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ATA DA DEFESA DE TESE DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
BIOLOGICAS DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS DA UNIVERSIDADE

FEDERAL DE PERNAMBUCO.

Aos vinte e trés dias do més de janeiro de dois mil ¢ catorze, as nove horas, no
Auditorio da DINE. realizou-se a Defesa de Tese apresentada ¢ defendida pelo
Doutorando Thiago Ubiratan Lins ¢ Lins, intitulada: "Avalia¢io do efeito
anticancer dos derivados tiazacridinicos LPSF/AC-34 ¢ LPSF/AC-129". A Banca
Examinadora foi homologada em sete de janeiro de dois mil e catorze, pela PROPESQ,
tendo como membros titulares os Professores: Ivan da Rocha Pitta (Orientador),
Doutor em Ciéncias Farmacéuticas, pela Universidade Joseph-Fourier, Marina
Galdino da Rocha Pitta, Doutora em Inovagdo Terapéutica, pela Universidade Federal
de Permambuco. Michelly Cristiny Pereira, Doutora em Ciéncias, pela Universidade
de Sio Paulo. Giovani Rota Bertani, Doutor em Melhoramento Animal ¢ Genética,
pela Universidade de Nebraska, Paloma Lys de Medeiros, Doutora em Ciéncias
Biologicas. pela Universidade Federal de Pernambuco; Maria Tereza dos Santos
Correia. Doutora em Ciéncias Bioldgicas, pela Universidade Federal de Sio Paulo.
Cesar Augusto Souza de Andrade, Doutor em Ciéncias de Materiais, pela
Universidade Federal de Pernambuco, suplentes. O Prof. Ivan Pitta deu inicio & Sessd
agradecendo pela presenca de todos e passou a palavra ao doutorando para fazer
exposicdo de sua tese, efetuada em quarenta minutos. Continuando. o presidente
solicitou @ Comissdo Examinadora que ocupasse seus lugares a mesa para proceder
argui¢do. na seguinte ordem: Dr.* Paloma Medeiros (1° examinador), Dr. Giovant
Bertani (2° examinador), Dr.* Michelly Pereira (3° examinador), Dr.* Marina Pitta (4°
examinador), Dr. Ivan Pitta (5° examinador). Dando continuidade, o presidente abordou
a importancia do trabalho desenvolvido pelo doutorando e, em seguida, expressou seus
agradecimentos, solicitando aos convidados a gentileza de se retirarem do recinto por
alguns minutos, a fim de proceder a avaliagdo da tese. A Comissio Examinadora
atribuiu a Thiago Ubiratan Lins e Lins a meng¢do: “Aprovado”, por unanimidade.
Face ao resultado o mesmo estd apto a receber o grau de Doutor em Cicncias
Biologicas, Area Biologia Quimica para a Saide, pela Universidade Federal de
Pernambuco. Nada mais havendo a tratar, a sessiio foi encerrada ¢ para constar, eu
Adenilda Eugénia de Lima, Secretdria, lavrei, datei e assinei a presente ata que também

assinam os demais presentes. Recife, 23-de janeiro de 2014
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LINS, THIAGO UBIRATAN LINS E; Avaliacdo do efeito anticancer dos derivados
tiazacridinicos LPSF/AC-34 e LPSF/AC-129. 2014. Orientador: lvan da Rocha Pitta. Co-

orientadores: Maira Galdino da Rocha Pitta; Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo.

RESUMO

Os derivados tiazacridinicos (Z/E)-5-(acridin-9-il) metileno-3-(3-cloro-benzil)-tiazolidin-2,4-diona
(LPSF/AC-34) e  (2)-5-(acridin-9-il)  metileno-3-(3-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona
(LPSF/AC-129) foram sintetizados. O produto da reacao continha 72% do derivado (Z) LPSF/AC-
129 e 22% do derivado (Z/E) LPSF/AC-34, com rendimento de 94%. As estruturas quimicas dos
derivados foram determinadas por espectroscopia no infravermelho, espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e espectrometria de massas e a pureza por HPLC-MS. A
citotoxicidade da mistura LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 foi avaliada frente a linhagens de células
tumorais aderentes e ndo-aderentes pelo método de MTT. Os valores obtidos para o IC50 foi de 3,98
UM (linfoma de Burkitt - RAJI); 35,6 uM (leucemia de células T - Jurkat); 8,05 uM (leucemia
promielocitica aguda - HL-60); 14,27 uM (leucemia linfobléstica aguda - CCRF-CEM); 55,77 uM
(glioblastoma - NG97); >100 uM (mama - T47D). A seletividade dos compostos foi avaliada em
células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) de voluntarios sadios e apresentou uma
IC50>100uM. Em seqguida, avaliou-se por citometria de fluxo o efeito dos derivados no ciclo celular
e inducdo de morte. Observou-se que a mistura LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 na dose de 3,98 uM
nao causou alteracGes significativas no ciclo celular e induziu a morte por apoptose na linhagem de
linfoma RAJI. Em paralelo, avaliou-se por RT-PCR o efeito dos derivados na expressao dos genes
GADD153, PPARYy, Bcl-2, SOD1, Beclin, Bid, p21 e RIP3 nas linhagens HL-60 e CCRF-CEM em
comparacdo as céelulas ndo tratadas. Apos 10 horas de exposicdo da linhagem HL-60 aos derivados,
na dose de 8,05 UM (n=3), observou-se a modulacdo dos genes GADD153 (12,47 vezes, p=0,0808)
e PPARYy (4,82 vezes, p=0,2277). Na linhagem CCRF-CEM (dose de 14,27 puM; n=3) observou-se a
modulagdo dos genes Bcl-2 (0,97 vezes, p=0,4409), Bid (1,62 vezes, p=0,3911), RIP3 (0,97 vezes,
p=0,3722) e SOD1 (1,29 vezes, p=0,0172) indicando interferéncia no estresse oxidativo. Avaliou-se
também o efeito dos derivados na expressdo protéica de NFkB, Bax, pPTEN e GADD153 por
Western Blotting. Observou-se na linhagem HL-60 a modulacdo de NFkB (p=0,3012; n=3) e de Bax
(p=0,9221; n=3). Na linhagem CCRF-CEM observou-se o aumento de NFkB (p=0,0053; n=3) e Bax
(p=0,6956; n=3). Os resultados mostraram que os derivados LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129
apresentam atividade frente as linhagens de tumores hematopoiéticos e sélidos, modulando expressdo

génica e proteica. Palavras—chave: tiazacridinas, apoptose, citotoxicidade, seletividade, sinergia.
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LINS, THIAGO UBIRATAN LINS E; Anticancer effect evaluation of LPSFAC-34 and
LPSFAC-129 thiazacridinic derivatives. 2014. Orientador: Ivan da Rocha Pitta. Co-orientadores:
Maira Galdino da Rocha Pitta; Moacyr Jesus Barreto Melo Régo

ABSTRACT

The (Z/ E) -5- (acridin-9-yl) methylene-3- (3-chloro-benzyl) thiazolidin-2,4-dione (LPSF / AC-34)
and (2) -5 - (acridin-9-yl) methylene-3- (3-chloro-benzyl) -4-thioxo-thiazolidin-2-one (LPSF / AC-
129) thiazacridinic derivatives were synthesized. The reaction product contained (Z) LPSF / AC-129
(72%) and (Z / E) LPSF / AC-34 (22%), with 94% of yield. The derivatives chemical structures were
determined by infrared spectroscopy, nuclear magnetic resonance spectroscopy and mass
spectrometry hydrogen and the purity was determined by HPLC-MS. The mixture LPSF / AC-34 +
LPSF / AC-129 cytotoxicity was evaluated against adherent and non-adherent tumor cell lines
throught MTT method. The IC50 values obtained was 3,98 uM (Burkitt lymphoma - RAJI); 35,6 uM
(T-cell leukemia - Jurkat); 8,05 uM (acute promyelocytic leukemia - HL-60); 14,27 uM (acute
lymphoblastic leukemia - CCRF-CEM); 55,77 uM (glioblastoma - NG97); > 100 uM (breast- T47D).
The compounds selectivity was assessed in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of healthy
volunteers and showed an IC50> 100uM. Then, the derivative effect on cell cycle and induction of
death was assayed by flow cytometry. It was observed that the 3,98 uM dose of mixture LPSF / AC-
34 + LPSF / AC-129 caused no significant changes in cell cycle and induce death by apoptosis in
lymphoma cell line RAJI. In parallel through RT-PCR, it was evaluated the derivatives effect on
GADD153, PPAR gamma, Bcl-2, SOD1, Beclin, Bid, RIP3, p21 genes expression in HL-60 and
CCRF-CEM tumor cell lines compared to untreated cells . After submitting HL-60 line to 10 hours
exposure of 8.05 uM derivatives dose (n = 3), we observed the modulation of GADD153 (12,47 fold,
p=0.0808) and PPAR gamma (4,82 fold, p=0.2277) genes. On CCRF-CEM cell line (14,27 uM dose;
n=3) it was observed modulation of Bcl-2 (0,97 fold, p = 0,4409), Bid (1,62 fold, p = 0,3911), RIP3
(0,97 fold, p=0,3722) and SOD1 (1,29 fold, p=0,0172) genes indicating interference on oxidative
stress. It is also evaluated the derivatives effect on protein expression of NFkB, Bax, GADD153 and
PPTEN by Western blotting. It was observed, in HL-60 cell line, the NFKB (p=0,3012; n=3) and Bax
(p=0,9221; n=3) modulation. In CCRF-CEM cell line was observed NFkB (p=0,0053; n=3) and Bax
(p=0.6956; n=3) increase. The results showed that the derivatives LPSF / AC-34 + LPSF / AC-129
had activity against hematopoietic and solid tumor cell lines by modulating gene and protein
expression.

Key words: thiazacridines, apoptosis, cytotoxicity, selectivity, synergy.
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1.  Introducéo

Atualmente a maioria das formas de quimioterapia contra o cancer buscam atacar 0s
mecanismos basicos da divisdo celular (sintese e replicacdo do DNA, ciclo celular e alteragdes do
citoesqueleto). Alguns medicamentos, como a doxorrubicina, vincristina, ciclofosfamida, paclitaxel,
e topotecan possuem limitada seletividade frente a células normais. Este fato provoca alta
citotoxicidade contra o tecido normal (SANCHEZ-GARCIA; VICENTE-DUENAS; COBALEDA,
2007). Na tentativa de minimizar este problema, se faz necessario procurar novos agentes terapéuticos
que consequentemente fazem emergir novas classes de compostos.

Uma das classes bastante estudadas é a dos derivados de acridina, ja bem conhecidos pela sua
estabilidade quimica e bioldgica e a sua capacidade de formar ligacdes com a molécula de DNA ou
RNA, o que resulta na interferéncia das funcdes bioldgicas celulares (BELMONT; DORANGE,
2008; CHOLEWINSKI; DZIERZBICKA; KOLODZIEJCZYK, 2011). Um dos representantes desta
classe é a N-(4-(acridin-9-il-amino)-3-metoxifenil)-metanossulfonamida também chamada
Amsacrina ou m-AMSA (DEMEUNYNCK; CHARMANTRAY; MARTELLI, 2001) que tem sido
utilizada no tratamento de leucemias agudas e linfomas. Porém a amsacrina ndo tem sido
significativamente eficaz no tratamento de tumores so6lidos (BARROS et al., 2012). Nesse contexto,
muitos estudos tém demonstrado a importancia de se buscar novos derivados de acridina com
potencial anticancerigeno para o desenvolvimento desta classe de compostos utilizando alguns dos
substituintes ja conhecidos da quimica organica como nitro, metoxi, metil, aminoacidos,
aminoalquilamino ou hidroxialquilamino (CHOLEWINSKI; DZIERZBICKA; KOLODZIEJCZYK,
2011; DENNY, 2002; GALDINO-PITTA et al., 2013; GURRALA; BABU; RAJU, 2011).

Por outro lado, ha outra classe de compostos também conhecidos na terapéutica: os derivados
de tiazolidina. Como primeiro representante desta classe tivemos a ciglitazona seguido
posteriormente da englitazona, troglitazona e pioglitazona. Atualmente, a glitazona ainda em uso € a
pioglitazona, que vem sendo utilizada no controle terapéutico do diabetes (JAIN; VORA; RAMAA,
2013). Estudos com derivados tiazolidininicos ttm demonstrado a sua capacidade em diminuir o nivel
de hiperglicemia, hiperlipidemia e resisténcia a insulina (DA COSTA LEITE et al., 2007). Além
disso, estudos de sintese quimica, de docking e de efeitos biolégicos demonstram as propriedades
anti-inflamatdrias de tiazolidinadionas (BARROS et al., 2010; SANTIN et al., 2013). Estes agentes
atuam estimulando um membro da familia de receptores nucleares de horménios, o receptor ativado
por proliferador de peroxissomos y (PPARYy) e sua ligagdo ao receptor conduz a modulacdo da

expressdo de genes especificos (ZHANG et al., 2010).
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O PPARy desempenha um importante papel na proliferagéo celular, diferenciacéo e apoptose.
O efeito antiproliferativo do PPARYy tem sido relatado em muitas linhagens celulares como mama,
colon, prostata, e pulmdo (SERTZNIG et al., 2007; WOO et al., 2011; YIN et al., 2001). Agonistas
de PPARy como a ciglitazona podem inibir o crescimento de glioblastoma de maneira dose-
dependente além de induzir alteragdes no ciclo celular e apoptose além de inibir a via de sinalizacéo
de EGF/bFGF através da via Tyk2-Stat3 e expressdo de PPARy (CHEARWAE; BRIGHT, 2008),

Um estudo clinico de fase Il mostrou que 14 pacientes portadores de glioblastoma quando
tratados com inibidores de ciclo-oxigenase 2 (COX-2) como pioglitazona e rofecoxibe combinados a
quimioterapia convencional de baixa dose utilizando capecitabina ou temozolomida responderam
melhor ao tratamento. Quatro desses pacientes tiveram a proliferacdo tumoral do glioblastoma
estabilizada durante os 3 meses de tratamento (HAU et al., 2008).

Assim, o conhecimento adquirido com o processo de sintese destas duas classes de compostos,
tem levado muitos grupos de pesquisa a sintetizar novas moléculas antitumorais. Nas Gltimas décadas,
Pitta e colaboradores tém se dedicado extensivamente a pesquisa para a obtencdo de moléculas com
melhor eficacia para o tratamento de cancer. Para tal, tem se utilizado a estratégia de acoplar os
nucleos acridina e tiazolidina a fim de se obter uma nova classe de compostos, os derivados
tiazacridinicos (BARROS et al., 2012; GALDINO-PITTA etal., 2013).

Desse modo, este trabalho busca avaliar a atividade bioldgica de dois representantes desta classe
de compostos em relagdo a citotoxicidade celular no intuito de encontrar um candidato a
quimioterapico mais seletivo frente ao cancer. Além disso, o trabalho visa estabelecer quais vias de
sinalizacdo celular relacionadas com o metabolismo e mecanismos de morte celulares podem ser

modulados pela mistura de compostos tiazacridinicos.
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2. Objetivos

2.1. Geral

Avaliacdo do efeito anti-tumoral da mistura dos derivados tiazacridinicos LPSF/AC-34 +
LPSF/AC-129.

