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RESUMO

O cancer esta entre as principais causas de morte no mundo e apesar dos avangos na area, 0S
tratamentos disponiveis ainda estdo associados a baixa seletividade, efeitos colaterais e
resisténcia do tumor a quimioterapia. Por isso, faz-se necesséria a busca por farmacos
antineoplésicos mais eficazes e menos toxicos. As acridinas e seus analogos estruturais sdo
moléculas que possuem propriedade intercalante com os pares de bases do DNA constituindo,
assim, eficazes e promissores agentes anticancer. Neste sentido, foram avaliados sete agentes
tiazacridinicos, LPSF/AAZ29, -35, -36, -39, -40, -41, -48 e um imidazacridinico, LPSF/AC05
frente a linhagens tumorais de origem diversa. Os resultados revelaram que 0s agentes
apresentaram valores de ICsg entre 0,25 a 97,11 uM. Todos os agentes foram submetidos ao
ensaio de citotoxicidade com PBMCs e apresentaram valores de I1Cso >100 uM. O composto
LPSF/ACO05 demonstrou-se menos toxico que o farmaco de referéncia, doxorrubicina, em
células ndo tumorais de mama. O mecanismo da indugdo de morte e os efeitos sobre o ciclo
celular apds tratamento com os compostos também foram avaliados. A andlise através da
citometria de fluxo revelou que os compostos LPSF/AA29, LPSF/AA36 e LPSF/AC05
aumentaram significativamente a porcentagem de células apoptoticas. Ademais, LPSF/AA29
e LPSF/AA36 induziram um arrasto para a fase G2/M do ciclo celular, enquanto, LPSF/AC05
induziu arrasto nas fases GO/G1 e G2/M em linhagens de leucemias/linfomas e mama,
respectivamente. LPSF/AC05 ainda mostrou-se inibidor da atividade da enzima
topoisomerase Il e da migracdo celular em MCF-7. Estes dados reforcam o potencial
citotoxico das acridinas e seus analogos e indicam que estes compostos possuem potencial

para contribuir no desenvolvimento ou servir de base para novos agentes contra o cancer.

Palavras-chave: Acridina. Apoptose. Cancer. Ciclo celular.



ABSTRACT

Cancer is among the leading causes of death worldwide and despite advances in the area, the
available treatments are still associated with low selectivity, side effects and resistance to
chemotherapy. Therefore, it is necessary search for more effective and less toxic anticancer
drugs. The acridines and analogues are molecules that have intercalation property with DNA
base pairs thus constituting effective and promising anticancer agents. In this direction, we
evaluated seven thiazacridine compounds, LPSF/AA29, -35, -36, -39, -40, -41, -48 and one
imidazacridine, LPSF/ACO5 against tumor cell lines of different origin. Results showed that
the compounds showed ICsy values 0.25 to 97.10 uM. All agents were subjected to the
toxicity assay with PBMC showed values 1Csp >100 uM. The compound LPSF/AC05
demonstrated less toxicity than the reference drug doxorubicin in breast non-tumor cells. The
death induction mechanism and effects on the cell cycle after treatment with compounds were
also evaluated. The analysis by flow cytometry revealed that the compounds LPSF/AA29,
LPSF/AA36 and LPSF/ACO5 significantly increased the percentage of apoptotic cells.
Moreover LPSF/AA29 and LPSF/AA36 induced arrest for the G2/M phase of the cell cycle,
while LPSF/ACO05 induced arrest in the GO/G1 and G2/M phase in a cell lines leukemia/
lymphomas and breast, respectively. LPSF/ACO05 also proved inhibitor of topoisomerase Il
enzyme activity and cell migration in MCF-7. These data reinforce the cytotoxic potential of
acridines and analogues indicating that these compounds have potential to contribute in the

development or provide the basis for new agents against cancer.

Keywords: Acridine. Apoptosis. Cancer. Cell cycle.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 01. Contribuicéo relativa de fatores de risco e sua incidéncia em cancer (ACS,

Figura 02. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil

estimados para 2016 e 2017 por sexo, exceto pele ndo melanoma (INCA, 2014)............ 29

Figura 03. Principais etapas da carcinogénese: Estagios de iniciagdo, promocao e
ProgresSan (INCA, 2012) ....cui ittt raesre e e reenaeenenre s 31

Figura 04. Na metéastase, as células cancerosas invadem outras camadas celulares do
6rgdo, ganham a corrente sanguinea ou linfatica e tém a capacidade de se disseminar

para outras partes do COrpo (INCA, 2012) .....ccooiiiiiiiiiiisieeee e 32

Figura 05. Hallmarks do cancer - Principais caracteristicas apresentadas por células
transformadas (Hanahan e Weinberg, 2011) .......cccooveiieiiiie i 33

Figura 06. Os estagios do ciclo celular e a regulacdo CDK/ciclina (Vermeulen et al.,

Figura 08. Nucleos da tiazolidina e imidazolidina (Autor, 2015) ........ccccceevreiniciereenenn 43

Figura 09. Estrutura das moléculas da (a) acridina e seus derivados (b) mepacrina e ()
proflavina (Galdino-Pitta et al., 2013)........cccoiieiiiieieee e 44

Figura 10 . Estrutura quimica da amsacrina (m-Amsa) (Belmont et al., 2007)................ 45
Figura 11. Estrutura quimica do derivado acridinico DACA (Belmont et al., 2007)....... 46

Figura 12. Estrutura quimica do derivado acridinico inibidor de telomerase BRACO-19
(BEIMONt €t al., 2007) ...ueiiieieieiteeie e 47

Figura 13. Estrutura acridinica dimérica (Galdino-Pitta et al., 2013) ..........c.ccceeeveerrennenn, 47

Figura 14. Estrutura quimica da Arnoamina A (R=H) e Arnoamina B (R=Me)
(Imperatore et al., 2014) .....oooeee et naenres 48



ILUSTRACOES DO ARTIGO 01

Figure 01 - Synthesis diagram of the thiazacridine 7 b-g compounds .............cccceeenenne, 64
Figure 02 - Synthesis diagram of thiazacridine derivative LPSF/AA29 - 7a................... 65

Figure 03 - Hydrogen identification for NMR 'H interpretation: thiazacridine nucleus

(a-e), radicals attached to the 5 position of the thiazolidine nucleus (f-K) .........c.ccccoc.... 65
Figure 04 - Analysis of the potential induction of apoptosis, LPSF/AA29..........c.c.c....... 67
Figure 05 - (A) Analysis of the potential induction of apoptosis, LPSF/AA36 ............... 68
Figure 05 - (B) The effect of LPSF/AA36 and amsacrine on the cell cycle .................... 68
Figure 06. The effect of LPSF/AA29 and amsacrine on the cell cycle............coovviennne, 69

ILUSTRACOES DO ARTIGO 02

Figure 01 - Chemical structure of 5-acridin-9-ylmethylidene-2-thioxoimidazolidin-4-

ONE (LPSF/ACDD) ...ttt ettt sttt s et st e bt neabesaeseneanas 84
Figure 02 - Effects of LPSF/ACO05 in the potential induction of apoptosis...................... 85
Figure 03 - Effects of LPSF/ACO5 on cell cycle progression ...........ccococveiiniininniicnenne, 86

Figure 04 - Semi quantitative analysis of LPSF/ACO05 effects on pOHT-1 DNA plasmid

relaxation by human topoiSOMErase Il.........ccveiiiiiiiiiic e 87

ILUSTRACOES DO ARTIGO 03

Figure 01. Chemical structure of 5-acridin-9-ylmethylidene-2-thioxoimidazolidin-4-one
(ST O 01 ) SRS 101

Figure 02. Effects of LPSF/ACO05 on apoptotic cells rate after 48 hours of treatment in
MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B) and MCF-10A (C) cell lines .........cccoooviviriniiniiiee 102



Figure 03. Effects of LPSF/ACO5 on cell cycle progression of MCF-7 (A), MDA-MB-
231 (B) @Nd MCF-10A (C) riuiiieieiesiesie sttt sttt sttt sne e ene s e 103

Figure 04. Effects of LPSF/ACO05 on cell migration after 48 hours of treatment in MCF-
T CRIIS .ttt 104



LISTA DE TABELAS

Tabela 01. Modalidades distintas de morte celular de acordo com as novas

recomendacdes do Comité de Nomenclatura de Morte Celular (NCCD) ........cccccevevenen, 40

Tabela 02. Novos agentes tiazacridinicos e imidazacridinicos potencialmente

ANMTICANCET ...ttt bt bbbt b et e b et bbbt b e e Rt e st et et e b e nbe b e b e n e e e e 52
Tabela 03. Linhagens de células neoplésicas e normal de mama...........ccoceeevrinenennnne, 55
TABELA DO ARTIGO 01

Table 01. Cytotoxicity of new derivatives on various human tumor cell lines and

non-tumor cells (PBMCS).= ICs50 (M) c....ovuvuvereieeiceeseceseee st 66

TABELA DO ARTIGO 02

Table 01. ICsg values (uM) and selectivity index (ST) of LPSF/AC05 compound in
PBMC, leukemia and lymphoma CellS ..o 83

TABELA DO ARTIGO 03

Table 01. ICs values (uM) of LPSF/ACO5 in PBMC, non-tumor breast cell
MCF-10A and breast tumor CEIIS ........cvvv i 100



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

'HNMR - Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (Hydrogen Nuclear Magnetic

Ressonance).

AIF - Fator de inducéo de apoptose.

AMSA - Amsacrina.

Apo2L -Ligante do receptor de morte 2.

Apo3L - Ligante do receptor de morte 3.

APAF-1 - Fator de ativacdo de protease apoptética (Apoptotic Protease Activating Factor 1).
Bad - Agonista de morte celular associado a Bcl-2.

Bak - Antagonista homologo a Bcl-2.

Bax - Proteina associada ao dominio X de Bcl-2.

Bcl-2 - Célula B CLL/Linfoma 2 (B-cell lymphoma protein-2 family).
Bcl-w - Membro da familia de proteinas Bcl-2.

Bcl-xI - Célula B CLL/Linfoma extra grande (B-cell lymphoma extra-large).
Bid - Agonista de morte associado ao dominio BH3.

BrdU -bromodesoxiuridina

CDK - Quinase dependente de ciclina

CKI - Inibidor de quinase dependente de ciclina.

CO, - Gas carbonico.

DMSO - Dimetilsulfoxico.

DNA - Acido desoxirribonucleico

DR3 - receptor de morte 3.



DR4 - receptor de morte 4.

DR5 - receptor de morte 5.

EGF — Fator de crescimento tumoral.

FADD - Dominio de morte associado a via Fas (Fas-Associated via Death Domain).
Fas — Membro “6” da superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral.
FasL - Ligante de Faz.

FL1 - Intensidade de fluorescéncia.

FL2 - Intensidade de fluorescéncia..

FSC - Disperséo frontal da luz (Forward scatter)

GO - Intervalo celular 0

G1 - Intervalo celular 1

G2 - Intervalo celular 2

ICso - Concentracao inibitoria de 50%.

INCA — Instituto Nacional do Cancer.

IARC - Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer.

IAPs - Proteinas inibidoras da apoptose.

KBr - Brometo de potassio.

IR -Infra vermelho.

LPSF - Laboratério de Sintese e Planejamento de Farmacos.

M - Mitose.

Mcl-1 - Proteina de inducéo a diferenciacdo mieloide.



MPF - Fator promotor de mitose

MS - Espectrometria de massa

MTT - 3-(4,5-Dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium, 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide.

Noxa - Proteina 1 induzida por forbol-12-miristato-13-acetato.
Omi/HtrA2 - Protease de serina localizado na mitocondria.
OMS - Organizacdo Mundial de Saude.

p - Significancia estatistica.

p15 - Proteina de 15 kDa.

pl16 - Proteina de 16 kDa.

p18 - Proteina de 18 kDa.

p19 - Proteina de 19 kDa.

p21 - Proteina de 21 kDa.

p27 - Proteina de 27 kDa.

p53 - Proteina de 53 kDa.

p57 - Proteina de 57 kDa.

PBMC - Células mononucleares do sangue periférico.

PBS - Tampdo Salino Fosfato.

PI - lodeto de Propideo.

PPAR - Receptor Ativado por proliferadores de peroxissomos.

Rf. Fator de retencéo.



RNA - Acido ribonucleico.

ROS - Espécies reativas de oxigénio.

rTNF - Receptor do fator de necrose tumoral.

S - Fase S do ciclo celular (sintese de DNA).

SSC - Dispersao lateral da luz (Side scatter).

SMAC/DIABLO - Segundo ativador de caspases derivado da mitocondria.
Topo - Topoisomerase.

TNF - Fator de Necrose tumoral.

TNFRL1 - Receptor 1 do fator de necrose tumoral.

TZD — Tiazolidinas.

UV - Ultravioleta.



SUMARIO

L INTRODUGAD ..ottt 21
2. OBIETIVOS ...t 24
3. REVISAO DE LITERATURA ......cootieeeeceeeee e tesie s ses s sen s nas s 26
3.1 CANCEr: ASPECLOS EIAIS....ccuviveieieiieeieciee e eeeee st ee st te e reeste e sreestesneesreeneenes 27
3.2 Epidemiologia do cancer no Brasil e N0O Mundo............ccccoeiviieiieii e 28
3.3 Principios basicoS da ONCOGENESE ........c.ccveveiieiieie et ee st sre e ene 30
34 O CICIO CEIUIAT ... 33
3.5 APOPLOSE € SEUS MECANISIMIOS. .....vevviriiiiieitieieeseeee bbbt be st sb b b sbe e e e e e 36
3.5.1 Vias bioquimicas de indugao de apOPLOSE .......ccerveeeirierieininierieese e 37
3.5.2 Caracteristicas da apoptose e outros tipos de morte celular ...........c..ccocveevevennnenn, 39
3.6 Estratégias de tratamento dO CANCEN .........cccovriiiieiciie e 41
3.7 Tiazolidinas € imidazolidiNgS. ..ot 42
3.8. As acridinas € SEUS AErIVAUOS .........cccurueieiiriirieisiesieee e 43
3.8.1 Principais classes dos compostos acridiniCoS ..........c.ccveveiieieeie i 44
3.8.2 Novos derivados acridinicos com atividade antiCANCer ............cccceovvereinieneicene, 48
4. METODOLOGIA. ... ettt 51
4.1 Obtencao dos derivados tiazacridinicos e acridiniCoS..........cccovevereieienieierienen, 52
4.2 Linhagens de células NEOPIASICAS ..........ccoueiriiriniiieieneeee e 55
4.3 Cultura e manutencao das linhagens Celulares..........ccoovivieiiiencieninceee, 55

4.4 Obtencao, isolamento e manutencao das células mononucleadas do sangue

Periférico (PBMCS) €M CUITUNA ........c.coiiiieie et 56



4.5 Ensaio de citotoxicidade in vitro em células neoplésicas e normais...............c....... 56

4.6 Avaliagéo do potencial de indugio de morte por apopPtoSe..........cccvrerererveeennen. 57
4.7 Efeito dos novos agentes acridinicos sobre o ciclo celular ............cccccooveiivene 58
4.8 Ensaio de inibicao da atividade da enzima topoisomerase Il ...........cccccevvevvenenne. 58

4.9 Avaliacéo da inibicdo de migracao celular utilizando a linhagem de cancer de

MAMA MOCF-7 .o 58
4.10 Analise estatistica d0oS reSUltados ............coereiiiiriiciicee e 59
5. RESULTADOS ... oottt bbbt sb e et nns 60
B.LATNTIGO 0L ottt 61
5.2 ATTIGO02Z ...ttt bbbttt 73
B.BANTIGO 03 ..t 88
B. DISCUSSAD .....oooermirniiiieeeseeeseseseess st 105
7. CONCLUSOES.......ootiiiiieineesesiissessesessssss s 110
8. PERSPECTIVAS ... 113
REFERENCIAS ...ttt s s sen st nas sttt ses e s s s sanae s 115

ANEXOS .o 127



1. INTRODUCAO

21



22

Os termos cancer, neoplasia ou tumor maligno sdo analogos e podem ser utilizados
para denominar um conjunto de doencas que possuem em comum O crescimento
descontrolado e desordenado de células que apresentam a capacidade de invadir tecidos e
espalhar-se para outras regides do corpo formando coldnias secundarias (Almeida et al.,
2005). O surgimento destas células instaveis esta relacionado a fatores genéticos e/ou agentes
externos.

Em 2012, o cancer foi responsavel por 8,2 milhdes de mortes ocorridas no mundo, 0
que representou 15% do total de todas as mortes. Estima-se que em 2030 o nimero de novos
casos anuais seja da ordem de 23 milhdes. No Brasil, as estimativas para o ano de 2014 e
validas também para o ano de 2015, apontam a ocorréncia de aproximadamente 570 mil
novos casos de cancer (INCA, 2014).

Atualmente, séo exploradas muitas formas de tratamento do céncer, dentre elas,
cirurgias, radioterapia, imunoterapia e, principalmente, a quimioterapia. Este Gltimo método é
utilizado por cerca de 60-70 % dos pacientes, porém, os farmacos disponiveis atuam tanto em
células neoplasicas como em células normais levando a um grande ndmero de efeitos
colaterais. Ademais, mecanismos de resisténcia as drogas atuais estdo se desenvolvendo com
rapidez (Chen et. al., 2012; Regulska et al., 2012).

Dessa forma, o estudo voltado para o desenvolvimento e aplicacdo de novos agentes
anticancer tem sido cada vez mais necessario. Uma das estratégias utilizadas por muitos
grupos de pesquisa na busca por novos farmacos € a modificacdo molecular de um composto
matriz que possui atividades bioldgicas conhecidas obtendo-se novos compostos homélogos.
Em relacdo a atividade anticancer, muitos estudos sugerem que as acridinas tém suas
propriedades alteradas pelo substituinte e a posi¢do que ocupa (Galdino-Pitta et al., 2013).

As acridinas constituem uma classe de compostos organicos que apresentam em sua
estrutura quimica trés anéis aromaticos condensados, com um atomo de nitrogénio no anel
central. Estes compostos heterociclicos sdo amplamente utilizados na producéo de corantes e
na sintese de diversas substdncias com atividades bioldgicas, como antimicrobiana,
antiparasitaria e antitumoral (Eiter et al., 2009; Jones et al., 2009; Chen et al.; 2015). As
acridinas possuem propriedade intercalante com os pares de bases do DNA, por isso, estas
moléculas e seus analogos estruturais constituem eficazes e promissores agentes anticancer
(Almeida et al., 2005; Ghosh et al., 2010).

Neste contexto, com o objetivo de descobrir e desenvolver novos agentes anticancer

mais efetivos e menos toxicos, do que 0s agentes atuais, nos propomos a estudar novos
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derivados acridinicos com potencial atividade anticadncer, bem como, contribuir para um
melhor entendimento de seu mecanismo de agdo. Para isso, uma série de novos derivados
tiazacridinicos e imidazacridinico foram submetidos a ensaios de citotoxicidade in vitro frente
a linhagens de células ndo tumorais e neoplasicas de diferentes tipos de tecido, a fim de
avaliar suas propriedades citotoxica e seletiva. Adicionalmente, foi investigado o papel destes
novos compostos no ciclo celular, na indugdo da morte celular por apoptose, na inibicdo da

atividade da enzima topoisomerase Il e seu papel na migragéo celular.
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2.1. Geral

Avaliar a atividade anticancer de novos derivados acridinicos, bem como, contribuir
para um melhor entendimento de seus mecanismos de agao.
2.2. Especificos

v" Avaliar a atividade citotéxica in vitro dos derivados acridinicos frente a diferentes
linhagens de células neoplésicas;

v Auvaliar a toxicidade in vitro dos derivados acridinicos frente a linhagens ndo tumorais;
v Auvaliar o papel dos derivados acridinicos na inducdo de morte celular;
v" Investigar o efeito dos derivados acridinicos no ciclo celular;

v' Avaliar a potencial atividade inibitéria dos derivados acridinicos sobre as
topoisomerases Il;

v Avaliar a capacidade de inibicdo da migracéo celular ap6s tratamento com derivados
acridinicos.
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3.1 Cancer: aspectos gerais

Cancer, neoplasia ou tumor maligno sdo termos analogos utilizados para denominar
um conjunto de mais de 200 doengas diferentes com multiplicidade de causas e histéria
natural diversa. Esta classe de doencas tem em comum o crescimento desordenado de células
que invadem os tecidos e 6rgdos podendo espalhar-se para outras regides do corpo (Almeida
et al., 2005; OMS, 2014).

A proliferacdo desordenada das células é resultante de uma acumulag&o progressiva de
alteracOes genéticas, mutacdes, promovida na maioria das vezes a partir da ativacao de vias
bioquimicas que permitem ao mesmo tempo a expressdo de oncogenes e o silenciamento de
genes supressores de tumor (Hanahan & Weinberg, 2000).

