leucemias agudas sao as principais estudadas, pois apresentam uma taxa
de sobrevida reservada, sem tratamento, 95% dos pacientes portadores de leucemia aguda
morrerdo em até um ano apo6s o diagnostico (SILVEIRA; ARRAES, 2008).

As leucemias sdo responsaveis por grande parcela dos gastos dos tratamentos
oncologicos. A area de consultoria da Orizon em um estudo apresentado o congresso da
ISPOR — International Society for Pharmacoeconomics em 2013, apresentou os dados de
custos para tratamento desta doenca para o setor privado da salde e revelou que o valor médio
gasto por paciente é de R$ 85 mil durante os ciclos de tratamento, sendo 73% dos gastos
apenas com drogas quimioterapicas, 11% com outros medicamentos, 11% com custos e taxas
hospitalares, 3% com honorarios médicos e 2% com exames (FERREIRA et al., 2013). Essa
realidade também € vista aqui no Brasil, onde apenas o estado de Pernambuco é responsavel
por quase metade dos gastos publicos com leucemias em todo o nordeste (Grafico 1). Mesmo
com o aumento significativo no diagndstico e tratamento, no Brasil entre 2010 e 2013,
segundo o Sistema de Informacdes sobre Mortalidade do Ministério da Salde a sobrevida

relativa em cinco anos de adultos portadores de leucemia foi de apenas 20%.
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Gréfico 1. Total de gastos hospitalares com pacientes portadores de leucemia no sistema publico
de saude (SUS) entre os anos de 2010 e 2013.
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Fonte: Préprio autor, 2016.

A estratégia de tratamento considerada mais eficaz é o transplante de medula 6ssea,
porém, nem todos 0s pacientes sdo elegiveis ao transplante e mesmo os que sdo podem
apresentar recidivas (KAYSER et al., 2016). Diante desse empecilho o tratamento é feito
basicamente por quimioterapia. Varios esquemas podem ser utilizados, desde os que
envolvem apenas um tipo de droga até os que contam com dez ou mais quimioterapicos em
combinacdo. A escolha do protocolo a ser usado depende do diagnostico, da idade e da
estratificagdo de risco de cada paciente, na maioria das vezes na pratica clinica se faz
associacdo de mais de um farmaco. (CAZE et al., 2010; NETO et al., 2013).

Alguns impedimentos comuns causados durante o tratamento culminam em profunda
mielosupressdo, efeitos colaterais pesados, frequentes recaidas, ma resposta terapéutica, e
especialmente, desenvolvimento do fen6tipo de resisténcia as maltiplas drogas administradas
(MDR) (CHEN et al., 2012; NARASIMHAN; LEE; LIM, 2015). Apesar do grande nimero
de farmacos anticancer disponiveis atualmente, a quimioterapia ndo € completamente eficaz
em erradicar as leucemias. N&o raramente 0s pacientes se tornam resistentes aos
medicamentos e continuam a serem significativos os problemas associados, tais como
nefrotoxicidade e neurotoxicidade (BORGES et al., 2016).

Pacientes portadores de leucemias agudas e com niveis aumentados de RNA

mensageiro (RNAm) de ABCB1 revelam fracas respostas a quimioterapia bem como pior
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prognéstico (BARTHOLOMAE et al., 2016). P-gp estd presente em 50% das células de
leucemia e 0 RNAm ABCB1/MDRL1 é altamente expresso em linhagem multirresistente de
leucemia aguda (CEM/ADR5000 e HL60/MX1). (EFFERTH et al., 2003; MAJUMDER et
al., 2006; OOKO et al., 2016).

3.3 QUIMIOTERAPICOS E ALVOS TERAPEUTICOS

Cerca de 60-70% das neoplasias necessitam de uma abordagem sistémica, o que torna
a busca por combinacdes de diversos agentes antineopléasicos que garantam maior eficiéncia
urgente (ALMEIDA et al., 2005). Muitos agentes antineoplésicos eficazes podem ser
classificados considerando a fase do ciclo celular em que atuam (Figura 6). Farmacos que
agem diretamente sobre uma fase do ciclo celular sé@o conhecidos como agentes ciclo-celular
especifico, j& os que apresentam acgdo independentemente da fase do ciclo celular sdo
chamados de agentes de ciclo-celular ndo especifico. Essa classificacdo ndo € absoluta, pois
alguns agentes atuam em mais de uma fase do ciclo ou utilizam mdaltiplos mecanismos de
acdo (MURAD; KATZ, 2000; MACHADO, 2000).

Figura 6. Fase do ciclo celular na qual agem algumas classes de quimioterapicos.
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Fonte: Modificado de CAMPQOS, 2013, p14.

Taxanos

Dentre as varias classes de farmacos antineoplasicos disponiveis na pratica clinica, os
mais antigos e mais usados sdo aqueles que, comprovadamente, interagem quimicamente com

0 DNA e néo sdo ativos somente no processo de divisdo celular (ALMEIDA et al, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Majumder%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16410038
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Alguns exemplos de classes de quimioterapicos que agem diretamente no DNA sdo 0s
alquilantes, que 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 (NASSAR; WISNEWSKI; KING, 2016). Agentes de ligacédo
cruzada que impedem que as hélices do DNA sejam separadas para a sintese ou transcricgéo,
esse impedimento ¢ “entendido” como um dano e a célula é entdo encaminhada a morte.
(CHVALOVA et al., 2007). Agentes intercalantes, exemplo a doxorrubicina, 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). Ja os
inibidores de topoisomerase impedem a atividade das topoisomerases, e consequentemente
bloqueiam a divisao celular (NEPALLI et al., 2016). Antibioticos fragmentam o DNA através
da formacdo de radicais livres (ALMEIDA et al., 2005).

Agentes antimitdticos ou antitubulina sdo farmacos ciclo-especificos que agem na fase
da mitose. Interferem com a dindmica 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 e os taxanos (docetaxel e paclitaxel). 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 acidos nucléicos (NUSSBAUMER et al., 2011). A busca
de novos alvos moleculares permite o desenvolvimento de tratamentos novos tendo como a
base a descoberta de novas moléculas potencialmente mais eficazes e com efeitos secundarios
consideravelmente mais baixos (SERKOVA; ECKHARDT, 2016).

3.4 OXAZOLIDINAS

As oxazolidinas aparecem no cenario da quimica organica como uma classe de
moléculas alternativas com diversas atividades terapéuticas. Pertencem a uma classe de azois
e contétm em sua estrutura basica um atomo de oxigénio na posicdo 1 e um atomo de
nitrogénio na posicdo 3 (Figura 7) (PANDIT et al., 2012). Esta classe de compostos é
comumente classificada de acordo com a quantidade e a posi¢do dos grupos carbonilos
presentes no anel, chama-se oxazolidina quando ndo ha; oxazolinidina-2-ona (ou
oxazolidinona) quando tem um carbonilo na posicdo 2; oxazolidina-2,4-diona (ou
oxazolidinodiona) quando existem dois carbonilos, um na posi¢do 2 e um na posicdo 4. Alem

disso, também pode ser chamado 2-tioxooxazolidinona quando o anel tem uma ligacdo dupla
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a um atomo de enxofre na posicao 2 e um carbonilo na posi¢do 4. (BRANCO-JUNIOR et al.,
2017).

