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Uso de cromatografia de bioafinidade na prospeccio de substincias anticAncer em
actinomicetos marinhos: XIAP e STMN1 como alvos farmacologicos. Autora: Catarina
Sofia Mateus Reis e Silva. Orientadora: Leticia Veras Costa Lotufo. Programa de pos-

graduacdo em Farmacologia, ICB-USP.

Resumo

A riqueza dos produtos naturais é proveniente de uma otimizacdo evolutiva de suas fungdes
bioldgicas distintas que incluem a regulacdo de mecanismos enddgenos de defesa e
interagd0 com outros organismos, 0 que explica a sua relevancia para o tratamento de
doencas infecciosas e o cancer. O cancer € um conjunto de doencas que pode se iniciar em
qualquer tecido ou 6rgdo, caracterizando-se pelo crescimento descontrolado de células que
podem invadir outros tecidos e 6rgdos. Existem proteinas superexpressas em linhagens
tumorais que auxiliam na viabilidade e sobrevivéncia do tumor, como sdo os casos da XIAP
e da Statimina (STMN1), usadas como alvos no presente trabalho. A XIAP € uma proteina
da familia das proteinas inibidoras de apoptose que, inicialmente, foi identificada como
uma proteina que se liga as caspases atuando na apoptose pela via intrinseca e extrinseca,
sendo importante na regulacdo de diversas vias de morte celular e inflamacgéo. A proteina
STMNL1 primeiramente foi caracterizada como um peptideo de 18kDa superexpresso em
leucemia aguda e linfocitos proliferativos, sendo uma proteina importante na progressao
do ciclo celular, segregacdo cromossomal, mobilidade celular e sobrevivéncia por conta da
sua atuacdo na desestabilizagdo dos microtabulos. Este estudo se desenvolveu em duas
frentes, uma relacionada ao isolamento novas substancias moduladoras das proteinas XIAP
e STMNL1 a partir do extrato de bactérias marinhas coletadas em diferentes pontos da costa
brasileira (Descrita no capitulo 1); e uma segunda frente que envolveu o estudo de uma
substancia natural, embelina, isolada da planta Embelia ribes, e descrita na literatura como
moduladora da XIAP (Descrita no capitulo 2). Referente ao capitulo 1, ambas as proteinas
foram produzidas por expressao heter6loga, tendo o seu protocolo padronizado. A técnica
de cromatografia de bioafinidade também se mostrou valida para a prospeccdo de
substancias que modulem ambas as proteinas sendo obtido ao final hits especificos e
inespecificos para ambas as proteinas. O isolamento das substancias ativas e o seu teste em
linhagens leucémicas nédo foi possivel, no entanto os extratos foram comparados ao banco
de dados GNPS, AntiBase e Scifinder. A partir desta andlise, foram anotadas duas

substancias correspondendo a dois hits identificados na cromatografia de bioafinidade, a



burkholona, que foi identificada quando utilizada a XIAP, e a phthoxazolina A, anotada
quando utilizada a STMNL1. Contudo néo existe na literatura nenhum material relacionado
a interacdo destas substancias com as proteinas estudadas neste trabalho, que reforca a
importancia desta estratégia no estabelecimento de alvos para as substancias citotoxicas.
Referente ao capitulo 2, a embelina foi estudada em uma terapia combinada com o
venetoclax. O venetoclax (ABT-199) é um farmaco de biodisponibilidade oral que inibe
BCL2 seletivamente e foi aprovado para uso em 2016 para tratamento de leucemia
linfocitica cronica. O presente estudo verificou que a combinagéo de venetoclax e embelina
reduz a viabilidade das células derivadas de leucemia mieloide aguda (LMA) ao
desencadear a apoptose, a regulacéo negativa de XIAP e o dano ao DNA induzido. Devido
a baixa toxicidade da embelina, essa substancia pode ser usada em combinacéo para reduzir
as doses de venetoclax, o que poderia minimizar os efeitos colaterais com manutencao da
resposta terapéutica ou até mesmo reverter mecanismos de resisténcia em pacientes com
LMA. Nossas descobertas reforcam que ainda mais os medicamentos direcionados as 1APs

S0 uma opcao anticancer putativa para a LMA.

Palavras-chave: produtos naturais, leucemia apoptose, prospeccao alvo-direcionada



Use of bioaffinity chromatography to prospect for anticancer substances in marine
actinomycetes: XIAP and STMN1 as pharmacological targets. Author: Catarina Sofia
Mateus Reis e Silva. Supervisor: Leticia Veras Costa Lotufo. Graduation program in

Pharmacology, ICB-USP.

Abstract

The richness of natural products comes from an evolutionary optimization of their distinct
biological functions, which include the regulation of endogenous defense mechanisms and
interaction with other organisms, which explains their relevance for the treatment of
infectious diseases and cancer. Cancer is a set of diseases that can start in any tissue or
organ, characterized by the uncontrolled growth of cells that can invade other tissues and
organs. There are overexpressed proteins in cancer cell lines that assist in tumor viability
and survival, as are the cases of XIAP and STathmina (STMNI1), used as targets in the
present study. XIAP is a protein from the apoptosis inhibiting protein family and was
initially identified as a protein that binds to caspases acting inhibiting apoptosis by the
intrinsic and extrinsic pathway, being important in the regulation of several pathways of
cell death and inflammation. STMN1 was first characterized as an 18kDa peptide
overexpressed in acute leukemia and proliferative lymphocytes, being an important protein
in the progression of the cell cycle, chromosomal segregation, cell mobility and survival
because of its role in destabilizing microtubules. This study was developed in two fronts,
one related to the isolation of new substances modulating the proteins XIAP and STMN1
from the extract of marine bacteria collected in different points of the Brazilian coast
(Described in chapter 1); and a second that involved the study of a natural substance,
embelin, isolated from the Embelia ribes plant, described in the literature as a modulator
of XIAP (described in chapter 2). Regarding chapter 1, both proteins were produced by
heterologous expression, and their protocol was standardized. The functional
chromatography technique also proved to be valid for the prospecting of substances that
modulate both proteins, with specific and unspecific Aits for both being obtained at the
end. The isolation of the active substances and their testing in leukemia cell lines was not
possible, however the extracts were compared to the GNPS, AntiBase and Scifinder
database. Based on this analysis, two substances were annotated, corresponding to two hits
identified in the functional chromatography, burkholone, which was identified when using