Os fatores que conduzem as mutag0es sdo variados e, em geral, podem ser
classificados em trés grupos: fatores de risco ambientais ou externos, pré-disposi¢cdo genética
e a combinacdo de ambos (ACS, 2014). A maioria dos casos de cancer esta relacionada ao
meio ambiente, no qual encontramos um grande nimero de fatores de risco. Entende-se por
ambiente 0 meio em geral (agua, terra e ar), 0 ambiente ocupacional (servicos, comércio,
indUstrias e afins), o ambiente de consumo (dieta, medicamentos), o ambiente social e cultural
(tabagismo, alcool, habitos sexuais) (Figura 01). A poluicdo ambiental provocada pelo préprio
homem, os héabitos e estilos de vida adotados pelas pessoas podem determinar diferentes tipos
de cancer (INCA, 2014).

Figura 01. Contribuicao relativa de fatores de risco e sua incidéncia em cancer.

Fatores de risco (%)

Fonte: Adaptado de ACS, 2014.
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Os casos de canceres que se devem a fatores exclusivamente hereditarios, familiares e
étnicos sdo raros, apesar do fator genético influenciar no papel da oncogénese. As causas
ambientais e hereditarias também podem atuar em associacdo, como mutacdes genéticas
relacionadas a capacidade de determinado organismo em tolerar ou ndo as varias agressoes
externas atuais (INCA, 2014).

As células tumorais podem adquirir a capacidade de migrar para outras regides do
organismo e ocasionar metastases, onde massas tumorais podem gerar células pioneiras que se
locomovem para fora do nicho primario, invadem tecidos adjacentes, e percorrem para locais
distantes onde podem obter sucesso na criacdo de novas colOnias. Estes assentamentos
celulares distantes do tumor primario, as metastases, representam mais de 90 % das mortes

causadas por cancer em humanos (Weigelt et al., 2005).
3.2 Epidemiologia do cancer no Brasil e no Mundo

O numero de casos de cancer tem aumentado de maneira consideravel em todo o

mundo, principalmente a partir do século passado, configurando-se, na atualidade, como um
dos mais importantes problemas de satde publica mundial (Guerra et al., 2005).
Segundo o Relatério Mundial de Céancer elaborado pela Agéncia Internacional para pesquisa
sobre o Cancer (IARC) a pedido da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) houveram 14,1
milhGes de casos novos de cancer e mais de 8 milhdes de pessoas morreram no mundo
vitimas desta doenca em 2012. Este nimero representa cerca de 20% de todos os Obitos
registrados naquele ano pelas agéncias de satde mundiais (OMS, 2014). Destes, 0s tipos mais
incidentes foram o cancer de pulmao, figado, estbmago, célon e mama. Ainda de acordo com
o relatorio, o uso do tabaco é o fator de risco mais importante para o cancer causando cerca de
20% das mortes por cancer no mundo e cerca de 70% das mortes globais de céncer de
pulmdo. Para o ano de 2030, estima-se que 0 nimero de novos casos globais ultrapasse a faixa
de 23 milhdes, seguido de 13 milhdes de mortes por cancer (OMS, 2014).

No Brasil, as mudancas do perfil demogréafico decorrentes do processo de urbanizacéo
populacional, da industrializacdo e dos avangos tecnoldgicos, unem-se aos novos estilos de
vida e a exposi¢do, ainda mais intensa, a fatores de risco proprios do mundo contemporaneo
contribuem para o surgimento de novos casos de cancer em nosso pais (INCA, 2014). De
modo semelhante aos dados globais, o cancer ocupa a segunda posicdo das causas de morte
também no Brasil, ficando atrds somente das doencas cardiovasculares. O nimero de casos
que foram estimados para 2016 e que também sdo validos para 2017 aponta para a ocorréncia
de mais de 590 mil novos casos no territorio nacional (Figura 02) (INCA, 2015). Nos



29

periodos de 2013 e 2014, somente no servico publico de saude, foram registrados mais de 110
mil obitos por cancer, cerca de 1,5 milhGes de internacGes oncoldgicas e gastos mais de 2

bilhdes de reais em servicos hospitalares (Brasil, 2015).

Figura 02. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céncer mais incidentes no Brasil

estimados para 2016 e 2017 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Localizagao Primaria Casos Novos %

Préstata 61.200 28,6%
Traqueia, Bronquio e Puimao 17.330 8,1%
Colon e Reto 16.660 7.8%
Estdmago 12.920 6,0%
Cavidade Oral 11.140 5,2%
Esofago 7.950 3.7%
Bexiga 7.200 3.4%
Laringe 6.360 3.0%
Leucemias 5540 26%
Sistema Nervoso Central 5440 2,5%
Linfoma ndo Hodgkin 5.210 2.4%
Pele Melanoma 3.000 1.4%
Linfoma de Hodgkin 1.460 0.7%
Glandula Tireolde 1.090 0.5%
Todas as Neoplasias sem pele* 214.350

Todas as Neoplasias 295.200

Localizagdo Primaria Casos Novos %

Mar;'\a fem:rnma 7 7 7 o i 57.960 7 728,1%
Célon e Reto 17.620 8.6%
Colo do utero 16.340 7.9%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 10.890 5,3%
Estémago 7.600 3.7%
Corpo do utero 6.950 3.4%
Ovario 6.150 3.0%
Glandula Tireoide 5.870 2.9%
Linfoma n&o Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.830 2.3%
Leucemias 4.530 2.2%
Cavidade Oral 4.350 2,1%
Esoéfago 2.860 1.4%
Pele Melanoma 2670 1.3%
Bexiga 2,470 1.2%
Linfoma de Hodgkin 1.010 0.5%
Laringe 990 0.5%
Todas as Neoplasias sem pele* 205.960

Todas as Neoplasias 300.870

Fonte: INCA, 2015.
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Neste sentido, a transicdo demografica e a exposi¢do cada vez maior a fatores de risco,
somadas a terapias antineoplésicas de alto custo, que nem sempre sdo eficazes, revelam a
intensidade do problema. Por isso, compreender a sua origem como estratégia de prevencao e
busca por novas terapias, ¢ de fundamental importancia para a manutencdo da saude e

qualidade de vida das pessoas de forma geral.
3.3 Principios bésicos da oncogénese

Como descrito anteriormente, cancer € um termo genérico utilizado para definir um
amplo grupo de doencas diferentes, que apresentam algumas caracteristicas semelhantes.
Entre estas caracteristicas podemos destacar o crescimento descontrolado de células
transformadas a partir de alteragcOes essenciais na fisiologia celular, provocadas por uma
instabilidade genética, que pode contribuir para o desenvolvimento de neoplasias (Almeida et
al., 2005; Dick, 2008).

O termo neoplasia € aplicado a proliferacdo anormal de tecidos, que desvia parcial ou
totalmente do controle do organismo e tende a autonomia e a perpetuagdo (INCA, 2012). Os
tumores sdo neoplasias sélidas que podem ser classificados como benignos, isto €, possuem
crescimento de forma organizada, lenta e de limites bem nitidos, permanecendo localizados;
ou malignos, que apresentam um maior grau de autonomia e sdo capazes de invadir tecidos
vizinhos e provocar metastases (Almeida et al., 2005; INCA, 2012). A transformagdo de uma
célula saudavel em uma célula tumoral é geralmente um processo lento e que ocorre através
de trés etapas principais — iniciacdo, promoc¢ao e progressdo — que, em conjunto, sdo definidas
como oncogénese, tumorigénese ou carcinogénese (Figura 03) (Chen e Kong, 2005; INCA,
2012).

Na etapa de iniciacdo, as celulas, na maioria das vezes, sofrem o efeito de um agente
carcinogénico (agente oncoiniciador) que podem ser de origem fisica, quimica ou bioldgica
(OMS, 2014). As fontes radiantes, como a ultravioleta (UV) e os raios X, sdo as principais
representantes dos agentes fisicos iniciadores. Estas fontes estdo associadas a um grande
numero de alteracbes no DNA que permanecem apds a divisdo celular e podem afetar
oncogenes ou genes supressores de tumor (McColl et al., 2015). Muitas substancias quimicas
possuem a capacidade de condicionar as células normais a um estado neoplasico (Loeb e
Harris, 2008). Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, por exemplo, representam as
substancias com maior carater cancerigeno (Nisbet e LaGoy, 1992). Existem substancias que
possuem acao iniciadora direta através de lesdo celular e outras atuam de forma indireta a

partir da promocdo da proliferacdo celular desregulada (Kuraishy et al., 2011). De forma
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semelhante, agentes carcinogénicos bioldgicos como bactérias, parasitas e muitos tipos de
virus também estdo relacionados ao aparecimento de células tumorais (Meurman, 2010). Os
virus papiloma virus humano (HPV) e o Epstein barr, por exemplo, possuem um ciclo de
replicacdo especifica que pode levar as células hospedeiras a entrarem em proliferacdo de
forma forgada e descontrolada, o que poderia desta forma induzir ao cancer (Pattle e Farrell,
2006; Stark et al., 2008). Todavia, uma Unica alteracdo no DNA, seja ela fisica, quimica ou
bioldgica ndo ¢ suficiente para que uma determinada célula torne-se maligna e agressiva ao
organismo (Garraway e Lander, 2013).

O estagio de promocao representa a etapa de crescimento tissular com a formacao do
tumor, as células transformadas sofrem os efeitos de agentes promotores ou oncopromotores.
A célula iniciada torna-se maligna de forma lenta e gradativa, nesse periodo, é necessario um
contato continuo com o agente oncopromotor. A forma como estes agentes atuam é variada,
pois depende do tipo de agente, no entanto, podemos destacar como ac¢les caracteristicas
gerais, estimulo a sintese de DNA, aumento do nimero de cOpias de genes em particular e
alteracdes na comunicacdo intercelular; (Groenwald, 1998; Martin de Civetta e Civetta,
2011). Hormonios como o estrogeno e a prolactina, a insulina, peptideos conhecidos como
fatores de crescimento, como por exemplo, o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de
crescimento neuronal (NGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), substancias como
a nicotina e o alcool podem atuar como agentes oncopromotores (Groenwald, 1998; Martin de
Civetta e Civetta, 2011). A inibicdo do contato entre 0s promotores tumorais e as células
iniciadas, na maioria das vezes, suspende 0 processo neste estagio, por isso a acdo dos
promotores frente as células iniciadas constituem um processo dose-dependente e reversivel
(Groenwald, 1998; Almeida et al., 2005).

Figura 03. Principais etapas da carcinogénese: Estagios de iniciacdo, promocao e progressao.

Estagio de iniciagdo: Estagio de promogao: Estagio de progress3o:

Os genes sofrem agio Os agentes oncopromotores Caracterizado pela multiplicagdo
dos agentes cancerigenos atuam na célula ja alterada descontrolada e irreversivel da célula

Fonte: INCA, 2012.
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A capacidade adquirida pelas células neoplasicas de invadir os tecidos adjacentes e
migrar para outros Orgdos é uma caracteristica do processo de progressdo tumoral. Este
periodo é acompanhado da desdiferenciardo celular, aquisicdo de resisténcia a agentes
quimioterapicos e expressdo de antigenos tumorais (Figura 04). (Groenwald, 1998; Martin de
Civetta e Civetta, 2011).

Figura 04. Na metastase, as células cancerosas invadem outras camadas celulares do érgéo,
ganham a corrente sanguinea ou linfatica e tém a capacidade de se disseminar para outras

partes do corpo.

y \ Tumor

original

{ 8

| < Célula tumoral Capilares
Vaszos tumorais
S A
Eliminac3o da \'
célula tumoral
Celula imune 1

Fonte: INCA, 2012.

Em 2000 Hanahan e Weinberg propuseram um conjunto de seis caracteristicas
biolégicas necesséarias para transformacdo das células normais em células tumorais e
importantes no desenvolvimento e progressao do cancer, sdo elas: sinalizacdo proliferativa,
fuga dos supressores tumorais, evasao da apoptose, potencial replicativo ilimitado, estimulo a
angiogénese e capacidade de invadir tecidos e promover metastases. Estas caracteristicas sao
compartilhadas pela maioria das neoplasias humanas e dependem da manutencdo de quatro
habilidades: evasdo do sistema imune, instabilidade génomica, manutencédo da inflamacéo e
desregulacdo do metabolismo energetico, propostas no inicio desta década novamente por
Hanahan e Weinberg (2011) (Figura 05). Apesar de estabelecer caracteristicas e habilidades
proprias de células transformadas, estas crescem em um ambiente formado por células
normais, ndo transformadas, por isso, é preciso conhecer o microambiente tumoral como um
todo para realmente tentar compreender os complexos processos da oncogénese.

O processo de transformacdo, como jd mencionado, inicia-se com a agdo de agentes

carcinogénicos que podem interagir com receptores celulares e desencadear um conjunto de
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reacOes que resultem em mutacGes e/ou delecBes de informacgfes génicas, responsaveis por
gerir processos celulares vitais, inclusive aquelas relacionadas a proliferacdo e apoptose
(Chen et al., 2006; Narisawa-Saito e Kiyono, 2007; Peters et al., 2012). Dessa forma,
alteracdes nos genes indutores da proliferacdo celular, os proto-oncogenes, como nos
limitadores do ciclo celular, genes supressores tumorais, podem levar a desregulacéo do ciclo
e permitir a multiplicacdo descontrolada. Quando estas mutagcbes ocorrem em proto-
oncogenes, estes se tornam oncogenes e tendem a superexpressar proteinas que estimulam o
ciclo celular (Ward, 2002).

Figura 05. Hallmarks do céancer - Principais caracteristicas apresentadas por células
transformadas.

Sustentac¢do

dos sinais
proliferativos Evitar supressdo

do crescimento

Desregulacdo
metabolismo
energetico Evitar destruigio

do sistemaimune

Resisténciaa

Imortalidade
morte celular M
replicativa
Instabilidade
génomicae Promoggo
mutacdo da
inflamacdo
Indugdoda Ativacdoda
angiogénese invasdoe
metastase

Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011.
3.4 O ciclo celular

O ciclo celular compreende os processos basicos que ocorrem desde a formacgéo de
uma célula até sua propria divisdo em duas celulas filhas. Nas células eucariotas estes
processos sdo agrupados em trés grandes etapas: a interfase que compreende o espago entre
duas divisGes sucessivas, a mitose e a citocinese, que representam as divisdes nuclear e

citoplasmatica, respectivamente  (Junqueira e Carneiro, 2012). A interfase ¢é
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convencionalmente dividida em trés fases: G; S e G, A fase G; (do termo em inglés gap, que
significa intervalo) é marcada pelo aumento no volume celular, intensa sintese de RNA e
proteinas necessarias para a proxima fase, a fase S (do termo em inglés synthesis, que
significa sintese) € o periodo que ocorre a replicacdo do DNA, em seguida, na fase G, ocorre
nova sintese de proteinas, dessa vez a maioria das proteinas sintetizadas serd necesséria a
divisdo celular. Em alguns tipos celulares a fase G; nem sempre é sucedida pela fase S e a
célula é entdo encaminhada a fase G, podendo estacionar nesta fase por longos periodos e,
dessa forma, raramente sofrem divisdo. No final da interfase a celula contém o dobro de DNA
que apresentava no inicio e a mitose, a fase M, est& prestes a ser iniciada e, por sua vez, é
subdividida em préfase, prometéafase, metéfase, anafase e teléfase, onde cada subdivisdo esta
relacionada a um evento celular especifico (Junqueira e Carneiro, 2012).

O avanco do ciclo celular é basicamente coordenado por estimulos externos que
desencadeiam mecanismos regulatdrios internos que induzem o inicio do ciclo, porém, antes
de progredir de uma etapa a outra da divisdo celular a célula passa por uma inspecdo em
pontos especificos conhecidos como pontos de restri¢cdo ou checkpoints. Entre as funcbes dos
pontos de restricdo podemos destacar a protecdo da integridade gendmica e,
consequentemente a prevencao do acumulo de erros genéticos durante as divisdes celulares
(Johnson e Walker, 1999; Kastan e Bartek, 2004).

De forma simplificada, estimulos extrinsecos como, fatores de crescimento, podem se
acoplar a receptores especificos e disparar cascatas de sinalizacdo que resultam na formacao
de complexos constituidos pelas proteinas ciclinas e quinases dependentes de ciclina (CDKS)
(Figura 06). Estes complexos podem atuar na fosforilagdo de outro complexo proteico
chamado pRb-E2F promovendo a liberagdo do fator E2F, este atua na evolugdo do ciclo
(ciclina E/CDK2) e permite a passagem de G1 para S. Na fase S, a atuagéo conjunta da ciclina
A com a CDK2 promove a formacdo de SPF (do termo em inglés, S phase promoting factor),
em seguida, SPF atua atraves do complexo de pré replicacdo (pré-RC) que inicia a ativagéo de
moléculas envolvidas na replicagio do DNA. Em seguida, de forma parecida, o fator
promotor de fase M ou mitose ja no final da fase G2 (ciclina A/CDK1), promove a sequéncia
do ciclo em sentido a fase M (ciclina B/CDK1) (Johnson e Walker, 1999; Vermeulen et al.
2003; Schwartz e Shah, 2005; Houtgraaf et al., 2006).
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Figura 06. Os estagios do ciclo celular e a regulagdo CDK/ciclina.

Fonte: Vermeulen et al., 2003.

Enquanto a progressdo do ciclo esta relacionada, principalmente, aos complexos
ciclinas-CDKs, a inibi¢do da continuidade do ciclo celular é exercida por uma classe de
proteinas conhecidas como inibidoras de quinases dependentes de ciclinas (CKIs). Este grupo
de proteinas pode atuar na ocorréncia de algum defeito no processo de divisao celular como,
por exemplo, danos ao DNA, mediando a interrupcéo do ciclo, reparo do material genético e
até a morte celular. Normalmente, as CKIls sdo classificados em dois grupos distintos, o
especifico, como p15, p16, p18 e p19 que atuam em CDKs pré-definidas, e o inespecifico que
possuem a capacidade de agir em varios complexos de ciclino-quinases, sao eles, p21, p27,
p53 e p57 (Siebert et al., 1996; Johnson e Walker, 1999; Vermeulen et al. 2003; Korgun et al.,
2006; Mallumbres e Barbacid, 2009).

Entre as proteinas inibidoras do complexo ciclino-quinase, destaca-se a proteina p53,
sua funcdo consiste na busca de danos ao DNA durante o progresso do ciclo celular. Dessa
forma, pode atuar no bloqueio do ciclo, com o objetivo de promover a reparacdo do DNA ou
iniciar um processo de morte celular. A p53 interage com varias moléculas como p21, p73,
Bax e Bcl-2, em diversas vias bioquimicas do ciclo, relacionadas a paralisacdo do ciclo
celular (Vogelstein et al., 2000; Martin de Civetta e Civetta, 2011; Muller e Vousden, 2013).
MutacBes no gene que codifica a proteina p53 foram detectadas em mais de 50% de todas as

neoplasias malignas, assim, a presenca da variante mutada de p53 em células ou plasma
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sanguineo pode indicar um sinal de mau progndstico, pois coloca em cheque todo o controle
normal do ciclo celular (Martin de Civetta e Civetta, 2011).

Em condicdes normais, se houver alguma alteracdo anémala durante o ciclo celular, o
mesmo € interrompido até que o defeito seja reparado e o ciclo celular possa continuar,caso
contrério, a célula pode ser conduzida a apoptose (Vermeulen et al., 2003).

O ciclo celular é um importante alvo para o desenvolvimento de novos farmacos
anticancer, muitos agentes ja utilizados na clinica apresentam atividade sobre o ciclo celular
como, por exemplo, o metotrexato, fluorouracil, citarabina, paclitaxel, entre outros (Almeida
et al., 2005).

3.5 Apoptose e seus mecanismos

A morte celular, em especial, a apoptose é o caminho que direciona as mais
importantes informacbes relativas ao estudo da proliferacdo celular desordenada.
Compreender a apoptose e seus mecanismos, em condi¢des normais e de doenca, é muito
valioso, pois além de poder entender com mais elementos a patogénese de uma doenca
também deixa pistas sobre como a mesma pode ser tratada (Wong, 2011).

O termo apoptose foi usado pela primeira vez por Kerr, Wyllie e Currie na década de
70 para descrever uma forma morfologicamente distinta de morte celular, no entanto, alguns
fatores essenciais para compreensao deste tipo de morte foram explicados anteriormente (Kerr
et al., 1972; Kerr, 2002; Elmore, 2007). A apoptose desde entdo tem sido reconhecida como
um processo importante de eliminacdo celular, geneticamente regulado, com caracteristicas
morfoldgicas especificas e mecanismos bioquimicos dependentes de energia (Grivicich et al.,
2007; Elmore, 2007). E considerada um componente vital de varios processos, incluindo a
renovacdo celular, com o objetivo de manter a homeostase tecidual, o funcionamento
adequado do sistema imunoldgico e o desenvolvimento embrionério. A desregulacdo do
processo apoptotico, para mais ou menos, muitas vezes conduzem a doencas
neurodegenerativas, doencgas autoimunes e muitos tipos de cancer (Grivicich et al., 2007,
Elmore, 2007).

