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QUIRINO, M. W. L. Avaliacdo de novas estratégias terapéuticas para tratamento de células
leucémicas resistentes a inibidores de topoisomerases. 2015. Disserta¢do. Universidade Federal

de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

RESUMO

Os inibidores de topoisomerase se destacam entre 0s quimioterapicos usados na clinica,
sendo capazes de interferir em processos vitais, como a transcri¢do e a replicacdo celular.
Entretanto, muitos canceres tornaram-se resistentes a esses inibidores, sendo cada vez mais
necessario a busca de novos agentes anticancer ou novas abordagens terapéuticas. Este trabalho
teve como objetivo testar novas abordagens terapéuticas em células leucémicas resistentes a
inibidores de topoisomerase, a partir da avaliacdo da atividade antineoplasica de derivados
tiofénicos e do uso de inibidores de N-glicosilacdo, afim de sensibilizar células tumorais ao
tratamento. Inicialmente, foi utilizado o método de reducédo de redugdo do MTT para avaliar a
citotoxicidade dos cinco derivados tiofénicos (SB-68,SB-30, SB-44, SB-83 e SB-200) junto a
Células Mononucleares do Sangue periférico (PBMC), células tumorais HL-60 e células com
perfil multidroga resistente HL6O/MX1, bem como determinar o IC50 dos inibidores de
topoisomerase (etoposideo, bisantreno, amsacrina e camptotecina) e a dose maxima néo
citotoxica dos inibidores de N-glicosilacdo (miglustato e tunicamicina). Modificacfes na
progressdo do ciclo celular, atividade de caspase 3/7 e a atividade de transportadores ABC
foram avaliados por citometria de fluxo. Nas condi¢cdes de associacdo a administracdo da
tunicamicina foi realizada 24h antes do tratamento como inibidores de topoisomerase e 0
miglustato foi adicionado simultaneamente aos inibidores. Por fim ensaios de inibi¢cdo de
topoisomerase Il foram realizados. Os derivados tiofénicos SB-83 e SB-200 maior
citotoxicidade em células HL60/MX1 (ICso = 7.94 e 9.36 UM, respectivamente) e indice de
seletividade maior que 3. Todos os derivados tiofénicos ndo foram capazes de induzir
modificagdes no ciclo celular e na atividade de caspase 3/7, indicando que outros mecanismos
de morte estdo envolvidos na citotoxicidade dos SBs em HL60/MX1. Foi observado a atividade
ABCC1 em HL60/MX1, muito embora sua ativacdo nao altere o efeito citotoxico dos SB-200
e SB-83. A inibicéo da atividade de topoisomerase Il foi observada em SB-83 (50 e 100 uM) e
SB-200 (100 puM). A sensibilizagcdo com miglustato a 1 pM ndo alterou o efeito citotoxico dos
inibidores de topoisomerase em HL60/MX1. Por outro lado, a sensibilizagdo com tunicamicina
se mostrou eficaz em aumentar a atividade citotoxica do bisantreno, sendo mais efetiva que a

utilizacdo do bloqueador de ABCC1. Ademais, SB-83 e SB-200 apresentam-se como grandes



candidatos para o tratamento de leucemias agudas resistentes, bem como o uso de tunicamicina
associada aos inibidores de topoisomerase. Entretanto, outros estudos s&o requeridos para
avaliar o efeito de outras condicdes de sensibilizacdo e para elucidar os mecanismos de indugéo

de morte celular destes derivados tiofénicos.

Palavras-chave: Cancer. Resisténcia. Benzotiofénicos.



QUIRINO, M. Evaluation of sensitizing effect of N-glycosylation inhibitors in chemotherapy-
resistant leukemia cells by topoisomerase inhibitors. 2015. Dissertation. Federal University of

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

ABSTRACT

Among chemotherapeutic agents used in clinical settings, topoisomerase inhibitors are one of
the most important because they act directly interfering in cellular vital processes, such as
transcription and replication. However, many cancer types have become resistant to treatment
with these molecules, being necessary the search for more effective anticancer compounds or
therapies. This study aimed to test two novel therapeutic approaches in leukemia cells resistant
to topoisomerase inhibitors: evaluating anticancer activity of new thiophene derivatives and
sensitizing cells resistant to topoisomerase inhibitors using N-glycosylation inhibitors. For this
purpose, cytotoxicity assays were performed in multi-drug resistant cell lines HL-60/MX1 and
CCRF-CEM/C2 in order to initially determine 1Cso values of novel thiophene derivates. SB-83
showed the best value (ICso = 7.94+2.26pM). Then were evaluated ICso values of topoisomerase
inhibitors currently used in clinical. In addition, optimal sensitizing concentrations of N-
glycosylation inhibitors are being determined. Two new thiophene derivatives showed better
cytotoxic activity when compared to topoisomerase inhibitors, and also a promising selectivity
index. However, further assays need to be repeated and performed in order to achieve the main

objective of this study.

Keywords: Thiophene derivatives. Cancer. Resistance. Benzothiophenes.
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1 INTRODUCAO

O cancer corresponde a um conjunto de mais de 200 doengas cujo inicio € marcado pelo
surgimento de células, com acentuado crescimento descontrolado e desordenado, desencadeado
por diversos fatores biologicos, quimicos, fisicos e ambientais (GUSTERSON & STEIN, 2012;
TSIFTSOGLOU et al., 2003).

Apdbs seu surgimento, o cancer cresce localmente podendo infiltrar-se nos tecidos
adjacentes, adentrar no endotélio vascular, quando enfim passa para 0S vasos onde
eventualmente ird4 se estabelecer em tecidos distantes do sitio primario do tumor. Nesse
momento sdo originados os tumores secundarios, que tém sua progressdo mediada
principalmente por resposta inflamatoria cronica e crescem de forma exacerbada, tornando o
hospedeiro cada vez mais debilitado, levando-o muitas vezes ao 6bito (PHILIP et al., 2004).

Vérias formas de tratamento sdo empregadas no combate ao cancer, dentre elas esta a
qguimioterapia, que geralmente utiliza agentes citostaticos que atuam impossibilitando a
progressao do ciclo celular e consequentemente induzindo a apoptose. O grande limitador na
ampla utilizacdo dos quimioterapicos refere-se a alta citotoxicidade e baixa seletividade, o que

contribui para o surgimento de varios efeitos colaterais (REGULSKA et al., 2012).

Devido & alta progressdo no seu desenvolvimento e a alta incidéncia no mundo, existe
uma busca constante de moléculas e alternativas inovadoras que buscam reduzir a concentracéo
de medicamentos administrados no paciente, reduzindo a toxicidade e elevando a eficiéncia no
tratamento (HILEMAN, 2004). Nesse contexto, a utilizacdo associada de medicamentos que
possam agir em diferentes vias de sobrevivéncia das células tumorais torna-se de extrema
relevancia. Entre essas moléculas estdo os derivados tiofénicos, compostos que possuem amplo
poder farmacoldgico, pois mimetizam estruturas biologicas (SAKER & NAHAR, 2009). Em
vista disso muitos derivados tiofénicos tém sido sintetizados e empregados como agentes
antitumorais (DALLEMAGNE et al. 2003). Ademais, as acridinas e seus derivados também
sdo exemplos de moléculas que podem ser utilizadas em poliquimioterapia. Isso ocorre devido
sua alta capacidade de intercalar-se ao DNA e bloguear as enzimas topoisomerase | e I,
impedindo o processo de divisdo celular e, por consequéncia, a progressdo do tumor
(MOUKHARSKAYA & VERSCHRAEGEN, 2012). No entanto, existem muitos tumores na
pratica clinica que se tornam resistentes a esse bloqueio, anulando o efeito terapéutico de
medicamentos que possuem esse sitio de acdo (LAGE, 2008).

Uma estratégia terapéutica explorada é a utilizacdo de uma molécula que visa

potencializar a acdo de uma segunda molécula (DORNELES, 2008). Dentre os agentes que
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podem ser utilizados como potenciais sensibilizantes estdo os inibidores de N-glicosilacéo
como a tunicamicina, que causa estresse do reticulo endoplasmético ao bloquear o processo de
N-glicosilacdo de proteinas, tornando as celulas tumorais mais sensiveis a acao de outras drogas
(LU et al, 2004; PHILIP et al, 2004; ALMEIDA et al, 2005; FAN et al ,2013).

Desta forma, o presente projeto propde-se em aplicar duas novas abordagens
terapéuticas, a primeira utilizando novos agentes e a segunda tornando sensiveis as células
resistentes a quimioterapicos inibidores de topoisomerase, através da aplicacédo de inibidores de

N-glicosilagdo, bem como o entendimento do seu mecanismo de agao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O cancer

O cancer € um grande problema de satde que ocorre no mundo inteiro. Atualmente, € a
segunda principal causa de morte nos Estados Unidos da América (EUA) e segundo projecoes
de estudiosos analistas, espera-se que 0 nimero de mortes por cancer seja ainda maior nos
préximos cinco anos, ultrapassando a mortalidade por doencas cardiacas (SIEGEL, 2015). Em
2012, 8 milhdes e 200 mil mortes foram confirmadas com diagnostico de cancer (Tabela 1)
(larc, Globocan 2012).

Tabela 1: Principais tipos de tumores que levaram a morte em 2012, segundo a Organizacdo Mundial da Saude

(2015).
Cancer Mortalidade em 2012
Pulmé&o 1,59 milhGes
Figado 745 mil
Estdbmago 723 mil
Colorretal 694 mil
Mama 521 mil
Es6fago 400 mil

O cancer € uma doenca caracterizada por crescimento descontrolado e disseminacao de
células. Pode acometer qualquer tecido, envolvendo, na maioria dos casos, o tecido circundante
com eventual presenca de metéstases. As metastases sao a principal causa de morte por cancer
(World Health Organization, 2015). Muitos tipos de neoplasias podem ser prevenidas, evitando
a exposicdo a fatores de risco comuns, tais como o fumo do tabaco. Além disso, boa parte dos
tumores malignos pode ser curada, por cirurgia, radioterapia ou quimioterapia, especialmente
se forem detectados precocemente (World Health Organization, 2015).

O tumor maligno surge a partir de uma Unica célula. A transformacdo de uma célula
normal numa célula tumoral é um processo de multiplos passos, tipicamente uma progressao
de uma lesdo pré-cancerosa até o tumor maligno (World Cancer Report, 2014). Essas mudancas
podem resultar da interacdo entre fatores genéticos de uma pessoa e trés categorias de agentes
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externos. Estes podem ser carcindgenos fisicos, tais como raio ultravioleta e radiag&o ionizante;
produtos quimicos cancerigenos, como 0 amianto, componentes da fumaca do tabaco, a
aflatoxina, um contaminante de alimentos e arsénio, um contaminante de agua potavel; e os
carcindgenos bioldgicos, tais como infec¢bes de certos virus, bactérias ou parasitas (World
Cancer Report, 2014; World Health Organization, 2015).

Essa doenca possui capacidades bioldgicas que sdo importantes para seu
desenvolvimento, progressao e resisténcia a multiplas drogas. Essas caracteristicas sao
conhecidas como ‘“hallmarks of cancer”. Os hallmarks foram descritos e organizados para
reduzir a complexidade da doenca neopléasica (Figura 1). Eles podem ser divididos em seis
capacidades principais, sinalizacdo proliferativa, fuga dos supressores tumorais, resisténcia a
morte celular, imortalidade replicativa, inducdo da angiogénese e invasdo e metastase
(HANAHAN & WEINBERG, 2000; LEMMON & SCHLESSINGER, 2010). Recentemente,
foram incluidos mais dois hallmarks, a reprogramacéo do metabolismo energético e a evasao
da destruicédo pelo sistema imune (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Entretanto, a ideia de enumerar hallmarks € bastante limitada quando se trata de
entender a biologia do cancer, visto que, o tumor propriamente dito € muito mais do que uma
massa de células em constante crescimento. Muito embora as células neopléasicas crescam em
um ambiente constituido por células ndo trasformadas, o estroma, essas células participam
ativamente no processo de tumorigénese. Dessa forma, para compreender esses tecidos
complexos de células distintas, ¢ preciso conhecer o “microambiente tumoral” (BHOWMICK

etal., 2004; CHENG et al., 2008; HANAHAN & WEINBERG, 2011).
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Figura 01: llustracdo demonstrando as principais caracteristicas do cancer. Hallmaks do cancer.