XIAP, and phthoxazolin A, annotated when using STMNI1. However, there is no



information in the literature relating to the potential interaction of these substances with
the proteins studied in this work, which reinforces the importance of this strategy in the
establishment of targets for cytotoxic substances. Referring to Chapter 2, embelin was
studied in a combination therapy with venetoclax. Venetoclax (ABT-199) is an oral
bioavailability drug that selectively inhibits BCL2 and was approved for the treatment of
chronic lymphocytic leukemia. We found that the combination of venetoclax and embelin
reduces the viability of acute myeloid leukemia (AML) cells by triggering apoptosis, XIAP
down-regulation and DNA damage induced. Due to the low toxicity of embelin, this drug
can be used in combination to reduce doses of venetoclax, which could minimize side
effects with maintaining therapeutic response or even reverse resistance mechanisms in
AML patients. Our findings further highlight drugs targeting IAP as a putative anticancer
option for AML.

Keywords: natural products, leukemia, apoptosis, target-oriented bioprospection



1. Introducéo geral

1.1. Consideraces gerais sobre 0s produtos naturais

As plantas medicinais tém sido utilizadas como fonte de agentes terapéuticos por
séculos e atualmente seguem sendo fonte de novos fdrmacos. Os primeiros registros
existentes do uso de plantas na medicina datam de 2600 a.C. na Mesopotamia. Outras
civilizagdes também deixaram material escrito como documentos de 1550 a.C. da medicina
egipcia e documentos de um milénio a.C. da medicina Indiana e Chinesa!. Os produtos
naturais sdo caracterizados por uma abundante diversidade e complexidade estrutural
apresentando, normalmente, uma maior massa molecular, um maior nimero de atomos de
carbono sp? e atomos de oxigénio, contudo um menor niimero de atomos de nitrogénio e
halogénio, um maior numero de ligagao de hidrogénio e uma maior rigidez molecular se
comparados a uma biblioteca de produtos sintéticos. A riqueza dos produtos naturais €
proveniente de uma otimizacao evolutiva de suas funcdes biologicas distintas que incluem
a regulacdo de mecanismos endogenos de defesa e interacdo com outros organismos, o que
explica a sua relevancia para o tratamento de doengas infecciosas e cancer??.

A descoberta racional de novos firmacos de origem natural se iniciou no comego
do século 19 quando o alemao Friedrich Sertlirner foi capaz de isolar uma substancia
analgésica e indutora do sono do 6pio ao qual ele chamou de morphium (morfina), do Deus
grego dos sonhos Morpheus, levando a publicacdo de um extenso artigo detalhando o
isolamento, cristalizacdo, estrutura e as propriedades farmacologicas do novo farmaco. A
sintese quimica de produtos naturais foi o proximo passo com a producao do acido
salicilico em 1853. E a descoberta da penicilina em 1928 deu inicio a uma nova era na
descoberta de novos farmacos provenientes de microrganismos’.

Neste contexto, os organismos marinhos passaram a ser estudados de forma
sistematica a partir da segunda metade do século 19, sendo o isolamento de nucleosideos
bioativos da esponja caribenha Tethya crypta, a primeira importante descoberta de uma
substincia de origem marinha para a farmacologia®. De fato, o isolamento das
espongouridina e espongotimidina permitiu a entrada dos produtos naturais dentro da
farmacologia por meio dos seus andlogos que originaram os farmacos Ara—C (Citarabina®)
e Ara—A (Vidarabina®) que sdo utilizados em clinica desde do final da década de 60,

inaugurando o conceitos dos farmacos anti-metabdlicos na terapéutica>.
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Os oceanos ocupam mais de 70% da superficie terrestre e 32 dos 33 filos de animais
estdo presentes na esfera aquatica*. O Brasil, por sua vez, detém a segunda maior costa
continua no mundo, totalizando quase 8.500km; além da costa também apresenta 5
conjuntos de ilhas oceanicas que compreendem a 950 km?, abrigando uma rica diversidade
a ser estudada®.

O ambiente marinho ¢ um complexo sistema que apresenta variacdes em
luminosidade, niveis de oxigénio, temperatura, pH, pressdo e salinidade, o que levou a
selecdo de organismos com caracteristicas evolutivas peculiares. Dentre outras
caracteristicas, esses organismos possuem vias de biossintese diversas que produzem
metabolitos secundarios com niveis de complexidade estrutural fascinantes’. Neste
contexto, esponjas, tunicados, moluscos nao calcarios e microrganismos como bactérias,
cianobactérias e fungos tem se mostrado extremamente proficuos na producdo de
metabolitos secundérios com potencial farmacoldgico relevante?.

Os produtos naturais marinhos apresentam uma diversidade de alvos moleculares
impressionante. Animais sésseis, com capacidade de locomogao reduzida, sem estruturas
fisicas de defesa e de corpo macio como esponjas ndo calcérias, ascidias, algas, entre
outros, sao aqueles que apresentam grande partes das moléculas que, atualmente,
encontram-se em testes clinicos e pré-clinicos. A fungdo fisioldgica destas moléculas deve
assegurar a sobrevivéncia da espécie que ndo pode mover-se de seu predador e nao dispde
de barreira fisica para deté-lo, desta forma o sucesso de sua sobrevivéncia deve-se a estas
moléculas. A diversidade quimica dessas moléculas associada a abundancia de alvos
terapéuticos oferece uma grande gama ainda nio explorada de possiveis novos farmacos?>.