Mesmo sendo geneticamente predispostos, 0s mecanismos apoptéticos podem ser
ativados e disparar vias sinalizadoras atraves de estimulos como toxinas, radia¢fes, alguns
hormdnios, hipoxia, quimioterapia, entre outros (Van Cruchten e Van Broeck, 2002; Fulda e
Debatin, 2006).
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3.5.1 Vias bioquimicas de inducéo de apoptose

A cascata apoptotica constitui-se em um processo complexo e sofisticado que pode ser
regulado por muitos sinais diferentes formando diferentes vias de inducdo de apoptose. Entre
as vias que conduzem os mecanismos indutores de apoptose podemos destacar duas
principais, a via extrinseca ou via do receptor de morte e a via intrinseca ou via mitocondrial.
Embora, as vias iniciem de forma e locais distintos elas estéo interligadas e convergem em um
mesmo evento celular, além disso, moléculas de uma via podem influenciar a outra (Fulda e
Debatin, 2006; EImore, 2007).

As principais moléculas envolvidas no controle de morte celular sdo as caspases,
enzimas proteoliticas que apresentam em seu sitio catalitico a cisteina, estas moléculas
possuem a capacidade de clivar proteinas apds um residuo de acido aspartico. Normalmente,
as caspases sdo sintetizadas sob a forma de pro-caspases, isto €, monoméricas e inativas,
tornando-se ativas ap0s sofrerem dimerizacéo e posterior clivagem. As caspases relacionadas
ao controle de morte celular podem ser divididas em dois grupos principais, caspases
iniciadoras (caspases - 2, 8, 9 e 10) e caspases efetoras (caspases - 3, 6, 7). As iniciadoras
atuam em pré-formas inativas de efetoras, quando ativadas, as efetoras atuam de acordo com
sua especificidade em diferentes substratos resultando no processo apoptético (Elmore, 2007;
Mcllwain et al., 2015).

A via extrinseca ou via do receptor de morte é desencadeada pela atuacdo de ligantes
especificos a um grupo de receptores de membrana da superfamilia dos receptores de fatores
de necrose tumoral (rTNF), entre eles, destacam-se o receptor de antigeno de apoptose -1
(Fas), o TNFR1 e os receptores de morte 3,4 e 5 (DR-3, -4 e -5). Os receptores possuem um
subdominio extracelular, o qual permite que eles reconhecam seus ligantes, como exemplo
desses ligantes, tem-se o TNF, Fas-L, Apo3L e Apo2L (Lavrik et al., 2005; Grivicich et al.,
2007) Quando os receptores reconhecem um ligante especifico, sua porcéo citoplasmatica
denominada “dominio de morte” pode interagir com moléculas adaptadoras, como a FADD
(Fas-Associated Death Domain Protein). Estas moléculas tém a capacidade de recrutarem as
pré-caspases 8, que logo se auto dimerizam, tornam-se ativas e atuam na clivagem das pré-
caspases 3, 6 e 7. Em seguida, as caspases 3, 6 e 7 ativas atuam em substratos celulares e
promovem a apoptose (Lavrik et al., 2005; Fulda e Debatin, 2006; Samraj et al., 2006;
Grivicich et al., 2007; Li-Weber, 2013) (Figura 07).
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Figura 07. Esquema simplificado das vias extrinseca e intrinseca da apoptose.
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Fonte: Adaptado de Wong, 2011.

A via intrinseca, ou mitocondrial, de indugédo de apoptose inicia-se geralmente atraveés
do desequilibrio homeostatico que provocam o estresse celular como, por exemplo, privagao
de fatores de crescimento, hipoxia, formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
hipertermia, danos ao DNA, entre outros fatores. Os sinais produzidos em resposta a estas
perturbacdes sdo direcionados para a mitocondria e provocam alteracbes no interior desta
organela, dentre elas, a perda do potencial da membrana mitocondrial. Esta alteracdo
estrutural da membrana resulta no aumento da permeabilizagdo mitocondrial e
consequentemente possibilita a liberagdo, para o citossol, um grupo de moléculas pro-
apoptoticas (Fulda e Debatin, 2006; EImore, 2007; Zhao et al., 2013). Ao atingir o citossol,
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este grupo de moléculas proteicas formado pelo citocromo ¢, Smac/DIABLO e a Omi/HtrA2
seguem caminhos distintos. O citocromo ¢ forma um complexo proteico com uma proteina
adaptadora conhecida como Apaf-1, este complexo é capaz de atuar na dimerizacdo da
procaspase 9 formando uma triade molecular conhecida como apoptossomo, essencial para
liberacdo de caspase 9. Em seguida, a caspase 9 iniciadora promove a ativacdo da caspase 3
efetora e, a partir deste momento, as etapas seguintes ocorrem de modo semelhante as da via
extrinseca. As proteinas Smac/DIABLO e Omi/HtrA2 ainda estdo relacionadas com a inducgéo
de apoptose através da inibicdo de IAPs, que sdo proteinas inibidoras de apoptose (Figura 07).
Ainda na mitoc6ndria, uma flavoproteina denominada de Fator de Indugdo de Apoptose (AIF)
é liberada para o citossol em direcdo ao nucleo celular com o objetivo de induzir a
condensacdo da cromatina e fragmentacdo do DNA, independente da atuacdo de caspases
(Saelens et al., 2004; Grivicich et al., 2007; Li-Weber, 2013).

Muitas proteinas tém sido reportadas exercendo atividade prd ou anti apoptética na
célula, a relacdo entre estas proteinas é muito importante na regulacdo de morte celular. Além
disso, foi verificado que a sobre ou sub - expressdo de certos genes tem contribuido para a
carcinogénese através da reducdo da apoptose (Singh, 2007; Wong, 2011). A familia de
proteinas Bcl-2 é composta por proteinas pro-apoptéticas e anti-apoptéticas que
desempenham um papel fundamental na regulacdo da apoptose, especialmente através da via
intrinseca ou mitocondrial. As proteinas deste grupo possuem um papel crucial na
manutencdo da permeabilidade da mitocondria. Com base na sua funcdo e na homologia de
seus dominios os membros da familia Bcl-2 sdo divididas em proteinas anti-apoptéticas, que
protegem as células dos estimulos apoptéticos como, a Bcl-2, Bel-xl, Mcl-1, Bel-w, A1/Bfl-1
e Bcl-B/Bcl2L10, enquanto, as proteinas, Bid, Bad, Noxa, Bax e Bak, por exemplo, que
podem podem conduzir a apoptose, sdo as chamadas proteinas pré-apoptoticas (Samraj et al.,
2007; Singh, 2007; Wong, 2011).

3.5.2 Caracteristicas da apoptose e outros tipos de morte celular

A morte celular é uma importante ferramenta fisioldgica que ocorre nos organismos
multicelulares com o objetivo de auxiliar 0s processos homeostaticos. No entanto, a indugdo
desordenada ou a supressdo desta ferramenta, como ja citado, pode conduzir a varias
patologias como doengas autoimunes, mecanismos pro-inflamatorios severos, isquemias,
cancer, entre outras (Kroemer, et al., 2007). Recentemente, ficaram estabelecidos, através do
Comité de Nomenclatura em Morte Celular, os principais tipos de morte celular e suas
caracteristicas morfoldgicas e moleculares (Kroemer et al., 2009).
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A necrose é um tipo de morte celular ndo especifico que, em geral, pode atingir
conjuntos celulares, areas de um tecido e até 6rgdos inteiros. Este tipo de morte é
desencadeado, principalmente, por déficit energético (obstrucdo vascular ou inibicdo de
processos respiratorios), geracdo de radicais livres e agressao direta a membrana celular
(Ricci e Zong, 2006; Kroemer et al.,, 2009). As caracteristicas morfologicas mais
representativas deste tipo de morte s&o o aumento do volume celular, a vacuolizacdo
citoplasmatica, lise da membrana de organelas como, a mitocondria e lisossomos,
condensacdo da cromatina e ruptura da membrana citoplasméatica (Van Cruchten e Van
Broeck, 2002; Ricci e Zong, 2006). O processo necrético é citotdxico sendo comumente
associado as respostas inflamatorias, devido a liberacdo de conteddo celular para o meio
intercelular, que podem provocar a morte de células saudaveis e agredir severamente tecidos
inteiros (Ricci e Zong, 2006; Kroemer et al., 2009).

As evidéncias mais caracteristicas que servem para identificar o processo apoptotico €
a reducdo do volume celular, condensagdo da cromatina, seguida de fragmentacdo nuclear,
manutencdo da integridade atraves da formacao de prolongamentos da membrana plasmatica
e, 0 mais importante, formacéo de corpos apoptéticos (fragmentacdo celular) (Van Cruchten e
Van Broeck, 2002; Ricci e Zong, 2006; Kroemer et al., 2009). Normalmente, 0s corpos
apoptéticos apresentam na por¢do externa de sua membrana a molécula fosfatidilserina, que
juntamente com outros fatores estdo relacionados ao reconhecimento feito pelos macr6fagos,
o0s responsaveis pela fagocitose dos corpos apoptéticos (Van Cruchten e Van Broeck, 2002;
Kroemer et al., 2009). Por isso, 0 processo apoptético consiste em um mecanismo de morte
especifico que reduz a chances de agressdo as células vizinhas e minimiza a ativacdo dos
fendmenos imunoldgicos que levam a inflamacdo (Ricci e Zong, 2006; Kroemer et al., 2009).

Além dos processos de morte celular descritos, apoptose e necrose, sao reconhecidos

também os processos de autofagia e a cornificacdo (Tabela 01).

Tabela 01. Modalidades distintas de morte celular de acordo com as novas recomendacdes do
Comité de Nomenclatura de Morte Celular (NCCD).

Modalidades de morte celular

Preservacdo da Degradacédo da Formacdo de Modificacdo da

Membrana celular
membrana celular membrana prolongamentos membrana
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plasmética
x Extravasamento Formacéo de Eliminacéo de
. Fragmentacdo . Py o
Citoplasma z citoplasmatico, vesiculas organelas
(corpos apoptdticos) : - . .
turgidez celular autofagicas citosolicas
Ncleo Piquinose, Cariorrexe Degradagdo do COZE(;ZT?; ° Picnotico ou
4 ' DNA, cariolise P . anucleados
cromatina
. " Acido Urico, .
cohtzzzaésiglgfar Lisofosfatidilcolina metabolitos Hidrolases acidas L:g;g?r?asé
purinicos P
Energia Requeriada Né&o requerida Requerida Requerida
Resposta imunoléaica Auséncia de Re:sg;g:?grzs:m Auséncia de Auséncia de
P 9 inflamagéo inflamagdo inflamagdo

inflamatdrios

Fonte: Adaptado de: Kroemer et al., 20009.

A perda do equilibrio entre morte e sobrevivéncia celular dentro destes complexos
mecanismos merece destaque e, por isso, a compreensdo do funcionamento das etapas e dos
participantes no processo normal de eliminagdo celular é essencial para a busca de novas
alternativas terapéuticas como, por exemplo, a caracterizacdo de novas moléculas promissoras
gue possam atuar nos diversos alvos destes processos, com 0 objetivo de reestabelecer o

processo natural de morte nas células (Kaufmann e Earnshaw, 2000; Grivicich et al., 2007).
3.6 Estratégias de tratamento do cancer

O avanco do conhecimento das neoplasias, desde 0s seus mecanismos iniciais até sua
progressdo € indiscutivel. Neste mesmo sentido, as terapias antineoplasicas também
evoluiram e estdo contribuindo com maior efetividade no tratamento oncolégico. No entanto,
0 aumento do numero de casos de cancer ano ap0s ano, seguida da crescente taxa de
mortalidade e resisténcia aos farmacos anticancer sugerem a importancia da busca pelo
aperfeicoamento das terapias atuais e, principalmente, por novas abordagens terapéuticas
(INCA, 2014).

As principais modalidades de tratamento do céancer disponiveis atualmente s&o as
cirurgias, radioterapia, terapia hormonal, quimioterapia e o transplante de medula 6ssea
(INCA, 2009). Além destas, tem-se usado a terapia da fotorradiagdo com derivados
hematoporfirinicos (HTP) e a imunoterapia (Almeida et al., 2005). Normalmente s&o

associados mais de um tipo de tratamento, por meio da terapia combinada, dependendo do
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tipo histologico, o grau de diferenciacdo do tumor, a extensdo da doenca e a sensibilidade
terapéutica do paciente (INCA, 2009).

Em geral, o0 método de tratamento utilizado pela maioria dos pacientes com cancer
(60-70%) é a quimioterapia sisttémica difusa que utiliza agentes citostaticos e citotoxicos,
normalmente, 0 mecanismo de acdo destes agentes é baseado na interferéncia de algum
estagio da divisdo celular, isto é, desde a sintese das bases nitrogenadas até a sintese de
proteinas (Symonds et al.,, 2006). Entretanto, muitos quimioterapicos ndo agem
seletivamente, e possuem um baixo indice terapéutico que levam a efeitos colaterais
perigosos, incluindo a nauseas, mielotoxicidade e cardiotoxicidade (Regulska et al., 2012).
Além disso, a resisténcia as drogas contra o cancer € um dos problemas que mais interferem
na eficacia da quimioterapia frente as neoplasias, levando as células a desenvolverem
adaptacOes aos agentes quimioterapicos (Gonzalez-Sanchez et al., 2011).

Os agentes antitumorais mais empregados no tratamento do cancer sdo os chamados
agentes classicos, entre eles, destacamos 0s agentes intercantes de DNA, antimetabdlitos,
agentes tabulos-afins, inibidores das enzimas topoisomerases | e 1l, andlogos das purinas e
pirimidinas, agentes alquilantes, inibidores da RNA-polimerase, inibidores da sintese de
proteinas e agentes indutores de danos ao DNA (Almeida et al. 2005; Bicknel, 2005). Desde o
inicio da ultima década, além dos agentes classicos também estdo sendo utilizados no
tratamento do céncer os moduladores da autofagia e angiogénese representados pelos
anticorpos monoclonais e os inibidores da tirosina quinase (TK) (Bicknel, 2005; Ertmer et al.,
2007; Gonzalez-Malerva et al., 2012).

As terapias atuais apresentam eficacia limitada em algum momento do tratamento,
estdo associadas a muitos efeitos adversos e, principalmente, resisténcia desenvolvida pelas
células tumorais, por isso, emerge a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos
antitumorais mais eficazes, seletivos e seguros. Neste sentido, uma das estratégias adotadas
por nosso grupo de pesquisa foi a utilizagdo de moléculas bioativas resultantes da hibridizacao
molecular dos ndcleos tiazolidina/acridina e imidazolidina/acridina (Figura 8) (Pitta et al.,
2012; Lafayette et al., 2013).

3.7 Tiazolidinas e imidazolidinas
As tiazolidinas, também conhecidas como glitazonas, pertencem a uma classe de

moléculas que aumentam a sensibilidade a insulina e foram utilizadas no tratamento da

diabetes tipo 2 durante um longo periodo de tempo (Davis, 2006). Estas moléculas tém uma
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afinidade elevada para os receptores ativados por proliferador de peroxissoma gama (PPAR
v), um receptor nuclear envolvidos na regulacdo da fungéo do tecido adiposo, em diversos
aspectos, tal como homeostase da glicose, metabolismo dos acidos graxos, e armazenamento
em adipocitos (DeFronzo, 2005). Além do tecido adiposo, muitas linhagens celulares de
cancer em humanos exibiam niveis elevados de PPARy, que por sua vez podem modular a
proliferacédo celular e a apoptose (Han e Romano, 2007). Recentemente, a exposi¢do destas
células tumorais, especialmente, a troglitazona e ciglitazona, conduziu a inibicdo do
crescimento celular (Nesto et al., 2003).

As imidazolidinas e seus analogos sdo constituidas por um nucleo heterociclico
contendo &tomos de nitrogénio biologicamente ativos, apresentam Vvérias propriedades
bioldgicas, tais como anti-inflamatoria, analgésica, antimicrobiana, antiparasitaria,
hipoglicemiante e anticonvulsivo (Sharma e Khan, 2001; Caterina et al., 2008; Saczewski et
al., 2009; Neves et al., 2010; Gleave et al., 2010). Elas também tém sido consideradas como
importantes intermediarios para a concepcao e sintese de compostos medicinais inibidores da
ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (Patel et al., 2004). Além disso, agentes imidazolidinicos

demonstraram potencial antiviral e citostatico (Opaci¢ et al., 2005).

Figura 8. Nucleos da tiazolidina (A) e imidazolidina (B).
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Fonte: Autor, 2015.
3.8. As acridinas e seus derivados

As acridinas pertencem a uma classe de moléculas organicas derivadas do antraceno,
isoladas inicialmente do carvdo de alcatrdo, podendo também ser obtidas sinteticamente.
Apresentam em sua estrutura quimica trés anéis aromaticos fusionados, com um atomo de
nitrogénio no anel central (Ferguson e Denny, 1991; Pons, 2001)

O interesse na utilizacdo destas moléculas para fins terapéuticos vem desde o século XIX,

mas, foi somente em 1913 que derivados acridinicos como a proflavina e a acriflavina foram
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utilizados na prética clinica como antibacterianos (Demeunynck et al., 2001; Belmont et al.,
2007). No inicio da década de 1920 foram iniciadas as pesquisas sobre a atividade anticancer
dos agentes acridinicos e, em 1930, o agente acridinico mepacrina foi descoberto e utilizado
como a primeira droga sintética antimalarica com atividade comparavel a quinina (Figura 09)
(Denny, 2002; Belmont et al., 2007).

Figura 09 . Estrutura das moléculas da (a) acridina e seus derivados (b) mepacrina e (c)

proflavina.
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Fonte: Galdino-Pitta et al., 2013.

Ao longo dos anos varias propriedades biologicas foram atribuidas aos agentes
acridinicos como atividades antiviral (Lyakhov et al., 2000; Sasvari et al., 2009)
antibacteriana e antiprotozoaria (Eiter et al., 2009; anti-inflamatoéria (Sondhi et al., 2010);
antiparasitaria, no tratamento da maléaria (Gemma et al., 2006; Jones et al., 2009)
leishmaniose e doenca de Chagas (Bonse et al., 1999; Girault et al., 2000; Pons, 2001).
Ademais também podem atuam em doencas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer
(Cabeza-Alvarez et al., 1999; May et al., 2003; Csuk et al., 2009) e crdnicas como epilepsia
(Korth et al., 2001) e, sobretudo, atividade anticancer (Chen et al.; 2015; Janockova et al.,
2015). As propriedades anticancer das acridinas tém sido relacionadas a sua estrutura
aromatica planar que possibilita a interacio com o DNA celular, intercalando-se entre os
pares de bases da dupla hélice desta macromolécula (Ghosh et al., 2010). Esta importante
habilidade confere as acridinas a capacidade de interferir na atividade das enzimas
topoisomerases, telomerases e as proteinas quinases. Todas estas biomoléculas atuam de
forma direta ou indireta nos processos de divisdo celular, seja através da replicacdo do

material genético ou manutencéo e regulagdo do ciclo celular (Demeunynck, 2004).
3.8.1 Principais classes dos compostos acridinicos

Os compostos acridinicos podem ser classificados de acordo com a sua estrutura

quimica ou origem. Os grupos acridinicos mais citados na literatura sdo aqueles que possuem
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varios derivados e que sdo estudados por mais grupos de pesquisa, ou entdo, aqueles que
apresentam agentes de comprovada eficiéncia e que estdo sendo atualmente utilizados na
clinica (Galdino-Pitta et al., 2013).

A subclasse 9-aminoacridinas é representada por uma série que apresenta o grupo nitro
na posicdo 9 da molécula acridinica. Derivados deste grupo foram utilizados no inicio do
século XX no tratamento de infeccBes causadas por bactérias e protozoarios. A mepacrina,
por exemplo, utilizada como droga antimalarica é uma das representantes mais reconhecidas
deste grupo (Denny et al., 2002); No entanto, a molécula derivada da 9-aminoacridinas de
maior destaque €, sem ddvida, o agente anticancer amsacrina [N-4-(9-acridinilamino-
methoxyphenyl]-metanosulfonamida; (m-AMSA) (Figura 10). Esta molécula foi desenvolvida
no inicio da década de 1970 na Nova Zelandia e comercializada pela primeira vez em 1976
para atuar no tratamento da leucemia mieloide aguda (LMA) e linfomas malignos, sendo
pouco eficaz no tratamento de tumores sélidos (Denny et al., 2002; Ketron et al., 2012).
Desde entdo varios analogos a amsacrina foram sintetizados, como a asulacrina (ASL) que
demonstrou atividade citostatica em alguns tumores sélidos e a e a (9-acridinilamino)-5-
hidroximetil-anilina (AHMA) que exibiu efeito citotoxico em células de leucemia humana
(HL-60) (Denny, 2002; Chang et al., 2003).