Auto-suficiéncia aos Insensibilidade aos sinais inibitérios
fatores de crescimento

Evasio da apoptose Potencial replicativo ilimitado

Angiogénese sustentada E Invasio tecidual e metastase
Hallmarks do cancer

- ; : Instabilidade
[Evasio do sistema imune genémica e
mutacio
Estresse oxidativo .

Estresse
metaholico

Estresse mitotico

Estresse
proteotoxico

Fonte adaptada: Hanahan et. al., 2011.

2.2 Leucemias

Dentre os tipos de cancer mais incidentes encontram-se as leucemias. As Leucemias
caracterizam-se por serem doencas proliferativas de curso progressivo em células progenitoras
do tecido hematopoiético (Figura 2). Sua principal caracteristica € o acumulo de células
anormais na medula 6ssea, que crescem a custa das células sanguineas normais e acabam por
substitui-las, levando a deficiéncia e finalmente a faléncia da medula. Estas células sdo quase
sempre liberadas no sangue e infiltram érgdos como o baco, o timo desta liberacdo varia com o
estagio da doenca e com o tipo da leucemia (INCA, 2016). Depois de instalada, a doenca
progride rapidamente, exigindo que o tratamento seja iniciado imediatamente apds o

diagnostico e a classificacdo da leucemia.



17

Figura 02. Esquema de maturacdo hematopoiética.
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Fonte:Adaptado de http://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR553603-750.jpg.

A classificacdo das leucemias é feita levando em conta dois pardmetros: sua célula
progenitora afetada, em mieldide e linfoide. E de acordo com a velocidade de divisdo dessas
células em leucemia crénica, quando essa divisdo é mais lenta e as células envolvidas sdo mais
parecidas com a célula normal. E leucemia aguda, quando de progressao rapida e afeta as células
jovens ainda ndo completamente formadas (chamados blastos). Estas células ndo preservam
suas funcbes e afetam de forma importante a capacidade de defesa do organismo (DEL
VECHIO et al., 2004; ZAGO, 2013). As leucemias agudas sao alvos de muitas pesquisas, pois
apresentam uma taxa de sobrevida reservada, pois sem tratamento, 95% dos pacientes
portadores de leucemia aguda morrerdo em até um ano apo6s o diagndstico (SILVEIRA &
ARRAES, 2008).

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima para esse ano um total de 10.070 novos
casos, sendo 5.540 homens e 4.530 mulheres. O tratamento das leucemias é feito basicamente
por quimioterapia. VVarios esquemas podem ser utilizados, a escolha do protocolo a ser usado
depende do tipo, diagnostico, da idade e da estratificacdo de risco de cada paciente mais na
maioria das vezes na pratica clinica se faz associacdo de mais de um farmaco. (CAZE et al,
2010). Alguns impedimentos comuns causados durante os tratamentos utilizados atualmente
culminam em profunda mielosupressdo, méa resposta terapéutica e desenvolvimento de
resisténcia as drogas administradas (NARASIMHAN et al, 2015). Isso aponta a necessidade de

novas estratégias terapéuticas para o tratamento dessas células que adquirem resisténcia.


http://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR553603-750.jpg
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2.3 Trasportadores ABC

Os transportadores ABC (ATP-binding cassette), sdo uma superfamilia de proteinas de
membrana, presente em bactérias, fungos, plantas e animais responsaveis pelo transporte de
moléculas através das membranas celulares, desde ions, a pequenas e grandes moléculas, como
acucares, lipideos, aminodacidos, peptideos, proteinas e antibioticos. Essas proteinas séo
importantissimas para o crescimento das plantas, transporte de nutrientes, desintoxicacdo
celular, homeostase lipidica, defesa antiviral transducdo de sinal e apresentacdo de antigenos.
Possuem grande importancia clinica, pois garantem que fungos, bactérias e parasitas resistam
ao tratamento com farmacos. Nas células tumorais esses transportadores s80 Superexpressos e
garantem que essas células resistam a diferentes quimioterapias (C.F. HIGGINS, 1992; V.G.
LEWIS, et al. 2012).

De uma forma geral eles possuem uma arquitetura basica que compreende pelo menos dois
dominios intracelulares de ligacdo a nucleotideos, que fornecem energia via ligacéo e hidrélise
de ATP e dois dominios transmembranares, que formam a via de permeacéo transmembrana (J.
KANG, et al. 2010). Em bactérias e plantas eles atuam como importadores e exportadores, nos
demais apenas como exportadores de moléculas. A variagdo da atividade dos transportadores
ABC pode ocorrer devido a interacbes medicamentosas, polimorfismo genético ou
superexpressdo que por sua vez € principal causa de falha ao tratamento (KERB R, 2006).

Duas proteinas, P-gp (MDR-1, ABCB1) e MRP-1 (ABCC1) tornaram-se conhecidas por
serem capazes de bombear uma ampla gama de farmacos de cancer mais vulgarmente utilizados
e a sua superexpressao correlaciona-se amplamente com caracteristicas de resposta negativa ao
tratamento. ( ROBERT O'CONNOR, 2007). A P-gp (MDR-1, ABCB1), foi inicialmente
descrita em 1976 e caracterizada como uma bomba de efluxo, por ser capaz de remover uma
grande quantidade de xenobidticos do interior da célula, essa bomba é capaz de transportar uma
vasta selecdo de farmacos, sua superexpressdo, € relacionada a respostas negativas ao
tratamento. De acordo com as interacdes, 0s agentes quimioterapicos podem ser classificados

em trés grupos principais: substrato, inibidores e moduladores (CHEN et al., 2012).

O transportador, MRP-1 (ABCC1) descrito em 1992 também como uma bomba de efluxo,
também bombeia uma importante gama de quimioterapicos citotoxicos em células tumorais e
pode conferir resisténcia a doxorrubicina, metotrexato, daunorrubicina, vincristina, etoposide e

outros antineoplasicos, 0 MRP-1, também é conhecido na literatura por ser altamente expresso
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em leucemias, carcinoma esofégico e cancer de pulmao de células ndo pequenas (HEGEDUS
T, etal. 2002; TIWARI AK, et al. 2010).

2.4 Glicosilacéo e a N-glicosilagdo

Existem diversas formas de estruturas glicosiladas, entre estas, estdo as glicoproteinas e
os glicolipideos. Essas estruturas desempenham papéis importantissimos em diversos processos
bioldgicos. Todas as etapas envolvidas na formacdo desses glicoconjugados ocorrem no
reticulo endoplasmaético (RE) e no complexo de golgi. A sintese desses glicanos é resultado da
acao de diversas enzimas responsaveis pelo seqiienciamento e conjugacdo dessas estruturas
(WARMALD et al.1999; K. MUTA et al. 2013).

Em eucariotos, as proteinas glicosiladas desempenham fungdes especificas e essenciais
nas células, essas fungdes estdo envolvidas em uma grande gama de processos célula-célula e
célula-matriz. A glicosilacdo ocorre em mais de 50% de todas as proteinas humanas, tanto para
proteinas secretadas quanto da matriz extracelular. (NOTHAFT et al. 2012; DALZIEL M, et
al. 2014). Dada sua importancia no microambiente, algumas glicoformas também
desempenham papéis cruciais, como o reconhecimento imune, ou em processos patologicos,
como o desenvolvimento do cancer (NOTHAFT et al. 2012; DALZIEL M, et al. 2014).

De forma geral a glicosilacdo pode ser dividida em dois tipos, a O-glicosilacdo, quando
0 acucar é ligado covalentemente a hidroxila da serina ou treonina e a N-glicosilacdo, na qual
os N-glicanos séo ligados covalentemente, pela oligosacariltransferase (OST) ao grupo amina
da asparagina (JONES et al. 2005).

Na N-glicosilacdo ocorre a formacdo de um oligossacarideo precursor, esse
oligossacarideo esta ligado a um transportador lipidico, o dolicol. Esta € indicada como a
primeira etapa da N-glicosilacdo e compreende a formacdo do nicleo de aglcar na por¢do
citoplasmatica do reticulo endoplasmatico (RE), a partir da adicdo da N-aceteilglucosamina-P
ao dolicol fosfato que esta ancorado em sua membrana. (BROWN et al. 2007). Posteriormente
sdo adicionados outros monossacarideos a cadeia principal. Este ndcleo de aglcar consiste em
dois residuos de N-acetilglicosamina e cinco manoses. Em seguida esta cadeia é translocada
pela oligosacariltransferase (OST) para o lumen do RE. Na sequéncia, esse nucleo de aglcar é
ativado atraves da adigdo de quatro residuos de manose e trés residuos de glicose, por fim esta
cadeia é translocada pela oligosacariltransferase (OST) para a por¢do N-terminal de um residuo

de asparagina da proteina alvo. Asn-x-(Ser/Thr), onde X pode ser qualquer aminoacido com
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excecdo da prolina (JONES et al. 2005). A medida que a proteina é enovelada ocorrem agoes
de a-manosidases e a-glicosidases, a fim de remover seus respectivos agucares. Todo este
processo chega ao fim quando o dolicol pirofosfato é hidrolisado para dolicol fosfato,
permitindo assim que a proteina cumpra sua funcéo dentro ou fora da célula e ocorra a adi¢éo
de novos mondmeros de aglcar ao dolicol fosfato (Figura 3) (VARKI et al. 2009). O processo
de N-glicosilacdo é essencial na mediacdo da adesdo celular, migracdo, proliferacdo,
sobrevivéncia e diferenciacdo (SCHWARZ e AEBI, 2011).

Figura 03: Esquema demonstrando a biossintese do oligossacarideo precursor e seus trés principais nicleos de

formagéo dos N-glicanos
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Entretanto, nem sempre esse processo ocorre de forma perfeita e uma sequéncia de
erros na producdo de proteinas, especialmente as glicosiladas, pode produzir acimulo destas e

por sua vez produzir o que é conhecido como estresse de reticulo endoplasmatico (MANDIC,
A. etal. 2003).

2.5 Inibidores de N-glicosilacao

Existe um grande numero de inibidores de N-glicosilacdo descritos na literatura. Estes
podem ser separados em trés classes principais de acordo com seu mecanismo e local de acéo:
0s acucares modificados, os antibioticos e os inibidores de processamento. A grande maioria
atua nas etapas iniciais da biossintese dos N-glicanos (BROWN et al., 2007; AEBI et al. 2009).

Os inibidores monossacarideos (2-deoxy-glicose, 4-fluoro-Man e 2-fluoro-Glc, 4-
fluoro-Glc, 2-fluoro-Man) sdo analogos estruturais dos monossacarideos que existem

naturalmente. Quando adicionado a cadeia glicidica, o processamento das cadeias €
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comprometido. Sua utilizagdo é limitada por causa da sua baixa especificidade (BROWN JR.
et al. 2007).

Além destes, existem diversos antibidticos que inibem a biossintese do oligossacarideo
ligado ao dolicol fosfato. Entre eles estdo a tunicamicina, que atua em trés etapas do processo
de N-glicosilagdo. Inicialmente inibe de forma forte e competitiva a acdo da enzima
fosfotransferase, bloqueando a transferéncia de N-acetilglicosamina-1-fostato (GIcN-Ac-P) da
uridina difosfato-N-acetilglucosamina ao dolicol fosfato. Esse fato ocorre devido a sua
semelhanca ao acucar doador de nucleotideos. Outros antibioticos que atuam no mesmo sitio
de acdo incluem a Amfomicina, Showdomicina e Diumicina (Figura 3) (KEAN & WEI, 1998;
BREIER et al., 2013).