Os oceanos contém ainda uma diversidade inimagindvel de microrganismos, e
dentre estes podemos evidenciar as bactérias marinhas, que t€ém se mostrado valiosas na
sua capacidade de sintetizar novas substincias que sdo interessantes para o
desenvolvimento de faArmacos inéditos. Entre os anos de 1997 e 2008 foram identificados
por volta de 660 novas substancias de origem bacteriana, sendo destes 40% do filo das
Actinobacteria e 33% de Cianobacterias. Os membros do filo das actinobactérias exibem
uma capacidade singular na produ¢do de novos farmacos, no tratamento do cancer estes
compostos pertencem a diversas classes estruturais como os peptideos nao ribossomais,
macrolideos, antraciclinas e os terpendides. Esses metabolitos secundarios apresentam
fungdes especificas provenientes da relagdo entre microrganismos, sendo produzidos em

condigdes especificas®.
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1.2. Produtos naturais e o tratamento do cancer

O cancer ¢ um conjunto de doengas que pode se iniciar em qualquer tecido ou 6rgao,
caracterizando-se pelo crescimento descontrolado de células que podem invadir outros
tecidos e 6rgaos. O cancer ¢ a segunda maior causa de morte, atingindo globalmente, em
2020, um total de 10 milhdes de mortes associadas a esta doenga’.

As células tumorais sdo defeituosas nos circuitos regulatorios que administram a
proliferacdo e homeostase em células normais. Existem altera¢des necessarias nas células
normais para que elas se classifiquem como uma célula tumoral como o seu crescimento
independente de sinais de crescimento, a insensibilidade da célula aos fatores que impedem
o crescimento, evasdo da morte celular programada, capacidade replicativa ilimitada,
angiogénese, invasdo tecidual e metastase (Figura 1.1). Ao longo do processo de
transformacgdo de uma célula tumoral, ela vai acumulando mutagdes que permitem a sua
sobrevivéncia. O aumento do numero de células ¢ determinado ndo apenas pela
proliferagao celular, mas também pela capacidade de evadir a morte celular programada.
A morte celular programada pode ser ativada como resposta ao estresse fisiologico que as
células tumorais encontram ao longo da tumorigénese ou ao estresse ocasionado pelo
tratamento!'?. Desta maneira, a cascata de sinais de morte celular programada, ou apoptose,
ira culminar na morte da célula, sendo que esta maquinaria pode ser dividida em duas
classes de componentes: sensores e efetores. Os sensores sdo responsaveis pela
monitoracdo do ambiente extracelular e intracelular. A célula tumoral € capaz de replicar-
se ilimitadamente gracas a trés fatores adquiridos: autonomia de crescimento sem os sinais
de crescimento, insensibilidade a sinais que impedem o crescimento e evasdao da morte

celular programada'!.
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Figura 1.1: Caracteristicas fundamentais do cancer.
Figura editada.
Fonte: Hanahan & Weinberg, 2011

A capacidade que células tumorais apresentam de evadir a apoptose contribui para
o crescimento e progressao do tumor. Células tumorais sdo capazes de realizar isso por
meio da desregulagdo da cascata de sinais que leva a apoptose. A apoptose apresenta uma
via de ativacdo intrinseca ou via extrinseca do receptor de morte que ¢ iniciada por
receptores de morte extracelulares como TRAIL, FAS e TNF-a e a via de estimulos
intracelulares como a hipdxia, estresse oxidativo, dano genético irreparavel e privagao de
nutrientes'?.

O conhecimento da biologia tumoral ¢ fundamental para possibilitar a descoberta
de substancias que possam interromper o desenvolvimento do tumor primario, e
principalmente, de metéastases. A chamada quimioterapia classica trouxe inicialmente
como alvos terapéuticos o proprio DNA, enzimas associadas a sua duplicagdo, como a
timidilato sintase e as toposiomerases I e II, e a tubulina. E foram substincias de origem
natural que tiveram um papel decisivo no desenvolvimento desses quimioterapicos ditos
classicos, como por exemplo as antraciclinas, os alcaldides da vinca e os taxanos, dentre

outros!3.
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J& os produtos naturais marinhos ganharam um interesse especial ao longo dos anos,
ndo apenas pela diversidade estrutural, mas principalmente por interagirem com alvos
bioldgicos unicos, ou ainda, por deflagrar mecanismos de respostas diferentes daqueles
observados com os farmacos de outras origens?. Existem, até o presente momento, quinze
farmacos de origem marinha aprovados para uso clinico, sendo dez deles utilizados no
tratamento do cancer. Sdo eles: citarabina (Cytosar-U®, 1969), mesilato de eribulina
(Halaven®, 2010), brentuximabe vedotina (Adcetris®, 2011); trabectedina (Yondelis®,
2015), Panobinostat (Farydak®, 2015); plitidepsina (Aplidin®, 2018 apenas na Australia);
Enfortumab Vedotin-ejfv (PADCEV™, 2019); Polatuzumab vedotin (DCDS-4501A)
(Polivy™, 2019); Belantamab Mafodotin-blmf (Blenrep™, 2020) e Lurbinectedin
(Zepzelca™, 2020)'4!5. E interessante observar que enquanto entre a aprovagdo do
Cytosar-U® e a do Halaven® passaram-se 41 anos, nos ultimos cinco anos, cinco novos

farmacos foram aprovados para uso no tratamento do cancer (Figura 1.2).