Figura 7. Estrutura geral das oxazolidinas.
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Fonte: Modificada de Pandit et al., 2012, p2.

A linezolida (ZYVOX®) foi a primeira oxazolidina disponivel na clinica,
desenvolvida nos anos 1980. E utilizada para o tratamento de infeccdes de organismos gram-
positivos, atuando através da sua ligacdo no sitio P da subunidade 50S do ribossomo
bacteriano, impedindo a formacdo do complexo t-RNA/m-RNA/ribossomo (PANDIT et al.,
2012; DEANE et al., 2013). O segundo derivado axazolidinico aprovado, até o0 momento, pela
FDA ¢ o fasfato de tedizolida utilizada no tratamento de infeccdes bacterianas resistentes a
Linezolida, assim como a linezolida, o fosfato de tedizolida atua inibindo a sintese de
proteinas bacterianas (ZHANEL et al., 2015).

Alem da atividade antibacteriana atribuida a esses derivados é descrito na literatura
sua acdo antifingica (KAMAL et al, 2013; RODRIGUES-JUNIOR, et al. 2016), e anti-
inflamatoria atuando como agonista do PPAR-y (PAL et al., 2014) Em 2014, Naresh e
colaboradores estudaram sua acdo antitumoral e relataram a inducdo de apoptose e
senescéncia na linhagem DU145 (cancer de prostata) induzida pela acdo de novos derivados
oxazolidinicos (NARESH et al., 2014). Recentemente, a atividade antitumoral de uma série
de nove derivados oxazolidinicos foi demonstrada em linhagem de mama (MCF-7 e
MDAZ231) mostrando capacidade de reduzir em até 70% a proliferacdo destas, alguns
derivados retardaram a motilidade e invasdo de células MDAZ231 e exibiram atividade
citostatica potente contra as células (HEDAYA et al., 2016).

Os derivados oxazolidinicos representam uma alternativa terapéutica nova e mais
eficiente, uma vez que muitos investimentos estdo sendo feitos e novos alvos terapéuticos

estdo sendo descobertos. No entanto, devido a descoberta relativamente nova de sua atividade
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antitumoral ha necessidade de mais estudos para uma melhor compreensdo de seus

mecanismos de acao.

3.5 PROTEOMICA

O termo “Omicas‘ ¢ um termo geral que corresponde a analise global dos sistemas
bioldgicos, que visa identificar, quantificar, caracterizar e mapear as interacbes comparativas
de biomoléculas, tais como DNA, proteinas e metabdlitos (KEERSMAECKER et al., 2006;
ESPINDOLA et al., 2010). Diferentes &reas sdo abrangidas, a saber, ciéncias intituladas
genbmica, transcriptbmica, protebmica, metabolémica, entre outras. (BARALLOBRE-
BARREIRO; CHUNG; MAYR, 2013; ALBENICE, 2014).

O estudo de expressdo génica nos permite obter um perfil molecular e fornece
identificacdo de importantes alteracfes que ocorrem no nivel de RNA. Entretanto, a analise
dos transcritos é limitada, pois informacdes sobre processos como modificacbes pés
traducionais, interacdes proteina-proteina, transporte e degradacédo sdo perdidas nessa analise
(GSTAIGER; AEBERSOLD 2009). Por esse motivo, é importante que em além dos dados
derivados do genoma e do transcriptoma sejam também obtidas informacgdes sobre as
diferencas proteicas entre amostras normais e alteradas para entendimento dos mecanismos
envolvidos em doencas humanas com consequentes beneficios para os pacientes (BARBOSA
etal., 2012).

O termo proteoma foi criado em 1995 e refere-se ao conjunto de proteinas que podem
ser encontrado em uma célula, tecido ou organismo. A sua complexidade é enorme. Enquanto
0 genoma humano compreende aproximadamente 25.000 genes, o proteoma humano é
estimado abranger 100.000 proteinas. (KUSSMANN; RAYMOND; AFFOLTER, 2006;
NING et al., 2011). Além da complexidade da composi¢do e do intervalo de concentracéo,
proteinas sdo dinamicas, isto é, a expressdo de proteinas muda ao longo do tempo, 0 que
aumenta a complexidade de um proteoma. Destarte, as proteinas sdo moléculas bastante
afetadas quando um organismo é acometido por uma doenca, e, por isso, apresentam-se como
promessa na descoberta de biomarcadores e para a elucidacdo do mecanismo de acdo dos
tratamentos.

As ferramentas protebmicas tem desempenhado um papel particularmente importante
na melhoria da nossa compreensdo sobre composicGes de proteinas, o que nos fornece
informacdes diversas sobre os mecanismos de biogénese, funcdes fisiopatoldgicas e facilita a
descoberta de um biomarcador baseado na assinatura das proteinas nas células originarias
(RAIMONDO et al 2011; D‘'SOUZA-SCHOREY; CLANCY, 2012).



29

A analise protebmica pode ser definida como o conjunto de metodologias analiticas
empregadas para caracterizar quali e quantitativamente essas moléculas responsaveis direta ou
indiretamente pelo controle de todos os processos bioldgicos. Segundo Valledor e Jorrin a
protedmica —oferece a possibilidade de estudar simultaneamente o conjunto de espécies de
proteinas presentes em uma unidade bioldgica, a sua catalogacdo, a determinacdo de
abundancias, variacfes gendtipo-dependente, mudangas de resposta no meio, modificacbes
pos-traducionais e interagdes com outras proteinas e entidades moleculares. Em suma, através
da utilizacdo protedmica, o objetivo é descobrir "como", "onde", "quando”, e "para qué" sao
as varias centenas de milhares de proteinas produzidas durante determinados acontecimentos
num organismo Vvivo e como elas interagem umas com as outrasl (VALLEDOR; JORRIN,
2011).

A analise de proteinas em amostras bioldgicas é um algo desafiador. Além do
proteoma ndo ser estatico, as proteinas se apresentam em grande variedade e diferentes
concentragdes. Diante disso, faz-se necessario a utilizagdo de métodos de separacao analiticos
robustos e que permitam alta resolucdo para esses tipos de amostras. Dentre as técnicas mais
utilizadas em andlise prote6bmica destacam-se eletroforese unidimensional (1-DE ou SDS-
PAGE) e bidimensional (2-DE), eletroforese em gel diferencial (2D-DIGE) e a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) (ALBENICE, 2014).

Na eletroforese bidimensional usual, as proteinas sdo separadas levando em conta suas
massas e cargas. Esses parametros sdo usados em duas etapas. Na primeira, denominado
focalizacdo isoelétrica (IEF), as moléculas migram em gel de poliacrilamida com gradiente de
pH imobilizado até atingirem seu ponto isoelétrico (PI). Na segunda etapa, as proteinas sdo
diretamente aplicadas no gel SDS-PAGE e separadas de acordo com seu tamanho. O
resultado da eletroforese bidimensional é a separacdo de misturas complexas com melhor
resolucdo que sdo vistos pela formacdo de pontos (spots) por proteinas Unicas ou misturas
simples de proteinas (BJELLQVIST et al., 1982; PENNINGTON; DUNN, 2001). Apoés a
corrida 2D os analitos necessitam de identificagdo, 0 que pode ser realizado por
espectrometria de massas. A espectrometria fornece ndo somente um perfil proteico quali e
quantitativamente, mas também é capaz de identificar proteinas e caracterizar modificacGes
pos-traducionais.