Figura 04: Estruturas moleculares da tunicamicina, Deoxinojirimicina e da Castanospermina.
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A tunicamicina também atua na etapa de incorporacdo do N-glicano recém-formado a
asparagina das proteinas alvo. Nessa etapa do processo de N-glicosilacdo, ela bloqueia a acédo
da enzima oligosacariltransferase (Andresen et al. 2012). Ademais, a tunicamicina impede que
a enzima GIcNAc-1-fosfato-transferase adicione residuos terminais de glicose a glicoproteina
recém-formada (KRAMER et al., 1995; PRICE & TSVETANOVA, 2007).

O terceiro grupo de inibidores de N-glicosilacdo sé&o os inibidores de enzimas de
processamento, como as a-glicosidades I e II e as a-manosidases | e 1. Vérios alcaldides de
plantas exercem essa funcdo; estes possuem anéis poli-hidroxilados comuns que mimetizam a
orientac@o dos grupos hidroxilas dos substratos naturais (ASANO et al., 2000; WOJTOWICZ
etal., 2012). A Castanospermina e a Deoximannojirimicina sdo exemplos de inibidores dessas
enzimas (BROWN et al., 2007).



22

2.6 A Tunicamicina e o Miglustato

A tunicamicina € um antibidtico comercial que inibe a enzima oligosacariltransferase
e impede a formacdo de proteinas N-ligadas. Além de causar estresse de reticulo
endoplasmatico, a inibicdo da N-glicosilacdo também impede a ativagdo de tirosinas cinases do
receptor de superficie celular (SCHOONTHAL, 2013). Segundo estudo feito por Contessa e
colaboradores em 2010, tumores humanos xenoenxertados em camundogos tratados com
tunicamicina tiveram baixa expressdao de EGFR, o que resultou na redugdo do crescimento
tumoral.

O efeito citotoxico da tunicamicina se refere principalmente a sua capacidade em induzir
apoptose nas células neoplasicas (MOLINARI et al., 2002; VARKI et al., 2009; QUIRINO,
2014) e baseando-se principalmente na apoptose induzida por estresse de RE, com liberacédo
prévia do citocromo ¢ pela mitocdndria e ativacdo das caspases (URRA et al., 2013).

Hiss e colaboradores (2007) mostraram que a tunicamicina aumenta a toxicidade de
farmacos anticAncer em células de cistoadenocarcinoma multirresistente de ovario humano,
reduzindo significativamente o IC50 para doxorrubicina e vincristina. A tunicamicina também
reduziu o IC50 da cisplatina em células de carcinoma de cabeca e pesco¢o humanos in vitro e
em um modelo murino resistente a cisplatina (NODA et al. 1999).

Os efeitos induzidos pela tunicamicina sobre drogas associadas podem ser
dependentes do tipo celular e dos diferentes transportadores de efluxo de drogas (BERETTA
etal., 2010).

Diversos estudos realizados in vitro e in vivo relatam as propriedades
quimiossensibilizantes promissoras da tunicamicina. Entretanto, sdo necessarios mais estudos
de caracterizacdo sobre o potencial anticancerigeno da tunicamicina, visto que in vivo este
antibidtico pode causar elevada toxicidade sistémica (LEE et al., 2012; HOU et al., 2013).

Apesar disso, um estudo mostrou que a tunicamicina causou estresse de RE na
vasculatura do tumor, sem causar insuficiéncia sistémica ou dos 6rgdos, em um modelo de
xenoenxerto de cancer de mama em camundongos (BANERJEE et al., 2001).

O Miglustato (N-butil-Deoxinojirimicina) € um iminoaglcar de primeira geracao
(Figura 5), que inibe uma série de enzimas envolvidas no metabolismo de glicoconjugado e
glicano (SULTANA et al., 2015). Inicialmente este foi testado em humanos como agente anti-
viral em pacientes com HIV, entretanto ndo foi encontrado efeito terapéutico e produziu graves
efeitos gastrointestinais (BROWN et al., 2007). Atualmente é comercializado para o tratamento

da doenca de Goucher tipo I e doenca de Niemann-Pick tipo C. Os imonoagcucares séo alcaloides
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poliidroxilados que mimetizam a estrutura de monossacarideos, sdo empregados como
inibidores de enzimas de glicoprocessamento, e atuam também no tratamento de diabetes e
infeccdes virais (AFARINKIA & BAHAR 2005).

Figura 05: Estrutura da N-butil-Deoxinojirimicina (Miglustate).
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Sua acdo esta relacionada com a inibicdo de uma glicosil transferase, a glicosilceramida
sintase, cuja funcéo € adicionar glicose a ceramida e formar glicolipideos. O miglustato também
inibe a a¢do das a-glicosidases | e 1l (RUDD et al., 1993). Os iminoacgucares sdo conhecidos
por inibirem ambas as enzimas (ZOU W.,2005).

Um estudo feito por Guerrera e Landish em 2003 mostra que o miglustato reduziu o

crescimento de tumores cerebrais em camundongos.

2.7 Estresse de reticulo endoplasmatico

Em geral todas as células sdo capazes de responder de forma eficiente ao estresse de
reticulo endoplasmatico. Entretanto, o estresse crénico gerado por uma diversidade de fatores
por muitas vezes conduz a célula a apoptose (MORI, 2000; TABAS et al., 2011).

Alteracbes em vias essenciais para homeostasia celular, tais como, estresse oxidativo,
alteracdes nos niveis de célcio, aumento na sintese protéica e aumento na sintese de proteinas
malformadas perturbam a funcéo e contribuem para o desenvolvimento do estresse de reticulo
endoplasmatico (YOSHIDA, 2007; RON et al., 2007). Todos estes fatores induzem ao
comprometimento na capacidade de enovelamento de proteinas pelo RE, levando ao acimulo
de proteinas mal enoveladas e prejudicando seu transporte para o complexo de Golgi
(SANDRA et al., 2009).
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O RE possui uma grande concentracdo de uma classe de proteinas denominadas de
chaperonas, que atuam facilitando o enovelamento correto das proteinas. Muitas destas
chaperonas sdo Ca®* dependentes (BOYCE & YUAN, 2006).

O aumento da expressdo de chaperonas no RE tem sido associado a resisténcia aos
agentes quimioterapicos (REDDY et al. 2003). Assim as células tumorais apresentam baixo
nivel de estresse de RE, pois possuem uma protecao expressiva através da resposta a proteina
malformada (UPR), que por sua vez representa papel fundamental na tumorigénese (So et al.,
2009). Entre essas chaperonas esta 0 GRP78, proteina reguladora de glicose de 78 kDa (Ron et
al., 2007).

Nos eucariotos multicelulares, existem trés proteinas responsaveis em detectar o estresse
de RE: IREIL (enzima que requer inositol 1), ATF6 (Fator de transcri¢do 6) e PERK (Cinase
do RE pancreéatico). Em condi¢Ges normais, 0 GRP78/Bip esta ligado a IREI1, ATF6 e PERK,
impedindo a translocacao destas proteinas de membrana do RE para o citoplasma (Lee, 2002).
Apos o estresse de RE, o acimulo de proteinas deformadas sequestra o Bip, dissociando-o das
proteinas de resposta ao estresse. Entdo ocorre a ativacdo de ATF-6 e IREIL, que inicia a
transcricao de genes através da ativacdo de XBP1 (Proteina 1 ligante do dominio X). Por fim,
PERK se autofosforila e fosforila elFa, e induz a tradugdo de ATF4 (Fator de ativacdo de
transcricdo 4). Essa via regula a expressdo de genes de resposta ao estresse anti-oxidativo e a
expressdo de genes que codificam proteinas com funcdes pré-apoptdticas. Todos esses fatores
desencadeiam na expressdo de uma variedade de genes relacionados com a resposta ao estresse
(MALHOTRA & KAUFMAN, 2007; SHONTHAL, 2013).

Quando estas sdo ativadas é dado inicio a uma cascata de sinalizacdo, que tem por
funcdo corrigir o distarbio causador do estresse (RON et al., 2007). Toda essa resposta
bioquimica representa sinais referidos como “estresse de reticulo endoplasmatico” ou resposta
a proteina malformada (UPR), que por sua vez representa um risco as células vivas (Figura 4)
(LEE, 2002; KADOWAKI et al., 2004).
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Figura 06: Esquema representativo da resposta a proteinas mal formadas (UPR) e os seus trés sensores, PERK,
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Com a resposta ao estresse, a célula encerra a sintese de proteinas e inicia aparatos de

adaptacdo ao acumulo de proteinas. Esta aumenta a capacidade de enovelamento através da

expressdo de proteinas chaperonas e induz a degradacdo de proteinas mal formadas
(RUTKOWSKI & KAUFMAN, 2004). Através de um processo denominado de “Degradacao

Assistida pelo RE” (ERAD), as proteinas deformadas sdo translocadas do limen de RE para

serem degradadas no citosol, onde sdo ubiquitinadas e degradadas por proteossomas, evitando

assim o acumulo excessivo. Porém, uma via secundaria também pode ser ativada, a autofagia,

gue funciona como uma resposta secundaria ao estresse na tentativa de aliviar a célula do perigo

iminente da apoptose, causado pelo acimulo de proteinas deformadas que excedem a

capacidade do RE (BERNALES et al., 2006).
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A autofagia consiste em um processo onde macromoléculas celulares e componentes de
organelas que sdo sequestrados para vesiculas, que sdo entregues aos lisossomos para serem
degradados e/ou reciclados como substratos bioenergéticos (MIZUSHIMA et al., 2011).

Além das condic¢Bes normais que podem levar ao estresse de RE, existem as formas
induzidas, podendo ser provocadas por compostos de ocorréncia natural ou sintéticos. Esses
compostos tém sido amplamente estudados e desenvolvidos desde a ultima década,
especialmente porque as células normais ndo possuem um sistema de defesa de estresse de RE
tdo cronicamente ativo como nas células tumorais, 0 que representa um importante alvo
terapéutico (HEALY et al., 2009; SCHONTHAL, 2013).

2.8 O tiofeno e seus derivados

O tiofeno é um anel heterociclico e aromatico que possui 0 enxofre como heterodtomo
(Figura 6). Este anel participa da composi¢do natural do carvéo, é um metabdlito secundario de
algumas plantas da familia Asteracea e € também metabdlito de alguns fungos (MARGL et.

al., 2002; CRNKOVIC, 2004).

Figura 07: Estrutura do tiofeno.

S

Fonte: Proprio autor.

Existem alguns farmacos comerciais que possuem esse anel na sua estrutura, como é o
caso do anti-hipertensivo Eprosartan. Entre as principais atividades farmacoldgicas dos
derivados tiofénicos € possivel citar acfes anti-hipertensivas, antidepressiva, antifungica,
antiparasitaria (MELO et al., 2006). Os compostos heterociclicos apresentam grande

importancia na medicina e nos sistemas biolégicos (SAKER & NAHAR, 2009).
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Em vista disso, muitos derivados tiofénicos tém sido constituidos e empregados como
agentes antitumorais (OLIVEIRA., 2010; KOJIMA et al., 2015).