Figura 10. Estrutura quimica da amsacrina (m-Amsa).
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Fonte: Belmont et al., 2007.

Os detalhes do mecanismo de acdo da amsacrina e de seus derivados nas células
neoplasicas sdo muito parecidos e ainda ndo foram completamente elucidados, porém, sabe-se
que seu anel aromatico anilino se intercala via interagdes n-m com 0S pares de bases do DNA

na altura do sulco menor, o que pode provocar danos ao complexo clivavel formado entre o
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DNA e a enzima topoisomerase 11, resultando na quebra irreversivel de filamentos do DNA e
conducdo a apoptose (Denny, 2002).

Entretanto, mesmo sendo um dos agentes acridinicos mais utilizados na clinica, a
amsacrina também demonstrou-se potencialmente mutagénica e genotoxica para células
normais. Entre os efeitos mais comuns estdo as alteragOes estruturais do genoma como
delecdes e translocacdes (Denny, 2002), adicionalmente, estudos com animais relataram o
desenvolvimento de resisténcia a droga e 0 aumento da incidéncia de tumores solidos apds o
tratamento com amsacrina (Denny, 2002).

Compostos derivados da acridina-4-carboxamidas constituem outro importante grupo
de compostos utilizados na clinica, como o N-[2-(dimetilamino)etil]acridina-4-carboxamida
(DACA), composto intercalante de DNA utilizado no tratamento dos tumores soélidos e
leucemias (Figura 11). Esta classe de acridinas tem a capacidade de atuar na inibicdo das

enzimas topoisomerases | e Il. (Bridewell et al., 2001; Denny, 2002; Belmont et al., 2007).

Figura 11. Estrutura quimica do derivado acridinico DACA.

Fonte: Belmont et al., 2007.

As subclasses das piridoacridinas, dibenzofenantrolinas e as acridinas-trissubstituidas
representam as moléculas que atuam na estabilizacdo da estrutura telomérica quadruplex - G4
e assim inibem a atividade da enzima telomerase. Esta enzima € superexpressa em quase
todos os tipos de cancer humano (Belmont et al, 2007). A acridina 3,6,9 trissubstituida
conhecida como BRACO-19 é uma potente e seletiva inibidora da telomerase (Figura 12)
(Burger et al., 2005).
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Figura 12. Estrutura quimica do derivado acridinico inibidor de telomerase BRACO-19.

N

Fonte: Belmont et al., 2007.

As poliacridinas sdo moléculas planejadas a partir da unido de mondémeros acridinicos.
Estruturas dimeras (Figura 13) podem aumentar o potencial anticancer, desde que seja
respeitada a distancia ideal entre as moléculas (Qin et al., 2006). Contudo, este aumento da
capacidade intercalante ndo foi observado em moléculas trimeras ou tri-intercalantes (Wang et
al., 2005). Dimeros de acridina foram sintetizados utilizando cadeias aminoalquiladas de
espermidina na ligacdo entre os nucleos aromaticos e apresentaram propriedade citotdxica in

vitro e in vivo (Wang et al., 2007).

Figura 13. Estrutura acridinica dimérica.
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Fonte: Galdino-Pitta et al., 2013.
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Os compostos naturais derivados da acridina também representam uma potencial fonte
em pesquisas terapéuticas. A acronicina é um alcaloide citotdxico extraido da Achronychia
baueri que revelou-se altamente toxico para linhagens tumorais em estudos in vitro (Guilbaud

et al., 2002). Muitos derivados da acronicina foram sintetizados, entre eles, 0 S23906-1 que
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demonstrou promissora atividade em xenoenxertos de adenocarcinoma de célon (David-
Cordonnier et al., 2002).

Alcaldides derivados da acridona isolados de Swinglea glutinosa apresentaram
atividade antiparasitaria contra Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina (Braga et al.,
2007). Muitos compostos como, por exemplo, briostatina, dolastina, criptoficina, apladina e
ecteinascidina foram isolados de organismos marinhos e apresentam na sua estrutura a
piridoacridina (Rinehart et al., 1990). Outros compostos que também compartilham da
estrutura piridoacridina, a ascididemina (ASC) e a meridina, isolado de algumas espécies de
tunicados exibiram atividade antitumoral e inibicdo da enzima telomerase in vitro (Guittat et
al., 2005). Arnoaminas A e B (Figura 14) isoladas de Cystodytes sp sd@o 0s primeiros
membros de um grupo alcaloide que contém um anel pirrol fundido ao grupo pentaciclico
piridoacrina, estes compostos apresentaram atividade potencial frente as linhagens de cancer

de mama, pulmé&o e prostata (Imperatore et al., 2014).

Figura 14. Estrutura quimica da Arnoamina A (R=H) e Arnoamina B (R=Me).

Fonte: Imperatore et al., 2014.
3.8.2 Derivados acridinicos com atividade anticancer (2010-2015)

Sondhi e colaboradores (2010) sintetizaram 22 novos derivados a partir da
condensacdo da acridina-9-cloro-(2,4-R) e acridina-9-isotiocinato (2,4-R-) com diferentes
aminas, em seguida, avaliaram a sua atividade anti-inflamatdria e anticancer. Destes, trés
compostos apresentaram boa atividade anticancer contra sete linhagens neoplésicas como,
MCF-7 (tecido mamario), HEP-G2 (figado), Colo-205, 502713, HCT-15 (co6lon), A-549
(pulméo) e IMR-32 (neuroblastoma).
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A molécula hibrida acridina-platina demonstrou atividade inibitoria significativa,
quando comparada a cisplatina, da sintese de DNA em células ndo pequenas
quimiorresistentes de cancer de pulmédo (NSCLC) conduzindo a um arrasto na fase S do ciclo
celular (Smyre, et al., 2011).

Em 2012, Barros e colaboradores sintetizaram e avaliaram a atividade citotdxica de
cinco novos agentes tiazacridinicos em linhagens neoplasicas e células normais. As
tiazacridinas apresentaram atividade citotoxica contra linhagens celulares de carcinoma de
colon e glioblastoma.

Pitta e colaboradores (2012) também sintetizaram e avaliaram a atividade anti-
proliferativa in vitro de oito novos agentes tiazacridinicos. Os compostos foram testados em
células neoplésicas de diferentes tecidos e apresentaram efeitos citostatico e citotoxico.

Wang e colaboradores (2013) divulgaram seus resultados com uma série de derivados
da 9-anilinoacridinas, por eles sintetizados, com capacidade de inibir a atividade da enzima
topoisomerase Il e P-glicoproteina (P-gp) em uma linhagem de leucemia multi-droga
resistente. A P-gp é uma das principais proteinas bombeadoras, dependentes de energia,
responsavel pela reducdo da concentracdo intracelular das drogas citotoxica (Sivapackiam et
al., 2010).

Uma nova classe de compostos tiazacridinicos e imidazacridinicos foi avaliada quanto
ao seu potencial inibidor da enzima topoisomerase | humana. A inibicdo da atividade desta
enzima pode comprometer a sintese e replicacdo do DNA e, consequentemente, a divisao
celular. Os compostos apresentaram moderada inibicdo da atividade da topoisomerase |
humana sobre o plasmideo super-helicoidizado PUC-19 (Lafayette et al., 2013).

Em 2014, Olszewska e colaboradores reportaram a sintese, a atividade citotdxica,
inducdo de morte celular por apoptose e arrasto do ciclo celular na fase G1 de 16 novos
compostos ciclopentaquinolinicos, uma classe derivada de moléculas acridinicas, em células
neoplasicas ndo pequenas de pulmdo (A549). O cancer de pulméo de ndo pequenas células
corresponde a 80-85 % de todos 0s casos deste tipo de cancer, também € o tipo que mais mata
em todo o mundo.

Almeida e colaboradores (2015) avaliaram a atividade antiproliferativa de derivados
acridino-tiossemicarbazona em linhagens neoplésicas de células do tecido nervoso, medula
0ssea, mama, rins, pulmao, ovario, prostata e colon. Neste estudo foi revelado que a natureza
do substituinte no anel fenil influenciou significativamente a atividade antiproliferativa, onde
0 derivado (Z)-2-(acridina-9-ilmetileno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida inibiu o crescimento

de todas as linhagens de maneira dose-dependente.
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O novo derivado acridino-benzimidazol apresentou atividade citotoxica nas linhagens
de cancer de colon SW480 e HCT-116. Além disso, foi revelado que na linhagem HCT-116 o
novo agente induziu a morte celular por apoptose atraves da via ROS-JNK de sinalizacdo que
amplificou os sinais apoptoticos das vias intrinseca e, em seguida, a extrinseca (Chen, et al.
2015).

Ainda em 2015, Janockova e colaboradores reportaram que novos derivados
acridinicos apresentaram boa atividade citostatica e inibitdria das enzimas topoisomerase | e

I quando testados em uma linhagem de leucemia humana (HL-60).
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4.1 Obtencdo dos derivados tiazacridinicos e imidazacridinicos

Os derivados tiazacridinicos e imidazacridinicos foram sintetizados no Laboratorio de
Planejamento e Sintese de Farmacos do Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE) (Tabela 02).

Tabela 02. Novos agentes tiazacridinicos e imidazacridinicos potencialmente anticancer.

3-Acridin-9-ilmetil- o \ /

5-(5-bromo-1H- N
LPSFIAAZSindol-a-ilmetileno).  C21oBM:O23 H \ﬁ\o O
tiazolidina-2,4-diona =
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3-(acridin-9-ilmetil)-

5-(4-(piperidin-1-il)- .
benzilideno)- CaoHasN3O,S

tiazolidina-2,4-diona

LPSF/AA36
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3-(acridin-9-ilmetil)-
5-(4-(piridin-2-il)-
benzilideno)-
tiazolidina-2,4-diona

LPSF/AA-40 CaoH1sN30,S

3-(acridin-9-ilmetil)-
5-((2-fenil-2H-1,2,3- H >§O
LPSF/AA-48 triazol-4-il)- CusH17N50,S =
metileno)-
tiazolidina-2,4-diona




55

5-Acridin-9-

LPSF/ACO5 ilmetilideno-2-

ona

tioxoimidazolidin-4-  CtHuNsOS

o
NH
-
~Z N
H
X
=
N

4.2 Linhagens de células neoplasicas

O estudo da atividade antitumoral foi realizado com linhagens neoplasicas humanas

adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), com excecao da linhagem NG97,

gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Roger Chammas (Universidade de Séo Paulo) (Tabela 03).

Tabela 03. Linhagens de células neopléasicas e ndo tumoral de mama.

Linhagem Caracteristicas
CCRF-CEM Leucemia linfoblastica aguda
JURKAT Leucemia aguda de células T
HEP-G2 Carcinoma hepatocelular
HL-60 Leucemia Promielocitica humana
K-562 Leucemia mielogénica cronica
MCF-7 Adenocarcinoma mamario
MCF-10A Normal mama
MDA-MB-231 Adenocarcinoma mamario resistente
NG-97 Astrocitoma humano tumorigénico
RAJI Linfoma de Burkitt
TOLEDO Linfoma de células B ndo Hodgkin
T47-D Adenocarcinoma mamario

4.3 Cultura e manutencéo das linhagens celulares

As linhagens celulares foram mantidas em garrafas de poliestireno em estufa umida a

temperatura de 37 °C e atmosfera de 5% de CO,, sendo acompanhadas diariamente com o

auxilio de um microscopio invertido. A troca do meio foi realizada sempre que havia

necessidade de renovacéo de nutrientes. As linhagens em suspensdo CCRF-CEM, Jurkat, HL-
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60, K-562, Raji, Toledo e as aderidas Hep-G2, MCF-7, NG-97 e T47-D foram cultivadas em
meio RPMI-1640 suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 10 mM de HEPES e 1% de
penicilina/estreptomicina. A linhagem MCF-10A foi cultivada em meio DMEN/F12
suplementado com 5 % de soro equino, 20 ng/ml de fator de crescimento epidermal (EGF),
0,5 pg/ml de hidrocortisona, 10 pg/ml de insulina, 100 ng/ml de toxina colérica e 1% de
penicilina/estreptomicina. A linhagem MDA-MB-231 foi cultivada em meio Leybovitz (L-15)
suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 10 mM de HEPES e 1% de
penicilina/estreptomicina na auséncia de CO, Durante a manutencdo das células aderidas foi

utilizado tripsina (0,25 %) e EDTA (1 mM) para expanséo das linhagens.

4.4 Obtencdo, isolamento e manutencdo das células mononucleadas do sangue periférico
(PBMCs) em cultura

Para este estudo foi necessario coletar amostras do sangue periférico de (n=20)
voluntarios sadios. Foi coletado 10-15 ml de sangue em tubo contendo o anticoagulante
heparina, as coletas foram feitas por profissionais competentes e devidamente treinados para
reduzir os riscos para o paciente. Nenhuma coleta foi realizada sem a autorizacdo prévia dos
voluntarios. Para isso, apresentamos aos pacientes o objetivo do estudo e o interesse da sua
participacdo. Em razdo da necessidade de coleta de sangue periférico, o Projeto foi submetido
ao COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - Centro de Ciéncias da
Saude - Universidade Federal de Pernambuco e aprovado sob o parecer n°® 11006 em
26.04.2012.

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a partir do
método de densidade por centrifugacdo com Ficoll PaqueTM Plus (GE Healthcare
BioSciences). Antes de serem utilizadas, as células foram mantidas em meio RPMI 1640
(Gibco) suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 10 mM de HEPES e 1% de
penicilina/estreptomicina em estufa imida a temperatura de 37 °C e atmosfera de 5% de CO,
(Okumura et al., 2010; Roland et al., 2013).

4.5 Ensaio de citotoxicidade in vitro em células neoplasicas e ndo tumorais.

O teste de citotoxicidade in vitro foi realizado nas células neoplasicas e normais com
diferentes concentracdes dos derivados tiazacridinicos e imidazacridinicos. A citotoxicidade
celular foi quantificada pelo método colorimétrico 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT). Este consiste em um método sensivel que possui a capacidade
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de analisar a viabilidade e o estado metab6lico da célula. E uma analise baseada na converséo
do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de
formazan, a partir de enzimas desidrogenases mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas (Sylvester, 2011).

As células foram distribuidas em placas de 96 pogos onde cada pocgo recebeu a
quantidade de 1 x 10* de células. Ap6s 24h diferentes concentracées dos novos derivados (1,
10, 25, 50 e 100 uM) foram adicionadas e as placas incubadas em estufa imida a 37°C e 5%
de CO, por 48 h e 72h para as células normais e neoplésicas, respectivamente. Passado o
periodo de incubagdo foram adicionados 20 uL da solugdo de MTT (3-(4,5-dimetilazol-2-il)-
2,5-difenil brometo de tetrazolina) na concentracdo de 5 mg/mL diluida em PBS, as placas
foram entdo protegidas da luz e incubadas mais uma vez em estufa Umida a 37°C e 5% de
CO; por um periodo de 3h. A reacdo foi entdo interrompida pela adigdo de 130 pL de SDS
20% e a densidade déptica medida apds 24 horas no comprimento de onda de 560 nm. A
leitura foi realizada em um leitor de microplacas (EL808 - Biotek®) (Régo et al., 2014). A
determinacdo do potencial citotéxico dos compostos testados foi calculada em relacdo ao
controle tratado com o veiculo DMSO a 0,01%. Para determinacdo da concentracdo de
composto necessaria para 50% de inibicdo in vitro (ICsp) foram realizados trés ensaios
independentes de redu¢do do MTT. O ICs, de cada ensaio foi calculado com o auxilio do
programa OriginPro 8 (Originlab Corporation®, Northampton, MA, EUA).

4.6 Avaliacdo do potencial de inducdo de morte por apoptose

As linhagens teste foram distribuidas em placas de 6 pocos huma densidade de 0,5 x
10° células por pogo e incubadas a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO, por 24 horas. Em
seguida as células foram tratadas com LPSF/AA-29 (Raji, Jurkat, NG-97 e T47-D),
LPSF/AA-36 (Hep-G2) e amsacrina (todas as linhagens) nas concentragfes previamente
determinadas pelo 1Cso e incubadas por 48 horas nas mesmas condigdes acima. Células nédo
tratadas foram utilizadas como controle. Apds o tratamento com 0s novos compostos, a
andlise do potencial de indugdo de morte celular por apoptose foi realizada utilizando o kit
Apo-BrdU (eBiosciences, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. Em resumo, nesta
etapa as células foram marcadas com bromodesoxiuridina trifosfato (Br-dUTP) e incubadas
por 1 hora a 37 °C, seguida pela adi¢do do anticorpo monoclonal de detec¢do FITC-anti Br-
dU, iodeto de propideo e RNAase A. A porcentagem de células conjugadas com o anticorpo

foi analisada através de citometria de fluxo utilizando o citdbmetro de fluxo Accuri C6
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(Becton, Dickinson and Company, USA), sendo os dados obtidos analisados pelo programa
C6 software (Becton, Dickinson and Company, USA).

4.7 Efeito dos novos agentes acridinicos sobre o ciclo celular

As células foram distribuidas em placas de 6 pocos numa concentracéo de 0,5 x 10°
células por poco e tratadas de forma semelhante ao item 4.6 e ap6s 48 horas as células foram
suspensas e lavadas em PBS e fixadas em alcool 70 % a 4-6 °C , em seguida, as células foram
incubadas por 24 horas a - 20 °C. Em uma segunda etapa, as células foram marcadas com
iodeto de propideo (5 mg/mL) / RNase A (0,25 mg/mL) em PBS por 30 minutos sobre o gelo
(Solhaug et al., 2013). O conteudo de DNA celular foi quantificado através de citometria de
fluxo utilizando o citdmetro de fluxo Accuri C6, onde a porcentagem de DNA em cada fase

do ciclo foi obtida pelo programa C6 software (Becton, Dickinson and Company, USA).

4.8 Ensaio de inibi¢do da atividade da enzima topoisomerase |1

A avaliagdo da atividade de inibicdo da enzima topoisomerase Il em LPSF/ ACO5 foi
realizada utilizando o kit Topoisomerase Il Drug Screening (plasmid based) (TopoGEN,
EUA). O DNA (pHOT1 plasmideo) super-enovelado foi incubado com a topoisomerase Il
humana (5 unidades) na presenca ou auséncia de LPSF/AC05 (50 e 100 uM). O solvente
DMSO (0,2%) foi utilizado como controle do veiculo e etoposideo (50 uM) como controle
positivo. A eletroforese em gel de agarose (1%) foi realizada com o tampao acetato de Tris-
EDTA (TAE), com voltagem de 2V/cm por um periodo de 50 minutos. Apés a corrida, o gel
foi corado com 0,5 pg/mL de brometo de etidio durante 15 minutos e fotografado sob a luz
ultravioleta (UV). A analise quantitativa das bandas do gel foi realizada utilizando o programa
ImageJ (Versdo 1.49) (NIH, USA).

4.9 Avaliagdo da inibicdo de migracao celular utilizando a linhagem de cancer de mama

MCF-7.

As células foram distribuidas em placas de seis pocos numa densidade de 5 x 10* por
poco e incubadas a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO, por 24 horas. Apés atingir a

confluéncia necesséria, 0 meio de crescimento foi aspirado e duas lavagens com PBS 1X
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foram realizadas, em seguida, com o auxilio de uma régua metélica foram feitos duas linhas
de marcacéo (estrias) perpendiculares utilizando uma pipeta P1000. Apds o procedimento de
marcacdo das estrias as células foram tratadas com meio completo (controle), DMSO 0,1 % e
LPSF/AC-05 nas concentracbes previamente determinadas pelo ICsy, fotografadas no
microscopio invertido (t = 0) e incubadas por 48 horas (t = 48) nas mesmas condic¢Bes acima.
Os dados do ensaio de migracdo foram obtidos a partir da analise das imagens através do
programa ImageJ (Versao 1.49) (NIH, USA).