Outras tecnologias protedmicas foram desenvolvidas e podem detectar
simultaneamente grandes painéis de biomarcadores com mais robustez e de forma mais
eficaz. Essas abordagens fornecem deteccdo do vasto numero de proteinas moduladas e sua
técnica ndo faz uso de gel (gel free) e marcacéo (label free) (LUNDGREN, 2010) (Figura 9).
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Estas abordagens usam cromatografia liquida capilar acoplada a espectrometria de
massa (LC-MS) para separar e identificar os peptideos obtidos a partir da digestdo enzimética
utilizando enzimas proteoliticas e, subsequentemente, estes peptideos sdo separados e sujeitos
a andlise por espectrometria de massa em tandem. A identificacdo por espectrometria de
massa destes permite a determinacdo do teor de proteinas da amostra inicial uma vez que a
separagdo dos peptideos ocorre de forma mais barata e mais facilmente que em uma anéalise
completa a base de gel (ABDALLAH et al., 2012).

LC-MS baseia-se na comparacdo quantitativa de ions provenientes de amostras
experimentais, desenvolvido usando um sistema de separacdo cromatografica reprodutivel,
juntamente com a espectrometria de massas de alta resolucéo e exatiddo do tempo ortogonal
de voo (TOF) desses ions. Neste método, o instrumento alterna entre baixas e altas energias
de colisdo em analise por MS, conduzindo a determinacdo precisa das massas e fragmentacao
dos ions gerados (KOTA; GOSHE, 2011). O uso de fragmentagdo multiplex de LC-MS
produz informagGes de producdo uniforme de todos os peptideos e seus picos
cromatograficos, que fornece dados continuos ao longo de toda a aquisicdo MS. Os ions dos
produtos sdo correlacionados e alinhados para gerar uma lista de assinaturas com o exato
tempo de retencdo de massa (ETRM). As areas de pico integradas de ETRM sdo comparados
em diferentes repetices bioldgicas para determinar as diferencas na abundancia de proteina
(SILVA et al., 2005).

Figura 8. Técnica protedbmica gel free label free.
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Estas tecnologias impulsionam o campo de diagnéstico & base de multianalitos e
abrem caminho para a determinacédo das expressdes moleculares, para manejo do cancer e sua
deteccdo em estagio precoce, fornecendo ao medico maiores informacdes sobre o estado real
do paciente permitindo uma intervencdo clinica mais eficaz (CHATTERJEE et al 2007,
SKVORTSOV, 2014). Vemos com isso a importancia do emprego das tecnologias
protedmica por pelo menos trés motivos: Primeiro, é a chance de desvendar os caminhos
metabolicos gerando um conhecimento sem precedentes na biologia celular. Tornando
possivel identificagdo de novos alvos farmacoldgicos especificos, relacionados, por exemplo,
a determinada etapa de desenvolvimento de uma célula cancerosa. Segundo, ela viabiliza a
identificacdo de novas moléculas bioativas ao desenvolvimento de novos medicamentos.
Terceiro, permite a identificacdo e caracterizacdo de marcadores bioldgicos (PIMENTA
2003).

Em uma era de rdpidos avancos na biomedicina e melhor compreensdo da base
genética da doenca as tecnologias avancadas podem identificar variagdes moleculares
especificas de um paciente individual, que posteriormente podem ser alvo de tratamento.
Esses testes sdo fundamentais para desbloquear a promessa de medicina de precisdo. Os testes
de biomarcador para terapias molecularmente direcionadas representam uma area crucial de
foco para o desenvolvimento de métodos que poderiam ser aplicados posteriormente a outras
areas da medicina de precisdo (LYMAN; MOSES, 2016).
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4 METODOS
4.1 AGENTE ANTINEOPLASICO

Foi utilizado nesse estudo o derivado oxazolidinico, LPSF-NB-3 (5-(4-chloro-
benzylidene)-3-ethyl-2-thioxo-1,3-oxazolidin-4-one) para avaliar o efeito anticancer em
linhagem leucémica resistente. Sintetizado pelo Laboratorio de Planejamento e Sintese de
Farmacos (LPSF) do Nucleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica (NUPIT-SG),
Universidade Federal de Pernambuco UFPE. O derivado teve sua estrutura quimica
confirmadas através da técnica espectroscopica de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN'H) e carbono treze (RMNC), espectrofotometria de absorcdo no
infravermelho (1V) e espectrometria de massa (MS).

4.2 LINHAGEM E CULTIVO CELULAR

Obtidas da American Type Cell Culture (ATCC, USA) a linhagem de estudo,
HL60/MX1, é uma linhagem leucémica que exibe resisténcia ao mitoxantrona (39nM),
resisténcia a maltiplas drogas (MDR) atipica, atividade catalitica de topoisomerase Il alterada
e niveis reduzidos das telomerases II a e 3. Apresenta ainda, resisténcia cruzada a etoposida,
teniposida, bisantreno, actinomicina, daunorrubicina e doxorrubicina (HL60/MX1 (ATCC
CRL2258 ™), As células foram mantidas a 37°C contendo 5% de CO2 em meio RPMI 1640
com 10% de soro fetal bovino. A troca de meio foi realizada sempre que necessario para

manter a viabilidade das células.

4.3 TESTES DE SELETIVIDADE E CITOTOXICIDADE

Para avaliar a seletividade e citotoxicidade, foi utilizado o método de MTT, que
consiste em uma analise colorimétrica baseada na converséo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-
2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, essa conversao é feita
partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas.

A principio, avaliou-se a seletividade do derivado. Para isso, foi realizada coleta das
células mononucleadas do sangue periférico (PBMC’s) de voluntarios sadios, livres de alcool
por no minimo 48 horas e de drogas por 15 dias. As PBMCs foram isoladas através de método
padrdo de centrifugacdo por gradiente de densidade com Ficoll-Hypaque (GE Healthcare),
contadas em Camara de Neubauer, e a viabilidade foi determinada pelo método de exclusdo
azul de tripam. Posteriormente, foram plaqueadas na concentracdo de 5x10° células/100ul em

seguida foram adicionados em triplicata 0 composto testado nas concentragdes de 10, 50, 75 e
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100uM. As placas foram entdo incubadas por 48 horas em estufa a 5% de CO2 e a 37°C. Ao
término deste periodo, foram adicionados 20 pl. de MTT e as placas foram novamente
incubadas, permanecendo por mais trés horas. Logo ap6s esse periodo foi aplicado 130 uL de
SDS a 20%, com o objetivo de solubilizar os cristais formados pelas células viaveis. A
absorbancia foi lida apds o periodo de 24 horas em leitora de placas (EL808, Biotek, EUA),
no comprimento de onda de 570 nm

A avaliacdo da citotoxicidade frente a linhagem leucémica resistente HL60-MX1 foi
feita usando o mesmo protocolo, diferindo apenas a quantidade de células plagueadas, 1x10*
células/100ul e o tempo de incubacdo de 72 horas. 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 a 0,1%.