Um estudo realizado por Dallemagne e colaboradores (2003) com 22 derivados
tiofénicos em 60 linhagens tumorais, sete destes apresentaram efeitos citotoxicos,
principalmente nas linhagens de leucemia. Romagnoli e colaboradores em 2010 realizaram um
estudo semelhante, também com derivados tiofénicos, e observaram que o composto 2-
(3,4",5"-trimetoxibenzoil)-3-(4"-etoxifenil)-benzo[b]tiofeno apresentou potente atividade

antiproliferativa e apoptdtica em quatro linhagens (Jurkat, HeLa, K562 e HL-60).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais
Desenvolver novas abordagens terapéuticas para o tratamento de células leucémicas

resistentes ao tratamento com inibidores de topoisomerases.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a citostaticidade e citotoxicidade de novos derivados benzotiofénicos frente a
linhagem resistente HL60-MX1, bem como sua seletividade frente a células normais;

e Determinar a dose sensibilizante ideal dos inibidores de N-glicosilacdo frente a
linhagem HL60-MX1 resistente a inibidores de topoisomerase;

e Caracterizar a atividade dos transportadores ABCB1 e ABCC1 nas linhagens HL60 e
MX1;

e Auvaliar o efeito da inibicdo dos transportadores ABCB1 e ABCCL1 sobre a atividade dos
derivados tiofénicos nas linhagens HL-60 e HL-60/MX1.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultura de células

Foram utilizadas as linhagens HL-60 (Leucemia aguda) e HL-60/MX1 (Leucemia aguda
resistente a mitoxantrona) obtidas da American Type Cell Culture (ATCC®, USA). As células
foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco®) contendo 10 % Soro Fetal Bovino (Gibco®)
inativado a 56°C por 1h, adicionou-se também 3g/litro de Bicarbonato de Sodio (Sigma-
Aldrich®) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco®). Para manutencdo do meio as células
foram centrifugadas por 7 minutos a 1500 rpm e distribuidas em concentragio média de 1.10*

células/ml em garrafas contendo meio novo.

4.2 Derivados tiofénicos e agentes sensibilizantes

Os derivados tiofénicos foram sintetizados e fornecidos pelo Laboratério de
Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF/UFPE) (Tabela 2). Todos os compostos foram
caracterizados e tivereram suas estruturas confirmadas por RMN *H e 3C (MENDONCA-
JUNIOR et al, 2011). Os agentes sensibilizantes, Tunicamicina e Miglustat foram obtidos da
Sigma-Aldrich® (USA).

Tabela 2: Identificagdo e estrutura quimica dos novos derivados tiofénicos.

Composto n R R 0
N CN
SB-68 3 | - (CHan +< *s
N/ CN
Morfoline EtOH
SB-30 1 H "
(CHz)n CN
SB-44 3 R H %
/ S NH,
N ) RCHO Etfcl)H
SB-83 2 H 5-Bromine reflux

( CN
SB-200 3 5-Bromine %
N/\R
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4.3 Testes de Citotoxicidade

Para avaliar a citotoxidade, foi utilizado o método de reducdo do MTT, que consiste em
uma analise colorimétrica baseada na conversédo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas. As células foram plaqueadas na concentragdo de
1.10% células/100 pul e incubadas por 24 horas, em seguida foram adicionados oS compostos a
serem testados.

Os compostos LPSF/SB-30, SB-44, SB-68, SB-83 e SB-200, bem como os inibidores de
N-glicosilacdo (Tunicamicina e Miglustat) foram diluidos em concentragdes que variaram de
10nM a 100uM, a fim de estabelecer o IC50 e a concentragdo sensibilizante dos inibidores. Foi
utilizado DMSO (0,1 e 0,2 %) como controle veiculo e pogos contendo apenas células controle
negativo. Apds a adicdo dos compostos, as placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5%
de CO2 e a 37°C. Ao término deste periodo, foram adicionados 20 uLL. de MTT e as placas foram
novamente incubadas. Ao fim de trés horas, foi aplicado 130 pL de SDS a 20%, cuja fungao ¢
solubilizar os cristais que foram formados pelas células vidveis. A absorbancia foi lida apds o
periodo de 24 horas no espectrofotdmetro de placa ELx808 Microplate Reader (Biotek®, EUA)
a 570 nm. A viabilidade foi calculada através da razdo da absorbancia dos compostos pela
absorbéancia do DMSO com o objetivo excluir a atividade citotdxica do solvente nos pogos que

tiveram adi¢do dos compostos.

4.4 Ensaios de sensibilidade

Para avaliar a seletividade dos compostos foram realizados ensaios de redu¢do do MTT
junto a células mononucleares de sangue periférico (PBMCs). Essas células foram obtidas de
pessoas nao fumantes, saudaveis, livres de uso de medicamentos e todos assinaram um termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da
UFPE (CEP-CCS 528/11).

Ap6s a obtencéo do IC50, decidiu-se avaliar o indice de Seletividade. Este indice indica
a seletividade de um composto entre uma linhagem normal e uma neoplasica, o que por sua vez
permite discernir sobre seu uso potencial em testes clinicos. Esse indice corresponde a razao
entre 1C50 de cada composto em uma linhagem de células normais e em uma linhagem
neoplasica, (IS=IC50 cél.normais/IC50 cél.neoplasicas). O resultado dessa divisdo indica

guantas vezes esse composto € mais ativo na linhagem tumoral do que na linhagem normal. O
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indice de seletividade é considerado bom quando sio obtidos valores acima de trés (BEZIVIN,
2003).

Para determinacédo da concentracéo de composto necessaria para 50% de inibicao in vitro
(ICs0) foram realizados trés ensaios independentes de reducdo do MTT. O ICso de cada ensaio

foi calculado com o auxilio do OriginPro 8 (Originlab Corporation®, EUA)).

4.5 Avaliacéao do ciclo celular

O iodeto de propidio (PI) se incorpora estequiometricamente ao DNA, permitindo a
quantificacdo relativa do conteudo de DNA de uma populacdo de células. Deste modo, 0s
processos de morte e ciclo celular foram avaliados pela incorporacéo de iodeto de propidio (P1)
ao DNA. Para tal, aproximadamente, 5x10° células foram semeadass em placas de seis pocos.
Apo0s 24 h foram adicionados os compostos LPSF/SB-44, 83 e 200 nas concentra¢fes do seus
respectivos 1C50. Ao final de 48h, as células foram lavadas com PBS 1x gelado, fixadas em
etanol 70% e mantidas em freezer -30°C por no minimo 2h ou no maximo 20 dias. Células sem
tratamento e tratatadas com amsacrina foram utilizadas como controle negativo e positivo,
respectivamente. As amostras com etanol 70% foram centrifugadas (2800 RPM durante 5
minutos). Em seguida, foram lavadas com PBS 1x gelado e centrifugadas novamente. Por fim,
as amostras foram incubadas com solucgéo PI (5 mg/mL)/RNAse (100 mg/mL) por 30 minutos
na auséncia de luz. Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram admitidas no aparelho de
citbmetria de fluxo BD Accurid C6 flow cytometry (BD Biociences®, EUA) e avaliadas no
software BD CSampler (BD Biociences®, EUA).

4.6 Avaliacdo de morte celular pela clivagem das caspases 3/7

As células HL-60/MX1 foram semeadas em placas de 6 pogos na concentragio de 5 x 10°/
por poco e incubadas a 37 °C sob atmosfera imida contendo 5% de CO2 por 24 horas. Em seguida,
as células foram tratadas na concentracdo do 1C50 com os compostos LPSF/SB-83, 44 and 200.
Apdbs 48 horas, as células foram lavadas com PBS, centrifugadas a 1500 rpm por 7 min e
ressuspendidas em meio completo. Posteriormente foram marcadas com o reagente Cell Event®
Caspase 3/7 Green por 30 minutos e incubadas a 37 °C a 5% de CO2. Em seguida, as células foram
marcadas com SYTOX® AADvanced durante 5 minutos para marcar as células necroticas. As
amostras foram admitidas citdmetro ATTUNE (Applied Biosystems®, EUA) e os resultados foram

analisados utilizando o software Flowjo Single Cell Analysis®.
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4.7 Caracterizagdo da atividade dos transportadores ABCB1 e ABCC1

A atividade relacionada aos transportadores ABCB1 e ABCC1 foi investigada nas linhagens
de células tumorais sensiveis ao tratamento (HL60) e resistentes (MX1). Para estes ensaios as
células foram suspensas na concentra¢do de 2x10° cels /mL em meio RPMI sob temperatura
ambiente, e, submetidas ao ensaio de efluxo com o substrato fluorescente rodamina 123 (Sigma,
St. Louis, EUA).

As células em placa de cultura estéril foram incubadas com rodamina 123 por 30 minutos
(ABCC1) ou 10 minutos (ABCB1) na presenca ou auséncia de inibidor especifico de ABCC1
(10 uM - MK571, Sigma, St. Louis) ou de ABCB1 (10 uM — Reversin 205, Sigma, St. Louis)
ao abrigo da luz.

O acumulo intracelular de rodamina 123 é inversamente proporcional a atividade de
transportadores ABC, os quais atuam como bombas de efluxo celular. Por conseguinte, a
elevacdo da intensidade de fluorescéncia registrada na presenca do inibidor especifico de
proteina ABC indica a perda da atividade de efluxo da proteina modulada. Desta forma, a
atividade destes transportadores foi mensurada atraves da propor¢édo obtida entre a média da
intensidade de fluorescéncia da amostra contendo rodamina 123 na presenca do inibidor
especifico de proteina ABC sobre a média da intensidade de fluorescéncia da amostra que
contém apenas rodamina 123 (HUET et al 1998; SILVA et al, 2003; DAFLON-YUNES et al,
2013).

As intensidades de fluorescéncia das amostras foram adquiridas por citometria de fluxo com
o citdmetro BD Accuri® C6 — BD Bioscience e analisadas com BD Accuri C6 software. As
células foram analisadas a partir de dispersao frontal (FSC) e dispersao lateral em gate dirigido
para a populacdo alvo. Adicionalmente, a viabilidade celular foi confirmada através de

marcacao com PI.

4.8 Envolvimento dos transportadores ABC no efeito das drogas investigadas

Para a investigacdo acerca do envolvimento dos transportadores ABC no efeito das drogas
estudadas, as células foram submetidas a condi¢Bes de cultivo na presenca ou auséncia de
inibidores dos transportadores ABC (os quais foram adicionados 30 minutos antes da adigéo
das demais drogas avaliadas).

As células previamente incubadas ou ndo com os inibidores de transportadores ABC
(reversina 205, bloqueador de ABCB1 ou MK571, bloqueador de ABCC1, ambos na

concentracdo de 10uM) foram adicionalmente tratadas com tunicamicina, etoposideo,
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amsacrina, SB44, SB83 ou SB200, nas concentrac¢des 6timas estabelecidas em ensaios prévios.
Seguidas 24 horas de incubaco, as células foram submetidas a marcacdo com Pl para a avalicéo

do ciclo celular, conforme descrito anteriormente.

4.9 Ensaio de inibicao de topoisomerase |1

A fim de se avaliar a capacidade dos LPSF/SB-83 e SB-200 de inibir a atividade
catalitica das topoisomerases 11, foi utilizado o kit de inibicao de topoisomerase Il (TopoGEN®,
EUA) e os ensaios foram realizados segundo as recomendac6es do fabricante. Foram utilizados
125 ng de DNA plasmidial super helicoidizado, incubados junto a 5 unidades de topoisomerase
I1 humana recombinante (TopoGEN®, EUA) na presenca e auséncia dos compostos (50 e 100
uM). DMSO (0,2%) foi utilizado como controle veiculo ¢ 50 uM de etoposideo como controle
positivo. As reacdes foram incubadas em banho maria por 30 minutos e, em seguida, terminadas
pela adi¢do de SDS a 1%. Foi adicionado 50 pug/mL de proteinase K por 30 minutos a 37°C e o
DNA super helicoidizado, assim como o0s seus topoisémeros, foram extraidos com
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1).