4.10 Analise estatistica dos resultados

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata e em trés experimentos
independentes. Os valores de 1Csy foram obtidos a partir da média dos resultados de
viabilidade celular através do programa OriginPro (Versdo:8.0, OriginLab, USA). A
significancia estatistica foi obtida aplicando-se o Teste T de Student através do programa
GraphPad Prism (Versao 5.0, GraphPad software, USA), em relacdo ao controle positivo ou

ndo tratado. O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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Abstract

A series of new thiazacridine agents were synthesized and evaluated as antitumor agents, in terms of not only
their cyrotoxicity but also their selectivity. The ototoxicity assay confirmed that all compounds showed
cytotoxic activity and selectivity. The new compound, 3-acridin-9-ylmethyl-5-(53-bromao- |H-indol-3-
yimethylene }-thiazolidine-2 4-dione (LPSF/AATY — Ta), proved to be the most promising compound as it
presents lower half-maximal inhibiwry concentration (1Cx,) values (ranging from 0.25 to 68.03 pM) depend-
ing on cell lineage. In Hep(l cells, the lowest I, value was exhibited by 3-acridin-2-ymethyl-3-(4-piper-
idin-1-yl-benzylidene)-thiazolidine-Z 4-dione (LP3F/AAZE — Th: 4695 uM) Mone of the synthesized
compounds showed cymroxic activity against normal cells (ICgy = 100 pM). The mechanism of death
inducton and cell cycle effects was also evaluared. Flow cytometric analysis revealed that the compounds
LPSFIAAZS — Taand LPSFIAAZS — Th significantly increased the percentage of apoprotic cells and induced
G2M arrest in the cell cycle progression. Therefore, these new thiazacridine derivatives constitute promis-
ing an titumor agents whose cytotoxicity and selectivity propertes indicate they have potential o contribute
to or serve as a basis for the development of new cancer drugs in the future.
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Acridine, andcancer acrivity, cell cyde, dearh induction mechanisms, thizzdidine

Amsacring has a cytotoede potential that 15 loghly
cffective in the treatment of acute leukemia and lym-
phomas; however, it & les effective on solid tumars, '
Umn the other hand, thiazolidinediones (TZDs=), also
kmram as ghitazomes, belong to a class of molecules
that increase inalin sensitivity and wene used in the
treatment of type 11 diabetes mellitus for a long time, "
These molecules have high affinity for the peroxisome

Introduction

Acridines and their structuml| malogues constitute a
class of important molecules for the development of
promising chemotherapeutic ag:ms.:' The plamar
structure of their aromatic nings provides them with
the ability to intercalate with the hase pars of oMAt
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H and Exfran al Taxicolagy

proliferator-activated receptor v (PPARY), a muclear
meceptor with a well-estabhished role in lipid homeos-
tasis."™"® A dditionally, studies have shown that PEARy
15 expressed momany cancer lineages modulating cell
proliferation and apoptosis, ™

The TZD compounds, PPARy agomsts, constitute
emergent antitumor agents against multiple can-
cers, ™! but some studics have also indicated anti-
proliferative activity of TZDs in cancer cell lines
independent of PRARy agonism, ™ In summary, the
key mechanisms imvolved m amticancer activity fol-
lowing TZD treatment are inhibition of cell growth,
induction of cell death by apoptosis, and inhibition of
cell invasion, ™+

Therefore, the strategy of our group was to develop
new altematives for the treatment of cancer using the
mlecular hybridization techmigue to unite the maclei
of acridine and TZD molecules to obtain a new class
of compounds, the thiazactidines. Here, we describe
thie synthesis of eight mew thiazacridines and results of
in vitro cytotoxicity evaluation against different can-
cer cell lineages, including their selective potential
and effects on the cell eycle and the induction of
programmed death in hmnor Imes.

Materials and methods

Chemiaal

The synthess of all inermediates was performed in
pamallel to obtain the thiazolidine-2, 4-dione nucleus
(2) and esters of Cope (6Ga—g), which allowed for the
synthesis of the new thiazacridine derivatives (Ta-g).®
All melting points (mp) were determined using a
Cuimis-340 27 apparatus ((uimis, Brazl), Infrared
spectroscopy (IR) was performed on an IRPrestige-21
spectromeeter ( Shimadew, Japan). Proton muclear mag-
netic rmmc{]H MMR) spectra were recorded at
27°C on a Vanan Plus 300 MHz instrument (Varian,
Palo Alto, CA, USA) with tetamethy Isilane (TRS) as
an internal standard and dimethyl sulfoxide (DMSO)-
d as asolvent. Chemical shifts (& ppm) were deter-
mingd wsing TMS as the imternal standard and the
coupling constants [Jf) are given 1 Hertz. Reaction
progress was determined by thin layer chromato-
graphy om 0.25-mm silica gel plates (Merck,
Cermany). Mass spectra were obtained using hgud
chromatography/mass spectrometry with a HCT
Ultra from Bruker Daltonics (Billenica, MA, USA])
and were performed by electrospray lonization in
positive or negative mode. The hase peak of the
M5 spectrum was set to 104 (in percentage), and

the height of the other peaks was measured relative
to the hase peak. All reagents used in the present
work were of analytical grade.

Experimental 3-Acridin-9-ylmethyl-5-( 5-bromo- 1LH-
indol-3-y lmethylene j-thiazolidine-2,4-dione { LPSE/
AATD — Ta)

“reHBrNa0:5. mp: 298°C. Yield: 53.25%. OCD
(n-hexanciethyl acetate, 7:3) 8,04 IR (potassium
bromide (KBr), cm']]: 12 (RzN-H), 1732 (C=0),
1681 (C=0), 1595 (C=0C), 1369 (C-N), 750 (C-H),
Ti1(C=C), 599 (C—Br). 'H MM B (400 MHz, DMSO0-
dgl & 5.93 (s, 2H, N-CH,), 735 (d, 1H, / = §4 Hz,
Ar-H, i pos), T44(d, I1H, J =88 He, Ar-H, h pos),
THE(L, 2H J= 156 He, j = B0 Hz, c pos), 7.8(z, 1H,
=CH), TE6(t, 2H, J =15 2 Hz, j = 84 Hz, d pos),
2.18(m, 4H, a, g, j pos), .50 (d, 2H, ./ = EEHz, Acr-
H, bpos). MSmiz [T]: SI4[(M+ 137, 43.4], 516 [(M
+ 37, 47.1], 251 [100]. HRMS (ESI): calculated for
CasHysBrM0,5 [M-H]™ 513.0147. Found
5120026,

3-Acridin-%-y Imethyl -5-{3,4-bis-benzyloxy-ben-
zylidene)-thizzolidine-2 4-dione (LPSF/AA3S — Th)

CagHaeNa(WS, mp: 232°C. Yield: 54.44% COCD
(r-hexane:cthyl acetate, 7:3) B0 38 IR (KBr, m:']]:
1737 C=0), 1667 (C=0), 1585 (C=C), 1381 (C-N}),
1265 (C-0), 751 (C-H), 697 (C=C). 'H NME
(400 MHz, DMS0-dg): 5.17 (s, IH, OCH;), 5.21
(=, 2H, O-CH;), 591 (g, ZH, N-CH;), 7.15-7.22
(m, 3H, Ar-H), 7.27-7.45 (m, 10H, Ar-H), 7.67
(t, 2H, J =12 Hz,j = &, ¢ pms), 7.84 (s, | H, =CH)},
TE6(d, IH,.J =72 Hz, AcrH, d pos), E.18 (d, 1H,
J=879He, Aa-H, apos), 844 (d, 1H, J = 4 Hz,
Acr-H, b pozs). HEMS (ESI): calculated for
CaeHMALS [M + H]T 60E. 1770, Found &09.1 £36.

3-Acnidin-2-y Imethyl-5-( 4-piperidin-1-yl-benzy li-
deng)-thiazolidine-2 4-dione (LPSF/AA L — Te)

“raH2e MRS, mp: 232-233°C. Yield: 39.93%.
CCD (m-hexanewethyl acetate, T:3) &, 0.33. IR
EK.EI;I. cm']]: 1677 (C=0, 1576 (C=C), 1377 (C-N).

HNMR 400 MHz (& ppm, DMSO-ds) 1.57 (s, 6 H,—CH,
1, k pos), 3.36-3.37 (m, 4H, N-CH;z, 1 pos), 391 (5, 2H,
M-CH;, ¢ pos), 699 (d, 2H, J = 9.2 Hz, h pos), 7.39
(d, 2H, J =92 Hz, g pos), 7.63 (t, 2H, 7 = 144 Hz,

=68 Hz, Aa-H, c pos), 7.79 (s, 1H, =CH, fpos), 7.85

(t 2H,J =14 Hz, j = 6.8 He, Acr-H, d pos), B.18(d, 2H,
J=E8.8Hz, Acr-H, apos), 847 (d, 2H, = 8.8 Hz, Acr-H,
b pos). HREMS (ESI): calculated for CogHye My 055
[M4-H]™ 4791667, Found 4801710,

3-Acridim -4 -y lmethey -5 4 4-morpholin-4-yl-benzy -
lidene)-thiazolidine-I 4-dione (LPSF/AA-39 — Td)
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CpeHpaM 055, mp: 243°C. Yield: 41.83%. OCD
{r-hexaneethyl acetate, 7:3) 8,043, IR (KBt cm™ ]J:
1731 (C=0), 1678 (C=0), 1585{C=C), 1373 (C-N),
1122 (C-0), 753 (C-H). "H NMER 400 MHz (£ ppm,
DMS0-d:) 3,26 §t, 4H, J = 10 Hz, j = 4.8 Hz, mor-
pholin, 1 pos), 3.70 {t, 4H, J = 9.6 Hz, j = 4.8 Hz,
momhalin, j pos), 590 (s, ZH, N-H,, ¢ pos), 701
{d,2H,.f =92 Hz Ar-H, hpos), 742 (d, 2H, J=92
Hz ArH, gpos), T67(t, 2H, J=15.6Hz, j =8 § Hz,
Aar-H, ¢ pos), 7.81 iz, 14, C=CH, { pos), 7.85 (t, IH,
J=152 Hz, j = 8.8 He, Acr-H, d pos), 8.18 (d, ZH,
J = 88 Hz, Acr-H, a pos), 847 (d, 2H, J = £ Hz,
Acr-H, b pos). HEMS (ESI): calculated for
CopeHpa My 00,5 [M 4+ H]™ 4811460, Found 4821512

FAcndin-2-ylmethyl-5-(4-pyridin-2-y l-benzyli-
dene j-thiazolidine-2 4-dione (LPSF/A A4 — Te)

CrHisMa(0:5, mp: 260°C, Yicld: 55.63%. CCD
(r-hexaneethyl acetate, 7:3) & 0.26. IR (KBr, cm™ "
1743 (C=0), 1685 (C=(, 1397 (C=C), 1373 (C-N]),
732 (C-Hj. "H NMR 400 MHz (& ppm, DMS0-d;)
3.92 (s, ZH, N-CH;, ¢ pos), 6.14 (s, 2H, (-CHj;, ben-
zodioxole, | pos), 6.92-7.05 (m, 3H, Ar-H), 7.69
{t, 2H, J = 15.2 Hz, j = 80 Hz, Acr-H, ¢ pos), 7.78
(s, IH, C=CH, fpos), 836 (t, 2H, /=152 Hz, j =80
Hz, Ao-H, d pos), 8.18 (d, 2H,J = 8.8 Hz, Acr-H,a
pos), 844 (d, 2H, J =92 Hz, Acr-H, b pos). HEMS
{(ESI): caleulated for CpqH oMNa0,5 [M + H]T
4731198, Found 474 0589,

J-Acridin-%-ylmethyl-5-benzo| 1,3 Jdioxol-5-
yimethylenc-thiazolidine-2 4-dione (LPSF/AA4] -T71)

CaeH M5, mp: 252-253°C, Yield: 70.29%.
CCD (n-hexancethyl acctate, 7:3) Ry 0.46. IR
{KBr, un"] 1737 (C=0), VeEY (C=0), 1614 (C=C],
1381 (C-N), 1244 (C-00, 1062 (C=0), 750 (C-H),
719 (C=C) "H NMR 400 MHz (6 ppm, DMSO-d;)
594 =, 2H, N-CH;), 739 (m, 1H, J = 12 Hz, Ar-H,
k pos), 7.6 it, 4H, J = 12 Hz, ArH, ¢, g pos), 788
{m, 3H, J =36 Hz, Ar-H, d,j pas), 7.99 (s, 1H, =CH],
844 (d, 1H, & Hz, Ar-H, 1 pos), 8.19 (d, 1H, & Hz,
Ar-H, a pos), B.23 (d, 1H, E Hz, Ar-H, h pos), 847 (d,
2H,J =8 Hz, Ar-H, bpos), 8.69(d, 2H,J =8 Hz, Ar-H,
1 pos). HRMS (ESI): calculated for ©peHygNa0L,5
[M + H]™* 4400831, Found 441 0281,

JF-Acridin-%-y lmethyl-5-( I-pheny -1 H-pyrazol-4-
ylmethylene)-thiszolidine -2, 4-dione | LPSF/AA-4E - Tg)

CorH My 0L5, mp: 239-240°C, Yield: 69.05%.
CCD (rhexane:ethyl acetate, 7:3) By 0.5, IR (KBr,
cm']] 1732 (C=0), 1678 (C=0), 1612 (C=C),
1373 (C-N), 1328 (C—N aromatic), 752 (C-H), 686
(C=C). Hz {f ppm, DMS0-d;) 592 (5, 2H, —-CH.),
T8I IH, S =16 Hz, j = 7.6 He, Ar-H, k pos), 753

{t, 2N, J= 16 Hz,j = & Hz, Ar-H, j pos), 76 it, 2H,
J =16 He, j =72 Hz, Ar-H, i pos), 7.84-7.89 (m, SH,
Ar-H, =CH, cdf pos), 509 (s, 1H, HC=N), £.1(d, 2H,
J = 84 Hz, Acr-H, a pos), 846 (d, 2H, J = &8
Hz, Acr-H, b pos), 8.82 (s, 1H, =CH). HRMS (ESI):
caleulated for Oy HiaNy0,5 [M + HJT 462.1150.
Found 463 0365,

Biological

Call cwttwre conditions. The cytotoxicity of the com-
poumds was tested agaimst five human tmaor cell
limes: MNGYT (glioblastoma), Hep(a2 (human hepato-
carcinoma), T470 (human ductal carcinomal), Baji
(Burkitt’s lymphoma), and Jurkat (T-cell leukemia).
All ezl lineages were obtained from the Rio de
Janeiro Tissue Cell Bank exeept for the NGYT cells
that were kindly provide by Professor Roger Cham-
mas | University of Sdo Paulo). Cells were cultured in
RPMI-1 640 medum, supplemented with 10% fietal
calf senm, 2 mM ghatamineg, 100 mg/mL streptomy-
cin, and 100 U/mL penicillin at 37°C in a humidified

Cytotoscity assay. The new derivatives were dissolved
in DMS0 and then diluted in culture medium to
obtain final concentrations mnging from 1 pM to
100 pM. For all experiments, the cells wene plated
m‘iﬁ-wcllplam{lﬂ'*c:llﬂ‘w:ll]. After 24 h, the com-
pounds were added to cach well and incubated for
72 h. Amzacrine {Sigma-Aldrich Co., 5t. Louis,
MO, USA) was used as a positive control, ahsence
of compmmnd as a negative, and DMS0 (.17 as a
vehicle control.

Meoplastic viability was quantitated and assayed
using the 3-{4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
IH+etmzolium bromide (MTT; Sigma-Aldnch Co.,
St. Louis, MO, USA) method. After all treatments,
20 pL of MTT solution (0.5 mg/mL) was added to each
well and incubated for 3 h at 37°C. Formazan, the
product of MTT reduction, was dissolved in 207
sodium dodecyl sulfate, and absorbance was measured
using a multiplate reader (ELX 80, Biotek, Winooski,
VT, USA). The compound effect was quantified as a
percentage of the control absorbance of the reduced
dye in the 0.1% DMSO-treated group at 570 nm. Then
it was calculated half-maximal inhibitory concentra-
tion {1Csg) from fhe percentage of viable cells.

cells. Briefly, heparinized blood was diluted in an
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Rgure . Synthess disgram of the thixzseridine Tb—g compounds (I} Sodium hydroxide and ethanol, 80FC (Il toluene

and morphaline, |10FC; (i) ethanal and manpholine, 80°C.

equal volume of phosphate-buffered saline (PBS).
Blood samples came from healthy, nonsmoking
volunteers, who had not taken any drugs for at least
15 days prior to sample collection (r = 15). Penpheral
hlood monomeclear cells { FBMCs) were isolated by a
standard method of density-gradient centrifugation
over Ficoll Pague Plus (1.077 g/mL; GE, Sweden)
and then cell counting was performed uzing 0.4%
(w/v] trypan blue (Sigma-Aldrich Co., 5. Lous,
MO, USA ) exclusion. ™™ Cells were only used when
viability was =98%. All donors signed an inform ed
comsent form for the study, which was approved by
the Human Rescarch Ethics Committee of the UFPE
Health Sciences Center (CEP/CCS/UFPE-11006).
Cells were plated in 96-well plates (105 cells/well).
After 24 h, the compounds at 1-230 pM wene added
and then incubated for 2 days (48 h); after this proce-
dure, the steps outlined in the previous section were
performed. The selectivity index (S1) was calculated
as the mtio of 10 st et 1ot canear ae ACOTdiTE
to Islam et al.*” Compounds with high selectivity have
51 walue =3.

How cytometry — Bromodeoxywnidine incorporgtion assay.
Cells were plated (0.5 = 10f cellatwell) im G-well
plates and incubated at 37C for 24 h, Following this

period, the cells were treated with complete medium
(hlank), LFSF/AAZ9( Raji, Jurkat, NGYT, and T4700),
LPSF/AA3G (Hepl(i2), and am=zacrine (all lineages) in
concentratons previously determined by 1C, and
then incubated for48 b at 37°C, After treatment, anal-
vzis of the potential induction of cell death was per-
formed using the Apo-Brdll kit {cBiosciences, San
Diego, CA, USA), following the mamifacturer’s mec-
ommendations, At this stage, the cells were labeled
with bromodecxyundme | Brd L) triphosphate nucloo-
tides and incubated for 1 hat 37°C, followed by detec-
tion by staimng with Fluorescein isothiocyanate
{FITC)-anti-Brdl) monoclonal antibody and then a
solution of propidium iodide (PI) and R NAze A The
percentage of BrdlU-labeled cells was then analyzed
by flow cytometry using an Accuri C6 (Beocton,
Dickinzon and Company, Franklim Lakes, MI, UUSA)
flow cytometer and data analysis was by means of
the Accuri O6 software (Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, MI, LJSA].

Flow cytometry — P staining for cell cpde analysis. Cells
weme plated (0.5 = 10° cellatwell) in G-well plates and
treated as in previous section. After 24 h, cells were
harvested and washed with PBS and fixed with ice-
cold T0% EtOH overnight at —20°C.* Prior to



hapas &t al

65

B
o
w-}"ﬂ + 3
i oM
L]

o E/"j; /.JH

=

Bir— - |
HH
=

Figure L. Synthesis disgram of thiazcridine derivative LPSFAA2S — Ta ([} Ethanal and morpho line, 607 C.

amalyzis, cells were incubated with PI (5 pg'mL)/
EMasze A (100 pg'mLl) in PBS for 30 min on ice
Cellular DMA content was analyzed using an
Accurt CH (Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NI, USA) flow cytometer. The cell
cycle profile was subseguently analyzed using the
Accun O6 software (Becton, Dickinson and Comn-
pany, Franklin Lakes, NI, USA]),

Statistical analysis

All expenments were perfomueod in triplicate in three
independent expenments, 10, values and 95% con-
fidence intervals were ob@mined by nonlinear regres-
s1om with the OnginPro program (version 8.0,
OmiginLab, Morthampton, MA, 1JSA). Statistical sig-
nificance was tested with a tap-tailed, unpared Stu-
dent’s r-best in relation to the untreated or positive
comtrols.