2.2. Especificos

= Sintetizar a mistura dos derivados tiazacridinicos LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129;

= Obter as caracteristicas fisico-quimicas e caracterizar as estruturas quimicas dos derivados
LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 por espectroscopia no infravermelho, espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e espectrometria de massas;

=  Avaliar a pureza dos derivados tiazacridinicos LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 por HPLC;

= Testar a seletividade da mistura dos derivados tiazacridinicos LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129
frente a células mononucleadas do sangue periférico de voluntarios sadios;

= Avaliar a citotoxicidade e citostaticidade in vitro em diferentes linhagens de células tumorais
da mistura dos derivados tiazacridinicos LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 através de citometria de
fluxo;

= Estabelecer quais mecanismos moleculares estdo relacionados a atividade anticancer da mistura
dos derivados tiazacridinicos LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 através da avaliacao da expressédo
génica por RT-PCR.
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3. Justificativas

Céancer € um termo genérico utilizado para designar um vasto grupo de doencas que afetam o
organismo humano e seu desenvolvimento esta relacionado com fatores genéticos e fatores externos
como agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos. Esta também relacionado diretamente ao
envelhecimento pois com a idade avancada os mecanismos de reparo celular sdéo menos efetivos.
Desse modo, o cancer tem sido uma das causas principais de morte sendo responsavel por 7,6 milhdes
de morte no mundo em 2008 e de acordo com projecOes realizadas sdo esperadas aproximadamente
13,1 milhGes de mortes no mundo em 2030 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). O
tratamento atual mais frequentemente utilizado para o cancer consiste de quimioterapia onde séo
utilizados alguns dos agentes quimioterapicos existentes como agentes alquilantes, antimetabdlitos,
antibioticos e inibidores mitoticos que podem ser combinados com a remogao cirdrgica dos tumores
e radioterapia (GALDINO-PITTA et al., 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

Dentre 0s agentes quimioterapicos existentes temos a molécula de acridina que teve sua
atividade anticancer primeiramente relatada na década de 20 (DEMEUNYNCK; CHARMANTRAY
MARTELLI, 2001; GALDINO-PITTA etal., 2013). Desde entdo o seu mecanismo de agdo tem sido
estudado (DENNY, 2002). Os dados existentes relatam que a planaridade da sua estrutura aromatica
tem a capacidade de se intercalar com a fita dupla de DNA, interferindo assim em fun¢Ges celulares
principalmente aquelas relacionadas aos mecanismos de sintese e replicagio do DNA.
Adicionalmente, sua atividade bioldgica esta relacionada a interacdo com o DNA nuclear de maneira
sequéncia especifica e a alvos biologicos como as topoisomerases | e Il, telomerase e proteinas
quinase (BARROS et al., 2012). O uso clinico de derivados acridinicos ainda é limitado pois existem
problemas como alta citotoxicidade, baixa seletividade, efeitos adversos, resisténcia e baixa
biodisponibilidade que encoraja o estudo mais aprofundado dessas moléculas a fim de promover
modificacdes estruturais como mudancas de substituintes a partir da estrutura padrdo da acridina
(SANCHEZ et al., 2006).

A atividade antineoplasica dos compostos tiazolidinicos também vem sendo exploradas devido
a relacdo existente entre inflamagdo e cancer. Esta conexdo tém sido explorada, de modo & inclusdo
da inflama¢do como um “Hallmarker” do céncer, no qual o ambiente inflamatério tumoral atua em
prol da invasdo e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011). E por esse motivo que agonistas de
PPARy tem sido relacionados a capacidade de modular a proliferacdo e a apoptose de muitos tipos
celulares de canceres humanos como, por exemplo, pulmdo, mama, célon, préstata e bexiga
(BARROS et al., 2012). Neste contexto hibridizar anéis acridinicos e tiazolidinicos funcionam como

possivel estratégia terapéutica.
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4.  Revisdo Bibliografica

4.1. Cancer: consideracdes gerais

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento
desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras
regides do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis sendo considerada uma das doencas de tratamento mais dificil pois envolve o completo
entendimento de seus mecanismos de desenvolvimento (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013).

O surgimento do cancer esta geralmente associado a causas que podem ser externas e internas.
As causas externas, como substancias quimicas, irradiacdo, virus e fatores comportamentais,
constituem os fatores de risco ambientais. De todos o0s casos de cancer, 80 a 90% estdo associados a
fatores ambientais (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA
SILVA, 2011).

As causas internas, como 0s horménios, condi¢Bes imunoldgicas e mutagfes genéticas sdo, na
maioria das vezes, geneticamente predeterminadas e estdo ligadas a capacidade do organismo de se
defender das agressfes externas. Apesar do fator genético exercer um importante papel na formacédo
dos tumores (oncogénese), sdo raros 0s casos de cancer que se devem exclusivamente a fatores
hereditarios, familiares e étnicos. Alguns tipos de cancer, como, por exemplo, 0s canceres de mama,
estbmago e intestino, parecem ter um forte componente familiar, embora ndo se possa afastar a
hipotese de exposicdo dos membros da familia a uma causa comum. Existem ainda alguns fatores
genéticos que tornam determinadas pessoas mais susceptiveis a acdo dos agentes cancerigenos
ambientais. Isso parece explicar por que algumas delas desenvolvem céancer e outras ndo, quando
expostas a um mesmo carcinégeno (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2011).

As causas externas e internas podem interagir de varias formas, aumentando a probabilidade de
transformacgdes malignas nas células normais. O surgimento do cancer depende da intensidade e da
duracdo da exposicao das células aos agentes causadores de cancer (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011).
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4.2. Epidemiologia do céancer

O namero de casos de cancer tem aumentado de maneira consideravel em todo o mundo
configurando-se, na atualidade, como um dos mais importantes problemas de saude publica mundial
estando em segundo lugar das causas de morte ficando atras apenas de doenca cardiovascular. Estima-
se para 0 ano de 2030, 10,7 milhdes de novos casos de cancer nos paises em desenvolvimento (Figura
1) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013a; GUERRA; GALLO, 2005; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013).

NEW CANCER CASES

6.7M

Figura 1: Estimativa de novos casos de cancer no mundo (adaptada) (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2013b)

Adicionalmente, além da distribuicdo por paises, amplas varia¢des na frequéncia do cancer séo
observadas em relacdo as formas de cancer e ao sexo (Figura 2). Para o sexo masculino, o principal
tipo de cancer é o de prdéstata. Para 0 sexo feminino, o principal é o cancer de mama. Quanto ao
nimero de mortes, dados de 2008, mostram que o cancer foi a principal causa de morte no mundo
totalizando 7,6 milhGes de mortes (13% de todas as mortes) (Figura 3) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION CATALOGUING-IN-PUBLICATION DATA, 2011; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013)
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Figura 2: Tipos de cancer mais frequentemente diagnosticados no mundo por pais e sexo em
2008 (WORLD HEALTH ORGANIZATION CATALOGUING-IN-PUBLICATION DATA, 2011)
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Figura 3: Indice de morte por 100.000 habitantes por pais e sexo em 2008 (adaptada de Global
Health Observatory Map Gallery)
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O céncer, no Brasil, constitui a segunda causa de morte por doenca. Foi responsavel, em 1994,
por 10,86% dos 887.594 ¢bitos registrados. Dos dbitos por neoplasias, 53,81% ocorreram entre 0s
homens e 46,05%, entre as mulheres. Somente na Regido Nordeste, as neoplasias representam a
terceira causa de morte por doenca, respondendo por 6,34% dos ébitos atestados, mesmo assim
ficando apenas 0,02 ponto percentual aquém das doencas infecciosas e parasitarias (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011).

Por causa das diferencas no acesso ao tratamento das leucemias, observa-se uma consideravel
variacdo entre populagdes com relacédo a sobrevida. Entre a populacdo masculina dos Estados Unidos
e da Europa Ocidental, a sobrevidaem 5 anos é de 43%; no Japdo, observa-se uma sobrevidade 25%;
na América do Sul, 24%; india, 19%; Tailandia, 15%, e Africa subsaariana, 14%. Em criancas, em
areas com acesso a esses tratamentos, a sobrevida relativa em 5 anos alcanga 80% (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011).

Foram estimados cerca de 356 mil casos novos e 191 mil 6bitos por Linfoma N&o-Hodgkin no
mundo para o ano de 2008. América do Norte, Australia, Nova Zelandia e algumas partes da Europa
possuem as mais altas taxas de incidéncia desse tipo de cancer. Em geral, essas taxas sao baixas na
Africa, com excecdo do linfoma de Burkitt (um subtipo de LNH), que é causado pela infec¢io do
virus Epstein-Barr (EBV) entre criangas. Além do EBV, outras infec¢fes, como a ocasionada pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), estdo associadasa um maior risco no desenvolvimento dos
LNH (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011).

4.3. Inflamacéo e Cancer

A inflamacdo tem sido observada como causa predisponente de cancer na evolucao de hepatite,
esofagite, colite e pancreatite para carcinomas. Adicionalmente, tumores onde a inflamacédo ndo tem
relacdo causal no seu surgimento, como por exemplo, o cancer de mama, a inflamacdo pode estar
presente mesmo que latente no sitio do tumor. Esse fato leva a crer que as células inflamatorias e
mediadores estdo presentes no microambiente da maioria ou provavelmente todos os tumores,
independentemente da causa. Tal observagdo tem levado a procura por conexfes entre eventos
genéticos que causam transformagfes neoplésicas e inflamacdo (GERMANO; ALLAVENA;
MANTOVANI, 2008). Inflamacéo e cancer estdo ligados por duas vias: a via extrinseca dirigida por
condicdes que causam respostas inflamatorias ndo-resolvidas e avia intrinseca dirigida por oncogenes
e genes supressores tumorais que ativam a expressao de programas relacionados a inflamacéo
(BALKWILL; MANTOVANI, 2012).
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O infiltrado inflamatério de um tumor pode incluir populac@es de diferentes leucocitos como
neutrofilos, macrofagos, células dendriticas, eosindfilos, mastocitos e linfécitos, todos sendo capazes
de produzir diversos tipos de mediadores. As células presentes em maior nimero sao macrofagos,
denominados de macrofagos associados ao tumor (TAMs, tumor-associated macrophages), podendo
representar mais da metade da massa tumoral (GARCIA, 2006). A inflamagéo tem papel paradoxal
durante o desenvolvimento tumoral. O resultado da associa¢do do tumor & inflamacdo depende da
dominancia tanto das acdes promotoras quanto supressoras de tumor. Recentemente, estudos
comprovam que a radioterapia e outros quimioterapicos resultam em substancial morte celular dos
tumores e em torno deles desencadeia uma resposta inflamatéria local e/ou sistémica capaz de
aumentar a apresentacdo de antigenos cruzados que estdo associados ou ndo ao tumor
(MATTAROLLO et al., 2011).

A inflamacdo associada ao cancer é um alvo atrativo no futuro das terapias antitumorais.
Estudos populacionais demonstram que o uso prolongado da aspirina ou outros antiinflamatorios ndo
esteroidais retarda o desenvolvimento de adenomas pré-malignos e pode também reduzir a
incidéncias de diferentes formas de neoplasia. Citocinas pré-inflamatorias inicialmente expressadas
pelos leucdcitos infiltrados e por células tumorais séo o alvo central dessa potencial terapia anticancer
(GERMANO; ALLAVENA; MANTOVANI, 2008). Nesse contexto, ha evidéncias recentes que
mostram a propriedade sub-regulatoria das citocinas pro-inflamatorias sobre o PPARy. Além disso,
tais estudos apontam que essa sub-regulagcdo pode ser revertida pelo tratamento com agonistas de
PPAR como por exemplo TZDs (MURPHY; HOLDER, 2000). Além de efeitos antiinflamatérios, os
agonistas de PPARYy tem demonstrado efeitos antineoplasicos em muitos tipos de tumores inibindo o
crescimento celular, apoptose e interferindo na diferenciacdo de células neoplésicas (YOUSSEF;
BADR, 2011). Muitos dos mecanismos contribuem para a atividade antitumoral desses compostos
como a modulacdo negativa de STAT-3 através de mecanismos diretos e indiretos (VITALE et al.,
2012).

Esses efeitos de anti-proliferacdo e pro-diferenciagdo dos ativadores de PPARy sugerem que
estes compostos possam ser utilizados no retardo da proliferacdo da des-diferenciacdo de células
tumorais sendo este um alvo promissor para as novas estratégias de identificagdo e desenvolvimento
de moduladores seletivos de PPARy (MURPHY; HOLDER, 2000; YOUSSEF; BADR, 2011).
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4.4. Neoplasias hematoldgicas

4.4.1.L eucemias

Leucemias sdo um grupo de doencas neoplasicas caracterizadas pelo acimulo de leucécitos
malignos na medula 6ssea e no sangue. Clinicae patologicamente, subdivide-se em 4 grandes grupos:
leucemias agudas e crénicas podendo se subdividir em linfoides e mieldides (HOFFBRAND; MOSS;
PETTIT, 2008). Nas leucemias agudas as transformagdes malignas ocorrem em células-tronco
hematopoéticas ou em progenitores primitivos interferindo na velocidade de producéo, na diminui¢do
da apoptose e no bloqueio da diferenciagdo celular sendo caracteristico da doenga um aumento rapido
nos nameros de células imaturas do sangue, os blastos. Para o diagnostico, considera-se leucemia
aguda a presenca de 20% de blastos no sangue periférico ou na medula 6ssea. Dependendo do tipo
de blasto em proliferagdo pode ser subdividida em leucemia mieldide aguda (LMA) quando
mieloblastos ou em leucemia linfoblastica aguda (LLA) quando linfoblastos. Em ambos os casos o
nimero de blastos é consideravelmente aumentado (HOFFBRAND; MOSS; PETTIT, 2008;
INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011).

Nas formas crénicas da leucemia, € evidente a presenca de células-tronco multipotentes que
causam aumento excessivo no nimero de células maduras anormais e € responsavel pela maioria das
caracteristicas cronicas. Sendo uma anomalia adquirida de células tronco hematopoéticas, o
cromossomo Ph estid presente tanto em celulas da linhagem mielode (granulocitica, eritroide e
megacariocitica) quanto da linhagem linfoide (células B e T). Ao contrario das leucemias agudas, a
forma cronica tem progressao lenta podendo levar meses ou até anos para evoluir (HOFFBRAND;
MOSS; PETTIT, 2008).

4.4.2.Linfomas

Os linfomas sdo neoplasias malignas originadas nos linfonodos (ganglios) que sdo encontrados
principalmente no pescoco, virilha, axilas, pelve, abdome e toérax. Os linfonodos produzem e
armazenam leucocitos trés tipos de linfécitos: os linfécitos B, os linfocitos T e as células "natural
killer" (células NK) (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA
SILVA, 2011).

Pessoas com deficiéncia de imunidade, em consequéncia de doengas genéticas hereditarias, uso

de drogas imunossupressoras e infeccdo pelo HIV, tém maior risco de desenvolver linfomas.
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Pacientes portadores do virus Epstein-Barr, HTLV1, e da bactéria Helicobacter pylori, ttm risco
aumentado para alguns tipos de linfoma. Muitos dos agentes quimicos e fisicos estdo relacionados
com o aumento de risco: inseticidas (organofosforados e fenoxiherbicida), anticonvulsivantes
(difenilhidantoina) e outros agentes quimicos como benzenos, tricloroetileno, tiner de tinta, graxas e
0leos. Além disso, a exposicdo a altas doses de radiagdo também esta relacionada ao alto grau risco
de desenvolvimento da doenca. (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2011; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CANCEROLOGIA, 2013)

Os linfomas sédo divididos em duas categorias principais: os linfomas de Hodgkin e todos os
outros linfomas, denominados linfomas ndo-Hodgkin (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011).

No linfoma de Hodgkin, um linfocito (geralmente um linfocito B) se transforma de uma célula
normal em uma célula maligna, capaz de crescer descontroladamente e disseminar-se. Nos linfonodos
a célula maligna comega a produzir clones que podem se disseminar para tecidos adjacentes, e, se
nao tratadas, podem atingir outras partes do corpo atraves dos vasos linfaticos (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2011).

O linfoma ndo-Hodgkin (LNH) é derivado de subpopulacdes de células brancas do sangue
(células B e T), originadas na medula 6ssea. Avangos na imunologia e na biologia molecular tém
auxiliado muito na deteccdo desses tumores, além de abrir caminhos para novas estratégias de
tratamento. Os linfomas ndo-Hodgkin compreendem um grande grupo heterogéneo de canceres do
sistema linféide, com diferentes locais de origem, diferentes comportamentos clinicos, e
principalmente pelo tipo de tratamento e resposta (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CANCEROLOGIA, 2013).

4.5. Vias de inducdo de morte celular

4.5.1. Apoptose

A morte e a subsequente remocao das células do corpo humano é um processo que ocorre ao
longo de toda a vida. A homeostase dos tecidos estd baseada na renovacao celular. Em todas as fases
da vida os processos de apoptose e de crescimento celular estdo rigorosamente coordenados e
balanceados, assegurando o correto funcionamento do sistema imune. Eventos como danos ao DNA
ou anormalidades cromossdmicas desencadeiam a apoptose em células que estdo danificadas. Em
células cancerosas, ocorrem mutacfes genéticas que conferem a capacidade de resistir aos sinais
apoptoticos (NOTEBORN, 2009).
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A regulacdo genética da apoptose esta dividida em duas vias: a intrinseca ou via mitocondrial

e a extrinseca ou via dos receptores de morte (Figura 4).