Uma vez extraido, o DNA foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose a 1%,
realizada na auséncia de brometo de etideo. As cubas eletroforéticas foram submetidas a 2
volt/cm por aproximadamente 50 minutos, utilizando Tris acetato de EDTA (TAE) como
tampado de corrida. Ao final, os géis foram corados com 0,5 pg/mL de brometo de etideo durante
15 minutos, descorados por 15 minutos em agua e visualizados sob luz UV no Alphalmager®
MINI system. Os experimentos foram realizados em duplicata e uma analise quantitativa das

bandas de DNA foi realizada com auxilio do ImageJ® software 1.49.
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ABSTRACT

Acute leukemias are diseases described as disorders of hematopoietic stem cells, with the
accumulation of immature cells. Despite advances in treatment, it is necessary to search novel
therapeutic strategies due to its mortality rate. Thus, the present study aimed to evaluate the
antitumor activity of five thiophene derivatives (SB-68, SB-30, SB-44, SB-83 and SB-200).
Cytotoxicity assays were performed in Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) and
resistant acute leukemia cell line (HL-60/MX1) by MTT method. Changes in cell cycle
progression, caspase -3 and -7 activity and ABC transporters activity were assessed by flow
cytometry. Moreover, topoisomerase Il activity assays were performed. SB-83, SB-200 and
SB-44 exhibited great cytotoxicity in HL-60/MX-1 cell line (ICso = 7.94, 9.36 and 14.48 uM,
respectively). SB-83 and SB-200 presented selectivity index higher than 3, showing its
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selectivity potential. Treatment with these derivatives had no effects in cell cycle progression
and caspase 3 and 7 activity, indicating that other cell death mechanisms are activated by SBs
in HL-60/MX1 cells. ABCCL1 transporter is activated only in resistant cell line HL-60/MX1,
but its activation is not capable to affect SB-200 and SB-83 cytotoxic effects in this cell line.
Topoisomerase Il activity was inhibited after treatment with SB-83 (50 and 100uM) and SB-
200 (100uM). Taken together, results suggest the potential of SB-83 and SB-200 for resistant

acute leukemia therapy.

Keywords: cancer; therapeutic innovation; cytotoxicity; topoisomerase Il inhibition

1 Introduction

Acute leukemias are disorders of hematopoietic stem cells, characterized by the
accumulation of immature cells called blasts (Passequé et al., 2003; Narasimhan et al., 2015).
In 2016, 26.540 new cases of acute leukemia are expected to occur only in the United States
(Siegel et al., 2016). Despite advances in treatment over the past few years, half of the young
adults and approximately 90% of older patients with acute leukemia still die of their disease
(Bodet-Milin et al., 2016).

Cellular drug resistance remains a major concern in cancer therapy and it is also
associated to acute leukemia treatments (Ma et al., 2016). Chemotherapy resistance usually
results from increased expression of ATP-binding cassette (ABC) drug transporters (Gromicho
etal., 2016). Overexpression of these transporters is associated with treatment response in acute
leukemia patients, with lower relapse-free survival and poor outcome (Bartholomae et al.,
2016). Thus, it is necessary to search more effective therapeutic approaches.

2-Amino-thiophenes (2-AT) are a versatile class of sulfur-containing heterocyclic
compounds in which a simple molecular framework is able to provide ligands for diverse
receptors (Gramec et al., 2014). Several reports confirm that small substitutions in the thiophene
core afford compounds with different biological and pharmacological properties, including
anti-nociceptive (Oliveira et al., 2009), anticonvulsant (Kulandasamy et al., 2009), adenosine
Al receptor allosteric enhancers (Aurelio et al., 2009) and anxiolytic activity (Fortes et al.,
2013). These structures also exhibit promising activity against microorganisms, with
antibacterial (Bondok et al., 2010), antifungal (Scotti et al., 2012), and antiprotozoal (Gerpe et
al., 2009; Takahashi et al., 2011) properties.
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Among the compounds that have been recently identified as potential antitumor
agents, 2-amino-thiophene derivatives are particularly interesting (El-Sharkawy et al., 2012;
Meyer et al., 2005). Romagnoli and collaborators publish studies with 2-AT active compounds
at submicromolar and/or nanomolar concentrations: inhibitors of tubulin polymerization and
their effects on cell cycle (Romagnoli et al., 2010; Romagnoli et al., 2014) and with cytostatic
activity in several T-cell lymphoma, prostate cancer, kidney carcinoma and hepatoma cell lines
(Balzarini et al., 2014).

In a study made by our group, it was observed a potent antitumor activity in vitro of 2-
AT against different cancer cell lines (HT29, NCI H-292 and HEP). The compound 2-[(1H-
indol-2-yl-methylidene)amino]-5,6,7,8-tetrahydro-4H-cyclohepta[b]thiophene-3-carbonitrile
(SB-44) was the most active compound, inhibiting more than 97% of growth of three cancer
cell lines evaluated (Souza et al., 2012).

Here, we described the antitumor activity in resistant acute leukemia cells of five 2-
Amino-tiophene (2-AT) derivatives: quinolin-8-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetrahydro-4H-
ciclohepta [b]tiofen-3-carbonitrile (SB-68), 2-[(1H-indol-2ylmethylene)-amino]-5,6-dihydro-
cyclopenta[b]thiophene-3-carbonitrile  (SB-30),  (1H-Indol-3-ylmethylene)-(5-6,7,8-4H-
ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amine  (SB-44),  2-[(5-bromo-1H-indol-2ylmethylene)-amino]-
4,5,6,7-tetrahydro-benzo[b]thiophene-3-carbonitrile  (SB-83) and 5-Bromo-1H-Indol-3-
ylmethylene)-(5,6,7,8-tetranydro-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amine  (SB-200). Cytotoxic
effects were screened in vitro in resistant leukemia cells and also in human peripheral blood
mononuclear cells. Caspases-3 and -7 activity, cell cycle progression and ABC transporters
assays were evaluated by flow cytometry and topoisomerase Il inhibition assays were
performed in order to elucidate the mechanism of action by which 2-AT derivatives induces
cell death.

2 Experimental

2.1 Chemistry. 2-Amino-thiophene derivatives (SB-30, SB-44, SB-68, SB-83 and SB-200)
were synthesized in Laboratory of Synthesis and Vectorization of Molecules (UFPB), as
previously described in Mendonga-Junior and collaborators (2011). Scheme 1 shows the
chemical structure of compounds. The structures were confirmed by *H and *C NMR. The
compound was initially dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich®, USA).

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

2.3 Cytotoxicity assay. HL-60/MX1 cells were plated at a density of 1 x 10* cells (100 mL)/well
in 96-well plates. After 24 hours, cells were treated with the compounds SB-30, SB-44, SB-68,
SB-83 and SB-200 at different concentrations (10 uM to 100 uM) for 72 hours at 37°C with
5% CO.. Amsacrine (Sigma-Aldrich®, USA) was used as a positive control. Control groups
received the same amount of DMSO (0,1%). At the end of 72 h of incubation 20uL of (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) at 5 mg/mL were added in each
well and, three hours later, 130 pL of 20% SDS. The absorbance was measured 24 hours later
using ELx808 Microplate Reader (Biotek®, USA) at a wavelength of 570 nm. Experiments

were performed three independent times in triplicate.

2.4 Selectivity assay. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from whole
heparinized blood of healthy non-smoking donors (n=3). All volunteers signed a consent form
and the study was approved by Human Research Ethics Committee from Federal University of
Pernambuco (CEP-CCS 528/11). Cells isolation was made using a density-gradient
centrifugation method over Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare®, UK). PBMCs were counted
in a Neubauer chamber, and viability was determined by the trypan blue exclusion method.
Cells were only used when viability was >98%. At the end of the process, cell pellet was
resuspended in RMPI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco®, UK),
10 mM HEPES (Gibco®, UK) and 200 U/mL streptomycin and penicillin (Gibco®, UK). Cells
were seeded in 96-well plates (5x10° cells per well) and treated with SB-30, SB-44, SB-68, SB-
83 and SB-200 (1-100 uM) for 48 hours. After incubation, steps were performed as previously
described at item 2.3. Selectivity index (SI) was calculated by the ratio of 1Csp normal cells
(PBMC) to the ICso tumor cells (human cancer cells), according to Islam et al (2016).

Compounds with high selectivity have Sl value > 3.

2.5 Cell cycle progression assay. Cells were seeded in 6-well plates (5x10° cells/well),
incubated overnight and then treated with SB-44, 83 and 200 at their respective 1Cso
concentrations for 48 hours. Cells without treatment and treated with Amsacrine were used as
controls. After incubation, cells were washed with PBS and fixed with 70% ethanol overnight
at -20°C. Before the analysis, cells were incubated with Pl (5 mg/mL)/RNase A (100mg/mL)
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for 30 minutes in the dark. Cells were analyzed using BD Accuri C6 flow cytometry (BD
Biociences®, USA). Two experiments were performed in duplicate.

2.6 Analysis of cell death by cleavage of caspase 3/7. HL-60/MX1 cells were cultured 5x10°-
well in 6-well plates and incubated at 37 °C in a humid atmosphere of 5% CO2 for 24 hours.
After that, cells were treated with SB-83, 44 and 200 compounds at 1Csg value for 48 hours and
then washed 2x with PBS. Subsequently they were resuspended in complete medium and
staining with CellEvent® Caspase 3/7 Green reagent (Life Technologies®, EUA) and
incubated for 30 minutes in a humid atmosphere of 5% CO2 at 37 ° C. Subsequently, cells were
incubated with SYTOX® AADvanced for 5 minutes to stain necrotic cells. After, cells were
evaluated using an Attune cytometer (Applied Biosystems®, EUA) and analyzed using the

Flowjo Single Cell Analysis Software®. Two experiments independents were performed.

2.7 ABC transporters activity assay. ABC transporters activity was evaluated through
rhodamine 123 efflux assay, as previously described in Daflon-Yunes, et al (2013). Rhodamine
123 — Rho123 (Sigma, St. Louis, USA) is a fluorescent ABC transporters substrate and its
intracellular accumulation is inversely proportional to ABC transporters activity. HL-60 and
HL-60/MX1 cells were incubated with 200 ng/mL Rho123 for 30 minutes (ABCC1) or 10
minutes (ABCB1) in the presence or absence of inhibitors of transporters ABCB1 (10 pM —
Reversin 205, Sigma, St. Louis) or ABCC1 (10 uM - MK571, Sigma, St. Louis). Cells were
analyzed through FSC and SSC gated in target population and cell viability was confirmed by
Pl staining. All samples were submitted to flow cytometry with a cytometer BD Accuri® C6 -

BD Bioscience and analyzed with BD Accuri C6 software.

2.8 ABC transporters involvement in drugs effects. For the investigation of the ABCC1
involvement on drugs effect, HL-60/MX1 cells were cultured in the presence or absence of
ABC transporters inhibitors. Preincubated cells (30 minutes) with or without MK571 (10uM)
were additionally treated with SB-44, SB-83 and SB-200 for 24 hours. After incubation, cells
were subjected to staining with P1 for cell cycle assays, as described at item 2.7.

2.9 Topoisomerase Il inhibition assay. Inhibitory effects of SB-83 and SB-200 on
topoisomerase |l activity were measured using Human Topoisomerase Il assay Kkit
(TopoGEN®, USA). Supercoiled plasmid DNA pOHT-1 was incubated with human topo Il (5
units) in the presence or absence of SB-83 and SB-200 (50 and 100 uM). DMSO (0,2%) was
used as vehicle control and etoposide (50 uM) as positive control. Reactions were terminated
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with 1% SDS and digested with proteinase K. DNA was extracted with chloroform:isoamyl
alcohol (24:1). Agarose gel (1%) electrophoresis was performed in the absence of ethidium
bromide. Gels were run at 2 volt/cm for 50 minutes in Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer and
stained with 0,5 ng/mL of ethidium bromide for 15 minutes and destain for 15 minutes in water
after run and photographed under UV light. Quantitative analysis of gel bands was performed
using ImageJ program (Version 1.49). Two independent experiments were performed.