Os ensaios foram realizados em triplicata e as analises estatisticas foram feitas a partir
do test t (GraphPad Prism 6). A concentracdo inibitdria 50% (ICs) foi calculada com os
programas Origin 8 e Microsoft Office Excel 2007 e o indice de seletividade (IS) foi
calculado a partir da razéo entre 1C50 de cada composto em PBMC e a linhagem neoplasica
HL60/MX1 (1S= ICsq cél.normais/ ICsocél. neoplasicas).

4.4 EXTRACAO PROTEICA E DIGESTAO TRIPTICA

Os extratos proteicos das células tratadas com o derivado oxazolidinico LPSF-NB-3
foram obtidos a partir da homogeinizacdo com 200 pL de tampéo de lise frio contendo 50
mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 50 mM NaF, 20 mM KCl, and 250 mM
NaCl suplementado com 1 pL de coquetel inibidor de protease (GE Healthcare, Life Sciences,
Piscataway, NJ) e inibidor de fosfatase (20 mM ortovanato de sodio (NazVVO,) e 1 uM éacido
ocadaico). Depois de 1 horaa at 4 °C, a suspensdo foi congelada e descongelada duas vezes
em nitrogénio liquido. Os extratos totais foram centrifugados a 12000g durante 30 min, e 0s
sobrenadantes foram recolhidos para armazenamento a -80°C. Apoés quantificagdo de proteina
de Bradford, as amostras foram concentradas 39% e tiveram o tampdoi trocado por
bicarbonato de aménio (NH;HCO3; 50 mM) usando um dispositivo de ultrafiltracdo de 3kDa
(Millipore, Billerica, MA). No total, 200 ug de proteina foi desnaturada (0,1% RapiGest SF a
60 ° C durante 15 min) (Waters, Milford, MA), reduzida com DTT 10 mM a 60 ° C durante
30 min, alquiladas com iodoacetamida 10 mM durante 30 min temperatura ambiente no
escuro, e digerido enzimaticamente com tripsina a uma proporcao de 1:50 enzima/ proteina

(Promega, Madison, W1). A digestéo foi parada pela adicdo de 10 uL de 5% de TFA. Alcool
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desidrogenase de levedura foi utilizado como um padréo interno para quantificagcdo absoluta.
(ADH; P00330, Waters) e adicionada a uma concentracdo final de 10 fmol/uL.

4.5 QUANTIFICACAO PROTEICA LABEL-FREE POR ESPECTOMETRIA DE MASSAS

Os experimentos qualitativos e quantitativos nano UPLC ESI HDMSE foram
conduzidos com um sistema ACQUITY UPLC (Waters), com ligeiras modificacGes. Para a
primeira dimensdo, foi usada uma coluna de troca catibnica forte (SCX) (Waters) com
enchimento de um 5 um polySulfoethyl aspartamida (PolyLC, Columbia, MD). As amostras
foram eluidas em nove frac¢des a partir da coluna SCX utilizando um gradiente de sal (2 ul de
sal tampGes contendo 50, 100, 150, e 200 de formiato de aménio mM (NH4FA) com 5% de
ACN, seguido por um gradiente de fase inversa (RP). Os peptideos libertados foram
capturados por uma coluna RP de armadilha (180 um x 20 mm, 5 um Simetria C18, Waters).
Depois de todos os peptideos foram capturados, a coluna armadilha foi colocada em linha
com uma outra coluna analitica RP (100 um x 100 mm, 1,8 um C18, nanoACQUITY UPLC
HSS T3, Waters). RP um gradiente de 5-40% de ACN (contendo 0,1% de acido férmico v/ v)
em 58 min foi usado para a segunda dimensdo com uma taxa de fluxo de 600 nL ¢ min-1.
Todas as andlises foram realizadas utilizando ionizacdo do tipo nanoelectrospray em modo de
ions positivo nanoESI (+) e uma fonte de ionizacdo NanoLockSpray (Waters). O
espectrometro de massa foi calibrado com uma solucéo de peptideo Glu-1-fibrinopeptideo B
(Glu-Fib) (Sigma-Aldrich) (100 fmol » mL-1) entregue através do pulverizador de referéncia
da fonte NanoLockSpray. A aceleracdo ortogonal do tempo de voo (OA-TOF) MSE foi
adquirida a partir de m/z 50 até 2000. O perfil de MS foi ajustado para garantir que os dados
de LC-MS de baixa energia foi efetivamente adquiridos a partir de m/z 400-2000.

4.6 PESQUISA DE BANCO DE DADOS

Identificacdo das proteinas foram gerados por algoritmos adequados e pesquisando
contra um banco de dados especifico humano. As bases de dados utilizadas foram
randomizadas "on-the fly" durante as consultas de banco de dados e anexados ao banco de
dados original para acessar a taxa de falso-positivo de identificagdo. Os valores foram
considerados FDR até 1%. As condicdes adequadas de processamento e procurando banco de
dados espectrais, foi utilizado um v.2.5.2 ProteinLynxGlobalServer (PLGs) com a informatica
ExpressionE v.2.5.2. UniProtKB (liberar 2013 _11) . Apenas as proteinas identificadas
presentes em todas as repeti¢Bes de cada condicdo, obtido no passo de analise IdentityE PLGs
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foram consideradas para analise de expressdo utilizando ferramenta ExpressionE. As
proteinas obtidas foram organizadas pelo algoritmo ferramenta PLGs ExpressionE em uma
lista estatisticamente significativa correspondente ao aumento e diminuicdo da regulacao entre
os diferentes grupos em comparagdo com amostras de controle. Procedimento de filtragem
adicional foi realizado para selecionar apenas as proteinas que apresentaram niveis de
expressao diferenciais com p valor inferior a 0,05. As interagdes entre as proteinas foram

analisados usando o software GeneGo MetaCore (GeneGo, Encinitas, CA).

4.7 AVALIACAO DE CITOCINAS

PBMC (1x10° células/poco) foram cultivadas em placas de 24 pogos. As células foram
estimuladas com Forbol 12-Miristato 13-Acetato (PMA) e lonomicina (IONO) nas doses de
100ng/mL e 1pg/mL, respectivamente, ¢ em seguida tratadas com o derivado LPSF/NB-3 nas
concentragdes de 1, 10, 50 ¢ 100uM. Como controle, foram utilizados pogos contendo apenas
células e outros com o farmaco de referéncia Metilprednisolona (MP) na concentracdo de
100uM. As placas foram incubadas em estufa de atmosfera umida a 37°C e 5% de CO,. Ap6s
48 horas de exposicdo, 0 sobrenadante de cultura foi recolhido e armazenado em microtubos
(Eppendorf) para a dosagem de citocinas. Foram utilizados kits ELISA sanduiche humano
para a dosagem das citocinas IFN-y (BD Biosciences), IL-17 (Ebiosciences), IL-22 (R&D
Systems), IL-6 (BD Biosciences) e IL-10 (BD Biosciences) de acordo com as instrucoes
recomendadas pelo fabricante. Os limites de deteccdo para cada citocina dosada foi de 4.68,
3.90, 15.62, 4.68 e 3.90pg/mL, respectivamente. Para este experimento, foram utilizados

quatro voluntérios saudaveis.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the mechanism of action antineoplastic activity of
oxazolidine derivative, LPSF-NB-3 (5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona).
Cytotoxicity assays were performed in Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) and
resistant acute leukemia cell line (HL-60/MX1) by MTT method. NB-3 exhibited cytotoxicity
in HL-60/MX-1, but was not toxic to healthy cells in the highest dose tested (100uM). The
protein extract of HL60/MX1 cells treated with NB-3 was subjected to proteomic analysis
using two-dimensional chromatography coupled to mass spectrometry. We could identify a
total of 2652 proteins, in which 633 were modulated. Within the universe of protein
considered for the quantitative analysis with the established criteria, 262 were differentially
expressed, 146 with increased expression and 116 with decreased expression in the sample
treated with LPSF-NB-3 compared to the control. The following differentially expressed
pathways were found: involving regulation of the cytoskeleton, DNA damage and transduce
cellular signals. Networks that were highlighted are related to the immune system. The ELISA
technique was used to assess the immunomodulatory potential of NB-3 in PBMC. We
observed significant decrease of IFNy (p <0.01) and dose response pattern of the cytokines
IL-6, IL-17A, 1L-22 and IL-10. These data suggest that the mechanisms of action which
LPSF-NB-3 is involved.