Results and discussion

Synthesis

Thiazacridine derivatives werne prepared as shown
in Figures 1 and 2. The compound 3-acridin-4-
ylme thy I-thiazolidine-2 4-dione (LPSF/AALA 3)
was synthesized by the N-alkylation reaction of thia-
zoliding-2 4-dione (2) with 9-bromomethyl-acridine
(1) in the presence of sodium hydroeode using etha-
nol a5 a solvent. The mixihure was stimed at 60°C for 7
h. In pamallel, the synthesis of cyanocinmamic esters
{LPSF/IF, ba—g) was performed wing Knocvenagel
condenzation with aromatic aldehydes (Sa-g) and
ethyl cyanoacetate (41 1m toluene and in the presence
of morpholine at 110°C. The Michazl reaction of 3-
acridim-2-ylmeth yl-thizzolidine-2 4-dione, compound
3, with different cyanoacrylates, compounds Ga—g,
was camicd out in the presence of morpho line, with

(Y,
NI !

a
: s"L“rJ {j:’

—~

Fgure 3. Hydrogen identification for '"H NMR inter-
pretation: thixzseidine nudeus [a—e), radicals attsehed to
the position 5 of the thizzclidine nucleus (k). "H NMR:
proton nuc ks magnetic reonanoe.

cthanol as a solvent and heated at &0FC. The forma-
tiom of the exocyclic double bond at position 5 of
acridin-4-ylmethyl-thiazolidine-2,4-dione (LPSF/
AALA 1) was the result of the action of the momho-
line, which leads to the formation of a carbamon,
leading to the new thiazacridine derivatives (LPSF/
Ahs Ta—g). The presence of an arylidene proton peak
in the 'H NMR spectra of the compounds confimed
that the Michael reaction was successful {Figure 3).
The identity of the compounds was confirmed by
mass spectmmetry in positive or negative mode, and
the IR spectra of the compounds showed peaks char-
actenstic of acndine and thiazolidine Im:niv:t:.".i

In vitro cytotoxic activity in tumor cells

The new thiazacndines synthesmed, LPSF/AAZD —
Ta, LPSF/AA3S — Th, LPSF/AALG — Te, LPSF/
AAZD - Td, LPSF/AA4D — Te, LPSF/AA4] — TH, and
LPSF/AA4E — Tg, exhibit cytotoxicity against all
tested limeages, with 10, wvalues ranging from
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Table |. Cytotoxicity of new derdvatives on vafdous human tumor el lines and nontumaor cells [PBMCs) — 1Cg, (pM)*

Cell line

Compounds HepiE2 Jurkat MIGHT Faji T4 PEMC
[LPSFAA2S — Ta) &8.03 0.25 3559 3420 3.3 181 47
[LFSFAA3S — Th) 4863 76,66 7831 8033 31 =250
[LPSFAA3G — Te) 4555 Ba.T9 B34 a3l A4 =260
[LFSFAAIS — Td) 5504 78.18 7402 7106 87 4% =250
[LFSFAA4D — Te) B7.67 8224 83 Bb6.40 Ba.41 =250
[LPSFAA4] — TH) F7.01 7140 8119 8231 513 =250
(LFSFAA48 — Tg) 6520 6826 6534 7141 &7 11 =250
Aamisae rine 151 1.1 245 415 AT 7

PEMC: penpheral blood monornudiear cell.

Moesulbts are of three independent mperiments (performed in tripicate) and expressed as mean values showing 2 massmum

waradan of 0%

025 puM to 9711 pM. The compound LPSF/AATD
— Ta showed the best results in this screening with
the lowest 1C=n values for all tested tumor cell
himes, except Hep(i2. For this lineage, LPSF/
AA3G — Te showed the most cytotoxic activity.
The potential effects of the new thiazacridine
compounds on the viability of tumor cells are
summarized in Table 1.

Based on the results, it 15 suggested that the addi-
tion of substtuted 5-bromo- IH-indole to the thiaza-
crdine core potentially contributed to the in vitm
cytotoic activity against the majority of lincages
tested, comparad with the other derivatives synthe-
sized. A large number of compoumds contaming the
indole nucleus have been evaluated in the last decade
and have been shown to be active agmnst several
tumeor cell lines, Examples of such cell lines include
EH3 (rhabdomyosarcoma), MDA-MB 231 (breast
cancer), PFaCa-2 (pancreatic cancer cells), AS549
(non-amall-cell lung cancer), H4H0 (human lung cancer
cells), HT-29 (human colorectl cancer cells), SMMC-
7721 (human liver cancer cells), MUCFE-T (breast cancer
cells), MGR-OWV-1 (ovary cancer cells), T4TD (breast
cancer cells), and CoLo-205 (colom cancer cells),
AMOTE others, 232 Additionally, the substituent
S-bromo-{ H-indole, when added to phthalazine mole-
cules, also showed good antitumor activity.™ Su
ot al** highlighted the presence of a bromide substrie-
ent in the indole rmg that led to the imcreased antie-
ancer activity agamst PLCS cells of compounds
derived from obatoclax, Thus, we can infer that bmo-
mine alzn contnites to the toedc effect of the mole-
cule., Although the compounds LPSF/AAZG — Te,
LPSEAATD — Td, and LPSF/A A4 — Te are the most

Table 1. Seectivity index of new thizz eridine agents and
amsscrine

Cell line
Compounds HepG2 Jukat NG97 Raji T4D
(LPSF/AA2S — Ta) 267 72588 45 531 580
(LPSF/AA3S — Th) 504 326 315 311 27
(LPSF/AA36 — T¢) 532 288 3107 366 342
(LPSF/AA3S — 7d) 454 320 3138 352 2186
(LPSF/AA4D — Te) 285 304 312 189 289
(LPSF/AA4] —Tf) 257 350 301 304 489
(LPSF/AA48 — Tg) 383 366 36l 350 373
Amsacrine 245 336 1510 089 016

structurally similar compared to the other compoumds
synthesized, only Te was shown to be a promising
cytotoxic agent against the Hepli? line. The good
activity of Te can be explined by some structural fac-
tors, such as absence of cooygen in position 4 of the
beneyhdene nng and absence of resonance i the sc-
ond ring (piperidine), when compared to Td and Te,
respectively . Moreover, the pipendine nucleus 15 more
bazsic than the pyridine mucleus thus the nitrogen of
piperidine 15 able to transfer 1ts par of electrons more
caslly, which therefore allowrs mmcreased interaction
with the biological receptor. Recently, 1t has been
reported that N-comtaimng heterocycles are consid-
ered especially “pnvileged™ structures for the
synthesis and development of new dnJgs.""E"“

Compounds Th (bis-benzyloxy substituent), 71
{benzodioxole substituent), and Tg (phenylpyrazole
substituent) were the second most active Im Hep(aZ,
T4T0, and Jurkat cell hines, respectively.
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Figure 4. Amlysis of the potential induction of apoptosis. (2) Jurkat cells — LPSF/AA29 versus NTC (p = 0.0376) and
versus amsacrine (p =0.0268). (b) Raji cells —LPSF/AA29 versus NTC (p =0.0025) and versus amsacrine (p= 0.0322). (¢)
NG97 cells - LFSFAA29 versus NTC (p = 0.0002) and versus amsacrine (p =0.0010). (d) T47D cells - LPSF/AA2G versus
NTC (p <0.0001) and versus amscrine (p = 0.0014). Values were expressed as percentage of apoptotic cdls *p < 0.05;

**p <001; *™*p < 0.00]. NTC nontreated cells.

In vitro cytotoxic activity in normal cells

In this study, the sclective potential of these thiaza-
cndine denvatives was ako evaluated. For this rea-
son, nontumor cells were also exposed to treatment
with the new compounds and with the positive con-
trol, amsacnne. It was found that the newly synthe-
sized compounds showed ICeq values =250 uM,
against PBMCs, except LPSF/AA2Y — Ta which
exhibited ICey = 18147 uM. The ICe, value of the
positive control amsacnne was 3.73 pM (Table 1).

As shown in Table 2, all the synthesized com-
pounds showed higher SI for HepG2, Raji, and
T47D, when compared with amsacrine. The
agents LPSF/AA3S — Th, LPSF/AA39 — 7d, LPSF/
40 — Te, LPSF/AA4] - 7f, and LPSF/AA48 — Tg were
sclective for Jurkat; in addition, LPSF/AA29 — Ta
showed this lincage the highest Sl in this study. While
all the compounds have shown selectivity for NG97,
with SI =3, the amsacrine was more sclective,

These results demonstrate that this new series of
compounds exhibit low cytotoxicity to nontumor
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Rgure 5. (2} Analysis of the potential induction of apaptosis: LPSFAAA 36 versus WTC (b < 00001 ) and verss amsacrine
(= @O0 ) (b} The effect of LPSFIAAS and amsacrine an the edl cydle LPSFIAAIE — sub-G | (< 00000 | | and G2
(b = 0U0D0E) amsaerine — sube-G1 (p < 00001 ). Values were expressed 3¢ percentage of apoptotic cells and cell distri-
bution in each phase of the eyde. ™ < 000 . NTC nontreated cells.

cells, thus demonstrating their selective property.
Poor sclectivity of traditional chemotherapy is asso-
ciated with considerable damages to normal cells,
limiting their therapeutic effectivensss. Conse-
quently, drugs with tumor-selective cytotoxcity with-
out impairment of normal czll population are potent
candidates for cancer treatment. %

Effects of LFSFIAAZS and LPSFIAA3S on
the induction of apoptosis
Umee it was observed that the new thiamaendine den-
vatives induced cell death, LPSF/AAZY — Ta and
LPSF/AAG — Te compounds were submitted o the
assay of poential induction of death by flow cytome-
try. The cell lines hurkat, Raji, NGYT, and T4 70 were
used as they are more sensitive to the derivative
LPSF/AATY — Ta, while Heplil cells were used to
evaluate LPSF/AA LG — Te for the same reason. Amsa-
crine was used as a positive contmol for all lincages.
The results of the evaluation of the potential for
inducing apoptosis showed that LPSF/AATD — Ta
and LPSF/AA 3G — Te derivatives significantly
increased the percentage of apoptotic cells im all
tested lineages, compared to untreated cells and cells
treated with amzacrime (Figures 4 and 5{aj). The
increase in induction of apoptosis in Hep(2 cells
by LPSF/AAZG — Te was the most significant in this
study, both compared to unireated cells (p <0001}
and those treated with am=zacrine (p < 0.0001). The

LPSF/AAZY — Ta showed the greatest potential to
induce apoptosis (p < 0.0001) in T470D when com-
pared wath untreated cells.

Restance to cell death is one of the hallmarks of
cancer and 15 a pnncipal bological capabihty acqumed
during the multisep development of human tumors**
Consegquently, understanding the mechanizsms for
induction of czll death could be usefil in cancer treat-
ment.*' Therefore, the synthesis and identification of
potential agents that induce cell death, in particular
apoptosis, have aroused the interest of the scientific
commumity worldwide Z*** However, a YTy COm-
mon phenomenon of anticancer therapics is the induc-
tion of resistance to cell death, thus new molecular
studies nead to be conducted to better understand the
action of LPSF/AAYY — Ta and LPSF/AA G — Te inthe

pathvrays that regulate apoptosis.

Effects of LPSFIAA2 9 — Ta and LPSFAAI3S — Te
on the cell cpcle

The cell eyele is an event of great importance and its
dizorganization & related to the development of dis-
eases guch as camcer™ At this stape the effects of
LPSF/AATY — Ta and LPSF/AAZG — Te on the cell
cycle weme investigated. The cholce for testing these
compounds was the same for evaluating the potential
induction of apoptosis, namely these compounds pre-
sented the best cytotoxicity results. The results
showed that both compounds induced a significant

68



69

CQhapas & d. 9
(a) .JURKAT
g
o 400-
80
2 00 g
[ g
(5] g
ot i
o i
~ =
Ib) g RAJI
100-
[>8
2 o -E
@ =
(5] B
2 9 nE
» HE
o 5
(c) NG97
100-
20-
£ -
@
o
] 40+
20- PE
o A
SubiGT  GOG1 s G2m
0 500000  1.000.000 1,540 839
PLA

Figure 6. The effect of LPSFFAA29 and amsacrine on the cdl oycle (2) Jurkat cells — LPSFAA29 — aub.G| (p = 0.0006)
and G2M (p = 0.0015); amsacrine —sub-G| (p = 0.0105). (b) Raji cells — LPSF/AAZ — sub-Gl (p = 0.0012) and G2M
(p = 0.0078); amsacrine — wb-Gl (p = 0.0001). (¢) NG97 cells — LPSFIAA2S — aub-Gl (p = 0.0023) and G2'M
(p = 00126); amsmcrine — sub-G| (p <0.0001). (d) T47D cells - LPSFAA29 — sub-G| (p = 0.0023) and G2/M (p <0.0001;
amsacrine — sub.Gl (b <0.0001). Values were expressed in percentage (%) of cell distribution in each phase of the ¢y dle.
*» <0.05; **p < 001; **p < 0001. NTC: nontreated cdls
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increase in the percentage of cells in phases sub-Gil
and G2M compared to untreated cells (Figures 5(h)
and 6 ). Amsacrine was shown to increase the percent-
age of cells mm phase sub-0i1 when compared to
untreated cells (p < 0L05), The increase in sub-Gil
peak after treatment with LPSF/AAZYD — Ta, LPSF/
AAZG — Te, and amsacnne, measuned by the subdi-
ploid population, 15 considered to be an mdicator of
cell death® which is consistent with the results of
viahility assay and induction of cell death assays. In
mlatiom to GA'M armest, this result can be considered
as a further delay in the cell cycle, so that the reorga-
mization of vanous processes may occur at this stage,
imcluding the regulation of chromosome segregation
and the attempt to resolve nonrepairable DWNA dam-
age.*® Malecular studics have revealed that synthetic
and natural compounds are capable of inducing G2M
cell cyele armest and promote cell death by apoptosis,
demonstrating that the stop cycle at this stage is also
associated with cell death mechanisms.*™** The
importance of (20 cell cycle armest in the mediation
of cell death can be exemplified by paclitaxel, one of
the most commonly wsed dmgs to treat breast and
ovarian cancer, which acts specifically on this phase
of the cyele, thereby inducing apoptosis 959

Conclusion

In conclusion, a new serics of thiazacndine denva-
tives was synthesized and had its physical and chem-
ical characteristics defined. Momeover, 1n vitmo studies

demonstrated that all compounds showed anti proli-
ferative activity against various cancer cell linsages
and exhibited more selectivity than the positive con-
trol, am=acrime. The compound LPSF/AATY — Ta,
which has the 5-bromo- fH-ndole substituent, showed
the greatest antiprobfermtive activity agaimst Jurkat,
Raji, T47T0D, and NGYT among all compounds.
Against Hep(a2, the highest activity was shown by
LPSF/AASG — Te, which has a mpendime maclens.
These results suggest a close structure—activity nela-
tionship between the compounds and lincages tested.
The test results of induction of cell death and cell
cycle progression have shown that LPSEAAZYD — Ta
and LPSF/AA3L — Te are potential inducers of apop-
tosis and significant inhib tors of cell oycle progression
at the (i2'M phase. In this way, LPSF/AATY — Ta and
LPSF/AA 3G —Te proved able toexert cytotoxic effects
against the tested hncages. However, further studies
are nseded to define their effects in erms of molacular
pathways. Therefore, new thiazacridine derivatives
constitute promising antiumor agents hecause they are
effective and less toxic and may contribute to the
development of new cancer drugs in the fiture,
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ABSTRACT

Cancer has become a major cause of morbidity and mortality worldwide. Most currently
available treatments are associated to severe adverse effects and drug resistance, which
stimulates the development of novel selective antineoplastic drugs. The present work
describes the antitumor activity of the imidazacridine derivative 5-acridin-9-ylmethylidene-2-
thioxoimidazolidin-4-one (LPSF/ACO05). Cytotoxicity assays were performed in Peripheral
Blood Mononuclear Cells and in six lymphoma and leukemia cell lines using MTT method.
Changes in cell cycle progression and apoptosis detection were assessed by flow cytometry.
Moreover, topoisomerase Il inhibition activity assays were performed. LPSF/ACO5 exhibited
cytotoxicity in four of six cell lines tested, showing best results in Toledo, Jurkat and Raji cell
lines (ICso= 27.18, 31.04 and 33.36 uM, respectively). The compound showed great
selectivity, with no toxicity in normal human cells (ICs,>100uM; selectivity index higher than
3). Cell death was primarily induced by apoptosis in all cell lines. Treatment with
LPSF/ACO05 also induced cell cycle arrest in GO/G1 and Topoisomerase Il inhibition. Taken
together, these results suggest the potential of LPSF/ACO05 for cancer therapy.

Keywords: cancer; therapeutic innovation; cytotoxicity.
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1. Introduction

Cancer has become a major public health problem. According to the last Globocan, it
is estimated approximately 14 million new cases and 8 million cancer-related deaths in 2012
and incidence rates continue to rise [1]. Cancer therapy represents a medicine field with major
advances in the last few decades [2]. However, many current available treatments are
associated with severe adverse effects or are transiently effective with subsequent emergence
of drug resistance [3]. Thus, search for new drugs with high neoplastic potential and reduced

side effects is still necessary.

Acridine derivatives represent a class of bioactive agents characterized by a planar
polycyclic system containing three fused aromatic rings [4]. It was initially used in clinical as
antimicrobial agents; however, since 1970s acridine-based agents are designed specifically for
cancer treatment [5]. The ability to intercalate into DNA and inhibit topoisomerases activity is
one of the main reasons for the wide usefulness of acridines as broadly active
chemotherapeutic agents [6]. DNA topoisomerases are nuclear enzymes that play important
roles in DNA metabolic processes, such as DNA replication, chromosome condensation and
chromosome segregation [7]. Inhibition of topoisomerases is a therapeutic strategy used in
cancer treatment; several currently approved chemotherapeutic drugs interfere in the action of

topoisomerases [8].

Amsacrine (m-AMSA), a 9-anilinoacridine derivative, was introduced into clinical use
in 1976 [9]. The FDA-approved drug is used in the treatment of Hodgkin’s and non-
Hodgkin’s lymphoma as well as against refractory acute lymphocytic and non-lymphocytic
leukemias [10]. It was the first synthetic drug approved for clinical use capable to inhibit both
1soforms of human type II topoisomerase (o and ) [11]. However, DNA lesions induced by
Amsacrine are associated with the production of free radicals, which cause serious

disturbances in cancer cells and also normal tissues [12].

Imidazacridine derivatives represent a new class of compounds obtained by coupling
an acridine and an imidazolidine nucleus. 5-acridin-9-ylmethylidene-2-thioxoimidazolidin-4-
one (LPSF/ACO05), first synthesized by our group, is an imidazacridine capable to inhibit
human topoisomerase | activity [4]. Here, we describe the antineoplastic effects in vitro of
LPSF/ACO05 in leukemia and lymphoma cells. Cytotoxicity assays were performed in

Peripheral Blood Mononuclear Cells and in six cell lines. Apoptosis detection and cell cycle
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progression assays by flow cytometry and topoisomerase Il inhibition assays were performed
in order to elucidate the mechanism of action by which LPSF/ACO05 induces cell death.

2. Experimental

2.1 Chemistry. Imidazacridine derivative 5-acridin-9-ylmethylidene-2-thioxoimidazolidin-4-
one (LPSF/ACO05) was synthetized in Laboratory of Synthesis and Planning of Drug at the
Federal University of Pernambuco (UFPE), as previously described in [4]. Figure 1 shows the
chemical structure of LPSF/AC05. The compound was initially dissolved in dimethyl
sulfoxide (DMSOQ) (Sigma-Aldrich, USA).

2.2 Cell culture conditions. Human leukemia cell lines Jurkat (acute T cell leukemia), HL-60
(acute promyelocytic leukemia), K-562 (chronic myelogenous leukemia), CCRF-CEM (acute
lymphoblastic leukemia) and lymphoma cell lines Raji (Burkitt’s lymphoma) and Toledo
(non-Hodgkin’s B cell lymphoma) were obtained from Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ).
Cells were cultured in RPMI-1640 medium (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine
serum (Gibco), 10 mM HEPES (Gibco), 200 U/mL streptomycin and penicillin (Gibco) and
incubated in a humid atmosphere of 5% CO, at 37°C.

2.3 Cytotoxicity assay. Cells were plated at a density of 1 x 10* cells (100 pL)/well in 96-well
plates. After 24 hours, cells were treated with the compound LPSF/ACO05 at different
concentrations (1 to 75 uM) for 72 hours at 37°C with 5% CO,. Then, 20 uL of (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 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 a wavelength of 570 nm. Non-treated cells were
used as negative control, Amsacrine (Sigma-Aldrich, USA) was used as positive control and
DMSO (0,1%) as vehicle control. Experiments were performed three independent times in

triplicate.

2.4 Selectivity assay. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from whole
blood of healthy volunteers (n=3). All donors signed a consent form and the study was
approved by Human Research Ethics Committee from Federal University of Pernambuco
(CEP/CCS/UFPE-11006). Cells isolation was made using a density-gradient method with
Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare). At the end of the process, cell pellet was resuspended in
RMPI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 10 mM HEPES and 200
U/mL streptomycin and penicillin. Cells were seeded in 96-well plates (5x10° cells per well)
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and treated with LPSF/ACO05 (1-100 uM) for 48 hours. After incubation, steps were
performed as previously described in item 2.3. Selectivity index (SI) was calculated according
to Islam et al (2016). Compounds with high selectivity have Sl value > 3 [13].

2.5 Apoptosis detection assay. Cell apoptosis assays were performed in Jurkat, Raji, CCRF-
CEM and Toledo cell lines using Apo-BrdU Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences, USA)
according to manufacturer’s instructions. Cells were seeded in 6-well plates (5x10°
cells/well), incubated overnight and then treated with LPSF/ACO05 at their respective ICs
concentrations for 48 hours. Cells without treatment and treated with Amsacrine were used as
controls. After incubation, cells were collected and washed twice with wash buffer and
resuspended in DNA Labeling Solution for 1 h at 37 °C. Subsequently, cells were washed
twice with rinse buffer, resuspended in Antibody Solution and placed in the dark for 30 min.
Then, PI/RNAseA solution was added for 15 min at room temperature in the dark. Samples
were analyzed by BD Accuri™ C6 flow cytometry (BD Biociences, USA). Three experiments

were performed in duplicate.