2.10 Statistical analysis. 1Cso values and their 95% confidence intervals were obtained by
nonlinear regression with OriginPro program (Version 8.0). GraphPad Prism® 6 software was
used to perform statistical analysis by Student’s t-test and differences where considered

significant when p<0,05.

3 Results
3.1 Selectivity and cytotoxicity assays

Cytotoxicity assays performed in neoplastic cells showed that, except for SB-30, all
compounds exhibited toxicity in HL-60/MX1 (resistant acute leukemia cells). SB-83 and SB-

200 had the best ICso values (7.94 and 9.36 uM, respectively) (Table 2).

In order to determinate the selectivity of SBs, toxicity assays was also performed in
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC). SB-30 and SB-68 presented no toxicity against
PBMC (ICso > 1001M). However, they had the lowest Sl values. Table 2 shows that SB-83 and
SB-200 presented Sl values higher than 3, indicating its selective potential (SI = 4.26 and 3.61,

respectively).

3.2 Cell cycle progression assays

Effects on cell cycle progression of HL-60/MX1 cells after treatment with 2-Amino-
Thiophene derivatives SB-44, SB-83 and SB-200 were evaluated by flow cytometry. After 48
hours of treatment, none of tested compounds induced cell cycle alterations when compared to

untreated control (Figure 1).

3.3 Caspases -3 and -7 activity assays
Caspases -3 and -7 activation was evaluated by flow cytometry in resistant acute
leukemia cells after 48 hours treatment with SB-44, SB-83 and SB-200. As shown in Figure 2,
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none of tested compounds significantly induces alterations in the percentage of necrotic,
caspase 3 and 7 activated and double positive cells when compared to untreated control.

3.4 ABC transporters activity assays

HL-60 and HL-60/MX1 cell lines were treated with ABCB1 and ABCCL transporters
inhibitors (reversin 205 and MK571, respectively) in order to evaluate the change in fluorescent
intensity of rhodamine 123 according to the activity of ABC transporters. Both cell lines treated
with reversin 205 did not exhibited increase in fluorescence intensity (Figure 3A and 3B).
However, unlike HL-60 cells (Figure 3C), HL-60/MX1 cells treated with MK571 showed an
increased of fluorescence intensity (Figure 3D) when compared to control (cells treated with
rhodamine 123 in the absence of MK571), indicating activity of ABCCL1 transporter in this cell
line. Additionally, it was not observed cell damages during incubation time and cell viability

was confirmed through PI staining.

After characterization of ABCC1 activity in HL-60/MX1 cell line, it was investigated
the influence of this transporter in SB-200, SB-44 and SB-83 effects. Our preliminary data
suggest that previous treatment with MK571 did not affect SB-200 and 83 response, with no
significant alterations in the percentage of dead cells or Sub-G0, GO/G1 and S/G2/M phase.
However, cells previous treated with MK571 and cultured in the presence of SB-44 presented

an increase of cell death when compared to cells treated only with SB-44 (Table 3).

3.5 Topoisomerase Il inhibition assays
In order to evaluate the effect of SB-83 and SB-200 on DNA relaxation, plasmid DNA

pOHT-1 was incubated with the compounds (50 and 100uM) and human topoisomerase 1l. SB-
44 effects were not evaluated due to its SI value less than 3 and its association to ABCC1
transporter. Results indicate topoisomerase Il activity inhibition by both compounds. SB-83
significantly reduced relaxed DNA at concentrations of 50 and 100uM (p=0,0156 and 0,0067,
respectively) and SB-200 significantly reduced relaxed DNA only at concentration of 100uM
(p=0,0381) when compared to vehicle control (DMSO 0,2%) (Figure 4).

4 Discussion

The present work demonstrates the evaluation of antineoplastic activity in vitro of five
2-amino-thiophene derivatives (SB-30, SB-44, SB-68, SB-83 and SB-200) in resistant acute
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leukemia cells. Studied compounds were previously synthesized and have shown potential for
mycosis (Mendonga-Junior et al., 2011; Scotti et al., 2012), microbial infections (Scotti et al.,
2014) and SNC disorders (Fortes et al., 2013) treatments.

Due to the constant need to discover new agents more effective and less toxic than
currently drugs used in cancer treatment, synthetic and natural compounds have been
extensively evaluated as antitumor agents (Narasimhan et al., 2015). In our study, SB-83, SB-
200 and SB-44 derivatives exhibit high cytotoxicity activity, while SB-68 presented low
cytotoxicity and SB-30 had no activity in HL-60/MX-1 cells (resistant acute leukemia).
Antineoplastic effects of thiophene derivatives are already reported, including cytotoxicity in
distinct type of leukemia, such as HL-60 (acute leukemia), Jurkat (acute T cell leukemia), K562
(chonic myelogenous leukemia) and Molt-4 (acute lymphoblastic leukemia) (Romagnoli et al.,
2010; Romagnoli et al., 2014). Romagnoli and collaborators (2016) synthetized some novel
thiophene derivatives capable to inhibit STATS5 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 5), an important protein involved in the progression of acute myeloid leukemia.
Therefore, thiophene derivatives demonstrate potential for the development of novel therapies
against leukemia.

Subsequent assays were performed in order to elucidate the mechanism of action by
which SB-44, SB-83 and SB-200 induces cell. SBs derivatives are not capable to affect cell
cycle progression or the percentage of necrotic and caspase-3/7 activated cells, indicating that
other death mechanisms besides necrosis and apoptosis are activated after treatment. SB-83 and
SB-200 exhibited Topoisomerase Il inhibitory activity, significantly reducing relaxed DNA
levels when compared to vehicle control (DMSO 0,2%). Topoisomerases Il are nuclear
enzymes that play essential role in a number of genetic processes, including DNA replication
(Nitiss, 2009). They have been major targets for medicinal and chemotherapeutic agents since
the identification of Amsacrine in 1984 (Vann et al., 2016). Current antineoplastic agents, such
as etoposide and doxorubicin, used in treatment of different types of cancer (including
hematological malignances) have topoisomerase Il as a molecular target (Larsen et al., 2003).
Some of them can sensitize cancer cells to non-apoptotic cell deaths, such as necroptosis
(Moriwaki et al., 2015).

Drug transporters are overexpressed in the majority of resistant cell lines and cell lines
from all levels of resistance had increased expression of more than one drug transporter
(Gromicho et al., 2016). ABCC1 is an important and well-known member of ABC transporters
family that encodes MRP1 (multidrug resistance protein 1) (Cole, 2014). MRPL1 transports a

wide range of therapeutic agents as well as diverse physiological substrates and plays an
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important role in the development of drug resistance (Munoz et al., 2007). Our results indicate
that drug resistance observed in HL-60/MX1 is related to ABCCL1 transporter activity, since it
was not detected in non-resistant cell line HL-60. Moreover, treatment with SB-44 and MK571
(an inhibitor of ABCCL1 transporter) significantly increased cell death when compared to cells
treated only with SB-44, indicating that ABCC1 transporter is involved in this compound
efflux. Expression of ABCCL1 transporter is documented in a range of solid and hematological
cancers and, in some cases, is correlated with negative response to treatment and disease
outcome (Deeley & Cole, 2006). Since treatment with MK571 did not change SB-200 and 83
response in HL-60/MX1, probably their cytotoxic activity is not affected by ABCC1 activation.
Thus, these derivatives are interesting candidates for treatment of resistant cancers that express

ABCCL transporter, evading this resistance-related mechanism.

5 Conclusions

Thiophene derivatives 2-[(5-bromo-1H-indol-2ylmethylene)-amino]-4,5,6,7-
tetrahydro-benzo[b]thiophene-3-carbonitrile (SB-83) and 5-Bromo-1H-Indol-3-ylmethylene)-
(5,6,7,8-tetrahydro-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amine (SB-200) exhibited selectivity potential
and antineoplastic effects in vitro in HL-60/MX-1 cells. SB-83 and SB-200 are capable to
inhibit topoisomerase Il activity and its cytotoxicity potential does not seem to be affected by
drug efflux promoted by ABCC1 transporter. Thus, these thiophene compounds are potent

candidates for the development of new effective therapies against acute leukemia treatment.
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Table 1. Synthesis and chemical structures of SBs.

Compound n R R 0
N CN
SB-68 3 | - (CHan +< ts
N/ CN
Morfoline EttOH
SB-30 1 H '
(CHz)n CN
SB-44 3 R H /)
NH
/ S 2
N - RCHO EtOH
SB-83 2 H 5-Bromine reflux
(CH)n CN
SB-200 3 5-Bromine / \
< N/\R

Table 2. 1Cs values (uM) and selectivity index (SI) of SBs compounds in PBMC and resistant acute leukemia

cells.
SB-30 SB-68 SB-200 SB-44 SB-83
PBMC >100 >100 33,84 37,61 33,82
HL-60/MX1 >100 68,02+14,28 9,36 14,48+1,73 7,94+2,26
Sl >1 >1,47 3,61 2,6 4,26

*SI (selectivity index) = ICso normal cells/ICso tumor cells

Table 3. Percentage of HL-60/MX1 cell death and cells in Sub-G0, G0O/G1 and S/G2/M phases after treatment
with SB-200, SB-83 and SB-44 (incubated or not previously with MK571). Treatment with MK571 and SB-44
simultaneously increased cell death when compared to cells treated only with SB-44 (NTC = non-treated cells;
MK571 = inhibitor of ABCCL transporter).

Condicoes Morte (%) subGO0 (%) GO0/G1 (%) SIG2/M (%)
NT 7,5 (+0,42) 10,15 (+ 3,20) 54,05 (+6,55) 37,8 (+6,34)
MK571 16,55 (+ 3,88) 17,6 (+2,96) 58,1 (+ 8,06) 24,1 (+6,78)
SB200 19,5 (+3,11) 18,1 (+9,75) 50,85 (+4,03) 30,3 (+6,92)

SB200 + MK571 18,8 (+17,96) 20,9 (+17,96) 49,2 (+4,80) 30,15 (+13,08)
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SB83 18,75 (+2,05) 17,2 (+ 7,77) 55,75 (+4,59) 27,15(+3,18)
SB83+MK571 17,4 (+ 16,40) 17,35 (+14,91) 49,3(+4,66) 32,05(+9,12)
SB44 20,55 (+ 3,60) 21,2 (+ 6,64) 49,75 (+4,17) 28,2 (+3,67)
SB44+MK571 29,4 (+16,68) 30,35 (+ 17,46) 45,7(+ 18,10) 24,7(+1,27)
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Figure 1. Effects of SBs on cell cycle progression of HL-60/MX1 cells after 48 hours of treatment. None of tested
compounds induced alterations in cell cycle when compared to untreated control. (NTC = non-treated cells)
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Figure 2. Effects of SBs on caspase -3/7 activation in HL-60/MX-1 cells. Treatment with SB-83, SB-44 and SB-
200 for 48 hours did not significantly change the percentage of necrotic, caspase -3 and 7 activated and double
positive cells when compared to untreated control. (NTC = non-treated cells)
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Figure 3. Fluorescence intensity (log) of HL-60 and HL-60/MX1 cell lines in the presence of ABCB1 (A and B)
and ABCCL1 (C and D) inhibitors. Fluorescence intensity of cell lines in the presence of specific inhibitors of ABC
transporters is shown in red, while the fluorescence intensity in the absence of the respective inhibitor is exhibited

in blue. Results indicate ABCC1 transporter activity only in HL-60/MX1 cell line (D).