Keywords: cancer, cytokines, immunomodulation, molecular prospecting.
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1 Introduction

Hematopoiesis is defined as the process of blood cell renewal starts in the bone
marrow by proliferation and differentiation of a small population of pluripotent hematopoietic
stem cells [1]. A network of hematopoietic cytokines determines the destination of several
hemotopietic cells, thus maintaining steady-state levels of the cells in the periphery or induces
an increase in specific cell types to meet the physiological needs. Abnormalities in this

homeostatic program results in a variety of malignancies, including leukemias [2].

Acute leukemia (AL) is characterized by the accumulation of immature cells (blasts)
and reduced production of healthy hematopoietic elements [3]. The main treatment strategy
for AL involves chemotherapy, which combines several antineoplastic agents. However,
profound myelosuppression, poor therapeutic response and development of resistance to the
drugs used are common impediments to current treatment strategies [4].

Drug resistance is a pleiotropic phenomenon that includes various mechanisms at
different levels of drug activity major resistance mechanisms include: abnormal transport and
increased drug efflux from the cell, involving the multidrug resistance proteins such as P-
glycoprotein (P-gp) [5]. In patients with AL, overexpression of these transporters is associated
with poor response to treatment and shorter overall survival rate. [6]. Thus, it is essential to
search for new agents that can be used in combination with clinic in order to ensure more
effective therapeutic approaches.

Oxazolidines are a class of azoles, formed of a heterocyclic five-membered ring used
to prepare a number of other compounds. They are present in many molecules of
pharmaceutical interest like have potential medicinal properties preferred antibacterial activity
[7].

The antineoplastic activity of the oxazolidines derivatives has been reported in the
literature in various tumor cell lines in vitro, including A2058 (melanoma), MCF-7 (breast
adenocarcinoma), HT-29 (colon carcinoma) and DU145 [8-10]. Singh et al. 2011 [11]
reported cytotoxic activity oxazolidinediones 3,4-disubstituted cell line HL-60 (promyelocytic
leukemia) cell death occurred by apoptosis, correlating them to DNA fragmentation.

In a previous study by our group, five new oxazolidinicos derivatives were
synthesized and had their antineoplastic activity evaluated against resistant leukemic line
HL60/MX1 [12]. The LPSF-NB-3 derived showed the more promising activity and was

selected for the elucidation of its mechanism of action by proteomic analysis.
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2 Experimental

2.1 Chemistry. Oxazolidine derivative, LPSF-NB-3 (5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-
oxazolidin-4-ona) (Figure 1) was synthesized in Laboratory of Planning and Synthesis of
Drugs (LPSF) Federal at University of Pernambuco. The structures were confirmed by *H and
13C NMR, the route of synthesis and the spectroscopic characteristics previously described

Campos and collaborators (2013).

Figure 1.Structure of derivative 5-(4-cloro-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF-NB-

3).

S

2.2 Cell culture. HL-60/MX1 (acute leukemia resistant) were obtained from American Type
Cell Culture (ATCC®, USA). Cells were cultured in RPMI-1640 medium (Gibco®, UK)
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco®, UK), 10 mM HEPES (Gibco®, UK),
200 U/mL streptomycin and penicillin (Gibco®, UK) and incubated in a humid atmosphere of
5% CO, at 37°C.

2.3 Cytotoxicity assay. HL-60/MX1 cells (1 x 10* cells) were plated in 96-well plates. After
24 hours, cells were treated with the compound LPSF-NB-3 at different concentrations (25,
50 and 75 uM) for 72 hours at 37°C with 5% CO,. Amsacrine (Sigma-Aldrich®, USA) was
used as a positive control. At the end of 72 h of incubation 20uL of (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) at 5 mg/mL were added in each well and, three
hours later, 130 uL of 20% SDS. The absorbance was measured 24 hours later using ELx808
Microplate Reader (Biotek®, USA) at 570 nm. Experiments were performed three
independent times in triplicate. the calculation of viable cells were made in relation to control
treated with vehicle (DMSO 0,1%).

2.4 Cytotoxicity assay in healthy cells. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were

obtained from whole heparinized blood of healthy non-smoking donors (n=3), that do not
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make use of medication of continuous use and was not taking alcoholic for at least 72 hours
before harvest. All volunteers signed a consent form and the study was approved by Human
Research Ethics Committee from Federal University of Pernambuco (CEP/CCS/UFPE N°
11006/12). Cells isolation was made using a density-gradient centrifugation method over
Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare®, UK). PBMCs were counted in a Neubauer chamber,
and viability was determined by the trypan blue exclusion method. Cells were only used when
viability was >98%. At the end of the process, cell pellet was resuspended in RMPI-1640
medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco®, UK), 10 mM HEPES (Gibco®,
UK) and 200 U/mL streptomycin and penicillin (Gibco®, UK). Cells were seeded in 96-well
plates (5x10° cells per well) and treated with LPSF-NB-3 (25, 50, 75 and 100uM) for 48

hours. After incubation, steps were performed as previously described at item 2.3.

2.5 Protein Extraction and in-Solution Tryptic Digestion. The protein extracts from cell
culture were obtained from homogenization with 200 pL of cold lysis buffer containing 50
mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 50 mM NaF, 20 mM KCI, and 250 mM
NaCl supplemented with 1 puL of protease inhibitor cocktail (GE Healthcare, Life Sciences,
Piscataway, NJ) and phosphatase inhibitors (20 mM sodium orthovanadate (Na3VO4) and 1
uM okadaic acid). After 1 h at 4 °C, the suspension was frozen and thawed twice in liquid
nitrogen. The total extracts were centrifuged at 12 000g for 30 min, and the supernatants were
collected for storage at —80 °C. After Bradford quantification of protein, the samples were
concentrated 39% and exchanged with 50 mM NH4HCO3 using a 3 kDa ultrafiltration device
(Millipore, Billerica, MA). In total, 200 ug of protein was denatured (0.1% RapiGEST SF at
60 °C for 15 min) (Waters, Milford, MA), reduced with 10 mM DTT at 60 °C for 30 min,
alkylated with 10 mM iodoacetamide for 30 min at room temperature in the dark, and
enzymatically digested with trypsin at a 1:50 w/w enzyme/protein ratio (Promega, Madison,
WI1). Digestion was stopped by adding 10 uL of 5% TFA, and yeast alcohol dehydrogenase
(ADH; P00330, Waters) was added to the digests to a final concentration of 10 fmol/uL as an
internal standard for absolute quantification.