2.6 Cell cycle progression assay. Neoplastic cells were seeded in 6-well plates (5 x 10° cells
per well) and treated as previously described in item 2.5. After 48 hours of incubation, cells
were washed with PBS and fixed with 70% ethanol overnight at -20°C. Before the analysis,
cells were incubated with Pl (5 pg/mL)/RNase A (100ug/mL) for 30 minutes in the dark.
Cells were analyzed using BD Accuri™ C6 flow cytometry (BD Biociences, USA). Two

experiments were performed in duplicate.

2.7 Topoisomerase Il inhibition assay. Inhibitory effects of LPSF/ACO05 on topoisomerase Il
were measured using Human Topoisomerase Il assay kit (TopoGEN, USA). Supercoiled
plasmid DNA pOHT-1 was incubated with human topo 11 (5 units) in the presence or absence
of LPSF/ACO05 (50 and 100 uM). DMSO (0,2%) was used as vehicle control and etoposide
(50 uM) as positive control. Agarose gel (1%) electrophoresis was performed in Tris-acetate-
EDTA (TAE) buffer at 2V/cm for 50 minutes. Gels were stained with 0,5 pg/mL ethidium
bromide for 15 minutes after run and photographed under UV light. Quantitative analysis of
gel bands was performed using ImageJ program (Version 1.49). Two experiments were
performed.

2.8 Statistical analysis. 1Cso values and their 95% confidence intervals were obtained by

nonlinear regression with OriginPro program (Version 8.0). Statistical analysis was performed



78

using a two-tailed unpaired Student’s t-test and differences were considered significant when
p<0,05.

3. Results and discussion
3.1 Selectivity and cytotoxicity assays

As shown in Table 1, cytotoxicity assays performed in neoplastic cells showed best
results of LPSF/ACO05 in Toledo (non-Hodgkin’s B cell lymphoma), Jurkat (acute T cell
leukemia) and Raji (Burkitt’s lymphoma) cell lines (ICsp= 27.18, 31.04 and 33.36 uM,
respectively). LPSF/ACO05 showed no toxicity against HL-60 and K-562 cells (IC5,>75uM).

No significant toxicity of imidazacridine derivative LPSF/ACO5 in Peripheral Blood
Mononuclear Cells (PBMC) was observed (ICs50>100 uM). Amsacrine, used as reference
drug, showed low ICs, value against non-tumor cells (1C50=3,7 uM). LPSF/ACO05 have SI
values higher than 3 for Jurkat, Raji and Toledo cells, indicating its selectivity potential
(Table 1). Poor selectivity of traditional chemotherapy is associated to considerable damages
to normal cells, limiting their therapeutic effectiveness. Consequently, drugs with tumor-
selective cytotoxicity without impairment of normal cell population are potent candidates for

cancer treatment [14, 15].
3.2 Apoptosis detection and cell cycle analysis

Effects of LPSF/ACO05 on apoptosis rates and cell cycle progression were evaluated by
flow cytometry. Raji, Jurkat, Toledo and CCRF-CEM cells were exposed to 48 hours of
treatment at the ICso concentrations. Imidazacridine derivative LPSF/ACO5 increased
significantly the percentage of apoptotic cells in all cell lines tested when compared to non-
treated cells and also when compared to Amsacrine (p<0,05, Figure 2), indicating that
apoptosis is probably a major cell death mechanism induced by LPSF/ACO05. Apoptosis
evasion is a hallmark of most and perhaps all types of cancer. This characteristic holds
important implications for the development of novel types of antitumor therapy, since the
restoration of the apoptotic defense mechanism can lead to substantial therapeutic benefit
[16]. Although chemotherapeutic agents currently used in clinical have distinct primary

intracellular targets, most drug-induced cytotoxicity converges to apoptosis [17].

Treatment with LPSF/ACO5 also affects cell cycle progression. As shown in Figure

3B, percentage of cells in GO/G1 and S phase significantly increased after treatment when



79

compared to untreated control in Raji cells (p=0.0076 and 0.043, respectively); treatment also
significantly increased GO/G1 cells when compared to Amsacrine (p=0,0382). In Toledo cell
line, LPSF/ACO5 treatment significantly increased percentage of cells in GO/G1 phase
(p=0.0169) and significantly reduced S and G2/M cells when compared to untreated control
(p=0.0481 and 0.0189, respectively; Figure 3C). These results suggest that LPSF/ACO05 acts
inhibiting tumor cell cycle progression by preventing G1 to S phase transition. Cancer cells
are characterized by uncontrolled cell proliferation due to their ability to evade cell-cycle
checkpoints [18]. G1 checkpoint prevents the replication of damaged DNA by blocking entry
into S-phase and its alteration is a common feature of cancer cells [19]. Chemotherapeutic
agents such as paclitaxel and vincristine shows the capacity to induce cell cycle arrest and its

cytostatic effects are associated to cell death induction by apoptosis [20, 21].
3.3 Topoisomerase Il activity

In order to evaluate LPSF/ACO5 effects on DNA relaxation, supercoiled plasmid
pOHT-1 was incubated with human topoisomerase Il and compound in concentrations of 50
and 100 pM. Figure 4 shows topoisomerase II inhibitory activity of LPSF/ACO0S5; treatment at
50 and 100 uM significantly reduced relaxed DNA levels when compared to control with
DMSO 0,2% (p=0.0168 and 0.0127, respectively). Topoisomerase Il is an enzyme that makes
transient double-strand breaks in DNA to allow a cell to manipulate its topology. Anticancer
agents currently in clinical use, such as doxorubicin and etoposide, stimulate the
topoisomerase ll-cleavable complex, a transient configuration in which topoisomerase Il is
covalently attached to DNA. This causes the accumulation of cytotoxic nonreversible DNA
double-strand breaks [22, 23]. As previously reported, LPSF/ACO05 is also capable to inhibit
topoisomerase | activity at 100 and 200 uM [4]. While the majority of topoisomerases
inhibitors show selectivity against either type | or Il, a small class of compounds can act
against both enzymes [24]. LPSF/ACO5 is capable to inhibit both topoisomerases, showing its
potential as antineoplastic agent.

4. Conclusions

Imidazacridine  derivative  5-acridin-9-ylmethylidene-2-thioxoimidazolidin-4-one
(LPSF/ACO05) showed no toxicity in normal human cells and cytotoxic effects in leukemia
and lymphoma cells in vitro. Apoptosis induction, cell cycle arrest in GO/G1 phase and
inhibition of topoisomerase Il activity are mechanisms induced after treatment with
LPSF/ACO05. Therefore, the compound shows potential as a new candidate for cancer therapy.
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Table 1. I1Cso values (uM) and selectivity index (SI) of LPSF/ACO05 compound in PBMC,
leukemia and lymphoma cells.

Jurkat Raji CCRF- Toledo HL-60 K-562 PBMC
CEM

LPSF/ACO5 31,04+11 33,36+2,04 54,94+9,2 27,18+1,54 >75+0 >75+0 >100+0

Amsacrine 1,1+0 0,3+0,2 1,84+1 0,5+0,6 1+0,5 0,9+0,2 3,7+0,1

S| >3,22 >3 >1,82  >3,68 : . :
LPSF/AC05*

*S| = 1Cs0 normal cells/ICso tumor cells
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Figure 1. Chemical structure of 5-acridin-9-ylmethylidene-2-thioxoimidazolidin-4-one
(LPSF/ACO05).
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Figure 2. Effects of LPSF/ACO05 on apoptotic cells rate after 48 hours of treatment in Raji
(A), Jurkat (B), Toledo (C) and CCRF-CEM (D) cell lines. Percentage of apoptotic cells

increased significantly in all cell lines after treatment when compared to untreated control and

compared to Amsacrine (NTC = non-treated cells; Amsa = Amsacrine) *p<0,05; **p<0,01;

***n<0,005
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Figure 3. Effects of LPSF/ACO05 on cell cycle progression of CCRF-CEM (A), Raji (B),
Toledo (C) and Jurkat (D) cells after 48 hours of treatment. Percentage of cells in GO/G1
phase increased significantly in Raji and Toledo cell lines after treatment with LPSF/ACO05

when compared to untreated control. (NTC = non-treated cells) *p<0,05, **p<0,01.
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Figure 4. Semi quantitative analysis of LPSF/ACO5 effects on pOHT-1 DNA plasmid
relaxation by human topoisomerase Il. LPSF/ACO05 treatment significantly reduced relaxed
DNA when compared to vehicle control (DMSO), indicating topoisomerase Il inhibition. [1 -
DNA pOHT-1; 2- DNA pOHT-1 + topo II; 3- DNA pOHT-1 + topo Il + DMSO 0,2%; 4-
DNA pOHT-1 + topo II + Etoposide 50uM; 5-6- DNA pOHT-1 + topo Il + LPSF/ACO05 50
and 100uM, respectively] *p<0,05, **p<0,01
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ABSTRACT

In female population, breast cancer is the most frequent type of cancer and has high mortality
rates. Some currently chemotherapeutic agents are associated to side effects and low
therapeutic index, justifying the search for new molecules with therapeutic potential. Thus,
this work aimed to evaluate the antitumor activity of the imidazacridine derivative 5-acridin-
9-ylmethylidene-2-thioxoimidazolidin-4-one (LPSF/ACO05) in tumor breast cells. Cytotoxicity
assays were performed in Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC), non-tumor breast
and tumor breast cell lines using MTT method. Changes in cell cycle progression and
apoptosis were detected by flow cytometry. Scratch assays were performed in order to
evaluate migration capability of cells after treatment. LPSF/ACO05 exhibited cytotoxicity in
two of three tumor breast cell lines, showing best result for triple-negative cell line MDA-
MB-231 (ICsp = 27.54 uM). The compound showed no toxicity in PBMC (IC50>100 uM) and
showed better selective potential when compared to doxorubicin. Treatment with LPSF/AC05
induced cell death by apoptosis in tumor cell lines, but not in non-tumor breast cells. Cell
cycle arrest in G2/M phase was observed for MDA-MB-231 cells and inhibition of migration
in MCF-7 cells after treatment. Taken together, these results suggest the potential of
LPSF/ACOS for breast cancer therapy.

Keywords: acridina; cytotoxicity; imizadolidine; therapeutic innovation.
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1. Introduction

The number of cancer cases has increased considerably worldwide, mainly from last
century, and actually is one of the most important problems of global public health (Torre et
al., 2015). Breast cancer is the most frequent type of cancer in female population and has high
mortality rates (IARC, 2012). Many risk factors are associated to an increased number of
cases, such as excessive use of alcohol and tobacco, obesity and lack of exercise (WHO,
2015). In addition to these factors, some conditions may predispose a woman to breast cancer
such as early menarche and late menstruation, nulliparity, oral contraceptive, age and family
history (WHO, 2015).

Nowadays many forms of treatment for breast cancer are explored, among them,
surgery, radiation therapy, hormone therapy, immunotherapy and especially chemotherapy.
Chemotherapy drugs commonly used include 5-fluorouacil, methotrexate, doxorubicin,
cyclophosphamide and taxanes (paclitaxel and docetaxel) (Roché et al., 2006; Cancer
Research UK, 2015). However, many chemotherapeutic agents are not selective and have a
low therapeutic index, leading to dangerous side effects, including myelotoxicity and
cardiotoxicity (Regulska et al, 2012; Lafayette et al, 2013). Additionally, the increased
number of cases, mortality rate and drug resistance suggest the importance to improve current
therapy and particularly for new therapeutic approaches for breast cancer (WHO, 2014).

Acridines represent a class of heterocyclic compounds widely used in the synthesis of
several substances with biological activities, such as antimicrobial, antiparasitic and anti-
tumor (Eiter et al, 2009; Jones et al, 2009; Chen et al., 2015). These molecules have the
property to intercalate between DNA base pairs. Therefore, acridine and its analogues
constitute efficient and promising anticancer agents (Almeida et al., 2005; Ghosh et al., 2010).

Imidazolidines and their analogues are constituted by a heterocyclic nucleus
containing biologically active nitrogen atoms and exhibit many biological properties,
including cytotoxicity against many tumor lines, including breast cancer (Janovec et al., 2011;
Cizekova et al., 2014; Dar et al, 2015).

In order to evaluate new anti-cancer agents more effective and less toxic, the strategy
adopted by our group was to use a bioactive molecule resulting of hybridization of an
imidazolidine and an acridine nucleus. We propose to study the anticancer activity of
imidazacridine agent 5-Acridin-9-ylmethylidene-2-thioxoimidazolidin-4-one (LPSF-ACO05)
and contribute to a better understanding anti breast cancer activity. This agent was subjected

to cytotoxicity assays in vitro against normal and neoplastic breast cells lineages in order to
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evaluate their antiproliferative and toxicity properties. Additionally, was investigated the role
of this novel compound in cell cycle, induction of apoptotic death and migratory capacity.

2. Experimental
2.1 Obtaining the imidazacridine derivative

Imidazacridine  derivative  5-acridin-9-ylmethylidene-2-thioxoimidazolidin-4-one
(LPSF/ACO05) (Figure 01) was synthesized in Laboratory for Planning and Drug Synthesis
(LPSF) at Federal University of Pernambuco (UFPE), as previously described in Lafayette
and collaborators (2013) for biological assays in vitro and initially dissolved in dimethyl
sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA).

2.2 Maintenance of cell lines

Human breast neoplastic cell lines MCF-7, ductal carcinoma, positive for estrogen
receptor-a (ER-a), progesterone receptor (PR) and negative human epidermal growth factor
receptor 2 (Her2) - low potential metastatic; T47-D, invasive ductal carcinoma, positive for
ER-a, PR and negative for (Her2) - intermediate potential metastatic, MDA-MB-231,
mammary adenocarcinoma, triple-negative for (ER-a), (PR) and (Her2) - high potential
metastatic, MCF-10A, non-tumoral breast cells. The cells lines were obtained from Rio de
Janeiro Cell Bank (BCRJ). T47-D and MCF-7 were cultured in RPMI-1640 medium (Gibco)
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco), 10 mM HEPES (Gibco), 200 U/mL
streptomycin and penicillin (Gibco). MDA-MB-231 cell line was cultured in Leybovitz (L-
15) medium (Gibco), supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco), 10 mM HEPES
(Gibco), 200 U/mL streptomycin and penicillin (Gibco). MCF-10A cell line was cultured in
DMEN/F12 medium (Gibco), supplemented with 5% horse serum (Gibco), 20 ng/mL
epidermal growth factor (EGF) (Sigma-Aldrich, USA), 0.5 pg/ mL hydrocortisone (Sigma-
Aldrich, USA), 10 pg/mL insulin (Sigma-Aldrich, USA), 100 ng/mL of cholera toxin (Sigma-
Aldrich, USA) and 1% streptomycin and penicillin (Gibco). During maintenance of the cells,
trypsin (0.25%) and EDTA (1 mM) (Sigma-Aldrich, USA) were utilized. Cells were
incubated in a humid atmosphere of 5% CO, (except MDA-MB-231) at 37 ° C.

2.3 Cytotoxicity assay - MTT

Breast cells were plated at a density of 1 x 10* cells (100 pL)/well in 96-well plates.
After 24 hours, cells were treated with LPSF/AC05 (1, 10, 50 and 75 uM) dissolved in
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DMSO for 72 hours, at 37°C with 5% CO, humidified atmosphere. Then, 20 uL of (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 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 a wavelength of 570 nm. Non-treated cells were
used as negative control, doxorubicin (Sigma-Aldrich, USA) was used as positive control and
DMSO (0,1%) as vehicle control. Experiments were performed three independent times in

triplicate.
2.4 Toxicity assay with peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from whole blood of
healthy volunteers (n=3). All donors signed a consent form and the study was approved by
Human Research Ethics Committee from Federal University of Pernambuco
(CEP/CCS/UFPE N° 11.006). Cells isolation was made using a density-gradient method with
Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare). At the end of the process, cell pellet was resuspended in
RMPI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 10 mM HEPES and 200
U/mL streptomycin and penicillin. Cells were seeded in 96-well plates (5x10° cells per well)
and treated with LPSF/ACO05 different concentrations (1, 10, 25, 75 and 100 uM) for 48 hours
(Okumura, 2010). Doxorubicin was used as reference drug. Assays were performed by MTT

method as described at item 2.3.
2.5 Apoptosis assay

Cells were plated (1 x 10° cells/well) in 6-well plates and incubated at 37 °C for 24 h.
Following this period, the cells were treated with complete medium (blank), LPSF/ACO05 or
doxorubicin in its 1Cs (concentration required to inhibit 50% of the cell viability) during 48h
at 37 °C. After treatment, analysis of the potential induction of cell death was performed
using Apo-BrdU kit (eBiosciences, USA). Cells were labeled with bromodeoxyuridine
triphosphate nucleotides (Br-dUTP) and incubated for 1h at 37 °C, followed by detection with
FITC-anti-BrdU monoclonal antibody and then a solution of iodide propidium and RNAase
A. Percentage of BrdU-labeled cells was analyzed by flow cytometry using Accuri C6
(Becton, Dickinson and Company, USA) flow cytometer and data were analyzed using Accuri

C6 software (Becton, Dickinson and Company, USA).

2.6 Cell cycle assay
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Cells were plated (0.5x10° cells/well) in 6-well plates and treated as described at item
2.5. After 24 h, cells were harvested and washed with PBS and fixed with ice-cold 70% EtOH
overnight at -20 °C. Prior to analysis, cells were incubated with Pl (Sigma-Aldrich, USA) (5
ug/ml) / RNase A (Sigma-Aldrich, USA) (100 pg/mL) in PBS for 30 min on ice. Cellular
DNA content was analyzed using Accuri C6 flow cytometer.

2.7 In vitro scratch assay - migration cell

Cells were distributed in six-well plates at a density of 5 x 10%well and incubated at
37 °C in atmosphere of 5% CO, for 24 hours. After reaching the required confluence (100%),
growth medium was aspirated and washed with PBS 1X. Then, two perpendicular marking
lines (scratch) were made using a pipette P1000 (Valster et al., 2005). After that, cells were
treated with complete medium (control), 0.1% DMSO and LPSF/AC05 at concentration
previously determined by the 1Cso, photographed in inverted microscope (t = Oh) and
incubated for 48 hours (t = 48h). Data of migration assays were obtained from the analysis of
the images using Image J software (NIH, USA) relative to percentage of non-treated cells.

2.8 Statistical analysis

Values of ICsy and their 95% confidence intervals were obtained by nonlinear
regression with OriginPro program (Version 8.0). Statistical analysis were performed using a

two-tailed unpaired Student’s t-test and differences were considered significant when p<0.05.
3. Results and discussion
3.1 Cytotoxicity assay

Breast cancer is one of the main types of malignant tumors, with a large number of
new cases each year and high rates of morbidity and mortality (Desantis et al., 2016).
Moreover, breast cancer is a complex disease with different biological characteristics and
clinical behavior (Yadav et al., 2015). All progress in the area has not been enough to
overcome mechanism of escape and resistance put in place by the tumor cells (Zanardi et al.,
2015). These data justify the search for new agents that can act in the treatment this type of
cancer.

Cytotoxicity assays were performed using MTT method and it was possible to obtain
ICs concentrations when compared to control cells. LPSF/ACO05 showed ICs values between
27.54 to >75 UM in breast cell lines tested (Table 1). In MDA-MB-231, a triple-negative cell line,
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it was observed the lowest ICsy value for LPSF/ACO5, while it was the highest value for
doxorubicin when compared to others cell lines. Triple-negative breast cancer (TNBC)
constitutes a heterogeneous subtype that represents 15-20% of all diagnosed breast cancer
cases (Kalimutho et al., 2015). Patients with TNBC do not respond to hormone therapy;
management of these tumors is a challenge because of its aggressive behavior, poor outcome
and absence of targeted therapies (Yadav et al., 2015). New efficient therapies are, therefore,

urgently needed.

LPSF/ACO5 is the result of molecular hybridization of imidazolidine and acridine
heterocyclic nucleus. Anticancer properties of acridines have been related to their planar
aromatic structure that enables interaction with DNA, intercalating between DNA bases pairs
(Ghosh et al., 2010). This important characteristic gives acridines the ability to interfere in the
activity of topoisomerases, telomerases and protein kinases. These biomolecules act directly
or indirectly in cell division process, through replication of the genetic material or
maintenance and regulation of cell cycle (Demeunynck et al., 2001). Furthermore,
imidazolidines and their derivatives have affinity with a large number of biological receptors
related to inflammation, cell adhesion and proliferation factors involved in many cancers
(Head and Mayorov, 2006).

In 2013, Lafayette and collaborators showed that LPSF/ACO05 inhibits the action of
topoisomerase 1. Compounds capable to interfere in the action of topoisomerase enzymes are
known as "topoisomerase poisons"; they form a complex ternary drug-DNA-enzyme, leading
to successive breaks in DNA structure and destruction of neoplastic cells (Belmont et al.,
2007). These characteristics may contribute to the understanding of the cytotoxic role
LPSF/ACOS5 in breast cell lines tested.