( 2019 N
2015 PADCEV™
Faryday@ Substancia: Enfortumabe-
Substancia: Panobinostat Vendoitina-ejtv
2011 Fonte: Sponja Fonte: molusco/cianobactéria
1969 2004 Adcetris® Alvo: Acido hidroxinamico | \_ Alvo: Nectina v
Cytosar U® Prialt® ,_racetns . 2019 N
. . N Substancia: Brentuximabe vedoitina 2015
Substancia: Citarabina Substancia: Zicontonide (SGN-35) Polivy®
Ao NA Polmerase Ao Ganal e G ipo )| Font: MoluscolCianobactera Nl e Substancis, Polatuzumabe:
: P Alvo: CD-30 & Microtabulos Subsfl:ancﬁ?:TTra_beréledlna Vendoitina (DCDS-4501A)
Al OSSA unicado Fonte: molusco/cianobactéria
vo: minorgrove  J'\ _ Alvo: CD76b & Microtubulos /)
1976 2010 Epanova® 2020
Vita-A® Halaven® Substancia Ac?do e\cosa\pemanowco etil Zepzelca*“ "
Substancia: Vidarabina Substancia: Mesilato de Eribulina Sster Substancia: Lurbinectedina
Fonte: Esponja Fonte: Esponja Fonte: Peixe Fonte: Tunicado
Alvo: DNA Polimerase Viral Alvo: Microtabulos Alvo: Enzima da sin‘tese de triglicérides Alvo: RNA polimerase Il
2020
2004 2012 2018 Blenrep™
Lovaza® Vascepa® Aplidina® Substancia: Belantamabe-mafodotina- bimf|
Substancia: Acido Omega-3 etiléster Substancia: Acido carboxilico - Omega 3 Substancia: Plitidepsina Fonte: Molusco/cianobactéria
Fonte: Peixe Fonte: Peixe Fonte: Tunicado Alvo: BMCA (antigeno de maturacéo de
Alvo: Enzima da sintese de triglicérides Alvo: Enzima da sintese de triglicérides Alvo: eEF1A2 células B)

Figura 1.2: Linha do tempo da aprovagao para uso clinico pela agéncia regulatoria americana Food and Drug
Administration (FDA) de medicamentos cujo principio ativo foi obtido ou inspirado em uma substancia de
um organismo marinho. *Aplidina foi aprovada apenas pela agéncia regulatoria da Australia.

Fonte: Dados obtidos de https://www.marinepharmacology.org/aproved
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O desenvolvimento de novos farmacos a partir de produtos naturais apresentam
dificuldades relacionadas a disponibilidade limitada e complexidade estrutural dessas
moléculas. Os produtos naturais, muitas vezes, sdo produzidos em quantidades-traco e a
biomassa ¢ limitada para obtencdo de quantidades suficientes de substancias para garantir
o suprimento adequado para o desenvolvimento pré-clinico e clinico'®. Além disso, a
elevada toxicidade dessas substincias também dificultou muito o avango do seu
desenvolvimento e a sua eventual aprovacdo pelas Agéncias de Vigilancia Sanitaria dos
diferentes paises.

H4 que se ressaltar, que a historia do desenvolvimento das substancias marinhas em
uso clinico nos apresenta diferentes estratégias de superagdo dessas limitagdes. Com
relacdo ao suprimento, destaca-se a obtencao da trabectedina por semi-sintese a partir da
cianosafracina produzida por uma bactéria, e o elegante processo de simplificagdo
molecular da obtencao da eribulina a partir da halicondrina, viabilizando um processo de
sintese economicamente viavel para o desenvolvimento do Yondelis® e do Halaven®,
respectivamente. Com relacao a toxicidade, o acoplamento da auristatina E, derivada da
dolastatina produzida pelo molusco Dolabella auricularia, num anticorpo de
reconhecimento de proteinas superexpressas nas células tumorais, como CD30 em cé€lulas
de linfoma no Adcetris®, direcionou as substincias para as células-alvo, reduzindo
significativamente a toxicidade sistémica do medicamento. Uma descri¢do detalhada
destes processos encontra-se na revisdo de Jimenez e colaboradores?. E esse conhecimento
acumulado ao longo dos anos ¢ o principal responsavel pela aceleracio no

desenvolvimento de medicamentos de origem marinha.

1.3. Estratégias de prospeccdo de novos farmacos

O processo de descoberta de um novo farmaco normalmente inicia-se em resposta
a necessidade de estabelecer ou melhorar o tratamento de uma doenca. Nesse sentido, os
conhecimentos fisiologicos, genéticos e quimicos da doenca em questdo levam a
identificacdo de potenciais marcadores bioldgicos que podem ser interessantes do ponto de
vista farmacologico. Esse acimulo de conhecimento da fisiopatologia e vias de sinalizagao
envolvidas nas doencas, levou ao desenvolvimento de uma série de abordagens alvo-
dirigidas para a descoberta de novos farmacos, em contraponto aos chamados ensaios
fenotipicos, isto € abordagens baseadas na observagao da resposta bioldgica, que passaram

a ser, primariamente, utilizados para confirmacdo e avaliacdo de seguran¢a!’. Na verdade,
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existe uma ampla discussdo na literatura sobre as vantagens e desvantagens do uso de

técnicas alvo-direcionadas frente as chamadas técnicas fenotipicas (Figura 1.3).