50

40000 -
Felaxed DNA

E3 Supercoliled DNA

30000 4

20000 4

10000 -

Rl LA

i "

LaslaRsaRL AR
s ississssssmmns

Figure 4. Semi-quantitative analysis of SB-83 and SB-200 on pOHT-1 DNA plasmid relaxation by human
topoisomerase Il. SB-83 (50 and 100uM) and SB-200 (100uM) significantly reduced relaxed DNA when
compared to vehicle control (DMSO 0,2%), indicating topoisomerase Il inhibition. [1 - DNA pOHT-1; 2- DNA
pOHT-1 + topo II; 3- DNA pOHT-1 + topo Il + DMSO 0,2%; 4- DNA pOHT-1 + topo II + Etoposide 50uM; 5-
6- DNA pOHT-1 + topo Il + SB-83 50 and 100uM, respectively; 7-8- DNA pOHT-1 + topo Il + SB-200 50 and
100uM, respectively] *p<0,05, **p<0,01
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ABSTRACT
The development of the phenotype resistant to chemotherapy is a major cause of death in

patients with acute leukemia. In this sense the present study aimed to assess whether the
glycosylation inhibitors n-butyldeoxynojirimycin (NB-DNJ) and Tunicamycin are able to
sensitize resistant cells to treatment with topoisomerase inibithors. Initially, the working doses
of the compounds to be tested were established. Topoisomerase inhibitors were evaluated on
their IC50 and N-glycosylation inhibitors in the maximum dose that did not cause cell toxicity.
The administration of tunicamycin was performed 24 hours before the treatment with the
topoisomerase inhibitors. However, for the NB-DNJ the administration was simultaneously.
Our results showed that NB-DNJ at 1 uM was not efficient in sensitizing MX1-HLG60 cells to
treatment with topoisomerase inhibitors. Moreover, tunicamycin was able to sensitize leukemic
cells to treatment with bisantrene being more effective than ABCB1 blocker MK571. Other
studies are being developed to evaluate ig the pretreatment with NB-DNJ and the simultaneous
treatment with tunicamycin can sensitize cells HL60/MX1 to treatment with topoisomerase

inhibitors.

Keywords: Tunucamycin, Etoposide, n-butyldeoxynojirimycin.
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1 Introduction

Leukemias are diseases resulting of monoclonal abnormality that occurs in a
progenitor cell of hematopoietic system. If the neoplastic progression was rapid and affect
young not yet fully formed cells, it is then acute leukemia. Although the incidence of acute
leukemia be smaller than most epitelais neoplasms, mortality rate of acute leukemia appears
among the highest (Bodet-Milin et al., 2016; Siegel et al., 2016). Much of the mortality of this
malignancy is associated with the development of resistance to chemotherapy by neoplastic
cells (Maet al., 2016).

Chemotherapy resistance usually results from increased expression of ABC family
drug transporters as ABCB1 and ABCC1(Gromicho et al., 2016). Overexpression of these
transporters is associated with treatment response in acute leukemia patients, with lower
relapse-free survival and poor outcome (Bartholomae et al., 2016). In this sense not only new
direct inhibitors of the pump activity need to be developed, as well as therapeutic strategies that
alter their functions (Hiss et al., 2007).. N-glycosylation inhibitors have been studied because
they have great ability to alter the metabolism of neoplastic cell leading to death or sensitizing
it to other chemotherapeutics (Wojtowicz et al., 2012).

Tunicamycin is a nucleotide antibiotic isolated for the first time from Streptomyces
lysosuperificus in 1973. It is the most frequently applied inhibitor of N-glycosylation, by
inhibition of dolichol phosphate GlcNac-1-P transferase, enzyme that catalyzes the first step in
protein glycosylation (Price & Tsvetanova, 2007). The cytotoxic effect of tunicamycin on cells
induced apoptosis also in neoplastic cells (Wojtowicz et al., 2012). Tunicamycin is able to
suppress P-glycoprotein (a member of ABC transporters family) activity with subsequent
accumulation of cytostatic drugs in the cells (Kramer et al., 1995). Its combination
synergistically with several anticancer drugs is capable to enhance their toxicity in multidrug-
resistant human ovarian cells (Hiss et al., 2007).

N-butyl-deoxynojirimycin - NB-DNJ is the active principle of a drug used in clinical
for treatment of Gaucher disease, a esfingolipidiose characterized by a specific deficiency in B-
glucocerebrosidase enzyme, which results in the abnormal accumulation of glucosylceramide
in the lysosome (Brian et al., 2013). The mechanism of action of NB-DNJ is based on substrate
deprivation, this iminosugar is analogous D-glucose, and acts by inhibiting glucosylceramide
synthase (Butters et al, 2005), the enzyme responsible for the first step in the synthesis of most
glycosphingolipids (GSL) (Tirelli, 2005). Therefore, this study aimed to analyze the NB-DNJ
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and tunicamycin can act as sensitizing agents in acute leukemia cells resistant to treatment with

topoisomerase inhibitors.

2 Experimental

2.1 Cell cultures. HL-60/MX1 (acute leucemia resistant cell line) were obtained from American
Type Cell Culture (ATCC®, USA). Cells were cultured in RPMI-1640 medium (Gibco®, UK)
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco®, UK), 10 mM HEPES (Gibco®, UK), 200
U/mL streptomycin and penicillin (Gibco®, UK) and incubated in a humid atmosphere of 5%
CO2 at 37°C.

2.2 Cytotoxicity assay. HL-60/MX1 cells were plated at a density of 1 x 10* cells/well in 96-
well plates in order to establish the work concentrations of glycosylation and topoisomerase
inhibitors. Then, all inhibitors were tested for 72 hours at 37°C with 5% CO,. Control groups
received the same final amount of DMSO (0,1%). At the end of 72 h of incubation 20mL of (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) at 5 mg/mL were added in
each well and, three hours later, 130 mL of 20% SDS. The absorbance was measured 24 hours
later using ELx808 Microplate Reader (Biotek®, USA) at a wavelength of 570 nm.
Experiments were performed three independent times in triplicate.

2.3 Peripheral blood mononuclear cells toxicicty assay. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) were obtained from whole heparinized blood of healthy non-smoking donors (n=5).
All volunteers signed a consent form and the study was approved by Human Research Ethics
Committee from Federal University of Pernambuco (CEP-CCS 528/11). Cells isolation was
made using a density-gradient centrifugation method over Ficoll-Paque PLUS (GE
Healthcare®, UK). PBMCs were counted in a Neubauer chamber, and viability was determined
by the trypan blue exclusion method. Cells were only used when viability was >98%. Then,
cells were resuspended in RMPI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum
(Gibco®, UK), 10 mM HEPES (Gibco®, UK) and 200 U/mL streptomycin and penicillin
(Gibco®, UK). After seeded in 96-well plates (5x10% well) they were submitted to the
therapeutic strategies describe before.

2.4 Analysis of cell death by flow cytometer. HL-60/MX1 cells were plated at a density of 1 x
10* cells/well in 96-well plates. After 24 hours, therapeutic strategies were established. In the
first one, cells were pre-treated with tunicamicyn 24h before the incubation with topo inibithors,
for 48h more. In the seconde onde NB-DNJ treatment was Concomitant to the topo inhibitors
for 72 hours at 37°C with 5% CO2. After, cells were incubeted with Propidium lodete (PI)
solution and evaluated using an Acur cytometer (BC Biocience®, EUA)
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2.5 ABC transporters involvement in drugs effects. In a previous study of our group it was
characterized that the HL60 / MX1 cell takes the ABCC1 system over the ABCB1. Because of
that our functional test was facing the ABCC1 pump. For the investigation of the ABCC1
involvement on drugs effect, HL-60/MX1 cells were cultured in the presence or absence of
ABC transporters inhibitors. Preincubated cells (30 minutes) with or without ABC transporter
inhibitor (MK571, ABCC1 blocking, at 10uM) were additionally treated with tunycamicim for
24 hours. All samples were submitted to flow cytometry with a cytometer BD Accuri® C6 -

BD Bioscience and analyzed with BD Accuri C6 software.

3 Results
3.1 Determining IC50s of topoisomerase inhibitors

To sensitize the HL60/M X1 cell lineage to topoisomerase inhibitors it was necessary to
calculate the IC50 of each one of the inhibitors. Among these, we use a topoisomerase |
inhibitor (camptothecin) and three topoisomerase Il inhibitors (amsacrine, bisantrene, and
etoposide). For camptothecin, doses between 150-350nM were very toxic, reducing the
viability of zero at all. So in the following assay the concentrations were reduced to 10 nM; 25
nM and 50 nM and the IC50 was obtained (30 + 1,6nM). Topoisomerase Il inhibitors, in
general, were evaluated between 0,5uM to 50uM. Thus it was possible to find its IC 50 values
(Table 1).

3.2 Establishment of working doses of glycosylation inhibitors
After setting the IC50 of topoisomerase inhibitors, we establish the sensitization dose

of the glycosylation inhibitor. Importantly, tunicamycin and miglustat were used in order to
allow the multidrug resistant tumor cells respond to the action of the topoisomerase inhibitors
even at low concentrations. We also tested tunicamycin toxicity in human peripheral blood cells
aiming to avoid the use of toxic doses to healthy cells. Cytotoxicity tests with tunicamycin in
PBMCs revels non-toxic concentrations between 19 and 570 nM. (Figure 1A). To establish the
optimal concentration of tunicamycin in neoplastic cells were treared with tunicamycin at 10
nM; 50 nM; 75 nM; 150 nM; 250 nM and 350 nM. However, even at low doses as 10 nM only
60% of the cells remained viable. (Figure 1B). On the other hand Miglustat tested
concentrations ranged btween 150 nM and 5 uM and showed no significant toxicity in both,
PBMC and HL60-MX1 cells (Figure 2).In this sense we use tunicamycin at 30nM and NB-DJN

at 1uM in subsequent tests.
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3.3 Assessment of glycosylation inhibitors

Simultaneous treatment with NB-DNJ topoisomerase inhibitors were performed only
twice and showed no increase in cell toxicity (Figure 3A). On the other hand, pretreatment with
tunicamycin increased cell death of bisantrene treated cells (Figure 3B). The same pattern was
not observed for the other inhibitors. In order to understand how tunicamycin is acting in cells
resists we did a ABCCL1 activity assay. Interestingly,it was observed that tunicamycin was more
efficient in sensitizing HL60/MX1 to bisantrene treatment than ABBC1 blocker MK571 (Table
2).

4 Discussion

Cancer is a public health problem because not rarely patients develop resistance to
therapy. Neoplastic cells that escape the induction therapy is one of the main causes of relapse.
Those cells that are more adapted or resistant to treatment resulting in relapsing disease often
associated with poor prognosis (Staubert, 2015). Since the development of drug resistance
remains a major obstacle to the successful chemotherapy, various agents have been targets in
the search for multidrug resistance inhibitor drug (MDR), or new estratiges that bloks its
activity (Foroughinia et al 2008).

Our study used two therapeutic approaches to sensitize resistant cells to treatment with
topoisomerase inhibitors. In the first NB-DNJ it was administered simultaneously with the
glycosylation inhibitor. There was no sensitizing effect in time and at the doses tested. The
action of NB-DNJ can be dependent on the type of neoplastic cell. In brain cancer cell lines,
EPEN and CT-2A, NB-DNJ had inhibitory effect both in vitro and in vivo. The drug reduced
to 50% of the cells in EPEN, and 48% for CT-2A in vitro, without affecting the viability of
normal cells. But the in vivo effect was 55% for EPEN and 72% for CT-2A. NB-NJ also shows
the effect of ganglioside lines EPEN and CT-2A, decreasing by 56% and 39% respectively
(Ranes et al, 2001). With high power depletion gangliosides in neuroblastoma cell lines, NB-
DNJ can depletion approximately 85% of ganglioside GM1 type (Dijkhuis et al, 2006).