Extracelular

Ligante Ill

Receptor de
morte

—  [Bid]

CitocromoC ® @

L ] @ A (o)
SMAC/DIABLO
l HtrA2/0Omi

— )

Intracelular

Figura 4: Ativacdo das vias intrinseca e extrinseca da apoptose a partir de ligantes (fatores de
estresse ambientais e estimulos citotoxicos) (adaptado) (DE BRUIN; MEDEMA, 2008).

A inducdo da apoptose pela via extrinseca é desencadeada pela ativacdo de receptores por
ligantes de Fas ou FasL (Fas (CD95/Apo-1); por ligante de TNF (tumoral necrosis fator) ou TRAIL
(DR4, DR5); e por receptor de fator de necrose tumoral (TNFR1). A ativacdo de CD95, DR4 e DR5
leva primeiramente & formacdo de DISC (death-inducing signaling complex) formado pelo
recrutamento do dominio de morte associadoao Fas (FADD - Fas-associated death domain), caspase
8 (eemalguns casos a caspase 10) e a proteina inibitériado FLICE (FLIP — FLICE inhibitory protein).
A caspase 8 iniciadora é processada e ativada amplificando a cascata apoptdtica pela ativacao de
caspases efetoras. Se ap6s a ativacdo de receptores de morte, as células tiverem baixos niveis de
formacdo de DISC e caspase 8 ativadas, a progressdao da apoptose dependerd de um loop de

amplificacdo induzido pela clivagem da proteina Bid pela caspase 8 e a subsequente liberacdo de
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citocromo ¢ da mitocondria. Em contrapartida, a sinalizagdo por TNFR1 resulta na formacdo de dois
complexos de sinal. A formacdo do complexo 1 induzida por TNF acarreta no recrutamento de RIP
(receptor-interacting protein), TRADD (TNFR-associated death domain protein) e TRAF-1 e -2
(TNFR-associated factor). Como este complexo carece de FADD e pro-caspase 8 ocorre a
translocacdo para o citosol onde FADD, caspase 8 e 10 e FLIP s&o finalmente recrutados para a
formagéo do tradossomo ou complexo Il onde age a caspase 8 ativada (FRANCO et al., 2009).

O gatilho para que ocorra apoptose é controlado pelo equilibrio entre membros pré e
antiapoptéticos da familia de proteinas Bcl-2. As proteinas Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 e Al sdo inibidoras
de apoptose agindo pela ligacdo seguida de supressdo das proteinas pro-apoptoticas Bax e Bak.
Quando estdo livres da acdo inibitoria das proteinas anti-apoptéticas, Bax e Bak perturbam a
integridade da membrana externa mitocondrial causando a liberacéo de proteinas de sinalizagdo pro-
apoptoticas sendo a mais importante, o citocromo c.

A partir de entdo, ocorre a ativagdo de uma cascata de caspases que agem atraves de vias
proteoliticas induzindo multiplas modificacGes celulares associadas a programacao apoptotica. As
caspases iniciadoras 8 e 9 que normalmente permanecem latentes, iniciam uma cascata de proteolises
que envolve efetores de caspases responsaveis pela fase de execucdo da apoptose (caspases 3, 6 e 7)
na qual a célula é progressivamente desmontada e entdo consumida por células vizinhas e fagocitos
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; NOTEBORN, 2009). Na falta de TNFo, as subunidades de
TNFR1 espontaneamente trimerizam para a membrana plasmatica. Uma vez que ocorra a ligacéo
com o receptor, estes assumem uma mudanca conformacional que permite que suas caudas
citoplasmaticas recrutem multiplas proteinas como o dominio de morte associado ao TNF (TRADD
- TNFR-associated death domain), RIP1, inibidor celular de apoptose 1 e 2 (cl AP — cellular inhibitor
of apoptosis 1 and 2), fatores 2 e 5 associados ao TNF (TRAF - TNFR-associated factor 2 and 5).
Como resultado, préximo a membrana plasmatica € gerada uma grande estrutura chamada complexo
| que ativa a via de sinalizagao do NF«B pro-sobrevivéncia. A ligagdo do TNFa ao TNFR1 leva a sua
internalizacdo e a formacdo da morte citosélicainduzida pelo complexo de sinalizagcdo DISC também
conhecido como complexo Il. A poliubiquitilagdo de RIP1 ndo s afeta a ativacdo de NFkB mas
também influencia a transi¢do para o complexo | e para o complexo Il. A desubiquitilacdo de RIP1
assim como de RIP3 sdo inativadas por clivagem proteolitica pela caspase 8 assim como inicia a
cascata de caspases pro-apoptoticas (NIKOLETOPOULOU etal., 2013).

A via intrinseca da apoptose também descrita como a via mitocondrial (Figura 2) é regulada
pela familia de proteinas Bcl-2 (B-cells lymphoma protein-2 family) que contém membros pré e
antiapoptoticos (NOTEBORN, 2009). Sua ativacdo se d& por uma variedade de estimulos citotoxicos

ou fatores de estresse ambientais. Embora os mecanismos que levam ao desencadeamento da
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apoptose sejam diferentes, ambas as vias convergem na liberagdo de proteinas pro-apoptéticas da
mitocdndria como o citocromo c. Essa liberacdo esta associada com a abertura de poros de transicao
de permeabilidade de mitocondria (MPTP - mitochondrial permeability transition pore) e a perda de
potencial de membrana mitocondrial (MMP — mitochondrial membrane potential). A via intrinseca é
também regulada por proteinas da familia Bcl-2 (Bad, Bid, Bim, NOXA e PUMA) que regulam as
proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 e Bcl-xL que por sua vez inibem Bax e Bak. Quando as proteinas
Bad, Bid, Bim, NOXA e PUMA sdo induzidas ou ativadas, ocorre a desrepressao de Bax e Bak por
ligacdo direta e inibicdo de Bcl-2 e de outros membros da familia anti-apoptotica. Tal fato é crucial
para induzir a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial e liberar o citocromo ¢ que
consequentemente levardao recrutamento de APAF-1 dentro do apoptossomo e a ativagao da caspase
9 para a subsequente ativacdo das caspases efetoras (FRANCO et al., 2009).

Os tumores adquirem resisténcia a apoptose através de muitas estratégias como por exemplo a
mutacdo que induz perda da funcdo da proteina supressora de tumor p53. Uma vez que p53 pode
promover a apoptose pela ativacdo da transcricdo de proteinas Bcl-2 pro-apoptoticas quando ocorre
danos ao DNA, uma p53 ndo-funcional pode diretamente estar ligada a falha na indugcdo da apoptose
apos estresse celular. Uma outra modificacdo anti-apoptotica observada em tumores humanos invove
a familia de proteinas Bcl-2, como a perda de fun¢do pré-apoptética de Bax e Bak ou a superexpressao
de proteinas anti-apoptéticas. Em um subtipo de linfoma de células B, Bcl-2 é altamente expressa
como consequéncia da translocacdo do gene de Bcl-2 proximo de um gene de imunoglobulina. Esta
translocacdo esta de acordo com a hipétese de que a resisténcia a apoptose favorece a formacao de
tumores (DE BRUIN; MEDEMA, 2008)

4.5.2. Autofagia

Autofagia € um processo que ocorre em células eucaridticas em baixos niveis nas células
normais com a finalidade de manter a homeostase pela eliminacdo de proteinas e organelas
desnecessarias, injuriadas ou senescentes. Estruturas citosélicas sdo sequestradas em uma vesicula
membranar dupla, o autofagossomo, que as digerem por hidrolise e as reciclam. Este processo de
engolfamento de material citoplasmatico é seguido pela fusdo do autofagossomo com lisossomos
formando o autolisossomo onde o material sera degradado por hidrolases acidas especificas. Além
do papel fisioldgico, este processo tem sido observado em niveis elevados em muitas condicdes
patologicas como miopatias, degeneracdo neuronal, doenga infecciosa e cancer (COATES;
GALANTE; BOLD, 2010); (NIKOLETOPOULOU et al., 2013).
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Fome, fatores ambientais e hormonais tais como privagéo de nutrientes, deplecao de fatores de
crescimento e hipdxia sdo conhecidos por ativar a autofagia. Como consequéncia, a degradacao dos
componentes  citoplasmaticos € aumentada em resposta a condicbes de estresse
(NIKOLETOPOULOU etal., 2013).

Além disso a autofagia é induzida como resposta adaptativa ao estresse do reticulo
endoplasmatico. Quando ocorre desequilibrio da homeostase do célcio e da funcdo do reticulo
aumentam os niveis de autofagia e de apoptose (NIKOLETOPOULOU etal., 2013).

Na membrana dupla da mitocondria se ligam vesiculas tipicamente observadas em autofagia e
estdo presentes em muitos dos tumores humanos indicando que aautofagia ocorre invivo. A autofagia
desempenha um papel supressivo de tumor em estagios iniciais de tumorigénese. Pode prevenir que
uma célula normal venha a se tornar uma célula maligna pela degradacéo de organelas danificadas
reduzindo, desse modo o estresse celular, ou ainda pela degradacdo de proteinas especificas que
aumentam a formacdo de tumores (DE BRUIN; MEDEMA, 2008).

4.5.3.Necrose

Ao contréario da apoptose onde células moribundas sdo consumidas quase que invisivelmente
por suas vizinhas, na necrose as células podem tornar-se inchadas e explodir liberando seu conteddo
para o microambiente tecidual. Embora a necrose tenha sido historicamente vista como morte do
organismo associada a exaustdo e degradacdo, o conceito atual tem mudado: a morte celular por
necrose é explicada pelo controle genético em algumas circunstancias, em vez de ser um processo
aleatorio. Células necréticas sao importantes pois liberam sinais pré-inflamatérios dentro da célula e
ao redor do microambiente tecidual. Como consequéncia, podem recrutar células inflamatérias do
sistema imune que desempenham a funcdo de amplificar a extensdo do tecido danificado e remover
debrisassociado a necrose (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Além disso, células necroticas podem
liberar fatores regulatérios bioativos como a IL-1a a qual estimula diretamente as células viaveis da
vizinhanca a proliferar facilitando assim a progressao neoplésica. Consequentemente, a morte celular
por necrose, embora aparentemente benéfica para contrabalangar a hiperproliferacdo associada ao
cancer, pode vir trazer mais danos do que bem. Desse modo, neoplasias incipientes, potencialmente
invasivas e tumores metastaticos podem ganhar uma vantagem por tolerar alguma etapa de morte
celular por necrose fazendo com que células inflamatorias sejam recrutadas trazendo fatores
estimulantes de crescimento para as células sobreviventes (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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4.5.4.Estresse oxidativo

Estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e
metabolitos reativos denominados oxidantes ou espécies reativas de oxigénio (EROs) e sua
eliminacdo por mecanismos protetores relatados como antioxidantes. Este desequilibrio leva a danos
de biomoléculas importantes e células causando impacto em todo organismo. EROs s&o produtos de
um metabolismo celular normal e desempenham papeis vitais na estimulacdo de vias sinalizadoras
em células de plantas e animais em resposta a modificagbes das condicdes ambientais intra e
extracelulares. Muitas das EROs sdo geradas em células pela cadeia respiratéria mitocondrial.
Durante reacdes do metabolismo enddgeno, células aerdbicas produzem EROs como 0 anion
superdxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila e peréxidos organicos como produtos normais
da reducdo biologica do oxigénio molecular. A transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular
ocorre a nivel de cadeia respiratoria e a cadeia transportadora de elétrons é localizada na membrana
mitocondrial. Sob condicdes de hipdxia, a cadeia respiratoria mitocondrial também produz oOxido
nitrico (NO) que pode gerar espécies reativas de nitrogénio (ERNS). Proteinas e lipideos também séo
comumente alvos do ataque oxidativo e a modificacdo destas moléculas podem aumentar o risco de
mutagénese (REUTER et al., 2010).

EROs podem promover muitos aspectos do desenvolvimento e progressdo tumoral: (1)
proliferacdo celular através da ativacdo de ERK1/2 e ligacdo independente da ativacdo de RTK); (2)
evasao da apoptose por ativagao de Src, NFkB ou fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K/Akt); (3) invasao
tecidual e metastase por secrecdo na matriz extracelular (ECM) de metaloproteinases (MMP) e (4)
angiogénese pela liberacédo de fator de crescimento endotelial (VEGF) e angiopoetina (SOSA et al.,
2013).

Altos niveis de estresse oxidativo induzem a ativacdo de p21 e a acumulacdo de pl16 e p27 ao
longo da ativacdo dos fatores de transcricdo MAPK p38 e FOXO (forkhead box O) respectivamente.
Essas proteinas levam ao sequestro da CDK-ciclina D e o ciclo celular para e em seguida a célula
entra em senescéncia. Contudo, tratamento de células proliferativas com antioxidantes reduz os niveis
de EROs ao minimo o que leva a diminuicdo dos niveis de ciclina D1, a acumulagcdo de p27 e a
hipofosforilacdo de pRB que também termina na paradado ciclo celular na fase G1. Sendo assim fica
claro que EROs agem sobre p16, p21, p27 e p53 regulando a transcricdo e a atividade de ciclinas D

que sdo essenciais para a progressédo da fase G1 (DIAZ-MORALLI etal., 2013).
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4.6. Tratamento do cancer

Para o tratamento do cancer, podem ser citados, além dos procedimentos cirdrgicos, outros que
visam exterminar 0s tumores ou prevenir seu crescimento como a hormonoterapia, imunoterapia,
autofagia, terapia fotodindmica, radioterapia e quimioterapia. Dentre esses, as op¢des padréo séo a
cirurgia, a radiacdo e a quimioterapia (GALDINO-PITTA etal., 2013). Esta ultima por muito tempo
foi utilizada de modo ndo especifico e sisttmico utilizando altas doses de quimioterapicos.
Atualmente a tendéncia € encontrar drogas que possuam minimos efeitos colaterais e a0 mesmo
tempo de atividade antitumoral maxima. As etapas iniciais de desenvolvimento de alguns dos
tratamentos de cancer levou a cria¢do de muitos dos novos agentes anticancer. A tecnologia avancgada
e o entendimento de modificacBes genéticas na transformacdo de uma célula normal em uma célula
descontrolada tem facilitado a criagdo de uma nova geragéo de tratamentos (ABOU-JAWDE et al.,
2003). A quimica orgénica e medicinal tem papel fundamental na criacdo de novos farmacos tendo
como objetivo principal, desenhar, sintetizar e produzir novas moléculas com propriedades
terapéuticas. Compostos que possuem anéis heterociclicos sdo de grande importancia recebendo uma
atencdo especial na area de quimica medicinal (JAIN; VORA; RAMAA, 2013).

Segundo Brody et al., 1997, os diversos agentes quimioterapicos podem ser classificados em:

1.  Agentes alquilantes

O mecanismo de acdo desses agentes consiste da formagdo de um ion carbdnio positivo que
reage com uma regido ricaem elétrons, principalmente 0 RNA ou 0 DNA, formando acidos nucléicos
modificados. Como exemplo de agentes alquilantes temos as mostardas nitrogenadas (mecloretamina,
ciclofosfamida e clorambucil), as nitrosuréias (carmustina, lomustina) e os triazenos (dicarbazina)
(BRODY, 1997).

2. Antimetabolitos

Sdo agentes antineoplasicos que possuem a capacidade de mimetizar alguns dos componentes
necessarios para a sintese de RNA ou DNA. Bases puricas ou pirimidicas podem ser substituidas por
esses agentes no momento da sintese de &cidos nucléicos interferindo diretamente na formacdo da
molécula e consequentemente interferindo nas enzimas responsaveis pela fungdo de sintese de acidos
nucléicos. A interferéncia maior no ciclo celular promovida pelo agentes antimetabdlitos se da na
fase S. Os principais sdo o metotrexato (MTX), o 5-fluouracil (5-FU), a citarabina, a 6-
mercaptopurina (6-MP) e a 6-tioguanina (6-TG) (BRODY, 1997).