2.6 Label-Free Protein Quantitation by Mass Spectrometry. Qualitative and quantitative
nano UPLC tandem nano ESI HDMSE experiments were conducted with a nano ACQUITY
UPLC system (Waters), with slight modifications as previously described by Panis [25].

2.7 Database Searching and Quantification. Protein identification and quantitative data

packaging were generated by appropriate algorithms and searching against a human-specific
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database. The databases used were randomized “on-the fly” during database queries and
appended to the original database to access the false-positive rate of identification. The FDR
values up to 1% were considered. For proper spectral processing and database searching
conditions, a ProteinLynxGlobalServer v.2.5.2 (PLGS) with ExpressionE informatics v.2.5.2
was used. UniProtKB (release 2013_11). Only the identified proteins present in all replicates
of each condition obtained in the IdentityE step of PLGS analysis were considered for
expression analysis using ExpressionE tool. The proteins obtained were organized by the
PLGS ExpressionE tool algorithm into a statistically significant list corresponding to
increased and decreased regulation ratios between the different groups compared with control
samples. Additional filtering procedure was performed to select only those proteins that
presented differential expression levels (ratios) with p value less than 0.05. Protein

interactions were analyzed using GeneGO MetaCore software (GeneGO, Encinitas, CA).

2.8 Enzime-linked immunosorbent assay. PBMC (1x10° cells / well) were cultured in 24-
well plates. Stimulated with Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and ionomycin (IONO)
at doses of 100ng/ml and 1pg/ml respectively, and then treated with LPSF / NB-3 at
concentrations of 1, 10, 50 and 100uM. As a control, wells were used containing only cells
and others with the reference drug Methylprednisolone (MP) at a concentration of 100uM.
The plates were incubated in humid atmosphere incubator 48 hours at 37 and 5% CO2.
Cytokines concentrations IFN-y (BD Biosciences), IL-17 (Ebiosciences), 1L-22 (R&D
Systems), IL-6 (BD Biosciences) and IL-10 (BD Biosciences) in culture supernatants were
measured by commercial ELISA Kits according to the manufacturer’s recommendation.
Detection limits were: 4.68, 3.90, 15.62, 4.68 e 3.90pg/mL, respectively. Plates were read at
450 and 570 nm (EL808, Biotek, VT, USA).

2.9 Statistical analysis. 1Cso values and their 95% confidence intervals were obtained by
nonlinear regression with OriginPro program (Version 8.0). GraphPad Prism® 6 software was
used for analysis of the cytokines evaluated. After normality test the non-parametric

Wilcoxon test was applied and differences where considered significant when p<0,05.
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3 Results
3.1 Selectivity and cytotoxicity assays

Cytotoxicity assays performed in neoplastic cells showed that NB-3 exhibited toxicity in HL-
60/MX1 (resistant acute leukemia cells) value IC50 56,33(JM. In order to determinate the
selectivity of compound, toxicity assays were performed in Peripheral Blood Mononuclear
Cells (PBMC). NB-3 presented no toxicity against PBMC (viability > 1000]M) (data not
shown).

3.2 Label-Free analysis.

With the aim to identify the altered protein expression profile in the samples treated with
LPSF-NB-3 compared with resistant cells without treatment, we performed a quantitative
label-free proteomic analysis. In figure 2 the analytical results obtained from the proteomic
analysis are shown. In figure 2A, the bidimensional chromatographic distribution, In figure
2B, the coefficient of variation plots of exact mass retention time (ERMT) of the triplicates.
The peptide match distribution of the identified peptides obtained demonstrates the
reproducible results after the normalization of triplicates of injections. In figure 2C are shown
the fragmentation results for control and treated samples. For control samples (48% + 27% =
75%) and for treated samples (49% + 26% = 69%).
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Figure 2. (A) 2D-chromatographic distribution of cell lines samples. For control HL60/MX1 and cell
line treated with NB-3. (B) Coefficient of variation plots of exact mass retention time (EMRT) for the
triplicates both conditions. (C) Peptide match distribution of the identified peptides. PepFragl and
PepFrag2: peptide matches when compared with database by PLGS; VarMod: variable modifications;
InSource: fragmentation that occurred on ionization source; neutral loss H20: water precursor loss.
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3.3 Differential protein expression analysis in HL60/MX1 untreated and treated with

NB-3 compound

The quantitative label-free proteomic approach used was able to identified 2652

proteins in both samples with an FDR (false discovery rate), bellow 4%. These proteins were
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considered for expression analysis in PLGS (Waters) software. The comparative analysis
included only the proteins identified in all replicates. Thus, after the comparative analysis 633
proteins were analyzed with the Expression E (Waters) tool. In figure 3A the Venn diagram
illustrates the number of proteins exclusively expressed in controls and in samples, as well as,
the number of proteins identified in both samples. The comparative analysis identified 262
differentially expressed proteins, among these, 146 over expressed proteins and 116 with

reduced expression compared with control samples (Figure 3B).

Figure 3. Distribution of proteins between the control sample (HL60/MX1) and treated (LPSF-3-NB).
A) Venn diagram 633 representing the modulated proteins being 366 (57.8%) present in the two
samples. Only present in the sample control and treated 18.6% and 23.5% respectively. B) Of the 262
differentially expressed proteins according to the established criteria, 146 were covered up while 116
were down.
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3.4 In Silico analysis of biological processes and signaling pathways

The 262 identified proteins were analysed in the MetaCore gene GO software to shed
light in the biological processes, functions and pathways altered with the NB-3 treatment .
The main biological processes identified among the differential expressed proteins, the
processes related to cytoskeleton regulation, cell communication and DNA damage appears as
the most prone altered processes. Moreover in silico reveals imune system pathways
modulated by the treatement (Figure 4). Among the overexpressed proteins the pathways
described as “immune response Antigen presentation by MHC class I” and “immune
response_Regulation of T cell function by CTLA-4 were identified (Figure 5A e 5B).

Figure 4. Biological processes listed are those statistically most relevant using the Metacore Analysis
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Immune response_Regulation of T cell function by CTLA-4” The red thermometers
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3.5 Enzime immunosorbent assay

Treatment with NB-3 was derived protein capable of modulating the immune system
related pathways, the next step was to evaluate the expression of cytokines in PBMC's culture
supernatant of healthy volunteers treated with LPSF-NB-3. There was a significant decrease
in cytokine IFN-y (P <0.01) (Figure 6) as well as a decrease pattern following the dose-
response model for IL-6 pro-inflammatory cytokines IL-17A and IL-22, as well as the anti-
inflammatory cytokine IL-10 (Fig. 7).