Validagao do
alvo
Decovolugéao do
alvo
Screen
fenotipico Exploragao/otimizacéo de
leads
Biblioteca com anotagdes de alvos ou quimicamente
diversas

Exploragdo/otimizagao de
leads

Screen focado no
alvo

Validagao do
alvo

Biblioteca focada no

diversificada

Identificagédo do
alvo

Figura 1.3. Fluxograma de prospecg@o de farmacos utilizando em uma abordagem fenotipica (A) ou alvo-

dirigida (B). Adaptado de Heilket et al., 2019)

A descoberta de novos farmacos por meio de uma abordagem fenotipica utiliza
ensaios empiricos para identificar moléculas ativas que atuam por mecanismos nao
trabalhados antes e o seu sucesso na descoberta de novos farmacos ¢ fundado em
caracteristicas como a entrega direta de substancias ativas, a identificagdo de novos alvos
ou mecanismos de acdo e a opg¢do por polifarmacologia; enquanto ensaios alvo-

direcionados ndo sdo capazes de recriar o ambiente de um alvo, os ensaios fenotipicos
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conseguem acessar este alvo no seu ambiente '8 1. Os ensaios fenotipicos sdo importantes
na descoberta de novos farmacos, tendo sido muito utilizados nos primérdios da descoberta
e podendo contribuir para encontrar-se pistas que fornecem a eficicia desejada, para
aumentar o conhecimento da doenga e identificar os potenciais marcadores bioldgicos.
Estes ensaios mensuram um feno6tipo em um sistema fisioldgico e sdo todos os ensaios pré-
clinicos que utilizam sistemas fenotipicos como animais, células e vias bioquimicas;
provendo um método empirico para explorar os efeitos em sistemas biologicos 7.

Previamente a revolucdo genética os medicamentos eram identificados,
primariamente, por uma abordagem em que se encontravam a substancia primeiramente,
contudo com o avanco da tecnologia um novo paradigma para a descoberta de novos
farmacos ¢ que o alvo farmacoldgico ¢ um marcador biolégico para a doenga. Neste
paradigma, caracteristicas centrais sdo a identificacdo da molécula que liga-se ao alvo e a
otimizacao das propriedades farmacéuticas, exemplo: se a concentracdo do farmaco no
corpo ¢ suficiente para que o farmaco se ligue ao alvo '® 17,

Em relacao a identificacao do alvo molecular, os ensaios fenotipicos podem auxiliar
na exploragdo de novas proteinas que posam ser utilizadas, novos mecanismos de agdo e
abordam novos eventos de sinaliza¢do que outros cientistas nao tenham estudado antes; ja
que estes ensaios apresentam o potencial de trabalhar diferentes alvos em paralelo, a
probabilidade de uma polifarmacologia de sucesso aumenta conforme os alvos dividem
sitios de ligagdo relacionados e/ou se os alvos engajados agem de forma sinergética em
uma rede relevante para a doenga. Ao final para a validacao de um alvo molecular existe
uma estrutura a ser compreendida sendo a exposicdo ao sitio de acdo, demonstracdo da
ocupacao do alvo, prova da mecanica farmacologica e o uso de ensaios fenotipicos sao
relevantes para a doenga !° 29,

Muitos dos medicamentos que foram descobertos por meio de ensaios visando o
alvo molecular recorreram a ensaios fenotipicos adicionais para priorizar os ativos e
identificar candidatos com eficiéncia funcional, sendo eles também utilizados para avaliar
a seguranc¢a de uma nova substancia. Por este motivo a utilizagdo de ensaios fenotipicos e
alvo-dirigidos s3o complementares e podem ajudar no avango da ciéncia. No momento em
que um alvo para a substancia ativa, que foi encontrada durante os ensaios fenotipicos, ¢
identificado os ensaios alvo-direcionados sdo capazes de complementar um ao outro.
Ensaios focados no alvo, sejam bioquimicos ou biofisicos, sdo mais adequados para

otimizagdo de leads, ajudando a iluminar o mecanismo de a¢cdo da molécula nos compostos

testados e habilitam a quantificagdo de constantes de ligagdo e cinéticas, enquanto os
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ensaios fenotipicos sdo importantes para elucidar a agdo do ativo em um contexto relevante
fisiologicamente '8 1°.

A escolha da proteina de interesse ¢ crucial para o sucesso do processo de
prospeccao alvo direcionada. Inicialmente, deve-se definir a proteina-alvo com base no seu
papel na doenca que se pretende modular (Bunnage et al., 2015 — Nat Chemical Biology).
AlteracGes moleculares das células neoplésicas podem definir a ativacdo/inativacao de vias
de sinalizacdo, resultando na vantagem seletiva do crescimento tumoral. Dessa forma,
grandes esforcos tém sido feitos na tentativa de desenvolver terapias-alvos que atuem em
vias de sinalizacdo que participem da proliferacdo e sobrevivéncia celular. No presente
estudo, duas proteinas foram selecionadas com alvo, a XIAP (X-chromosome-linked
inhibitor of apoptosis protein) e a Statimina 1(STMN1), que serao descritas em detalhe a
seguir.

Essas proteinas foram selecionadas, entre outras coisas, pelo seu relevante papel
nas leucemias. As leucemias sdo neoplasias dos globulos brancos caracterizadas pelo
acumulo de células tumorais na medula 6ssea. Existem mais de doze tipos de leucemia,
sendo que as quatro principais sdo a leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia
linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloide cronica (LMC) e leucemia linfocitica cronica
e a nomenclatura ¢ referente ao tipo de célula sanguinea em que a neoplasia se originou e
a sua taxa de crescimento e capacidade de diferenciacao. Sao estimados 10.810 novos casos
para cada ano do triénio no Brasil e o nimero de mortes conforme o Atlas de Mortalidade
por Cancer de 2018 foi de 7.2182!.

Desta maneira, este estudo se desenvolveu na busca de novas terapias para leucemia
a partir de produtos naturais utilizando uma estratégia alvo-direcionada. No primeiro
capitulo, utilizamos o modelo de cromatografia de bioafinidade para realizacdo de
prospeccao de substancias moduladoras das proteinas XIAP e STMNL1 a partir do extrato
de bactérias marinhas coletadas em diferentes pontos da costa brasileira. Esse estudo teve
implicagdes inovadoras como a implementacao desta técnica para as duas proteinas-alvos,
além do acesso a uma fonte de produtos naturais ainda pouco explorada.