3. Alcaldides

Compostos pertencentes a essa classe possuem a capacidade de bloquear a polimerizacdo dos

microtubulos pois ligam-se a tubulina interferindo na formacdo do fuso mitético durante a mitose
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causando incorreta divisdo dos cromossomos na metafase e consequentemente morte celular. Nessa
classe temos a vincristina e a vimblastina como exemplos (BRODY, 1997).

4.  Antibioticos

Diversos mecanismos de agdo estdo relacionados com a acéo de antibidticos sobre células
tumorais. Os antibidticos mais utilizados séo as antraciclinas como a doxorrubicina e a daunomicina
que atuam intercalando-se na dupla hélice de DNA e inibindo a acdo da topoisomerase 1l (BRODY,
1997).

5.  Agentes hormonais

Para o tratamento do cancer de mama, o tamoxifeno é utilizado. Sua acdo anticancer deve-se a
sua capacidade em inibir receptores de estrogénio e ao mesmo tempo em inibir a producdo do
estrogénio principalmente na fase G1 do ciclo celular sendo por isso considerada uma droga
antiestrogénica (BRODY, 1997)

6.  Anticorpos monoclonais

Por algum tempo, o Interferon a foi considerado o tratamento padrao para a LMC utilizado
sozinho ou em combinagdo com a citarabina. Transplante de células tronco podem até erradicar a
leucemia contudo ha ainda uma significante taxa de morbidade e mortalidade. Entdo sabendo que a
tirosina quinase desregulada era a responsavel pelo desenvolvimento de LMC, vérias pesquisas
tiveram como alvo essa proteina que levou a descoberta do imatinib (ABOU-JAWDE et al., 2003).

O primeiro anticorpo monoclonal surgiu em 1975 produzido a partir da fusdo de células
esplénicas murinas com uma linhagem de mieloma humano. Com o passar dos anos, sua producao
foi sendo desenvolvida até se tornar efetivo contra linhagens de cancer humanas. Estes anticorpos
quiméricos consistem de anticorpos provenientes de duas espécies distintas. H4 uma parte de
anticorpo humano que é complementada por uma regido proveniente de uma fonte ndo-humana.
Podem se subdividir em 2 tipos: conjugados e ndo-conjugados. Os anticorpos conjugados estdo
ligados a toxinas bacterianas ou de plantas ou ainda a um isétopo radioativo. Um antigeno especifico
é ligado a superficie celular e posteriormente internalizado dentro da célula. J& os anticorpos ndo-
conjugados se diferenciam pelo fato de permanecerem na superficie celular apoiando o sistema imune
a alcancar o efeito de combate. Nesse contexto temos varios anticorpos monoclonais. gentuzumab
ozogamicin, rituximab, alemtuzumab, trastuzumab, cetuximab e gefitinib s&o alguns dos anticorpos
utilizados na terapéutica do cancer sendo efetivos pois apresentam especificidade para marcadores de
superficie das linhagens de células tumorais (ABOU-JAWDE et al., 2003).
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4.7. Acridinas

Os derivados acridinicos foram primeiramente desenvolvidos como pigmentos no final do
seculo XIX. Durante a Primeira Guerra Mundial suas propriedades farmacologicas foram avaliadas
inicialmente testando frente a infecgbes bacterianas, malaria e protozoarios. Sua atividade anticancer
foi descoberta na década de 20 e a partir de entdo um vasto nimero de derivados acridinicos,
alcaldides naturais ou moléculas sintéticas tem sido testadas como agentes antitumorais
(DEMEUNYNCK; CHARMANTRAY; MARTELLI, 2001).

Em 1961, foi proposto que a acridina (Figura 5) e seus derivados interagiam com o DNA por
intercalacdo na dupla hélice. A fim de testar essa hipdtese, um outro estudo foi realizado em 1963
para estabelecer em qual orientacdo do plano a acridina se encontrava e qual o seu efeito sobre as
purinas e pirimidinas. Os resultados mostraram que a ligag&o da acridina com o DNA ocorre de forma
perpendicular ao eixo da helice de DNA e de forma paralelaas bases nitrogenadas. A estabilidade da
ligacdo se da por interacdes hidrofobicas, ligacbes de Van der Waals e de ligagfes de hidrogénio que
causam mudancas na estrutura e nas propriedades fisico quimicas do DNA interferindo diretamente
no metabolismo celular pelo blogueio do processo de replicagdo e transcricdo (LERMAN, 1963;
SILVA, 2003).

8 9 1
7 X 2
6 = 3
N
5 4

Figura 5: Acridina

A amsacrina (Figura 6), principal representante da classe de compostos, geralmente é
caracterizada por uma regido planar de intercalacgdo com o DNA no qual grupos polares sdo
eventualmente ligados. Supde-se que a regido planar sejacapaz de deslizar por entre as bases de DNA
e gerar interacdes eficientes. Além de estabilizar o contato com o acido nucléico, a cadeia lateral €
apta a interagir com a enzima topoisomerase agindo entdo como elemento de reconhecimento. Sendo
assim a posicao do farmacoforo desempenha um papel principal na modulacao da ligacdo de acidos

nucléicos e efeitos nocivos na enzima (PALUMBO et al., 2002).

42



/o E\ //O
S
0
HN
‘ D O
=
N

Figura 6: Amsacrina
4.8. Tiazolidinas

Tiazolidina-2,4-diona (TZD) caracteriza-se por apresentar um anel heterociclico que possui
atomos de enxofre e nitrogénio nas posicdes 1 e 3, respectivamente e grupos carbonilas na posicéo 2
e 4 (Figura 7). Com multiplas aplicacBes biologicas dentre elas atividade antiinflamatoria,
antimicrobiana e anticancer, teve sua pesquisa focada na atividade hipoglicemiante, de onde surgiram
alguns dos farmacos utilizados na terapéutica do diabetes como ciglitazona e a pioglitazona (JAIN;
VORA; RAMAA, 2013).

Figura 7: Tiazolidina-2,4-diona

Esses farmacos sdo considerados agonistas do receptor y ativado por proliferadores de
peroxissomos (PPARY). Ao se ligarem ao PPARYy, as TZDs induzem a formacdo de heterodimeros
com o receptor de &cido retindide X seguido da formacdo do elemento responsivo do proliferador de
peroxissomos (PPRE). Nos genes alvo, ocorre a estimulagdo da transcricéo de fatores envolvidos na
homeostase do organismo (Figura 8) (JAIN; VORA; RAMAA, 2013).
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Figura 8: Ativagdo do PPARy (adaptada) (JAIN; VORA; RAMAA, 2013)

Nesse contexto, 0 mecanismo de acdo das TZDs para atividade anticancer é semelhante. TZDs
induzem a heterodimerizacdo do PPAR y com o receptor retindide X que causa o recrutamento de co-
ativadores e a dissociacdo de co-repressores indutores de apoptose. Consequentemente ocorre a
diminuicdo de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 a survivina e 0 aumento de proteinas pro-
apoptdticas como p53, Bad e PTEN. Adicionalmente, a ativagdo de PPARYy reduz o desenvolvimento
tumoral através da interferéncia no ciclo celular (JAIN; VORA; RAMAA, 2013).

4.9. Tiazacridinas
Desde 2001, o Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos vem estudando a associacao
entre os anéis acridinicos e tiazolidinicos na tentativa de criar um candidato a farmaco que sejaeficaz

no combate ao cancer. Nesse contexto, foi criado uma nova série de moléculas, as tiazacridinas a

partir da juncdo dos anéis acridinico e tiazolidinico (Figura 9).
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Figura 9: Tiazacridina

Alguns derivados tiazolidinicos acridinilidenos foram sintetizados por reacdo de adicao
nucleofilica ou por condensacdo com aril-aldeidos (SILVA et al., 2011)

As tecnicas de obtencdo dos derivados tiazacridinicos foram entdo patenteadas a fim de
assegurar a exclusividade da invencdo, passando as séries de compostos a serem denominadas
respectivamente de derivados tiazacridinicos e imidazacridinicos (PITTA etal., 2004)

Em 2007, uma patente foi depositada contendo a sintese e avaliacdo da atividade anticancer in
vitroe invivo de 13 compostos tiazacridinicos contendo os substituintes H, F, Cl, Br, I, C1-C5 alquil,
aril e nitro. Todas as moléculas sintetizadas foram testadas in vitro contra as linhagens tumorais
SF295 (SNC), HCT-8 (c6lon) e MDA-MB-435 (mama). Nos ensaios in vivo, os compostos foram
testados em camundongos albinos swiss (Mus musculus) de 60 dias de vida que tiveram células
tumorais de sarcoma 180 implantadas na regido axilar dos animais. Os resultados dos ensaios foram
satisfatorios para a maioria das moléculas com um percentual de inibi¢do do crescimento tumoral in
vitro de 80% e redugéo significativa da massa tumoral do sarcoma 180 nos grupos animais testados
invivo (PITTA; GALDINO; LIMA, 2007).

Em 2010, foi realizada a avaliacdo da citotoxicidade de 8 compostos tiazacridinicos através do
ensaio de MTT nas linhagens SF-295 (SNC), HCT-8 (carcinoma de co6lon) e MDA-MB435
(melanoma). Os resultados obtidos foram satisfatorios pois os compostos demonstraram elevada
citotoxicidade para as linhagens testadas sobressaindo-se os compostos LPSF/AA-2, LPSF/AA-3 e
LPSF/AA-6 (percentuais de inibigdo maiores que 50%). Estes ultimos foram testados ainda contra as
linhagens HL-60 e CCRF-CEM apresentando também atividade citotoxica mas no entanto ndo téo
eficaz como o controle positivo utilizado, a doxorrubicina (IC50>1ug/mL). O composto LPSF/AA-5
que possui um atomo de cloro substituido na posicdo 4 do anel benzilidénico, ndo se mostrou eficaz
frente as linhagens tumorais testadas com percentuais de inibi¢do abaixo de 40%. O LPSF/AA-5 foi
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0 menos ativo de todos 0s compostos sintetizados e isso pode ser atribuido ao efeito indutivo negativo
e ao pequeno volume do cloro na posicao para (GALDINO-PITTA, 2010).

O composto LPSF/AC-04 teve seu metabolismo in vitro elucidado contando com o auxilio da
quimica computacional. O produto de metabolizacdo encontrado, o 1-oxo-LPSF/AC-04 foi
confirmado por analise de RMN e entdo submetido a ensaio in vitro utilizando microssomos de figado
de rato além de um estudo piloto aplicando intravenosamente o LPSF/AC-04 em ratos Wistar. O
produto de metabolismo foi entdo detectado no plasma de ratos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) correspondendo ao mesmo produto obtido anteriormente com
a reacdo de Jacobsen in vitro. Este estudo teve por finalidade mostrar que os metabélitos podem ser
estudados por meio de reagdes organicas in vitro na tentativa de diminuir a utilizacdo de animais na
investigacdo pré-clinica (PIGATTO etal., 2011).

Em outro estudo, a experimentacdo in vivo teve por finalidade investigar a farmacocinética
plasmatica e distribuicdo tecidual do derivado tiazacridinico 5-acridin-9-ilmetileno-3-(4-metil-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AC-04) e de seu metabdlito, o 1-oxo-LPSF/AC-04 em ratos
Wistar utilizando a técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS). O LPSF/AC-04 apresentou um amplo volume de distribuicdo e tempo de meia-vida
penetrando extensivamente nos pulmdes, baco e figado assim como no tecido adiposo. (PIGATTO et
al., 2012).

Do mesmo modo, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) foi
também utilizada para quantificacdo precisa do derivado tiazacridinico LPSF/AC-04 em plasma de
ratos durante a investigacdo da farmacocinética do composto (DE TONI UCHOA et al., 2011).

Em 2012 foi desenvolvido e validado um método de cromatografia liquida com deteccao
ultravioleta para a quantificacdo do LPSF/AC-23 em plasma de ratos a fim de estabelecer um método
eficaz de determinagdo quantitativa em estudos de farmacocinética e biodisponibilidade (VALERIO
etal., 2012).

Com o intuito de melhorar a absorcdo e o metabolismo do composto tiazacridinico LPSF/AC -
04 e consequentemente tornando-a mais eficaz e com menor efeito toxico foi realizado um estudo
com a molécula visando o encapsulamento em complexos contendo hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HP-B-CyD) e hidroxipropil-y-ciclodextrina (HP-y-CyD) na tentativa de aumentar a solubilidade da
molécula em meio aquoso. Os resultados obtidos mostram um aumento significativo na eficacia da
molécula tiazacridinica na atividade antiproliferativa de linhagem tumoral de mama (T47D)
(MENDONCA et al., 2012).

Baseado no fato de que os compostos tiazacridinicos demonstram acdo anticancer, foi realizada

sintese de novos compostos da série que foram testados no ensaio de MTT paraavaliacao da atividade
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citotdxica assim como foi avaliada a interacdo com o DNA utilizando técnicas eletroquimicas
(BARROS etal., 2012)

Quatro ATZDs foram testados frente a carcinoma de célon humano (HCT-8) mostrando
diminuicdo da proliferacdo tumoral de maneira dose e tempo dependentes. Além disso, interferéncia
no DNA foi observada através da presenca de fragmentacdo. Foi realizado ainda a avaliacdo do
processo de morte celular por brometo de etidio onde se constatou que as moléculas agiram
estimulando o processo de apoptose que pdde ser confirmado posteriormente através do ensaio de
caspases 3/7 onde a despolarizacdo mitocondrial e exposi¢do da fosfatidilserina foram encontradas.
Para avaliar a interacdo com o DNA, os compostos foram testados frente a Saccharomyces cerevisiae
exibindo interferéncias na acdo da topoisomerase 1 (BARROS et al., 2013).

Em 2013, oito novos compostos da série 3-acridin-9-il-metil-tiazolidin-2,4-diona e 3-acridin-
9-il-metil-5-arilideno-tiazolidin-2,4-diona foram sintetizados e tiveram suas atividades
antiproliferativas testadas no ensaio do MTT contra células tumorais de sistema nervoso central (SF-
295), colon (HCT-8) e melanoma (MDA-MB-435). Dois dos compostos sintetizados exibiram
potente atividade anticancer contra as linhagens HCT-8 e MDA-MB-435 que apds analise detalhada
foi revelada possiveis interagdes do composto 3-acridin-9-il-metil-5-acridin-9-il-metileno-
tiazolidina-2,4-diona com alvo farmacoldgico devido a presenca de dois anéis aromaticos, a
planaridade e a presenca de trés aceptores de pontes de hidrogénio (ROCHA PITTA etal., 2012)

Em 2013 foi realizado um trabalho no qual relatou-se a reagéo entre a acridina-9-carbaldeido e
o dimetil malonato com o intuito de elucidar a planaridade da molécula e estabelecer o desvio angular
dos carbonos componentes da molécula. Alem disso, foi realizada cristalografia visando elucidar as
interacdes carbono-carbono existentes assim como estabelecer a distancia dessas interacées (DE
ALMEIDA et al., 2013).

Devido a alguns derivados tiazolidinicos N-acridinicos especificos terem sido sintetizados
recentemente foi necessario iniciar um novo processo de patente para assegurar 0 Seu processo de
sintese e seu respectivo uso na terapia do cancer (GALDINO etal., 2013)

Buscando revisar a pesquisa por novas acridinas na literatura, foi publicado um artigo de reviséo
gue mostrou a importancia das acridinas nas Ultimas 4 décadas de pesquisa e seu papel como agente
quimioterapico no tratamento do cancer desde 1970 (GALDINO-PITTA et al., 2013).

4.9.1. LPSFHAC-34: estado da arte da molécula em estudo

Em 2003 foi realizada a sintese e caracterizagdo estrutural do composto LPSF/AC-34. O

composto teve sua atividade bioldgica anticancer testada in vivo em camundongos albinos Swiss (Mus
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musculus) que tiveram sarcoma 180 implantados na regido axilar. Os resultados obtidos mostraram
reducdo da massa tumoral de sarcoma 180 em 68,84% sendo eficaz no combate a tumores solidos
(PITTA et al., 2004; SILVA, 2003).