Figure 6. Effects of oxazolidine derivative LPSF-NB-3 in pro-inflammatory cytokine IFN-y levels in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) (n=4). [NT= Non-treated control; PMA = phorbol-12-
myristate-13-acetate; IONO = lonomycin; MP = Metilprednisolone 100uM]. ** p<0,01.
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Figure 7. Effects of oxazolidine derivative LPSF-NB-3 in IL-6 (A), IL-17 (B) and IL-22 (C) pro-
inflammatory cytokines and anti-inflammatory cytokine IL-10 (D) levels in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) (n=4). [NT= Non-treated control; PMA = phorbol-12-myristate-13-
acetate; IONO = lonomycin; MP = Metilprednisolone 100uM].
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4 Discussion

This paper shows the evaluation of the in vitro antineoplastic activity and the
mechanism of action by proteomic analysis of LPSF/NB-3 (3-ethyl-2-thioxo-oxazolidin-4-one
5- (4-chloro-benzylidene)), an oxazolidinone derivative in resistant acute leukemia cells.
Previous studies have evaluated the anticancer activity of new oxazolidinone derivatives in
several tumor cell lines, including leukemias [13-15]. In our study, LPSF-NB-3 derivative
exhibit cytotoxicity activity in HL-60/MX-1 cells (ICsp = 56,33 uM).

Andrad et al., 2014 [16] describe the synthesis of a novel series of 25
oxazolidinecarboxylate derivatives.Among them, seven had an antiproliferative effect in
HL60 leukemic cell line without affecting healthy cells (PBMC) and one of them induced
DNA fragmentation in almost 50% of treated leukemic cells. A study conducted by Campos

in 2013 [12] evaluated the activity of LPSF-NB-3 in acute leukemia cell line sensitive to
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chemotherapy (HL60), with an IC50 value of 17,84Mm. Until now, there are no studies in
the literature that evaluate the cytotoxic potential of LPSF-NB-3 in leukemia resistant cell.

The cell line used in this study, HL60/MX1, exhibits resistance to mitoxantrone
(39nM); these cells also have a multidrug resistance (MDR) profile, presenting resistance to
etoposide, teniposide, bisantrene, actinomycin, daunorubicin and doxorubicin, making it a
MDR model for this study (ATCC CRL2258 ™). The cytotoxic effect of LPSF-NB-3 in this
cell line is extremely important because chemotherapy resistance is still the leading cause of
death in cancer patients [17]. The resistance phenotype observed in tumor cells may be due to
different cellular changes [5]. Elucidation of the mechanism of action of new drug candidates
in resistant cells indicates which roads are diverted or activated and can be studied as a target
for therapy.

Among the proteins and pathways modulated by LPSF-NB-3 are those involved in
DNA damage, cell cycle and cytoskeletal remodeling. These pathways are commonly
reported to be involved in tumor installation and progression [18]. Another important process
identified after in silico analysis is related to immune response. The immune system plays a
crucial role in tumor prevention, but also in tumor initiation and progression. The tumors are
subjected to immune surveillance, but cancerous cells produce an immunosuppressive
microenvironment favoring their escape from the immune system [19]

The regulation of immune response via T-cell function by CTLA-4 was shown to be
modulated after treatment with our oxazolidine derivative. This pathway is particularly
interesting, CTLA-4 is a transmembrane inhibitory receptor expressed in activated T
lymphocytes, including activated T-cells, memory T-cells, and Treg-cells. It was recently
discovered that CTLA-4 may be expressed in tumor microenvironment [20]. The interaction
of MHCI, CTLA-4 and cytokines has been reported in a study by Stojanovic 2014 [21].
CTLA-4 was able to inhibit the expression of IFNy produced by Nk cells. In our study, all
cytokines were reduced in a dose-dependent manner. However, IFNy levels were significantly
reduced (p <0.01) after treatment.

A cohort of previously vaccinated patients with melanoma and ovarian carcinoma was
treated with CTLA-4 blocking antibody (MDX-CTLA-4). Reduced tumor markers were
observed in two patients with ovarian carcinoma, and there was evidence of tumor necrosis in
three patients with metastatic melanoma [22]. CTLA-4 blockage with Ipilimumab, a
monoclonal antibody, in prostate cancer patients showed a decline >50% of prostate specific
antigen in 2 of 14 patients [23]. These and other studies indicate that CTLA-4 blockade is safe

and clinically interesting. Ipilimumab is used in clinical for metastatic melanoma [24].
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The association between immune system and cancer has been described. Much of the
evidence for this implication involves inflammatory process and cytokines [25]. Our data
show the immunomodulatory potential of LPSF-NB3 derivative, reducing the levels of
proinflammatory cytokines. Traditionally, chemotherapy has been known to cause
immunosuppression, but recently there has been evidence supporting that various
chemotherapies may regulate tumor immunity against neoplastic cells [26]. Immunotherapy
opens doors to new chemotherapeutic agent discovery and its use in combination can increase
antitumor immunity, causing immune recognition of tumor cells and cell death [27].

LPSF-NB-3 derivative was also able to modulate PI3K/Akt protein. Recently,
involvement of PI3K/Akt signaling pathway in MDR has attracted increased attention.
Studies show that PI3K/Akt pathway is closely associated with modulation of MDR mediated
by P-gp in several types of cancer, including human leukemia [28-30]

Previous studies indicates that PI3K/Akt pathway is excessively activated in a wide
variety of hematologic malignancies and is responsible for tumorigenesis by simultaneously
promoting proliferation and apoptosis inhibition [31]. Related studies suggest that Akt is
involved in the regulation of MDR1 gene and that P-gp is one of the downstream key factors
of PI3K/Akt pathway [32-34] The results presented here suggest that our compound is the
first oxazolidine derivative in the literature with those activities, in addition of the classical
modulation of PPAR. LPSF-NB-3 acts in two crucial pathways for tumor establishment and

progression, the immune system and AKT pathways.

5 Conclusions

Oxazolidine derivative, LPSF-NB-3 (5- (4-chloro-benzylidene) -3-ethyl-2-thioxo-
oxazolidin-4-one) showed antineoplastic effect in vitro / MX-1 cells HL-60. Analyze
proteomics provides data that indicate your mechanism of action. LPSF-NB-3 modified
proteins involved in maintaining and tumor progression, was effective immunomodulator in
reducing inflammatory cytokines. Thus, the oxazolidine derivative is a candidate to be used in

new therapies effective in the treatment of resistant cells.
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6 DISCUSSAO

O céncer é um grave problema de satde publica, pois ndo raramente oS pacientes
desenvolvem resisténcia a terapia utilizada para o tratamento. As células cancerigenas que
escapam a terapia de inducdo sdo uma das principais causas de recaida. Essas células que séo
mais adaptaveis ou resistentes ao tratamento resultam em doenca reincidente frequentemente
associada com pior prognostico. Entender as alteracbes metabdlicas associadas com
resisténcia as drogas como também os mecanismos de acdo de novos compostos abre
oportunidades para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (STAUBERT et al.,
2015). Visto que o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco continua a ser um dos maiores
obstaculos para a quimioterapia com sucesso, Varios tipos de agentes tém sido alvos na busca
de inibidores da resisténcia multipla a farmacos (MDR), entre as quais novos derivados vém
sendo investigados (FOROUGHINIA et al., 2008; BADOWSKA-ROSLONEK et al., 2016).

O objetivo geral do trabalho consistiu na analise protebmica dos mecanismos de acao
desse novo agente em células leucémica resistente, HL60/MX1. A linhagem HL-60/MX1 é
um derivado resistente da linhagem de leucemia aguda HL-60. As células foram selecionadas
e subclonadas para resisténcia a mitoxantrona, uma antracenediona sintética, potente agente
antineoplasico utilizado no tratamento de leucemias. A exposi¢do subsequente das células
HL-60/MX1 a concentracdes mais elevadas de mitoxantrona levou ao surgimento de células
capazes de crescimento em altas doses. As células de HL-60/MX1 possuem resisténcia
cruzada a antitumorais como o etoposido, teniposido, bisantreno, actinomicina, daunorubicina
e doxorubicina demonstrando assim um fendtipo multidroga resistente (MDR) (ATCC, 2015).