Our second approach was based on therapeutic pretreatment of cells with tunicamycin
resistant. Tunicamycin is a natural antibiotic capable of inducing apoptosis via endoplasmic
reticulum stress (Varki et al. 2009; Molinari et al. 2002). Our results of cell death and ABCC1
activity show that tunicamycin was able to sensitize HL60/MX1 cells to treatment with
etoposide. Many studies on literautra show the sensitizing effect of tunicamycin on different
tumor types like breast cancer and Leukemia (Han et al, 2015 and Huang et al, 2009). In an in

vivo study, Mihailidou and colleagues (2015) showed that acute treatment with tunicamycin in
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mice induces the protein unfold response and supresses of p21 with anti-apoptotic activity. In
this study it was observed that the tunicamycin sensitized heterotopic xenograft models of liver
and lung cancer to treatment with doxorubicin. Our studies need to be repeated to confirm
reproducibility. Furthermore the pretreatment assay with NB-DBJ and simultaneously

treatment with tunicamycin are underway.
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Table 01: Concentration of a topoisomerase inibithirs that is required for 50% inhibition in
vitro of HL60/M X1 cells.

ICso (M) — HL60-MX1

Etoposide 6,55+1,12 uM
Amsacrine 3,02 uM
Bisantrene 1,23+0,057 uM

Camptotecin 0,030+0, 0016 uM
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Table 02: Percentage of HL60/MX1 death cells and in the phases of the cell cycle after

treatment with tunicamycin, etoposide, amsacrine, and preincubated with or not MK571. The

results represent the mean and standard deviation of two experiments conducted independently.

GO/G1
Condition Death cells (%) subGO (%) (%) SIG2IM (%)
NT 7,5(+ 0,42) 7,7 (+0,84) 54,4(+4,80) 37,8(+4,52)
TUNICA 8,05 (+ 4,87) 8,8 (+3,11)  57,35(+4,73)  33,9(+7,35)
16,55 (+
MK571 3,88) 17,6 (+ 2,96) 58,1(+8,06)  24,1(+6,78)
TUNICA+ETOP 3525(+41,79  18,675(+17,78 31,075(+7,88
o) ) ) 49,37(+26,20) )
MK571 + 20,975(+24,14 60,395(+21,92  19,205(+1,13
ETOPO 5,8 (+2,26) ) ) )
TUNICA + 31,75(+35,70
AMSA ) 325(+3577)  5655(+21,70)  10,6(+13,29)
45,75 (+ 13,67(+10,28
MK571 + AMSA 5,58) 40,88(+0,73)  44,77(+11,63) )
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Figure 1. Effects of Tunicamycin on cell viability of peripheral blood mononuclear cells (A) and HL-60/MX1 (B)

cell line.
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Figure 3. Effects Concomitant administration of NB-DNJ with topoisomerase inhibitors (A) and 24h pretreatment

of tunicamycin followed by topoisomerase inhibitors for more 48h (B) on HL-60/MX1 cell line.
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6. DISCUSSAO GERAL

Este trabalho originou dois artigos utilizando cinco derivados tiofénicos e dois
inibidores de N-glicosilacdo. No primeiro artigo nos propomos a avaliar se a linhagem HL60-
MX1 apresentava atividade dos transportadores ABCB1 e ABCC1, como também identificar
se um dos derivados tiofénicos era substrato desses transportados, influenciando ou ndo na sua
atividade anticancer.

A partir do conhecimento da grande capacidade adaptativa e resisténcia ao tratamento,
nos propomos a utilizar inibidores de N-glicosilagdo, um processo importantissimo para
progressdo do céncer, como estratégia na tentativa de melhorar a atividade dos agentes
quimioterapicos inibidores de topoisomerase, como também dos derivados tiofénicos.

A principio avaliamos a atividade antineoplasica in vitro de cinco derivados de 2-amino-
tiofeno (SB-30, SB-44, SB-68, SB-83 e SB-200) em células resistentes de leucemia aguda. Os
compostos estudados foram previamente sintetizados e demonstraram potencial para tratamento
de micoses (Merck et al., 2011), infeccGes microbianas (Scotti et al., 2014) e disturbios no SNC
(Fortes et al., 2013).

Existe uma necessidade constante em desenvolver novos agentes mais efetivos e menos
toxicos, pois 0s agentes quimioterapicos utilizados atualmente agridem o sistema fisiol6gico
como um todo, configurados com baixa seletividade. (Narasimhan et al., 2015). Trés dos
derivados utilizados, SB-83, SB-200 e SB-44, apresentaram efetiva atividade citotoxica na
linhagem HL/60MX1. Os derivados SB-30 e SB-68 ndo tiveram atividade na linhagem
estudada.

A atividade antineoplésicos dos derivados do tiofeno ja foram relatados, incluindo
citotoxicidade em leucemia de tipo distinto, como HL-60 (leucemia aguda), Jurkat (leucemia
aguda de células T), K562 (leucemia mieldide chdnica) e Molt-4 (leucemia linfoblastica aguda)
(Romagnoli et al., 2010, Romagnoli et al., 2014).

Romagnoli e colaboradores (2016) também sintetizaram alguns novos derivados de
tiofeno capazes de inibir STAT5 (Signal Transducer e Activator of Transcription 5), uma
proteina importante que esta envolvida na progressao da leucemia miel6ide aguda. Portanto, 0s
derivados de tiofeno demonstram potencial para o desenvolvimento de novas terapias contra a
leucemia.

Para elucidar por qual mecanismo de acdo os derivados SB-44, SB-83 e SB-200
induzem as células a morte, os resultados indicaram que estes derivados ndo sdo capazes de

afetar a progresséo do ciclo celular ou a percentagem de células em necrose como também nao
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alteram a expressao de caspase-3/7, indicando portanto que outros mecanismos de morte além
da necrose e apoptose sdo ativados apds o tratamento. Os SB-83 e SB-200 exibiram atividade
inibidora de Topoisomerase |1, reduzindo significativamente os niveis de DNA relaxados
quando comparados com o veiculo controle (DMSO 0,2%).

Enzimas Topoisomerases Il sdo nucleares e desempenham papel essencial em varios
processos genéticos, incluindo a replicacdo do DNA (Nitiss, 2009). Eles tém sido alvos
principais para agentes medicinais e quimioterapicos desde a identificacdo da Amsacrina em
1984 (Vann et al., 2016). Os agentes antineoplasicos atuais, tais como o0 etoposido e a
doxorrubicina, utilizados no tratamento de diferentes tipos de cancer (incluindo malignidades
hematoldgicas) tém topoisomerase Il como alvo molecular (Larsen et al., 2003). Alguns deles
podem sensibilizar células cancerosas para mortes de células ndo apoptoticas, como a
necroptose (Moriwaki et al., 2015).

Proteinas transportadoras sdo sobre expressas na maioria das linhagens de células
resistentes, o que resulta em maior transporte do farmaco anticancer para o exterior da célula,
gerando maior resisténcia a quimioterapia (Gromicho et al., 2016). Como visto o ABCC1 é um
membro importante e bem conhecido da familia de transportadores ABC que codifica MRP1
(proteina de resisténcia a multiplos farmacos 1) (Cole, 2014). MRP1 transporta uma vasta gama
de agentes terapéuticos, bem como diversos substratos fisiologicos e desempenha um papel
importante no desenvolvimento da resisténcia aos medicamentos (Munoz et al., 2007).

Nossos resultados indicam que a resisténcia aos farmacos observada em HL-60 / MX1
pode estar relacionada com a atividade do transportador ABCC1, pois esse mesmo
transportador ndo foi detectado na linha HL-60 tida como néo resistente. Confirmando esse
fato, apds tratamento com SB-44 e MK571 (um inibidor do transportador ABCC1) a morte
celular aumentou significativamente, quando comparado com células tratadas apenas com SB-
44, indicando que o transportador ABCCL1 esté envolvido no efluxo do composto. A expressdo
do transportador ABCC1 foi registrada numa gama de canceres sélidos e hematoldgicos e, em
alguns casos, esté correlacionada com uma resposta negativa ao tratamento e ao resultado da
doenca (Deeley & Cole, 2006).

Em contrapartida ao ocorrido com o SB-44 o tratamento com MK571 néo alterou a
resposta SB-200 e 83 em HL-60 / MX1, provavelmente a sua atividade citotdxica ndo é afetada
pela ativacdo de ABCC1. Assim, estes derivados séo candidatos interessantes para o tratamento
de cancros resistentes que expressam transportador ABCCL, evitando este mecanismo

relacionado com a resisténcia.
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Dada a grande importancia do cancer como um problema de satde mundial, a pesquisa
em torno desse eixo ndo se resume a desenvolvimento de novos farmacos, como também da
necessidade de novas abordagens terapéuticos.

Nosso estudo utilizou duas abordagens terapéuticas para sensibilizar as células
resistentes ao tratamento com inibidores da topoisomerase. No primeiro, o NB-DNJ
administrou-se simultaneamente com o inibidor de topoisomerase. N&o houve efeito
sensibilizante no tempo e nas doses testadas. A acdo de NB-DNJ pode ser dependente do tipo
de célula neoplasica. O NB-NJ mostra atividade anticancer nas linhagens EPEN e CT-2A,
diminuindo em 56% e 39% respectivamente (Ranes et al, 2001). Atuando na deplegéo de
gangliosideos  em linhagens celulares de neuroblastoma, o NB-DNJ pode esgotar
aproximadamente 85% do tipo gangliosideo GM1 (Dijkhuis et al, 2006).

Nossa segunda abordagem foi baseada no pré-tratamento terapéutico de células com
tunicamicina na linhagem HL60/MX1. A tunicamicina é um antibi6tico natural capaz de induzir
a apoptose através do estresse do reticulo endoplasmatico (Varki et al 2009, Molinari et al.,
2002). Nossos resultados de morte celular e atividade de ABCC1 mostram que a tunicamicina
foi capaz de sensibilizar células HL60 / MX1 ao tratamento com etoposide. Muitos estudos na
literatura apresentam o efeito sensibilizante da tunicamicina sobre diferentes tipos de tumor
como cancer de mama e leucemia, essa atividade sensibilizante se d& através da inibicdo do
processo de N-glicosilagdo e essas células respondem ao tratamento com quimioterapico (Han
et al, 2015 e Huang et al, 2009).

Em um estudo in vivo, Mihailidou et al. (2015) mostraram que o tratamento com
tunicamicina em camundongos induz a resposta da proteina desdobrada e suprime a p21 com
atividade anti-apoptotica. Neste estudo foi observado que a tunicamicina sensibilizou os
modelos de xenoenxerto heterotopico de cancer de figado e pulméo para o tratamento com
doxorrubicina. Nossos estudos precisam ser repetidos para confirmar a reprodutibilidade. Além
disso, 0 ensaio de pré-tratamento com NB-DNJ e tratamento simultdneo com tunicamicina estdo

€m Curso.
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7 CONCLUSOES

e Foram encontrados dois derivados com promissora atividade antineoplasica
LPSF/SB200 e LPSF/SB83;

e O indice de seletividade do LPSF/SB200 foi de 3,61 vezes mais citotoxico a linhagem
HL60-MX1 do que ao controle normal (PBMCs); e o LPSF/SB83 apresentou padréo de
seletividade ainda maior, de 4,25 vezes mais citotoxico a linhagem tumoral, HL60-
MX1, do que ao controle normal.

e Paraos ensaios de inibicdo da N-glicosilacdo foram estabelecidas a concentracao de 30
MM para tunicamicina ¢ 1uM para o miglustat.

e A pré-tratamento com tunicamicina influenciou no aumento da atividade do bisantreno
frente a linhagem HL60-MX1.

e Nos ensaios de caracterizacdo para os transportadores ABC a linhagem HL60-MX1,
indicou atividade para o transportador ABCC1, que possivelmente é um de seus
mecanismos de resisténcia.

e Dos trés novos derivados tiofénicos, o LPSF/SB44 foi o Gnico que demonstrou ser
substrato do transportador ABCC1, os derivados LPSF/SB200 e LPSF/SB83 ndo
indicaram sofrer influéncia quando a atividade desse transportador foi modulada.
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