4.9.2. LPSFHAC-129: estado da arte da molécula em estudo

A atividade antitumoral in vitrodo composto LPSF/AC-129 ja havia sido testada nas linhagens
de células tumorais SF295 (SNC), HCT-8 (c6lon) e MDA-MB-435 (mama) utilizando-se a
concentracdo de 25ug/mL. Nesse estudo, o percentual de inibicdo do crescimento tumoral foi maior
que 80%. Nao houve nenhuma atividade hemolitica (PITTA; GALDINO; LIMA, 2007)

Adicionalmente, houve a avaliagdo da atividade antitumoral in vivo do composto utilizando
camundongos albinos Swiss (Mus musculus) de 60 dias de vida obtidos do Biotério do Departamento
de Antibioticos. Os animais foram separados em grupos de 6 animais por gaiola. A dose utilizada foi
a mesma para o ensaio em invitroe o volume a ser administrado foi calculado proporcionalmente ao
peso corporal dos animais. Decorrido o periodo de tratamento, os animais foram sacrificados e
tiveram seus tumores extirpados para observacdo das alteragdes morfoldgicas macroscépicas assim
como para avaliagdo da extensdo dos tumores. Foi observada uma significativa redugdo da massa
tumoral da maioria dos animais e em alguns, a regressdo quase total do crescimento tumoral (PITTA;
GALDINO; LIMA, 2007).

Buscando ainda outras atividades bioldgicas para o composto tiazacridinico, 0 mesmo foi
testado frente ao protozoario Trypanossoma cruzi para avaliacdo da acgéo tripanocida. Inicialmente
foi realizado o teste de citotoxicidade utilizando células esplénicas de camundongos BALB/c. Células
tratadas com saponina (0,05%) foram utilizadas como controle positivo e células sem tratamento
como controle negativo. Todos os grupos foram incubados em presenca de timidina tritiada
(1uCi/pogo). O percentual de citotoxicidade foi determinado comparando-se a percentagem de
incorporacédo de timidina tritiada entre o grupo tratado com o composto e 0 grupo ndo tratado. As
concentracOes atoxicas foram definidas como aquelas que causaram reducdo na incorporacdo da
timidina tritiada abaixo de 30% em relagdo ao grupo controle ndo tratado. O LPSF/AC-129
apresentou percentual de inibigc&o de 8,08% na concentracdo de 1 pg/ml (GALDINO et al., 2012).

O método de MTT também foi utilizado para determinacdo do efeito anti-proliferativo do
composto e determinacdo da IC50 em formas epimastigotas e tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi.
Como controles positivos foram utilizados a anfotericina B (25ug/ml), benznidazol, nifurtimox e
como controle negativo, cultura de parasitos sem tratamento. O percentual de atividade anti-

parasitaria foi determinado comparando-se o0s valores das absorbancias do grupo tratado com o
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composto e do grupo ndo tratado. O composto LPSF/AC-129 apresentou para a forma epimastigota

o valor de IC50 de 3,53ug/ml e para a forma tripomastigota o valor ndo p6de ser determinado
(GALDINO etal., 2012).
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Abstract: Two amsacrine analogues LPSF/AC-129 and LPSF/AC-34 were synthesized,
structurally elucidated and assayed for anticancer activity against hematopoietic and solid tumor cell;
Peripheral blood mononuclear cellswas used to evaluate the cytotoxicity and selectivity through MTT
assay. Flow cytometry was utilized to evaluate possible interferences on cell cycle phases and to
elucidate the mechanism of cell death. The effect of both compounds shows high ability to inhibit
cell growth of hematopoietic tumor cell lineages but not capable to inhibit adherent cells besides that
also shows high selectivity to inhibits tumoral cells when assayed against normal cells PBMCs.
Apoptosis was confirmed as cell death mechanism indicating the compound can be a new effective
anticancer agent. But, no cell cycle arrest was observed. Thus, it can be suggested that the mixture
shows a major cytotoxic activity than the cytostatic one and presents selectivity for cancer cell

lineages.

Keywords: amsacrine analogues, cytotoxic, apoptosis
1.  Introduction:

Most forms of chemotherapy against cancer currently attacking the basic mechanisms of cell
division (synthesis and DNA replication, cell cycle and cytoskeletal changes). Some drugs as

doxorubicin, vincristine, cyclophosphamide, paclitaxel and topotecan have limited selectivity front
non-tumor cells. This fact causes high cytotoxicity against normal tissue and consequently side effects
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(SANCHEZ-GARCIA; VICENTE-DUENAS; COBALEDA, 2007). In order to solve this problem,
it is necessary to search for new selective therapeutic agents.

One of them is the acridine derivatives, very known for their chemical and biological stability
and their hability of effective binding to DNA or RNA resulting in the disorder of the biological
functions in living cells (BELMONT; DORANGE, 2008; CHOLEWINSKI; DZIERZBICKA;
KOLODZIEJCZYK, 2011). The most known acridine derivative is N-(4-(acridin-9-ylamino)-3-
methoxyphenyl) methanesulfonamide also called Amsacrine or m-AMSA (Figure 1A). Their major
activity has been shown in the refractory treatment of acute leukemia and lymphomas. It can be
classified in three groups according the mechanism of action: the topoisomerase inhibitors, the
telomerase inhibitors and the inhibitor of P-glycoprotein mediated resistance (DEMEUNYNCK;
CHARMANTRAY; MARTELLI, 2001).

On the other hand, there is other class of compounds best known in therapeutic: the thiazolidine
derivatives. Because of its hypoglycemic activity the TZDs have been used as therapeutic targets to
decrease the level of hyperglycemia, hyperlipidemia and insulin resistance (DA COSTA LEITE et
al., 2007; JAIN; VORA; RAMAA, 2013). These agents act by stimulating a member of the nuclear
receptor hormone family, peroxisome proliferator activated receptor y (PPAR-y) and their binding to
receptor leads to modulation of expression of specific genes (ZHANG et al., 2010).

Thus, studies shows that PPAR agonists can inhibit glioblastoma growth (CHEARWAE;
BRIGHT, 2008; GROMMES et al., 2006) mainly when the patients are treated with cyclooxygenase -
2 (COX-2) inhibitors and low-dose chemotherapy (HAU et al., 2008). PPARy agonists like
troglitazone or pioglitazone causes inhibition on cellular growth of lung cancer cells in vitro when
used in synergy with antitumoral drugs like paclitaxel or cisplatin (REDDY et al., 2008).

So, the synthesis knowledge of these two class of compounds, has led many research groups to
synthesize new antitumoral molecules. Since 2004, Pitta and his group has aimed to obtain new
molecules with better efficacy on cancer treatment. For this, the strategy used was to couple acridine
and thiazolidine nucleus to obtain a new class of compounds, the thiazacridine derivatives (BARROS
etal., 2012; GALDINO-PITTA etal., 2013).

The aim of this study was synthesize, purify and characterize the thiazacridinic compounds
mixture LPSF/AC-129 ((2)-5-acridin-9-ylmethylene-3-(3-chloro-benzyl)-4-thioxo-thiazolidin-2-
one) (Figure 1B) and LPSF/AC-34 ((Z/E)-5-acridin-9-ylmethylene-3-(3-chloro-benzyl)-thiazolidin-
2,4-dione) (Figure 1C) to evaluate the antitumoral activity through selectivity assay and also

cytostatic and death induction mechanism.
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Figure 1: m-AMSA (A), LPSF/AC-129 (B) and LPSF/AC-34 (C)
2. Material and Methods:
2.1. Chemistry:

The melting points were measured in capillary tubes on a Buchi (or Quimis) apparatus. Thin
layer chromatography was performed on silica gel plates from Merck (60F254). The infrared spectra
of 1% KBr pellets were recorded on a Bruker IFS66 spectrometer. tHNMR spectra were recorded on
a Varian Plus 300 MHz spectrophotometer using DMSO-d6 as the solvent, with tetramethylsilane as
an internal standard. Electronic impact mass spectra were measured at 70 eV on a Finnigan GCQ Mat
Quadrupole lon-Trap. The MS data fully agreed with the proposed structures. The synthetic route
(Figure 2) used to obtain the compound is similar to the synthetic procedures of document WO
2004/024058 (PITTA et al., 2004) and it is part of procedures existing in the document WO
2007/109871 and other works (MOURA, 2009; PITTA; GALDINO; LIMA, 2007; SILVA, 2003;
SILVA etal., 2011).

The reaction of diphenylamine with acetic acid leads to 9-methyl-acridine (Figure 2). Following
the footsteps of synthetic route, we used 2.5¢g - 0.0147 moles of diphenylamine (1), 3 mL of acetic
acid (2) and 10g - 0.0734 moles of zinc chloride (3), which were heated to a temperature of 220°C
for 8 hours. The reaction mixture was initially treated with a freshly prepared solution of 10% sulfuric
acid and then basified by the addition of a solution of ammonium hydroxide at 30%. The 9-methyl-
acridine was isolated by an extraction with ethyl acetate, and concentrated to dryness on the
rotaevaporator a temperature of 50°C. The product was purified by chromatography under pressure

on silica gel 60 using as eluting system 7:3 n-hexano/AcOEt (TSUGE etal., 1963).
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Initially were placed in a flask burners, the pyridinium chlorochromate (PCC) (4) (2.0392g -
0.0094 moles) and magnesium sulfate (5) (5.0980g - 0.0423 moles) in the presence of anhydrous
dichloromethane (6) (51 mL). The reaction mixture was stirred and soon after the 9-methyl acridine
(AC-1) (1.72649 - 0.0089 moles) was added. Stirring was continued at room temperature under an
inert atmosphere for 18 hours. The compound acridine-9-carboxaldehyde (AC-2) was extracted from
the reaction medium with ethyl ether and evaporated to dryness. The aldehyde obtained was purified
by chromatography under pressure on silica gel 60 using as eluting system 6:4 n-hexano/AcOEt
(MOURA, 2009; SILVA, 2003).

Were introduced into a round-bottomed flask acridine-9-carboxaldehyde (AC-2) (2.1821 g -
0.0105 moles) and ethyl cyanoacetate (7) (3 mL) in presence of piperidine (8) (250 uL) as a catalyst
and anhydrous benzene (9) (50 ml) as solvent. The reaction mixture wasrefluxed at a temperature of
110°C for 8 hours. The acridin-2-cyano-9-yl-ethyl acrylate was stored in the refrigerator for 12 hours.
The cianocinnamic ester obtained was purified by chromatography under pressure on silica gel 60,
6:4 n-hexano/AcOEt (MOURA, 2009; SILVA, 2003).

Through the reaction of the thiourea (10) with chloroacetic acid (11) in the presence of distilled
water was obtained thiazolidine-2,4-dione (12) (LIBERMANN; HIMBERT; HENGL, 1948). The N-
alkylation reaction that began with the preparation of a solution of potassium hydroxide (13) (2.49 -
0.042735 mol). Then the solution was added dropwise to a suspension of thiazolidine -2,4- dione (5
g - 0.042735 mol) in 10 mL of a 6:4 MeOH/H20 solution . In the presence of potassium hydroxide
(13) the salt formation occurs thiazolidine-2,4-dione (14) due to the acidity of the hydrogen atom in
position 3 of the ring. The salt formed promoted, so a nucleophilic attack to the substituted benzyl
chloride. After complete dissolution of the salt of thiazolidine-2,4-dione (14) was added to 3-
chlorobenzyl chloride (15) (5.42 mL - 0.42735 mol) . The mixture was heated at 70°C for 15 hours.
After the reaction period, the product was taken to the freezer and then the crystals were separated.
The intermediate 3-(3-chloro-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (TA-1) was purified by successive
crystallizations.

The thionation reaction is carried out starting from 3-(3-chloro-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione
(1g - 0.0038834 mol) (TA-1) with phosphorus pentasulfide (16) (0;86 g - 0.0038834 mol) in 40 mL
of dry dioxane (17) under an inert atmosphere (argon) and heated to a temperature of 110°C for 8
hours. The reaction mixture was evaporated to dryness and 3-(3-chloro-benzyl)-4-thioxo-thiazolidin-

2-one (TAS-1) was purified by washing with hot distilled water.
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2.2. LPSF/AC-34 ((Z/E)-5-acridin-9-ylmethylene-3-(3-chloro-benzyl)-thiazolidin-2,4-dione)

To obtain the LPSF/AC-34, ina 250 mL flask was added 3-(3-chloro-benzyl)-thiazolidine-2,4-
dione (TA-1) (0.2g — 0.0008281 mol) (A) and 2-cyano-acridin-9-yl ethyl acrylate (IP-29) (B) (0.250
g - 0.0008281 mol) dissolvedin anhydrous ethanol (10 mL) and 6 drops of piperidine as a catalyst at
a temperature of 60°C for 2 hours. It was observed that precipitation of crystals of 5-(acridin-9-yl-
methylene)-3-(3-chloro-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (C), which was filtered and purified by
successive washings with distilled water (Figure 3).

Yellow solid. CAS Registry Number: 950986-16-0. Molecular weight: 430,59. Molecular
formule: Cx4H1sCIN2SO,. Mp 220-222°C. Yield 65 %. TLC Ethyl acetate: tholuene (7:3) Rf: 0,34. IR
(KBr, cm?): v 1747, 1683 (C=0); 1572-1476 (C=C); 1328 (C-N); 756 (C-S). 'H NMR (& ppm,
DMSO-dg): 8,79 (s, 1H, benzyl); 4,88 (s, 2H); 7,47 (s, 4H); 8,25 (d, 2H acridin, J=8,4Hz); 8,16 (d,
2H, acridin, J=8,7Hz); 7,92 (dt, 2H, acridin, J=7,8Hz); 7,70 (dt, 2H, acridin).

Cl

0]

P
- EtOH / piperidine c
([1\ H —CH>»
o] /
\\(N —CH,
o]

A B c

Figure 3: Michael addition reaction for obtaining the thiazacridinic derivative LPSF/AC-34

2.3. LPSF/AC-129 ((2)-5-acridin-9-ylmethylene-3-(3-chloro-benzyl)-4-thioxo-thiazolidin-2-one)

To obtain the LPSF/AC-129, in a 250 mL flask was added 3-(3-chloro-benzyl)-4-thioxo-
thiazolidin-2-one (TAS-1) (A) (0.15g - 0.0005825 moles) and 2-cyano-acridin-9-yl ethyl acrylate (IP-
29) (B) (0.17 g - 0.0005825 mol) dissolved in anhydrous ethanol (8 mL) and 250 uL of piperidine as
a catalyst at a temperature of 80°C for 4 hours. It was observed that precipitation of crystals of 5-
(acridin-9-yl-methylene)-3-(3-chloro-benzyl)-4-thioxo-thiazolidin-2-one (C), which was filtered and

purified by successive washings with distilled water (Figure 4).
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Yellow solid. C24H1sN2CIOS,. Mp 171-172 °C. Yield 87 %. TLC Ethyl acetate: n-hexane (7:3)
Rf. 0,78. IR (KBr, cm™): v 1718, 1602, 1491, 1349, 1296, 754. *H NMR (& ppm, DMSO-de): 5,32 (s,
CHy); 7,44-7,39 (m, 3H, benzyl); 7,51 (s, 1H, benzyl); 7,73-7,68 (m, 2H acridin); 7,95-7,90 (m, 2H
acridin); 8,10 (d, 2H acridin, J=8,69Hz); 8,25 (d, 2H acridin, J=8,69Hz); 9,03 (s, CH). Ms m/z (%):
446 (M+ 9,46); 448 (M+2 4,3); 321 (27,93); 235 (47,93); 203 (42,90); 125 (73,32); 127 (m/z + 2
9,01); 89 (100); 86 (25,59).
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Figure 4. Michael addition reaction for obtaining the thiazacridinic derivative LPSF/AC-129
2.4. Biological assays:
2.4.1.Cytotoxicity assay:

NG97 (glioblastoma) cell line was gently given by Prof. Rogger Chamas (FM-USP). T47D
(breast carcinoma), Raji (Burkitt lymphoma) and Jurkat (acute T cell leukemia) cell lines, obtained
from Rio de Janeiro Cell Bank/RJ, Brazil. All the cells lineages were grown in RPMI 1640 medium
containing antibiotics (penicillin 100U/mL; streptomycin 100mg/mL) and supplemented with 10%
heat-inactivated fetal bovine serum, in 5% CO, humidified atmosphere at 37°C.