O segundo capitulo foi construido com base numa abordagem fenotipica para
avaliar a eficécia do uso de uma substancia natural moduladora da XIAP, a embelina,
isolada da planta Embelia ribes, em modelos de celulas leucémicas. No sentido de
potenciar a sua eficécia, a substancia moduladora de XIAP foi associada a uma segunda

substancia, o venotoclax, que é moduladora de BCL2 e ja aprovada para uso clinico, e que
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tem no aumento da expressdo das proteinas anti-apoptéticas como a prépria XIAP, seu

principal mecanismo de resisténcia.
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2. Capitulo 1. Prospeccéo alvo-direcionada de produtos naturais com afinidade pelas
proteinas XIAP e STMN1

2.1 Resumo

Os organismos marinhos apresentam vias de biossintese diversas relacionadas a produgao
de metabolitos secundarios com diversidade e complexidade estruturais fascinantes,
refletindo sua capacidade de ocupar com sucesso diferentes habitats. Estes metabolitos
secundarios sdo fontes interessantes de novos farmacos e para desvenda-los existem
diferentes estratégias de prospecgdo, dentre elas a abordagem alvo-direcionada. No
presente trabalho utilizamos uma técnica de prospeccdo alvo-direcionada chamada
cromatografia de bioafinidade (ou cromatografia funcional). As proteinas X-chromosome-
linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) e statimina I (STMN1) foram selecionadas
como alvos por sua relevancia na manutengao da proliferacao sustentada e sobrevivéncia
em diversos tumores, inclusive os hematoldgicos como leucemias e linfomas. O objetivo
deste projeto foi encontrar substincias naturais que interajam com essas duas proteinas,
XIAP e/ou STMNI. A expressdo heter6loga de ambas as proteinas foi padronizada assim
como a técnica de cromatografia de bioafinidade onde foram analisados 38 extratos sendo
obtidos hits especificos e inespecificos com ambas as proteinas. Os dados obtidos do
HPLC-MS/MS contendo as informagdes dos extratos brutos ¢ dos extratos com as
proteinas foram analisados comparando com os bancos de dados do GNPS - com o uso da
ferramenta dereplicator-, AntiBase e Scifinder. Essa estratégia permitiu atribuir anotagdes
a dois dos hits identificados. O ion m/z 292,1 com tempo de retengdo 10,9 min foi
recuperado do extrato da bactéria BRB455 cultivada em meio ISP2m com a resina
funcionalizada com XIAP. A comparacdo do perfil de fragmentacdo sugeriu que este ion
seja compativel com a presenca da substancia burkholona. Ja o ion m/z 313,1 com tempo
de reten¢do 21,7 min foi recuperado do extrato da bactéria BRB432 cultivada em meio
R5m com a resina funcionalizada com a STMNI1. A comparacao do perfil de fragmentagao
sugeriu que este ion seja compativel com a presenca da substancia phthoxazolina A. Ambas
as substancias foram previamente isoladas de bactérias. Contudo ndo existe na literatura
nenhum dado sobre a potencial interagdo destas substancias com as proteinas estudadas
neste trabalho, mas a atividade citotoxica ja foi descrita para phthoxazolina A. Esses dados
abrem novas possibilidades de estudo dessas substincias, e reforcam a importincia desta

estratégia no estabelecimento de alvos para as substancias citotoxicas.
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2.2. Introducéo

A prospecgdo alvo-direcionada vem assumindo uma importancia crescente na
descoberta de novos farmacos, buscando atrelar a descoberta de novas substancias
bioativas com a modulagdo de alvos terapéuticos relevantes em varias doencgas. De modo
interessante, ¢ no estudo de novas terapias para o tratamento do cancer que essa abordagem

vem se mostrando mais promissora!®2%,

Recentemente, pesquisadores americanos desenvolveram uma técnica de
cromatografia de bioafinidade baseada na funcionaliza¢do de uma resina com uma proteina
de interesse, sendo capaz de recuperar substancias com afinidade pelo alvo-selecionado a
partir de misturas complexas?>24, De modo interessante, a interagdo com o alvo per se ndo
define a atividade bioldgica. Num trabalho utilizando esta técnica tendo a proteina p97,
uma ATPase implicada em varios processos biologicos, como alvo, foram recuperadas 3
substancias, rheoemodina, 1-hidroxidehidroherbarina e phomapirrolidona A, sendo que
todas interagem com o mesmo alvo, mas com mecanismos de agdo distintos?. Na
cromatografia de bioafinidade, a resina ¢ ligada a proteina de interesse que ¢ utilizada como
alvo para o extrato, oferecendo especificidade para o alvo do produto natural (Figura 2.1).
O uso em conjunto desta técnica com a cromatografia em silica gel convencional propicia

um avango na descoberta de novos farmacos?’.

Resina

Proteina 4%, Extrato w
rx

Incubagao com o Ligante ligado a Ligante e proteina Derreplicagdo do ligante por
extrato overnight proteina e resina LC-MSe procura na
biblioteca de dados

Proteina ligada a resina

Figura 2.1: Esquema simplificado da técnica de cromatografia de bioafinidade.
Fonte: autor.

Visando a prospec¢do alvo-direcionada de substancias para tratamento de tumores
hematoldgicos, as proteinas X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) e

statimina (STMN1) foram selecionadas como alvos para a prospeccdo de substincias
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moduladoras utilizando a cromatografia de bioafinidade. Ambas as proteinas t€ém um papel
estabelecido na manutengdo da proliferacdo sustentada e sobrevivéncia em diversos

tumores, inclusive os hematoldgicos como leucemias e linfomas?>-26,

2.2.1. X- chromosome- linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP)

XIAP ¢ uma proteina da familia das proteinas inibidoras de apoptose(IAP) que,
inicialmente, foi identificada como uma proteina que se liga as caspases atuando na
apoptose pela via intrinseca e extrinseca, sendo importante na regulagdo de diversas vias
de morte celular e inflamagio?’.