No estudo anterior realizado pelo grupo, o LPSF-NB-3 apresentou agéo citotoxica na
linhagem leucémica sensivel, HL-60 com valor de ICsy de 17,84 uM bem como na linhagem
resistente HL60/MX o que p6de ser confirmado nesse estudo. Adicionalmente, o derivado ndo
foi téxico em células de doadores saudaveis (CAMPOS et al., 2017). Apesar de muitos
estudos ja evidenciarem as diversas atividades dos novos derivados oxazolidinicos, ainda ha
poucos estudos que retratam atividade antitumoral. Em 2014, Pitta e colaboradores
desenvolveram derivados de 2-tioxo-oxazolidinona com alta atividade citotoxica.Utilizando
uma 3-etil-2-tioxo-oxazolidinona comercial, realizou-se uma reacdo de adigdo de Michael
com eésteres de Cope e morfolina como catalisador para se obter oxazolidinonas 2-tioxo-5-
substituidas. Todos os derivados mostraram atividade citotoxica contra estirpes de leucemia

promielocitica aguda (HL-60) e leucemia de células T (Jurkat), Além disso, nenhum destes
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derivados mostrou citotoxicidade contra células mononucleares de sangue periférico de
individuos saudaveis (PBMC), o que possibilita sua administragdo em humanos (PITTA et al
2015).

Ap0s confirmar a toxicidade do derivado prosseguiu-se com avaliacdo do mecanismo
de acdo pela analise protedbmica. Descobertas sem precedentes foram geradas na area da
oncologia devido a emergéncia de tecnologias que melhoram a nossa compreensdo gendmica,
transcricional, protebmica e epigenética. Este conhecimento estimulou a pesquisa
translacional e a descoberta de novas drogas que melhoraram o prognostico de pacientes com
cancer. O uso da protedbmica permite a analise molecular de tumores e a descoberta de
terapias direcionadas com o uso de agentes direcionados (TSIMBERIDOU, 2017). Ademais
conclusbes com base no proteoma podem ser Uteis para identificagdo do mecanismo de acao
de novos farmacos e monitoramento do surgimento do fenbmeno de resisténcia
(SKVORTSOV, 2014).

No presente estudo, a avaliagdo protedmica evidenciou a capacidade do derivado em
atuar em vias do sistema imune, modulando a expressdo de citocinas envolvidas no contexto
inflamatdrio. Ja é bem relatada a associacao existente entre a inflamacéo e carcinogénese, 0s
principais mecanismos de sobrevivéncia apresentados e desenvolvidos pelas células tumorais
para escapar ao sistema de imuno-vigilancia sdo: reducao do nivel de expressdo das moléculas
do complexo de histocompatibilidade maior (MHC), pobre expressdo de moléculas
coestimuladoras; auséncia de reconhecimento de antigenos tumorais, secrecdo de substancias
imunosupressoras.

Além desses, a desregulacdo das citocinas induzidas pela quimioterapia estdo
associados diversos danos organicos (ALUISE et al., 2010; JANELSINS et al., 2012).Estudos
clinicos tém sugerido uma associacdo entre niveis de citocinas inflamatérias e farmacos
quimioterapicos (SALIGAN; KIM, 2012; SCHUBERT et al., 2007). Além disso, 0s
macrofagos liberam citocinas pro-inflamatdrias em resposta ao cancer ou ao tratamento e
conduzem a respostas imunitarias estimuladas (CLEELAND et al., 2003).

O estresse psicoldgico e fisico (GLASER; KIECOLT-GLASER, 2005) dos pacientes
devido ao diagndstico de cancer, tratamentos a longo prazo também sdo propostos por causar
disturbio nos niveis das citocinas. Além disso, a morte de ambas células normais e tumorais,
causada pela quimioterapia pode desencadear alteracdes dos niveis de citocinas (WANG et
al., 2015). A metastase tumoral também envolve a secrecdo de citocinas das células
cancerosas aos tecidos circundantes (LEE et al., 2004). Os mdltiplos fatores mencionados


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsimberidou%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28410846
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acima podem afetar os niveis de citocinas, exigindo delineamento experimental e

consideracOes para diferentes situacoes.

A associacdo entre o sistema imunoldgico e o cancer tem sido descrita. Grande parte
da evidéncia desta implicacdo envolve processo inflamatdrio e citocinas (PANIS et al.,2014).
Nossos dados mostram o potencial imunomodulador do derivado LPSF-NB3, reduzindo os
niveis de citocinas pré-inflamatorias. Tradicionalmente, a quimioterapia tem sido conhecida
por causar imunossupressao, mas recentemente tem havido evidéncias de que varias
quimioterapias podem regular a imunidade tumoral contra células neoplasicas (JOSHI; PAL,;
DRABICK, 2016).

A imunoterapia abre as portas para a descoberta de novos agentes quimioterapicos e
seu uso em combinacdo pode aumentar a imunidade antitumoral, causando o reconhecimento
imune de células tumorais e morte celular (EMENS, L. A.; MIDDLETON, 2017).

O derivado LPSF-NB-3 também foi capaz de modular a proteina PI3K / Akt.
Recentemente, o envolvimento da via de sinalizagdo de PI3K / Akt na MDR atraiu maior
atencdo. Estudos mostram que PI3K / Akt caminho esta intimamente associada com a
modulacdo de MDR mediada por P-gp em varios tipos de cancer, incluindo a leucemia
humana (MAO et al., 2014; TAZZARI et al., 2007; MORISHITA et al., 2012).

Estudos anteriores indicam que a via PI3K / Akt é excessivamente ativada numa grande
variedade de neoplasias hematoldgicas e € responsavel pela tumorigénese, promovendo
simultaneamente a proliferacdo e a inibicdo da apoptose (ZHANG et al., 2015). Estudos
relacionados sugerem que a Akt estd envolvida na regulacdo do gene MDR1 e que a P-gp é
um dos factores-chave a jusante da via PI3K / Akt (HAN et al., 2007; CHENG et al., 2013;
WANG et al., 2016). Os resultados apresentados aqui sugerem que 0 nNOSSO cOmMposto é o
primeiro derivado oxazolidinico na literatura com essas atividades, além da modulagédo
classica do PPAR. O LPSF-NB-3 atua em duas vias cruciais para o estabelecimento e

progressao do tumor, o sistema imunoldgico e as vias AKT.
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7 CONCLUSAO

Confirmamos que o derivado oxazolidinico propostos ndo apresentara citotoxicidade
em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos saudaveis, em
contrapartida possui acdo antineoplésica frente a linhagem leucémica resistente HL60/MX1.

A analise protedmica do mecanismo de acdo indicou que 0 mesmo atua em vias
imunes importantes no contexto tumoral, tais como a via do MHCI, CTL4-A e Pi3k foram
moduladas com o tratamento. LPSF-NB-3 tem a capacidade de reduzir significativamente

citocinas inflamatorias envolvidas na instalacéo, progressdo e manutengdo tumoral.
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