The cytotoxicity of the LPSF/AC-34 (22%) + LPSF/AC-129 (72%) mixture was evaluated
through MTT assay. For all experiments, the cells were seeded in 96-well plates (1x10* cells/well).
After 24 h, the mixture (1, 10, 50 and 100 pM), dissolved in DMSO, were added to each well and
incubated for 72 h. Amsacrine (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) was used as a positive
control. Supplemented RPMI medium containing DMSO 0,1% was used as vehicle. At the end of the
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incubation, the MTT (0,5 mg/mL) was added in each well. After 3 h, the formazan product was
dissolved in SDS 20% 130pL and the absorbance was measured using a multiplate reader (Biotek).
The substance effect was quantified as the percentage of the vehicle absorbance at 570 nm. All the
results was compared with the assays realized with peripheral blood mononuclear cells (PBMC) with
the objective of evaluation of compound selectivity to cancer cells.

2.4.2.Selectivity assay:

In this work, the LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture selectivity was obtained through MTT
assay. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were harvested of whole blood of health
volunteers who remained without drinking alcohol and use of drugs during 15 days. All experiments
were in accordance with the Research Ethics Committee (Centro de Ciéncias da Saude/Universidade
Federal de Pernambuco — CEP/CCS). All volunteers were aware of the research objectives through
the presentation of a Consent Form and Clarificationto Literate Citizens that was properly completed
and signed by the volunteers.

The whole blood collected was centrifuged in a Ficol-Hypaque (GE Healthcare) gradient for 45
minutes and purified through repeated washings with erythrocyte lysis buffer and centrifugations.
Then, the cells were seeded in 96-well plates (1x10* cells/well) for treatment during 48h with

compound mixture at 1, 10, 50 and 100 uM doses. The assay was performed by the MTT method.

2.4.3. Apoptosis assay

1 x 108 cells were seeded in 6-well plates. It was used the IC50 concentration of LPSF/AC-34
+ LPSF/AC-129 mixture compound and amsacrine groups which are compared to untreated group.
The cells were suspended in 1% (w/v) paraformaldehyde-PBS solution and maintained in ice for 30
minutes. After the cells were centrifuged during 5 minutes, 300g and the supernatants were discarded.
The pellets was washed with PBS and other centrifugation was performed. Ice-cold 70% ethanol was
added to the pellet and the suspension were maintained in ice for 30 minutes. The Apo-BrdU
Apoptosis Detection Kit (eBioscience, Phoenix Flow Systems, San Diego, California) was used
according the manufacturer’s instructions. The analysis was performed on cytometer analyzer BD
FACSAria Il (BD Pharmingen, California, USA).
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2.4.4. Cell cycle assay

The extent of cell cycle progression in the cells was estimated by flow cytometric analysis after
propidium iodide (Roche Diagnostics, IN, USA) staining of the cells. After compound mixture
treatment, cellswere transferred to FACS tubes (BD Biosciences, USA) and fixed in 70% ethanol for
12 hours at —20°C. Briefly, after washing with PBS cells were incubated with RNase (1 mg/ml) at
37°C for 30 min. Finally, cells were re-suspended in propidium iodide (50 mg/ml) for at least 3 h at
+2 to +8°C protected from light until flow-cytometric analysis. The samples detection was performed
through flow cytometry using BD FACSAria Il cell cytometer analizer (BD Pharmingen, California,
USA). The cells were quantified through the software FCS Express 4 Plus.

2.4.5. Statistical analysis

All values showed are the mean of three independent experiments run in triplicate. Results were
expressed as a percentage of the controls and the computer software Origin 8 was used to determine
IC50 values (concentration required to inhibit 50% of the cell viability). The results was considerated

significant when p<0,05.
3. Results
3.1. Cytotoxicity

The LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture shows high activity against lymphoma cells (Raji)
showing a IC50 = 3,98 uM followed by leukemia cells (Jurkat) that had a IC50 = 35,6 uM. For
adhered cell lineages, the results obtained for glioblastoma cells (NG97) that presented IC50 = 55,77

HUM. For breast cell line (T47D), the IC50 was higher than 100 uM. The IC50 obtained for PBMC
was higher than 100 uM. The results are expressed in Figure 5 and Table 1.
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Figure 5: Effect of LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture on cell viability. The results are expressed as percentage of viability mean versus dose

assayed (UM). The viability expressed as percentages indicates the compound mixture antiproliferative activity: below 30% - EXCELLENT; between
30-60% MODERATED; between 60-100% - INACTIVE.
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Table 1: IC50 values from MTT and selectivity assays

IC50 (M)

Cell lineage LPSF/AC-34+AC-129 AMSA

Raji 3,98

Jurkat 35,6

NG97 55,77 0,69
T47D > 100

PBMC > 100 13,6

3.2. Cell cycle and apoptosis assay

It was evaluated if LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 (IC50=3,98) mixture compound induces
interferences in cell cycle and apoptosis of lymphoma cells (Raji). The results obtained with
evaluation of cell cycle showed that LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture compound does not
induce significantly changes in all cell cycle phases (59,2% to GO/G1 and 33,9% to S/G2/M) when
compared to untreated group (56,6% to GO/G1 and 37,1% to S/G2/M) (Figure 6 and Table 2).
Furthermore, was not seen any cycle cell arrest in cell cycle phases. The Figure 7 shows the results
for 24h period comparing cell population treated with LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture and
untreated cells (p=0,1618).

These results confirm that the percentage of cells observed in sub GO/G1 phase are undergoing
apoptosis (Table 2) and are compatible with the results obtained in the assessment of cell viability by
MTT (Figure 5) and with annexin V/PI flow cytometric analysis (Figure 6) methods. Thus, it can be
suggested that LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture compound shows a major cytotoxic activity
than the cytostatic one and presents selectivity for cancer cell lineages. This can be demonstrated by
the fact of the LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture not presents activity against normal cellsPBMC
differently to amsacrine that affects all cell types with none selectivity.
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Figure 6: Effect of LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture in cell cycle of Burkitt lymphoma
cells (Raji). The arrows indicates the cell cycle phases. The black line indicates LPSF/AC-34 +
LPSF/AC-129 mixture treated group. The red line indicates untreated group. The cell cycle was

determined by analysis of tagging cells with propidiumiodide (PI) by flow cytometry.

treated group.

Table 2: Percentage of cells on different cell cycle phases. GO/G1: Gap 1 and Gap 2 cell cycle
phases; S/G2/M: Synthesis, Gap 2 and Mitosis cell cycle phases; PI: propidium iodide; NT: non-

G0/G1 SIG2IM  PI
(%) (%0) (%)
LPSF/AC-34 +
59,2 33,9 6.9
LPSF/AC-129
NT 56,6 371 07

66



*«Q1-UL @1-UR 2" -UR 24h

0.3% 0.5% 1.2% A4 5

% of apoptotic cells

CTRL LPSF/AC-34+LPSF/AC-129

Apoptosis (FITC anti-BrdU mAb)

Necrosis (PI-DNA Int.)

Figure 7: Evaluation of Burkitt lymphoma (Raji) cell death induced by LPSF/AC-34 +
LPSF/AC-129 mixture. The dot plots graphs indicates the apoptotic cell population in comparison to
untreated cell population. The apoptosis was determined by analysis of tagging cells with BrdU by
flow cytometry. FL1-A: Apoptosis. FL2-A: Necrosis. A: Untreated cell group; B: LPSF/AC-34 +
LPSF/AC-129 mixture treated group; C: Percentage of apoptotic cells for 24h period in earlier stage.
Statistical analysis: Mann-Whitney test (p=0,3333)

4. Discussion

4.1. Cytotoxicity assay

According to the obtained results, the LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture shows
significantly selectivity to tumor cells when compared to normal cells. Similar selectivity can be
observed with thiazolo-[5,4-b]-quinolines front of K-562 cell line (GONZALEZ-SANCHEZ et al.,
2011). These compounds are isosteric of 9-anilinoacridines and share some structural similarities that
can be related to similar biological activity.

Additionally, one of the thiazacridine molecules synthesized by GPIT research group, the
LPSF/AC-10 (52)-5-(acridin-9-ylmethylene)-3-(4-chloro-benzyl)-1,3-thiazolidine-2,4-dione) was
assayed against hematopoietic and solid tumor cell lines. The results obtained shows a better result
for OVCAR-8 (ovarian carcinoma) on this cell line where the compound could inhibit the tumor cell
growth lesser efficient than the amsacrine but in a way much more selective. However, the results to
HL-60 were not satisfactory presenting cytotoxicity on tumoral and normal cells (BARROS et al.,
2012). The results obtained to LPSF/AC-129 (5-acridin-9-ylmethylene-3-(3-chloro-benzyl)-4-
thioxo-thiazolidin-2-one) are opposite: the molecule was more efficient to inhibit hematopoietic
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tumor cell lines growth than the solid ones. Furthermore, another molecule associated with LPSF/AC-
129, the LPSF-AC-34 (5-acridin-9-ylmethylene-3-(3-chloro-benzyl)-thiazolidin-2,4-dione) may
have contributed to this change of biological activity because there are structural similarities among
three related molecules. There is an evident resemblance between two molecules that occurs because:
(1) both share the same amsacrine ring substituted on -9 position; (2) the thiazolidine ring is
substituted with a sulfur atom in -4 position and a oxygen atom in -2 position for LPSF/AC-129 and
substituted with two oxygen atoms in -2, -4 positions for LPSF/AC-10 and LPSF/AC-34; and (3) the
benzyl group with a chloro atom as substituent in -3 position for LPSF/AC-129 and LPSF/AC-34 and
in -4 position for LPSF/AC-10. The structural modifications promoted in LPSF/AC-129 enhanced
the biological activity against hematopoietic cell lines and improve the selectivity but decreased the
biological activity against adherent cells.

In 2010, 8 thiazacridinic compounds had their cytotoxicity activity assayed by the MTT method
against SF-295 (SNC), HCT -8 (colon carcinoma) and MDA-MB435 (melanoma). The results were
satisfactory because the compounds showed high cytotoxicity to the lineages tested highlighting the
compounds LPSF/AA-2, LPSF/AA-3 and LPSF/AA-6 with an inhibition percentage greater than
50%. These three compounds were further tested against HL -60 and CCRF -CEM lineages also
showing cytotoxic activity but not effective than the doxorubicin positive control used
(IC50>1ug/mL).  Another compound, the LPSF/AA-5 (3-acridin-9-ylmethil-5-(4-chloro-
benzylidene)-thiazolidin-2,4-dione) that has a chloro atom substituted at the 4-position of
benzylidenic ring, was not effective against the tumor cell lines tested presenting inhibition
percentage below than 40%. The LPSF/AA-5 was the least active of all the compounds synthesized
and this can be attributed by the negative inductive effect and the small chloro atom size in the para
position did not contribute to the activity (GALDINO-PITTA, 2010).

Furthermore, it is also reported by literature the low activity of amsacrine against breast cancer
and other solid tumors being necessary the synthesis of new analogues to improve the capacity to
combat solid tumors (BAGULEY et al., 1984). This can be attributed to resistance of tumor cell lines
against many anticancer agents like amsacrine and this fact became an object of study for many
researchers. Among some problems that could occur, one can list severe genetic instability and
hypoxia. In this context, DNA intercalating agents such as acridine derivatives, are revealed as an
important class of antineoplastic drugs designed to solve these problems (ATWELL et al., 1987).

The results obtained showed that LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture not causes signicative
changes in cell cycle phases and any cycle cell arrest was occurred. LPSF/AC-10 (52)-5-(acridin-9-
ylmethylene)-3-(4-chloro-benzyl)-1,3-thiazolidine-2,4-dione) caused a small increase in the number
of cellsin the G2/M phase compared with the negative control (BARROS et al., 2013). When the two
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results are compared, it can be concluded that the two compounds do not have the ability to interfere
with cell cycle since they share the same structural chemical similarities. Even though the compound
LPSF/AC-129 is not fully pure and that have a proportion of another analogue (LPSF/AC-34), there
were any effect able to induce interference in cell cycle showed similar results to the previous
performed with the compound LPSF/AC-10.

5. Conclusion

In this work we utilized the LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture. Additionally, was
performed biological assays aiming evaluate the antitumoral activity against Raji, Jurkat and NG97
tumor cell lineages been presenting efficacy on decrease of cell growth. It was evident that there was
more activity against hematopoietic cells than the solid ones. Selectivity assay was performed
showing high selectivity of LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture against PBMCs. The new
compound presented better than AMSA showing selectivity despite the IC50 values higher than the
presented by AMSA. Furthermore, the flow cytometry results showed the death induction mechanism

by apoptosis suggesting a cytostatic effect.
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Abstract: The effect of LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture was assayed against two hematopoietic
tumor cell lineages and normal cells PBMCs. The cytotoxicity and selectivity were evaluated through
MTT assay. RT-PCR was performed to evaluate the possible alterations on genic expression after
10h of incubation with the compound mixture. Western blotting analysis was performed aiming to
elucidate protein expression in a period of 24h. The LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture showed
high ability to inhibit cell growth of both hematopoietic tumor cell lineages and presented high
selectivity to inhibits tumoral cells when assayed against normal cells PBMCs. The LPSF/AC-34 +
LPSF/AC-129 derivatives mixture led to upregulation of GADD153 and PPAR genes in HL-60
lineage. These genes are related to stress reticulum and nuclear transcription respectively. The
expression of SOD1 decreased in CCRF-CEM cell lineage indicating that the compound interferes in
processes related to oxidative stress. The LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture led to a decrease in
protein expression of NFkB (p = 0.3012) and increased expression of Bax (p = 0.9221) in the HL-60
cell line showing that Bax participates in the apoptosis and the mixture has anti-inflammatory activity
by inhibiting the NFkB. Thus, it can be suggested that LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture
contributes to induce the apoptotic process by modulation of genic and protein expression playing an

important role on cell growth inhibition of tumor cells.

Keywords: amsacrine analogues, selectivity, apoptosis, genic expression, protein expression,

upregulation
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1. Introduction:

Hematopoietics cancers (leukemias), have high incidence affecting many people in the world.
Acute myeloid leukemia (AML) is characterizated by presence of myeloid progenitor cellsin bone
marrow causing hematopoietic failure (ROBAK; WIERZBOWSKA, 2009). The incidence of AML
in adults (>60 years) is very accentuated. This disease have implications as cytogenetic and molecular
alterations that causes chromosomal abnormalities that can be used as markers for prognostic. For
treatment isused cytotoxic agents as cytarabine and daunorubicin (KUENDGEN; GERMING, 2009).
In acute lymphoblastic leukemia (ALL) there is the presence of lymphoid precursors that originates
leukemias of B- or T-cells. ALL affects in majority children with a median age of 12 years old. The
treatment is realized with chemotherapy which is effective for most of patients (CORTES;
KANTARJIAN, 1995).

For both types of leukemia, chemotherapy is an essential stage of treatment needing different
antineoplastic agents that be effective to treatment of hematopoietic cancers (MARSH, 1976). In this
context, there is the thiazolidine compounds. Some studies have demonstrated that thiazolidine ring
has antitumoral properties against various types of cell lineages (ONEN-BAYRAM et al., 2012).
PPARy is expressed in both myeloid and lymphoid leukemic cells and the PPARy agonists have
leukemia cell proliferationinhibitory properties (LIU et al., 2012b). Another class of compounds with
antitumoral activity against hematopoietic cancers is the amsacrine derivatives that has been used
successfully in the treatment of acute promyelocytic leukemia, adult acute lymphoblastic leukemia
and adult acute myeloid leukemia but it has not been succesful in the treatment of solid tumors and it
has presented high cytotoxicity (DENNY, 2002).

In this context, the synthesis of two new molecules, the LPSF/AC-34 and LPSF/AC-129 was
performed. The molecules obtained were structurally characterized by nuclear magnetic resonance
(*HNMR), mass spectrometry and infrared spectroscopy. The antitumoral activity of the compounds
was tested against tumor cell lines Raji, Jurkat, T47D and NG97 presenting efficacy on decrease of
cell growth mainly of hematopoietic cells and presenting high selectivity when assayed against
normal cells PBMCs. Furthermore, the flow cytometry was performed showing death induction
mechanism by apoptosis.