A familia das proteinas inibidoras de apoptose (IAPs) ¢ importante no processo de
morte celular e inflamacao, contudo a XIAP ¢ a tnica proteina da familia capaz de suprimir
a apoptose por meio de uma ligagdo direta as caspases (Figura 2.2). A apoptose ¢ uma
forma de morte celular programada importante para o desenvolvimento normal e
homeostase do organismo, podendo ser iniciada por sinais que levam a sua via intrinseca
ou extrinseca. A via extrinseca da apoptose ¢ ativada por ligantes que induzem a apoptose
como o Fas(FasL) e o fator de necrose tumoral(TNF—a) interagem com os seus respectivos
receptores. A via intrinseca ¢ induzida por sinais internos, como o dano em DNA, mas
também pode ser ativada a partir de estimulos extrinsecos. Ambas as vias necessitam da
atuacdo das caspases, sendo elas organizadas em caspases iniciadoras (caspase-2, -8, -9 e -
10) e caspases efetoras (caspase-3, -6 € -7). As caspases 8 e 10 sdo clivadas seguindo sinais
extrinsecos, enquanto a caspase 9 ¢ ativada gracas a via intrinseca mediada pela
mitocondria. Existem oito IAPs presentes em humanos e elas se caracterizam por conter
de um a trés dominios BIR (baculoviral IAP repeats) que funcionam como local de
interagdo entre proteinas. A XIAP também apresenta um dominio UBA (ubiquitin-
associated) e um dominio RING. O dominio BIR3 da XIAP liga-se diretamente a caspase
9 e a regido de ligagdo entre os dominios BIR1 e BIR2 ¢ responsavel pela inibigdo das
caspases 3 e 7. Uma diversidade de tumores superexpressam XIAP permitindo que a célula

tumoral evite a apoptose, como € o caso da leucemia?®.
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Figura 2.2: XIAP na morte celular mediada por FAS/CD95. O pool de XIAP define a propensao das células
a sofrerem morte celular por apoptose em resposta ao estresse celular extrinseco como ativagdo FAS/CD95.
XIAP impede a atividade de caspases processadas e, assim, aumenta o limiar para ativagdo de apoptose. O
proprio XIAP ¢ mantido sob controle por fatores pro-apoptoticos liberados de mitocondrias como
SMAC/DIABLO que se ligam e impedem sua atividade. Tipos de células com altos niveis de XIAP, como
hepatécitos, requerem amplificagdo de um sinal de morte celular mediado por FAS/CD95 via dependente de
BID potencial de membrana externa mitocondrial (MOMP) e subsequente liberacdo de SMAC/DIABLO
para inibir XIAP fung¢@o e, assim, permitir a ocorréncia de apoptose. (Cyt. C) citocromo c.

Fonte: Jost & Vucic, 2020

2.2.2. Statimina 1

A Statimina 1(STMNI1) primeiramente foi caracterizada como um peptideo de
18kDa superexpresso em leucemia aguda e linfocitos proliferativos?®. E uma proteina
importante na progressao do ciclo celular, segregagdo cromossomal, mobilidade celular e
sobrevivéncia por conta da sua atuagdo na desestabilizagdo dos microtibulos. A
superexpressdao da STMNI1 foi reportada em células hematopoiéticas malignas e a sua

inibi¢do diminui o potencial proliferativo em células de leucemia. A STMNI ¢ uma
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fosfoproteina citoplasmatica também conhecida como oncoproteina 18(OP18), pertencente
a familia das Statiminas. A fosforilagdo da STMN1 em alguns sitios de serina especificos
(16 e/ou 63) reduz a afinidade da STMNI e os heterodimeros de alpha/beta-tubulina, sendo
este um mecanismo importante de sua regulacdo. Ao longo do processo da mitose a
dindmica precisa dos microtubulos € necessaria para o sucesso da progressdo do ciclo
celular. Doengas hematologicas malignas caracterizam-se pela falta de regulagdo em vias
de sinalizagdo diversas o que dificulta a terapia. A STMNI1 integra diversas vias de

sinalizagdo que se encontram alteradas em células malignas(Figura 2.3)%.

TKR
signaling

PI3K signaling
Ca2+ \ signaling .CAM.P
’ i signaling
signaling l <D
©
a/B tubulin

dimers

" Cell cycle

Progression
Microtubule N
dynamics

Figura 2.3.: Via de sinalizagdo Stathmin 1. Quinases dependentes de ciclina(CDKs), Mitogen-proteina
quinases ativadas(MAPKSs), fosfoinositideo 3-quinase(PI3K), Aurora quinase B(AURKB), proteina
quinase A(PKA), e dependente de Ca2+/calmodulina fosforilato de proteina quinases(CamKs) Stathmin
1 em locais de serina e modular sua associacdo com alfa/beta-tubulina heterodimeros. Fosfatase de
proteina 2A(PP2A), proteina fosfatase 2B(PP2B) e Fosfoproteina Fosfatase 1(PP1) desfosforilar Stathmin
1. A alternancia na fosforilacdo e status de desfosforilagdo de Stathmin 1 contribui para o regulamento da
dindmica dos microtabulos. Abreviagdes: TKR, receptor de tirosina quinase; P, fosforilagdo; Ac,
acetilagdo.