In T47-D cells, LPSF/ACO05 showed no cytotoxicity (ICso >75 uM). Cytotoxic activity
of LPSF/ACO05 in MDA-MB-231, MCF-7 and MCF-10A and inactivity in T47-D shows a
cell-compound specific relationship which can occur between cells line from the same tissue
(Pozo-stew et al., 2002).

When compared to doxorubicin, one of the most widely used agents in clinical for
treatment of breast cancer, LPSF/ACO05 was less toxic against non-tumor breast cell line
MCF-10A. Although LPSF/ACO05 showed an ICsq value of 28.53 uM, it was still 30 times less
toxic than doxorubicin (Table 1). Doxorubicin is a member of anthracycline antineoplastic
drugs and is used as first-line agent for the treatment of various solid tumors; however, it has

high toxicity. Liposomal doxorubicin is currently used in clinical in order to decrease the
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cytotoxicity of doxorubicin, but is still associated to side effects and far from a real safe dose
(Papagiannaros et al., 2006; Mohammadi et al., 2015).

We also evaluate the toxicity of LPSF/ACO05 and the reference drug, doxorubicin, in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from healthy volunteers. It was found that
LPSF/ACO05 and doxorubicin showed ICsg values of >100 and 7,2 uM, respectively, or 13
times less toxic than doxorubicin (Table 1). According to Valeri and collaborators (2010),

important factors in any potential new anticancer drugs are effectiveness and low cytotoxicity.
3.2 Effects of LPSF/ACO5 in apoptosis induction

In order to elucidate the mechanism of action by which LPSF/ACO05 induces cell
death, apoptosis detection assays were performed by flow cytometry. MDA-MB-231, MCF-7
and MCF-10A were treated with LPSF/ACO05 or doxorubicin at their respective ICs
concentration. Percentage of apoptotic cells significantly increased after treatment with
LPSF/ACO05 in MDA-MB-231 and MCF-7 when compared to untreated cells (p=0,0002 and
0,0018, respectively) and also compared to doxorubicin (p=0,001 and 0,0025, respectively)
(Figure 2A and 2B). LPSF/ACO5 did not significantly increased the percent of non-tumor
breast cells MCF-10A, whereas doxorubicin showed significantly increased of apoptotic cells
when compared to untreated cells (p=0,0113) and compared to LPSF/ACO5 treatment
(p=0,0160) (Figure 2C).

Resistance to cell death is one of the hallmarks of cancer by the apoptotic evasion, a
biological ability acquired during the various stages of the development of human tumors
(Hanahan and Weinberg, 2011). The promotion of apoptosis is revealed as important strategy
for elimination of cells that mechanism of death was deregulated (Fesik, 2005). Moreover, the
induction of death by apoptosis has no inflammatory responses in corresponding tissue,

consisting a minimal process aggression to vicinal cells (Kroemer et al., 2009).

3.3 Effect of LPSF/ACO5 in cell cycle of breast cell lines

Cell cycle analysis shows that treatment with LPSF/ACO5 significantly increased the
percentage of G2/M cells when compared to untreated control (p=0,0343) and also compared
to doxorubicin (p=0,0277) in MDA-MB-231, a triple negative cell line (Figure 3B).
Treatment with doxorubicin does not significantly altered cell cycle progression in the same
cell line. LPSF/ACO05 also increased G2/M cells in MCF-7, but the difference was not

considered significant (Figure 3A).
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Checkpoint in G2/M prevents cells to continue mitosis when DNA is damaged and can
provide an opportunity for the repair of injured cells. However, when a large number of cells
stop in G2/M, tumor suppressor proteins (such as p53) act on the inhibition of proteins that
lead to the progression of cell cycle, even with damaged DNA (Stark and Taylor, 2004).
Moon and collaborators (2010) reported arrest in G2/M for MCF-7 and MDA-MB-231 cells
linked to downregulation of cyclin B1, cdc2 expression and cdc25 phosphorylation after
treatment with pectenotoxin-2 (PTX-2). These results demonstrate that arrest in G2/M it can
be considered as demonstrating the cytotoxic potential LPSF/ACO5 this phase of the cycle.
Just a molecular study may provide information on the performance of LPSF/ACO5 in
pathways that regulate the cycle.

Analysis of MCF-10A cell cycle showed no significant changes after treatment with
LPSF/ACO05, demonstrating no induction of cell cycle arrest in non-tumor breast cells.
However, doxorubicin significantly reduced the percentage of cells in GO/G1 and S phase and
significantly increased G2/M cells when compared to non-treated cells (p=0.0077, 0.0214 and
0.0061, respectively) and compared to LPSF/ACO05 treatment (p=0.0078, 0.0137 and 0.0024,
respectively) (Figure 3C).

3.4 Inhibition of cell migration in MCF-7

Results of migration assays in MCF-7 cells revealed that migration area was
significantly reduced after 48 hours of treatment with LPSF/ACO05 (30 uM) when compared
to vehicle control DMSO 0,1% (p=0,0205; Figure 4). After incubation period, when observed
at inverted light microscope, cells that not migrated proved to be adhered and with good
appearance, indicating that LPSF/ ACO5 is capable to inhibit cell migration in this cell line.

The use of a lower concentration than ICsy was not toxic to MCF-7 cells, but may have
caused sufficient stress to inhibit their mobility in vitro.

The cell invasion caused by the migration of cells in a tissue is an important
mechanism in the development of tissue repair and immune responses. However, this route
can become aberrant in tumor cells and lead to malignant invasion of adjacent tissues and

blood vessels. These factors can lead to the formation of metastases (Wodarz et al. 2007).
4. Conclusions

Imidazacridine  derivative  5-acridin-9-ylmethylidene-2-thioxoimidazolidin-4-one

(LPSF/ACO05) showed no toxicity in peripheral blood mononuclear cells. In breast tumor cell
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lines, LPSF/ACO5 exhibited better results in MDA-MB-231 (a triple negative type), inducing
apoptosis and cell cycle arrest in G2/M phase. The compound showed lower toxicity in non-
tumor breast cells when compared to doxorubicin, showing its selective potential. Therefore,
LPSF/ACO05 is a promising agent and has the potential to contribute or provide basis for

development of new drugs to breast cancer treatment.
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Table 1. ICs values (uM) of LPSF/ACO05 in PBMC, non-tumor breast cell MCF-10A and

breast tumor cells.

Lineages
Compound
MCF-7 MDA-MB231 T47-D MCF-10A PBMCs
LPSF/AC05 42.0316.5 27.54+4.7 >75+0 28.53+6.2 >100+0

Doxorubicin 2.71+0,8 10,66+1.9 4,27+1,5 <1+0 7,242
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Figure 1. Chemical structure of 5-acridin-9-ylmethylidene-2-thioxoimidazolidin-4-one
(LPSF/ACO05).
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Figure 2. Effects of LPSF/ACO5 on apoptotic cells rate after 48 hours of treatment in MCF-7
(A), MDA-MB-231 (B) and MCF-10A (C) cell lines. Percentage of apoptotic cells increased
significantly in MCF-7 and MDA-MB-231 after treatment when compared to untreated
control and compared to Doxorubicin (NTC = non-treated cells; Doxo = Doxorubicin)
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005. . Results are of three independent experiments (performed in
triplicate) and expressed as mean values.
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Figure 3. Effects of LPSF/ACO5 on cell cycle progression of MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B)
and MCF-10A (C) cells after 48 hours of treatment (NTC = non-treated cells; DOXO =

doxorubicin) *p<0,05, **p<0,01. Results are of three independent experiments (performed in

triplicate) and expressed as mean values.
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Figure 4. Effects of LPSF/ACO05 on cell migration after 48 hours of treatment in MCF-7 cells.
LPSF/ACO05 significantly reduced migration area when compared to control DMSO 0,1%
(NTC= non-treated cells) *p<0,05. . Results are of three independent experiments (performed
in triplicate) and expressed as mean values.
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6. DISCUSSAO
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Atualmente, a quimioterapia é o método mais utilizado por pacientes com cancer, mas,
infelizmente a maioria das drogas apresenta limitacGes terapéuticas e apresentam efeitos
colaterais que sdo prejudiciais a qualidade de vida dos pacientes, desse modo a busca por
novos agentes para o tratamento das neoplasias, tém sido algo constante (Almeida, 2005).
Uma das alternativas pode ser a utilizacdo de novas moléculas com potencial atividade
anticancer e com baixa toxicidade. As acridinas e seus derivados, apresentam um grande
variedade de atividade bioldgicas que veem sendo descritas na literatura, dentre estas destaca-
se a promissora atividade anticancer (Pitta et al., 2012).

Em relacdo aos compostos tiazacridinicos, todos os compostos testados apresentaram
atividade citotdxica em linhagens neoplasicas, no entanto, o composto LPSF/AA29 foi o que
apresentou os melhores resultados para um numero maior de linhagens. A partir dos
resultados obtidos, sugere-se que a adicdo do substituinte 5-bromo-1H-indol no nucleo
tiazacridinico do LPSF/AA29 contribuiu positivamente com sua potencial atividade citotoxica
in vitro frente a maioria das linhagens testadas, em comparacdo com o0s outros derivados
sintetizados. Um grande numero de compostos contendo o nucleo indol foi avaliado na ultima
década e, em alguns, foi observada a atividade citotdxica frente a linhagens tumorais de
origem diversa como, por exemplo, RH30 (rabdomiossarcoma), MDA-MB231, PaCa-2
(carcinoma de pancreas), A549 (adenocarcinoma pulmonar), H460 (carcinoma pulmonar),
HT-29 (adenocarcinoma colon retal)) SMMC-7721 (hepatoma), MCF-7, IGR-OV-1
(adenocarcinoma ovariano), T47-D, CoLo-205 (carcinoma de colon), entre outras (Ding, et
al., 2005; Kaufmann et al., 2007; Kumar et al., 2010; Zhang et al., 2011; Kamal et al., 2012).

Adicionalmente, o substituinte 5-bromo-1H-indol quando inserido em nucleos
ftalazinicos também apresentou atividade antitumoral (Haider et al.,, 2007). Su e
colaboradores (2012) também destacaram a presenca do substituinte bromo no anel indol no
aumento do potencial anticancer de compostos derivados do obatoclax contra a linhagem
PLC5 (hepatoma).

Apesar dos compostos LPSF/AA36, LPSF/AA39 e LPSF/AA40 apresentarem maior
semelhanca estrutural em comparagdo com os demais compostos testados, apenas o primeiro
destacou-se quando testado contra a linhagem Hep-G2. Esta atividade pode ser explicada por
alguns fatores estruturais como, as auséncias do oxigénio na posi¢do 4 (nucleo morfolino) e
de ressonancia no anel piperidinico observada em LPSF/AA39 e LPSF/AA4Q,
respectivamente. Além disso, o nlcleo piperidinico é mais basico do que o ndcleo de
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piridinico, assim, o nitrogénio da piperidina é capaz de transferir o seu par de elétrons mais
facilmente, o que permite uma maior interacdo com possiveis receptores bioldgicos.
Recentemente, foi relatado que heterociclos nitrogenados sdo estruturas consideradas
especialmente “privilegiadas” para a sintese e o desenvolvimento de novas drogas por conta
de sua afinidade com estruturas bioldgicas (Dabholkar et al., 2010; Elavarasan et al., 2014).

O derivado imidazacridinico LPSF/ACO05 apresentou ativdade citotoxica contra seis
linhagens tumorais (linfomas, Raji e Toledo; leucemias, Jurkat e CCRF-CEM; mama, MCF-7
e MDA-MB) das nove testadas. Este composto é resultante da hibridizacdo molecular dos
heterociclicos imidazolidina e acridina. As imidazolidinas e seus analogos sdo constituidos
por um nucleo heterociclico contendo atomos de nitrogénio biologicamente ativos e
apresentam varias propriedades biologicas, entre elas, citotoxica (Janovec et al., 2011;
Cizekova et al., 2014; Dar et al., 2015).

Além disso, as imidazolidinas e seus derivados possuem afinidade com um grande
namero de receptores bioldgicos relacionados com inflamacéo, adesdo e proliferacdo celular,
fatores envolvidos em muitas neoplasias (Head e Mayorov, 2006).

As propriedades anticancer das acridinas tém sido relacionadas a sua estrutura
aromatica planar que possibilita a interacdo com o DNA celular, intercalando-se entre 0s
pares de bases da dupla hélice desta macromolécula (Ghosh et al., 2010).

A avaliagdo da atividade citotoxica dos derivados tiazacridinicos e de LPSF/ACO05
frente as células normais também foi investigada. Por esta razdo, células normais foram
expostas ao tratamento com os compostos acridinicos e com amsacrina. Verificou-se que
todos 0s compostos mostraram-se menos téxicos que a droga de referéncia, amsacrina,
quando testados em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs). Estes resultados
demonstram que esta série de compostos exibe baixa citotoxicidade para as células ndo
tumorais, demonstrando assim a sua propriedade seletiva.

O composto LPSF/ACO05 também foi testado frente a linhagem ndo tumoral de mama
MCF-10A e apresentou uma média do valor de ICsy cerca de 30 vezes menor que a
concentracdo da doxorrubicina. A doxorrubicina ¢ um membro da familia antraciclina de
farmacos antineoplasicos e € utilizado como agente de primeira linha para o tratamento de
varios tipos de tumores sélidos, porém, revela-se muito toxico (Papagiannaros et al., 2006).

Um fator importante no desenvolvimento de quaisquer potenciais novos farmacos
anticancerigenos é, sem duavida, que eles sejam eficazes e que apresentem baixa
citotoxicidade (Parent-Massin et al., 2010; Valeri et al., 2010).
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Uma vez observado que os derivados acridinicos LPSF/AA29, LPSF/AA36 e
LPSF/ACO05 exibiram efeitos citotoxicos em linhagens tumorais, seus mecanismos de morte
foram investigados e todos mostraram-se potentes indutores apoptoticos. A resisténcia a
morte celular é uma das principais caracteristicas do cancer através da evasdo apoptotica, uma
habilidade bioldgica adquirida durante as varias etapas do desenvolvimento de tumores
humanos (Hanahan e Weinberg, 2011). Por conseguinte, induzir a apoptose e compreender 0s
mecanismos para a inducéo deste tipo de morte celular € bastante Gtil no tratamento do cancer
(Amaravadi et al., 2007).

Adicionalmente, a identificagdo de potenciais agentes que induzam a morte celular,
em particular a apoptose, tem despertado o interesse da comunidade cientifica mundial (De et
al., 2010; Okumura, 2010; Jin et al., 2012). Como ja citado, um fenbmeno muito comum
ocasionado por este tipo de terapia € a inducdo de resisténcia a morte celular, por isso, novos
estudos moleculares estdo sendo realizados para melhor compreender a acdo deos compostos
nas vias que regulam a apoptose.

Em relacdo aos efeitos dos novos compostos tiazacridinicos sobre o ciclo celular foi
observado o aumento da porcentagem de células na fase sub-G1, populacdo sub-diploide,
apos o tratamento com LPSF/AA29, LPSF/AA36 e amsacrina. A presenca desta populacao
nesta fase é considerada um indicador de morte celular (Queiroz et al., 2013) o que é
consistente com os resultados dos ensaios com MTT e inducdo de morte celular.

Além disso, também foi observado um arrasto celular na fase G2/M apds o tratamento
com LPSF/AA29, LPSF/AA36 e LPSF/ACO05 (em tumores de mama), este resultado pode ser
considerado como um atraso no ciclo celular de modo que a reorganizacdo de varios
processos pode ocorrer nesta fase, incluindo a regulacdo da segregacdo dos cromossomos e a
tentativa de reparar danos ao DNA (Foster, 2008). Estudos moleculares tém revelado que
compostos sintéticos e naturais sdo capazes de induzir o arrasto na fase G2/M do ciclo celular
e promover a morte celular por apoptose, demonstrando que a parada do ciclo nesta fase
tambem esta associada com mecanismos de morte celular (Lee et al., 2010; Liu et al., 2013).
A importancia do aumento do nimero de células estacionadas em G2/M na mediagdo de
morte celular pode ser exemplificada pela droga paclitaxel, um dos medicamentos mais
utilizados no tratamento do cancer da mama e de ovario, que atua especificamente sobre esta
fase do ciclo e, em seguida, induz a apoptose (Gallagher e Brian, 2007; Zhao et al., 2014).

Em células de leucemia e linfoma LPSF/ACO5 induzui um parada no ciclo celular na
fase GO/G1. O checkpoint em G1 impede a replicacdo do DNA danificado, blogueando a

entrada em fase S e sua alteracdo € uma caracteristica comum das células cancerosas (Chen et
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al., 2012) . Os agentes quimioterapéuticos, tais como paclitaxel e vincristina apresentam a
capacidade de induzir o arrasto do ciclo celular nesta fase e os seus efeitos citostaticos estao
associados a inducgdo da morte celular por apoptose (Denkert et al., 2003; Kurose et al., 2012).

O derivado LPSF/ACO05 revelou-se como um agente inibidor da atividade da enzima
topoisomerase 1l. Esta é uma enzima que faz quebras na fita dupla do DNA permitindo a
manipulacdo da sua topologia. Agentes anticancer, atualmente em uso clinico, tais como
doxorrubicina e etoposideo inibem a topoisomerase Il e provocam quebras nao reparaveis na
cadeia dupla do DNA (Demeunynck et al., 2001; Montecucco et al., 2015). LPSF/AC05
também é capaz de inibir a actividade da topoisomerase | em 100 e 200 uM (Lafayette et al.,
2013). Embora a maioria dos inibidores de topoisomerases mostram seletividade para apenas
um tipo de topoisomerase | ou I, uma pequena classe de compostos pode atuar contra ambas
as enzimas (Denny e Baguley, 2003). LPSF/ACO5 € capaz de inibir ambas as topoisomerases
reforcando seu potencial como agente antineoplasico.

Ademais, foi observado que ap6s o tratamento por um periodo de 48 horas
LPSF/ACO05 inibiu o nimero de células migrantes, quando comparado as células ndo tratadas.
A invasdo celular provocada pela migracdo de células em um tecido € um mecanismo muito
importante no desenvolvimento do tecido, reparacdo e respostas imunitarias. Porém, esta via
pode tornar-se aberrante em células tumorais e levar a invasdo maligna nos tecidos adjacentes
e vasos sanguineos. Estes fatores podem levar a formacdo de metastases (Wodarz et al.,
2007).



110

7. CONCLUSOES
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Os novos acridinicos apresentaram atividade citotoxica e citostatica frente a linhagens

neoplasicas de diferentes histotipos;

O composto tiazacridinico LPSF/AA29 que possui 0 substituinte 5-bromo-1H-indol
exibiu os menores valores de ICsy para a maioria das linhagens testadas, exceto para

hepatocarcinoma (Hep-G2);
Dentre os compostos testados, o agente tiazacridinico LPSF/AA36, que possui 0

nucleo piperidinico, foi o que apresentou maior citotoxicidade contra a linhagem Hep-
G2.

O composto imidazacridinico LPSF/AC05 apresentou atividade citotdxica contra

linhagens de cancer de mama, linfomas e leucemias.

Todos os compostos testados mostraram-se menos toxicos para as linhagens celulares
normais (PBMCs) quando comparados as drogas amsacrina ou doxorrubicina;

O composto imidazacridinico LPSF/ACO05 foi menos toxico em células ndo tumorais

de mama, em comparacado a droga de referéncia doxorrubicina;

Os derivados LPSF/AA29, LPSF/AA36 e LPSF/ACO05 sdo potenciais agentes
indutores de morte celular por apoptose;

Os derivados LPSF/AA29 e LPSF/AA36 mostraram-se inibidores significativos da
progressao do ciclo celular na fase G2/M;

O derivado LPSF/ACO05 mostrou-se inibidor da progressao do ciclo celular nas fases
GO0/G1, em linhagens de leucemias/linfomas, G2/M na linhagem MCF-7;

O derivado LPSF/ACO05 atuou na inibicdo da ataividade da enzima topoisomerase l;
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v O derivado LPSF/ACO05 mostrou-se um inibidor da migracdo celular na linhagem de
cancer de mama MCF-7.
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8. PERSPECTIVAS
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Avaliar o efeito dos derivados acridinicos em outras linhagens celulares;
Avaliar o efeito dos derivados acridinicos sobre as caspases 3,8 e 9;

Estabelecer quais mecanismos moleculares estdo relacionados a atividade anticancer

dos derivados acridinicos;
Avaliar a toxicidade aguda e subcrénica dos derivado acridinicos.

Realizar ensaios de citotoxicidade in vitro dos derivados acridinicos em
coadministracdo a farmacos ja utilizados na terapéutica, para a analise de sinergismo

de acdo.

Realizar a andlise proteoémica de linhagens neoplésicas apds o tratamento com o0s

novos agentes acridinicos.
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