So, the aim of this study was evaluate the cytotoxicity and selectivity of LPSF/AC-34 +
LPSF/AC-129 thiazacridinic mixture on hematopoietic cancer cell lines and evaluate genic and
protein expression modulated by this new derivative.
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2. Material and Methods:

2.1. Cytotoxicity assay:

Human myeloid leukemia (HL-60) and human lymphoid leukemia (CCRF-CEM) cell lines,
obtained from Rio de Janeiro Cell Bank/RJ, Brazil. All the cells lineages were grown in RPMI 1640
medium containing antibiotics (penicillin 100ug/mL; streptomycin 100ug/mL) and supplemented
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum, in 5% CO- humidified atmosphere at 37°C.

The cytotoxicity of the LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture was evaluated through MTT
assay that quantifies the ability of living cells to reduce a yellow dye, 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-
2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT), to a purple formazan product. For all experiments, the
cells were seeded in 96-well plates (1x10* cells/well). After 24 h, the mixture (25, 50 and 75 puM)
was dissolved in DMSO, added to each well and incubated for 72 h. Amsacrine (Sigma Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA) was used as a positive control. Supplemented RPMI medium containing DMSO
0,1% was used as vehicle. At the end of the incubation, the MTT (5 mg/mL) was added in each well.
After 3 h, the formazan product was dissolved in SDS 20% and the absorbance was measured using
a multiplate reader (Biotek). The substance effect was quantified as the percentage of the vehicle

absorbance at 570 nm.

2.2. Selectivity assay

In this work, the LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture selectivity was obtained through MTT
assay. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were harvested of whole blood of health
volunteers who remained without drinking alcohol and use of drugs during 15 days. All experiments
were in accordance with the Research Ethics Committee (Centro de Ciéncias da Saude/Universidade
Federal de Pernambuco — CEP/CCS). All volunteers were aware of the research objectives through
the presentation of a Consent Form and Clarificationto Literate Citizens that was properly completed
and signed by the volunteers.

The whole blood collected was centrifuged in a Ficol-Hypaque (GE Healthcare) gradient for 45
minutes and purified through repeated washings with erythrocyte lysis buffer and centrifugations.
Then, the cells were seeded in 96-well plates (1x10* cells/well) for treatment during 48h with
compound mixture at 1, 10, 25, 50, 75 and 100 uM doses. The assay was performed by the MTT

method.
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2.3. Quantitative RT-PCR

HL-60 and CCRF-CEM cells (2x10%) were seeded in six-well plates with LPSF/AC-34 +
LPSF/AC-129 mixture (IC50) to evaluate the genic expression. After 10h, cells were washed twice
with ice-cold PBS and RNA was extracted by Trizol method. The cDNAs amplification reaction was
performed with PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK) and specific probes for
genes: PPARy (TagMan Hs01115513 ml), p21 (Hs00355782 ml TagMan), BID (Hs00609632 ml
TagMan), GADD153 (TagMan Hs00358796 g1) and RIP-3 (Hs00819388_ml TagMan), using the
amplification equipament ABIPrism 7900HT sequence Detection PCR machine (Applied
Biosystems, California, USA) according to the manufacturer's instructions. It was used the GADPH
reference gene (TagMan Hs03928990 gl) whose expression is constitutive for subsequent
comparative analysis of the expression level of the transcripts of interest. The results were expressed

as a geometric medium of three independent experiments.

2.4. Protein expression

The protein expression was performed by Western Blotting protocol. HL-60 and CCRF-CEM
cells (5x10°) were seeded in six-well plates with LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture (IC50) to
evaluate the protein expression. After 24h, cells were washed twice with ice-cold PBS and scraped
off the wells in lysis buffer containing 3% SDS, 0.25 M Tris and 1 mM phenyl—-methyl-sulfonyl
fluoride (PMSF). Protein concentration was performed with a Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). Protein samples (50 pg) were analyzed
by SDS-PAGE 10% acrylamide for NFkB and pPTEN and SDS-PAGE 12% acrylamide for Bax and
GADD153. Then, the gels were electro-blotted on PVDF membrane (Amersham Hybond-P PVDF
Membrane - GE Healthcare UK Ltd., England). Immunoblots were performed according to standard
methods using the following antibodies: rabbit polyclonal antihuman pPTEN (Ser380) sc-31714;
rabbit polyclonal antihuman NFxB p65 (C-20) sc-372; mouse monoclonal antihuman Bax (2D2) sc-
20067; mouse monoclonal antihuman GADD 153 (B-3) sc-7351; mouse monoclonal antihuman
PPARy (E-8) sc-7273; mouse monoclonal antihuman [-actin (C4) sc-47778 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA; 1:500 in PBS 1x free fat milk 5% tween 20 0,05%).
Proteins were visualized with a substrate-chromogen system (DAKO K3468) for use in peroxidase-
based immunohistochemical methods (DAKO North America, Inc., Carpinteria, CA, USA).
Colorimetric bands were analyzed with an image densitometer (Alphalmager Mini System, Protein

Simple, Santa Clara, CA, USA) using the ImageJ software for band densitometry
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(http://rsbweb.nih.gov/ij/). The quantification was performed by calculating the protein expression

ratio between proteins of interest and p-actin.

2.5. Statistical analysis

All values showed are the mean of three independent experiments in triplicate. Results were
expressed as a percentage of the controls and the computer software Origin 8 was used to determine
IC50 values (concentration required to inhibit 50% of the cell viability). The results was considerate

significant when p<0,05.

3. Results

3.1. Cytotoxicity

The LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture showed activity against both human myeloid
leukemia (HL-60) (IC50 = 8,05 uM) and human lymphoid leukemia (CCRF-CEM) (IC50 = 14,27
HUM) cell lineages. All the results was compared with antitumoral compound amsacrine that shows
IC50 = 0,25 uM for HL-60 and IC50 = 1,84 uM for CCRF-CEM. It was still assayed the cytotoxicity
tests using peripheral blood mononuclear cells (PBMC) (IC50 > 100 uM for LPSF/AC-34 +
LPSF/AC-129 mixture; 1C50 = 3,45 uM for AMSA). The results are showed in Figure 1 (A, B and
C) and Table 1.

Table 1: IC50 values from MTT and selectivity assays

IC50 (UM)
Cell lineage LPSF/AC-34+AC-129 AMSA
HL-60 8,05 0,25
CCRF-CEM 14,27 1,84
PBMC > 100 3,45
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Figure 1: Cell viability evaluation of LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture on HL-60 and
CCRF-CEM lineages (A). Amsacrine was assayed as positive control on CCRF-CEM (B) and HL-
60 (C) lineages. The results are expressed as percentage of viability mean versus dose assayed (UM).
The viability expressed as percentages indicates the compound mixture antiproliferative activity:

below 30% - EXCELLENT; between 30-60% MODERATED; between 60-100% - INACTIVE.
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3.2. Quantitative RT-PCR

The LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture had the ability to modulate the genic expression for
both cells lineages. For HL-60 cell line, the expression of gene GADD153 was increased 12,4701
fold (ratio between means of LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 and AMSA) with a p=0,0808 (Figure
2A). The same was occurred for genic expression of PPARy compared to cell not treated. The
enhancement of PPARy was 4,8202 fold (p=0,2277) (Figure 2B). The p value indicates the statistical
significance between treated and control groups.

The results obtained to CCRF-CEM cell line was more apparent than the other cell line tested
because more genes were modulated (Figure 3). In these assays, 7 genes had their genic expression
modulated: Bcl-2 (0,9760 fold; p=0,4409); Beclin (0,8436 fold; p=0,7877); Bid (1,6224 fold,
p=0,3911); GADD153 (0,3133 fold; p=0,2643); p21 (0,2191; p=0,8423); RIP3 (0,9710; p=0,3722);
SOD1 (1,2995; p=0,0172). Only SODL1 genic expression showed significant results (p<0,05).

A B
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% 154 IQ‘_ 15-
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< 104 a 10-
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< o
(O] 0 I NN 0-
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Figure 2: Analysis of genic expression related with apoptosis process in HL-60 cell lineage for
a period of 10h. A: GADD153 (p=0,0808); B: PPARy (p=0,2277). Unpaired Student t-test
considering p<0,05 as significative was performed for statistical analysis. The results are expressed

as the average of 3 independent experiments.
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Figure 3: Analysis of genic expression related with apoptosis process in CCRF-CEM cell
lineage for a period of 10h. A: Bcl-2 (p=0,4409); B: Beclin (p=0,7877); C: Bid (p=0,3911); D:
GADD153 (p=0,2643); E: p21 (p=0,8423); F: RIP3 (p=0,3722); G: SOD1 (p=0,0172). Unpaired
Student t-test considering p<0,05 as significative was performed for statistical analysis.
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3.3. Protein expression

The expression of proteins related with apoptosis was assayed through western blotting. The
results obtained shows that only Bax and NfkB were modulated by treatment with LPSF/AC-34 +
LPSF/AC-129 mixture. The level of Bax in both cells lineages HL60 and CCRF-CEM were increased
by mixture when compared to control (p=0,9221 and p=0,6956, respectively). For CCRF-CEM, there
was significative difference between LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture and control groups
(p=0,0053) and, at the same time, between LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture and AMSA groups
(p=0,0247). For HL-60 cell lineage, the results shows that NFkB levels are more increased in AMSA
group than the LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture group when compared to control (p=0,3012)
(Figure 4) but the results were not significants. But, the levels of GADD153 and pPTEN were

detected, not being possible to visualize the bands (Table 2).

Table 2: Ratio average of protein expression

Proteins HL-60 (Ratio average) CCRF-CEM (Ratio average)

LPSF/AC-34 + LPSF/AC-34 +

LPSF/AC-129 AMSA NT LPSF/AC-129 AMSA NT
Bax 0,7609 0,5356 0,7166 0,9704 0,7785 0,9028
NFkB 0,5610 0,6855 0,6315 3,9045 2,2065 1,6185
GADD153 - - - - - -
PPTEN - - - - - -
PPARY - - - - - -
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Figure 4: Protein densitometry determinated by Western Blotting analysis. A: Representative bands of Bax and B-actin; B: Densitometry graph of
Bax of HL-60 cell lisate (p=0,9221); C: Densitometry graph of Bax of CCRF-CEM cell lisate (p=0,6956); D: Representative bands of NFkB and f-actin;
E: Densitometry graph of NFkB of HL-60 cell lisate (p=0,3012); F: Densitometry graph of NF«xB of CCRF-CEM cell lisate (p=0,0053). One * indicates
statistical significance between LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 and AMSA groups. Two ** indicates statistical significance between LPSF/AC-34 +
LPSF/AC-129 mixture and control groups. All results are demonstrated as ratio between the protein of interest and the housekeeping protein 3-actin.

Unpaired Student t-test was performed for compare all groups considering p>0,05 as significative.
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4. Discussion

4.1. Cytotoxicity

In cancer treatment, cytostatic drugs toxicity is usually a limiting factor of the administered
dose. Some of the research aimed to reduce the toxic effects of cytostatic drugs such as amsacrine on
normal cells while shows selectivity to inhibit tumor cell growth (SUNDMAN-ENGBERG;
TIDEFELT; PAUL, 1998)

In the results obtained, it can be observed that LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture showed
significantly selectivity to inhibit hematopoietic tumor cells and at the same time not caused
interferences on normal cells PBMCs. This find can be partially explained by the fact of amsacrine
and their analogues has been used successfully in the treatment of acute promyelocytic leukemia,
adult acute lymphoblastic leukemia and adult acute myeloid leukemia but it has not been succesful in
the treatment of solid tumors (DENNY, 2002). Trials clinical assays with 109 acute myeloblastic
leukemia (AML) and acute lymphoblastic leukemia (ALL) adults patients had showed that AMSA is
an active antileukemic agent, with an overall response rate of 28% in patients with acute myeloblastic
leukemia (LEGHA et al., 1982). These studies confirm the efficiency of amsacrine and their
derivative to inhibit growth of hematopoietic cancers.

Another study on literature shows that two thiazacridinic compounds synthesized by GPIT
group, the LPSF/AA-3 (3-acridin-9yl-methyl-5-(4-metoxi-benzylidene)-thiazolidin-2,4-dione) and
LPSF/AA-6 (3-acridin-9-yl-methyl-5-(4-bromo-benzylidene)-thiazolidin-2,4-dione) have structural
similarity with LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture. These compounds had their cytotoxicity
evaluated and presented an IC50 values higher than 25 pg/mL against HL-60 and CCRF-CEM
lineages. These results shows a discrete cytotoxic activity when compared to doxorubicin used as
positive control (IC50 >1 pg/mL) (GALDINO-PITTA, 2010).

Thus, it can be concluded that association between LPSF/AC-34 and LPSF/AC-129 caused
enhancement in efficacy against the hematopoietic tumor cells. This may be attributed to the higher
binding flexibility with the nitrogen thiazolidine benzyl group when compared to LPSF/AA-5 (3-
acridin-9-ylmethyl-5-(4-chloro-benzylidene)-thiazolidine-2,4-dione). This molecule has the benzyl
group in a more rigid position (thiazolidine 5 position) where a double bond exists decreasing the
flexibility of the side chain and at the same time promoting decreased cytotoxicity effect to compound
(GALDINO-PITTA, 2010).
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4.2. Quantitative RT-PCR

In this work, it was demonstrated the PPARy genic expression upregulation was promoted by
LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture in HL-60 leukemic cells. It is know that PPARy can inhibit
the activity of p65 subunit of NFKB. Agonists of PPARy can interfere directly in NFkB promoving
the deactivation of antiapoptotic pathway leading the cells to apoptosis (SHIMADA, 2002). These
agonists have capacity of inhibition cell growth in some cancers as lung, prostate, colon, thyroid,
gastric and pancreas (TERASHITA etal., 2002).

Also, it was demonstrated upregulation occurred on GADD153 genic expression in HL-60 cell
line. Studies shows that oxidative stress caused by reactive oxygen species (ROS) is an existing
process in various types of cancer including the hematopoietics. The ROS presence causes damages
to lipids, proteins, carbohydrates and nucleic acids. Consequently, these damages results in high level
of oxidative stress leading the cells to accumulate prooxidant species. One of ROS source is the
mitochondrial oxidative phosphorylation via cytochrome oxidase. Some genes like GADD153, are
responsible of antioxidant protein expression related with the mitochondrial via (CROSBY et al.,
2000). So, the upregulation of GADD153 it is a good find. A study with HT-29 colon cancer cells,
for example, showed that upregulation in GADD153 genic expression can be stimulated by agonists
of PPARY as troglitazone when incubated during 8 hours (SHIMADA, 2002).

Another notable result is the SOD1 genic expression decrease in CCRF-CEM cell line (1,2995;
p=0,0172). It is known there is a relationship between genic expressions of SOD1 and NFkB. The
cytoprotective effect of NFKB is related to the target genes regulation of apoptosis regulators such as
members of Bcl-2 family and SOD1. The increased expression of SODL1 is related to the TNF-
mediated death inactivation preventing the cells from ROS production induced apoptosis
(DELHALLE et al., 2002). Thereby, NFKB protects the cells from oxidative stress by inducing the
SOD1 gene (REUTER et al., 2010). The result obtained in this work shows decreased SOD1 genic
expression indicating decreased genic expression causing the cell to be less resistant to effect of ROS
production induced apoptosis and maybe by the compounds percentages difference. On other hand,
the p21, RIP3, GADD153, BID, Beclin and Bcl-2 genic expression not had any alterations. This fact
could be explained by the fact that the incubation time in culture have been too much considering that

the majority of genes have a genic expression peak with less than 8 hours.
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4.3. Protein expression

The enhanced modulation of BAX protein in Western Blotting analysis for both cell lineages
could be explained by the fact of some amsacrine analogues stimulate the protein expression.
Camptothecin, an analogue of amsacrine has demonstrated your effect on modulation of Bax
increasing the protein levels after treatment of 24h (GIULIANO et al., 1998). Studies using
HCT116/Bax-/-cells have demonstrated resistance to treatment with acridine derivatives indicating
that the mitochondrial pathway plays an important role in the mechanism of acridine-derivative-
induced apoptosis (WANG et al., 2005).

In this work, NFkB protein levels was decreased to HL-60 and increased to CCRF-CEM cell
lines. The literature shows that NFKB homodimers and heterodimers remain dormant associated to
IkB inhibitors family. Some compounds with DNA damage properties like as camptothecin and
amsacrine promotes the transient activation of NFkB (DEJARDIN, 2006). NFkB promotes apoptosis
and senescence through mediation of recruitment of FADD and caspase 8 leading to induction of

signalling complex to increase tumor cell sensitivity in apoptosis mediated by Fas (LIU et al., 2012a).

5. Conclusion

In this work was evaluated the cytotoxicity and selectivity of the new thiazacridine compound
LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 mixture. Also, it was clear that the compound cause interferences on
cell metabolism. It can be suggested that mixture contributes to stimulate the apoptotic process by
modulation of genic and protein expression playing an important role on cell growth inhibition of

tumor cells.
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Conclusdes

Foi obtido com éxito a partir de sintese organica foi obtido a mistura dos derivados
tiazacridinicos, o LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129.

A mistura de compostos mostrou-se eficaz na inibicdo da proliferagédo celular principalmente

dos tumores hematopoiéticos semelhantes a leucemia humana indicando atividade citotdxica.

A mistura LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 apresentou elevada seletividade na inibicdo do
crescimento de células tumorais em comparacdo com as células mononucleadas do sangue

periférico de voluntarios sadios

Constatou-se que a mistura LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 possui atividade citotoxica e que

possivelmente induz a célula tumoral a morte por apoptose.

A mistura dos derivados LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 levou a maior expressao dos genes
GADDI153 e PPARy na linhagem HL-60. Estes genes estdo relacionados com estresse de

reticulo e transcricdo nuclear de genes proé/anti-inflamatdrios respectivamente.

A mistura dos derivados LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 levou a diminuicdo da expressédo de
SODL1 na linhagem CCRF-CEM. Este gene esté relacionado & protecéo ao processo de estresse

oxidativo celular

A mistura dos derivados LPSF/AC-34 + LPSF/AC-129 levou a uma significativa diminui¢do
da expressdo proteica de NFkB na linhagem CCRF-CEM e um aumento da expressdao de Bax
na linhagem HL-60 mostrando que Bax participa do processo de apoptose podendo induzi-la e
que a mistura pode induzir a atividade de NFkB.
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Persperctivas




Perspectivas

Para comprovacdo da atividade anticancer da mistura das moléculas LPSF/AC-34 e AC-129,
serd necessaria a realizacdo de uma purificacdo para que, uma vez as moléculas estando
separadas, possam ser realizados 0s experimentos ja citados neste trabalho, atribuindo-se assim

uma atividade anticancer para cada uma delas de forma proporcional.

Para melhor elucidacdo dos mecanismos celulares e moleculares apresentados sera necessaria
a repeticéo de alguns experimentos como por exemplo a avaliagdo da expressdo génica por RT-
PCR

Para comprovar que a mistura de compostos possui atividade apoptdtica serd necessaria
realizacdo do ensaio de caspases 3 e 7, componentes esséncias no desencadeamento do processo

de apoptose.
Uma vez cumpridas as perspectivas citadas, serdo incluidos os resultados obtidos nos artigos

apresentados neste trabalho para que possam ser publicados devidamente nos periddicos

previamente estabelecidos.
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10. Anexos

10.1. Parte Quimica

10.1.1. Descri¢éo da metodologia de sintese

A sintese do derivado acridinico foi realizada de acordo com a via plena convergente, onde se
realizou separadamente a obtencdo de todos os intermediarios acridinicos, e paralelamente foi obtido
0 nucleo tiazolidinico substituido na posicao 3 a ser adicionado ao anel acridinico (MOURA, 2009;
SILVA, 2003).

10.1.2. Sintese da 9-metil-acridina (AC-1)

A reacdo da difenilamina com o acido acético conduz a 9-metil-acridina (TSUGE et al., 1963).
Foram utilizados 2,5 g - 0,0147 mols de difenilamina (1), 3 mL de acido acético (2) e 10 g - 0,0734
mols de cloreto de zinco (3), que foram aquecidos a uma temperatura de 220 °C, durante 8 horas. A
mistura reacional foi tratada inicialmente com uma solugdo recém preparada de &cido sulfurico a 10
% e, em seguida, alcalinizada através da adi¢do de uma solucdo de hidroxido de aménio a 30 %. A
9-metil-acridina foi isolada atraves de uma extracdo com acetato de etila, e concentrada & secura em
rotaevaporador a uma temperatura de 50 °C. O produto obtido foi purificado através de cromatografia

sob pressdo emsilica gel 60, utilizando como sistema de elui¢do n-hexano/AcOEt 7:3.

10.1.3. Sintese da acridina-9-carboxaldeido (AC-2)

Inicialmente foram colocados, em um bal&o de duas bocas, o clorocromato de piridinio (PCC)
(4) (2,0392 g - 0,0094 mols) e o sulfato de magnésio (5) (5,0980 g - 0,0423 mols) em presenca de
diclorometano anidro (6) (51 mL). A mistura reacional foi agitada e logo em seguida a 9 metil-
acridina (AC-1) (1,7264 g - 0,0089 mols) foi adicionada. A agitacdo foi mantida & temperatura
ambiente e sob uma atmosfera inerte durante 18 horas. O composto acridina-9-carboxaldeido (AC-2)
foi extraido do meio reacional com éter etilico e evaporado a secura. O aldeido obtido foi purificado
através de cromatografia sob pressdo em silica gel 60, utilizando como sistema de eluicdo n-
hexano/AcOEt 6:4.
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10.1.4. Sintese do 2-ciano-acridin-9-il-acrilato de etila (IP-29)

Foram introduzidos a um baldo de fundo redondo a acridina-9-carboxaldeido (AC-2) (2,1821 g
- 0,0105 mols) e o cianoacetato de etila (7) (3 mL) em presenca de piperidina (8) (250 pL), como
catalisador, e benzeno anidro (9) (50 mL), como solvente. A mistura reacional foi aquecida a refluxo
a uma temperatura de 110 °C, durante 8 horas. O 2-ciano-acridin-9-il-acrilato de etila foi guardado
na geladeirapor 12 horas. O éster cianocindmico obtido foi purificado por cromatografia sob pressao

em silica gel 60, n-hexano/AcOEt 6:4.

10.1.5. Sintese do 3-(3-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (TAS-1)

Através da reacdo da tiouréia (10) com o acido cloroacético (11), na presenca de &gua destilada,
obteve-se a tiazolidina-2,4-diona (12) (LIBERMANN; HIMBERT; HENGL, 1948). A reacdo de N-
Alquilacdo que se iniciou com a preparacao de uma solucdo de hidroxido de potassio (13) (2,4 g -
0,042735 mols). Em seguida a solucéo foi adicionada gota a gota a uma suspensao de tiazolidina-2,4-
diona (5 g - 0,042735 mols) em 10 mL de uma solugdo MeOH/H,O 6:4. Em presenca de hidroxido
de potassio (13) ocorre a formagdo do sal da tiazolidina- 2,4-diona (14), devido a acidez do atomo de
hidrogénio em posicdo 3 do anel. O sal formado promoveu, portanto, um ataque nucleofilico ao
cloreto de benzila substituido. Apds completa dissolugdo do sal da tiazolidina-2,4-diona (14),
adicionou-se o cloreto de 3-cloro-benzil (15) (5,42 mL — 0,42735 mols). A mistura foi aquecida a
temperatura de 70 °C durante 15 horas. Apos o periodo reacional o produto foi levado ao freezer e
posteriormente os cristais foram separados. O intermediario 3-(3-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona
(TA-1) foi purificado através de cristalizages sucessivas.

A reacdo de tionacdo se realizou a partir de 3-(3-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (1 g —
0,0038834 mols) (TA-1) com pentassulfeto de fosforo (16) (0,86 g — 0,0038834 mols) em 40 mL de
dioxano seco (17), sob uma atmosfera inerte (argonio), e aquecida a uma temperatura de 110 °C
durante 8 horas. A mistura reacional foi evaporadaa secura, e o 3-(3-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-

2-ona (TAS-1) foi purificado através de lavagens com agua destilada quente.
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10.1.6. Sintese do 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(3-cloro-benzil)-tiazolidin-2,4-diona (LPSF/AC-
34)

Para a obtencdo do LPSF/AC-34, em um bal&o de 250 mL adicionou-se o 3-(3-cloro-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (TA-1) (0,2 g - 0,0008281 mols) (A) e o 2-ciano-acridin-9-il-acrilato de etila
(1P-29) (B) (0,250g - 0,0008281 mols) dissolvidos em etanol anidro (10 mL) e 6 gotas de piperidina
como catalisador a uma temperatura de 60 °C por 2 horas. Observou-se a precipitacdo dos cristais do
5-(acridin-9-il-metileno)-3-(3-cloro-benzil)-tiazolidin-2,4-diona (C), que foi filtrado e purificado

através de lavagens sucessivas com agua destilada (Figura 2) (SILVA, 2003).
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Figura 2: Reacdo de adicdo de Michael para obtencdo do derivado tiazacridinico LPSF/AC-34

10.1.7. Sintese do 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(3-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona
(LPSF/AC-129)

Para a obtencdo do LPSF/AC-129, em um baldo de 250 mL adicionou-se o 3-(3-cloro-benzil)-
4-tioxo-tiazolidin-2-ona (TAS-1) (A) (0,15 g - 0,0005825 mols) e o 2-ciano-acridin-9-il-acrilato de
etila (IP-29) (B) (0,17 g — 0,0005825 mols) dissolvidos em etanol anidro (8 mL) e 250 pL de
piperidina como catalisador a uma temperatura de 80 °C por 4 horas. Observou-se a precipitacao dos
cristais do 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(3-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (C), que foi filtrado e

purificado através de lavagens sucessivas com agua destilada (Figura 3) (MOURA, 2009).

96



Cl

. EtOH / piperidina ¢
° N—CH,
o] /
\\(N —CH;
S

Figura 3: Reacdo de adicdo de Michael para obtencdo do derivado tiazacridinico LPSF/AC-129

10.1.8. Caracteristicas fisico -quimicas
10.1.8.1. Ponto de fuséo

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Quimis Modelo 340.27 (Tabela 1).
10.1.8.2. Cromatografia

As cromatografias analiticasem camada delgada foram efetuadas em placas de silica gel Merck
60 F254, de 0,25 mm de espessura. As revelagdes foram feitas por luz ultravioleta (254 ou 366 nm).
A cromatografia em coluna sob presséo (flash) foi realizada em silica gel 60 Merck (230-400 Mesh).

Todos os solventes utilizados nos sistemas de eluicdo possuiam especificacdo P.A. Todos os dados

obtidos estdo expressos na tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados tiazacridinicos LPSF/AC-34 e LPSF/AC-

129
CAS
NOME _ P.F. Rdt
COMPOSTO . Registry F.M. M.M. Rf ELUENTE
QUIMICO (°C) (%)
Number
0. H:.I :
)2
nc/ ’ (Z/E) 5'
(acridin-9-il)
metileno-3-
LPSF/AC-34 (2) 220- Tolueno/AcOEt
‘ (3-cloro- 950986-16-0 CzH1sCIN.SO,  430,5 65 0,34
“ _ 222 7:3
Y benzil-
J(_ tiazolidin-
H 2,4-diona
0O
LPSF/AC-34 (E)
(2)-5-
Q (acridin-9-il)
M “ metileno-3-
j:% (3-cloro- 171- n-hex/ AcOEt
w? ) 950986-20-6  C4H1sCIN2OS, 446,97 87 0,78
benzil)-4- 172 7:3

(0
e tioxo-

LPSF/AC-129 (Z) tiazolidin-2-

ona
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10.1.9. Espectroscopia

A elucidacéo estrutural do produto descrito foi realizada por:

10.1.9.1.Espectrofotometria de absorcéo de infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrofotémetro FTIR Bruker Modelo IFS

66, em pastilhas de KBr e expressos em cm™,

Tabela 2: Frequiéncias de absorgdo no infravermelho, em cm?, dos derivados tiazacridinicos
LPSF/AC-34 e LPSF/AC-129

COMPOSTO C=0

C=C C-N C-S

1747 e 1683

Cl

H 1710

LPSF/AC-129

1572-1476 1328 756

1478-1626
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Figura 4: Espectro de infravermelho em cm do 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(3-cloro-benzil)-

tiazolidin-2,4-diona (LPSF/AC-34) adaptada (SILVA, 2003)

100



~ bt .24

tI.IWINﬂU.I\ .~ 718385

T ——T— et s

O O b

756 506

“r-lurl s 7 o -nd *y
Z__ 7 e
- 113468
lr“\,l /122001
o
hPIMMHHHUW\\ o 1322.47
e, , 1377 .63
—————qa
= ﬂf.,. 1424 .67
- - 1434.18
oy 147629
RVETPE
mﬁ 574 08 \
- / 1697 87
¥ 1626.78 /
w 1710 56
¢
%\,WI&% 13
\
i
t
\
N....V
5
Y
...._.f.c.,...cn
\u|\$m.§ U\Q/
-l
hil.l.\‘tl
=
=
4
_ 4
= = & &
o ) e )

i
1000

2000

3000

4000

Figura 5: Espectro de infravermelho em cm? do 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(3-cloro-benzil)-4-tioxo-2-ona (LPSF/AC-129)
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10.1.9.2.Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio foram efetuados em

espectrofotdmetro em aparelho Varian Modelo Plus 300 MHz. Os espectros de RMN'H foram

realizados utilizando-se como solvente 0 DMSO-d6.

Tabela 3: Deslocamentos quimicos (8) em ppm dos derivados tiazacridinicos LPSF/AC-34 (Z/E) e
LPSF/AC-129 (2)

LPSF/AC-129 (2)

7,44 -7,39 (Z, m, 3H)

ESTRUTURA CH CHz BENZILICOS ACRIDINICOS
Cl
8,24/8,18 (Z/E, d,2H) J = 9Hz
Py 4,89/4,59
A 751/7,4 (ZIE, s, 1H) | 8,16/8,13 (Z/E, d, 2H) J=8,7/8,4Hz
)\<\ 8,79/8,39 | (ZIE, s, 2H)
o (ZIE, s, 1H)
7.4(Z,m,3H)523 | 7,92/7,86 (ZIE, dt, 2H) J=7,8/7,2Hz
o 7,51/7.4
N/
7,70/7,6 (ZIE, dt, 2H) J=7,8Hz
LPSF/AC-34 (Z/E)
Cl
8,25 (Z, d, 2H) J = 8,69 Hz
SJAN_CHZ 751 (Z s, 1H) 8,10 (Z,d, 2H) J = 8,69 Hz
H 9,03(Z,s, 1H 532 (Z.s,
i 1 SY
e Y ( ) 2H)

7,95-7,90 (Z, m, 2H)

7,73 7,68 (Z, m, 2H)
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Figura 6: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(3-cloro-benzil)-tiazolidin-2,4-diona (LPSF/AC-34)
adaptada (SILVA, 2003)
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Figura 7: Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(3-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona
(LPSF/AC-129) adaptada (MOURA, 2009)
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10.1.9.3.Espectrometria de massas (MS) e avalia¢éo do grau de pureza por HPLC

Os espectros de massas e 0s graus de pureza da mistura de compostos foram registrados em
espectrometro de massas HCT Ultra (Bruker) / acoplado a cromatografia liquida de alta eficiéncia
LC-20AT (Shimadzu) situados na Central Analitica do Laboratorio de Planejamento e Sintese de
Farmacos do NUPIT.
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Figura 8: Espectro de massas por IES da mistura de derivados tiazacridinicos (Z/E)-5-(acridin-9-il-metileno)-3-(3-cloro-benzil)-tiazolidin-2,4-
diona (LPSF/AC-34) (MM=430) (A) e (2)-5-(acridin-9-il-metileno)-3-(3-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (LPSF/AC-129)
(MM=446) (B)
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Figura 9: Espectro de massas por IES + MS2 (modo positivo) do derivado tiazacridinico (Z)-5-
(acridin-9-il-metileno)-3-(3-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (LPSF/AC-129) (MM=446)
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2 3.190 803229 | 14.741 | 16.742(2)
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Figura 10: Espectro de LC/MS da mistura de derivados tiazacridinicos LPSF/AC-34 (MM = 430) e LPSF/AC-129 (MM = 446)
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