Fonte: Machado-Neto, et al., 2014
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Desta maneira, o presente estudo teve como objetivo encontrar substincias em
extratos de bactérias marinhas recuperadas das ilhas brasileiras que interagem com essas
duas proteinas, XIAP e/ou STMNI1. Ha que se ressaltar, que além da escolha do alvo a ser
estudado, varios outros fatores podem interferir na probabilidade de se encontrar
substancias ativas. Dentre eles, a origem dos extratos estudados ¢ um importante ponto de
partida. Neste contexto, os organismos marinhos, em especial, os microrganismos tém se
mostrado altamente proficuos na producao de metabdlitos secundarios com potentes
atividades biologicas, dedicando uma parcela significativa do seu genoma a essa

finalidade®®.

2.3. Objetivos
2.3.1. Objetivo geral

Prospectar substancias anticancer em extratos actinomicetos marinhos com

potencial para modular protéinas.

2.3.2. Objetivos especificos

(1) Padronizar a expressao heterdloga da XIAP e da STMNI1;

(i1) Padronizar a técnica de cromatografia de bioafinidade tendo como alvos a
XIAP e a STMNI;

(iii))  Desreplicacdo e analise por redes moleculares dos ligantes putativos de
XIAP e STMNI1

2.4. Material e métodos

2.4.1. Extratos de actinomicetos

Os extratos utilizados neste ensaio foram obtidos a partir do crescimento de cepas
do banco de cepas de bactérias marinhas do LAFARMAR em colaboragao com o projeto
de pos-doutorado FAPESP (2017/16606-6) do Dr. Marcelo Tangerina sob supervisdo do
Professor Marcelo Pena do Instituto de Biociéncias-USP ligado ao mesmo projeto tematico
que este projeto de mestrado. Uma vez isoladas, as cepas foram crescidas em meio liquido,
e separadas em duas aliquotas. Uma parte ¢ utilizada para preparagdo de um pequeno
extrato em acetato de etila 1:1 para avaliagdo da atividade citotoxica em células de
adenocarcinoma humano HCT-116 através do teste do MTT na concentracdo de 50 plg/mL.

E a segunda parte, ¢ utilizada para a criopreservagao a -80°C das cepas em glicerol 20%.
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Esse processo encontra-se detalhado no trabalho de Velasco-Alzate et al. (2019)*°. Cada
cepa recebe um codigo composto pelas letras BRB seguidas de 3 nimeros obedecendo a
sequéncia do banco (BRBXXX). Todas as informagdes referentes as cepas utilizadas estdao
contidas na Tabela 3.1.

Para esse trabalho, as cepas descongeladas e cultivadas em 50 mL de meio liquido
a temperatura ambiente (=28°C) e sob uma agitacdo orbital de 180 rpm. Para cada cepa
foram utilizados 5 meios de cultura diferentes:
1. Caldo amido-caseina (Starch Casein Broth—-SCBm), composi¢ao/ L:amido, 10,0 g;
NaCl, 2,0 g; caseina, 0,3 g; KNOs3, 2,0 g; K2HPO4, 2,0 g; MgS0O4.7H20, 0,05 g; CaCOs,
0,02 g; FeSO4.7H20, 0.01 g; sal marinho (Red Sea), 36,0 g; H20 deionizada q.s.p. 1L;
2. R5Mm, composi¢do/ L: glicose, 10,0 g; extrato de levedura, 5,0 g; Solucdo de
casaminoacidos, 0,1 g; MgCl2.6H:0, 10,12 g; solu¢ao de minerais-trago (ZnClz, 40,0 mg
L, FeCl3.6H20, 200.0 mg L!; CuCl2.2H20, 10,0 mg L!; MnClz, 10,0 mg L!; Na2B4O7.
10H20, 10,0 mg L'; (NH4)6M07024.4H20, 10,0 mg L"), 2,0 mL; sal marinho (Red Sea),
36,0 g; H20 deionizada q.s.p. 1L;
3. ISP2m composigdo/ L: extrato de levedura, 4,0 g; malte, 10,0 g; dextrose, 4, 0 g; sal
marinho (Red Sea), 36,0 g; H20 deionizada q.s.p. 1L;
4. DBm, composic¢ao/L: (meio pronto): Infusdo de batata 200g; Glicose 20g; sal marinho
(Red Sea), 36,0 g; H20 deionizada q.s.p. 1L;
5. A1, composicao/L: amido, 10,0 g; extrato de levedura, 4,0 g; peptona, 2,0 g; sal marinho
(Red Sea), 36,0 g; H20 deionizada q.s.p. 1L.

Os caldos foram extraidos duas vezes com 25 mL de acetato de etila(EtOAc).
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Tabela 2.1: Tabela contendo todas as cepas utilizadas, os seus respectivos meios de cultivo e os percentuais

de inibi¢do de crescimento(GI%) de células HCT-116 obtidos através do teste do MTT na concentragdo de

50pg/mL dos extratos apds 72 horas de incubagdo. Algumas cepas foram identificadas através do

sequenciamento do gene do 16S rRNA e comparagdo da sequéncia obtida com dados do genebank. Esses

dados foram obtidos do banco de cepas de bactérias marinhas do Lafarmar, ICB-USP

EXTRATO MEIO LOCAL DE COLETA IDENTIFICACAO GI (%)
DA BACTERIA (50ug/mL)

BRB340 Alm Antartica
BRB346 BDm Sedimento (Atol das Rocas) 89,66
BRB346 R5Mm Sedimento (Atol das Rocas) 90,133
BRB346 ScBm Sedimento (Atol das Rocas) 95,623
BRB348 ScBm Sedimento (Atol das Rocas) 98,661
BRB384 Alm Sedimento (Trindade) 91,224
BRB38&9 ScBm Sedimento (Trindade) 98,96
BRB390 BDm Sedimento (Trindade) 95,528
BRB393 R5Mm Sedimento (Atol das Rocas) 78,517
BRB398 BDm Sedimento (Atol das Rocas) 96,343
BRB 401 BDm Sedimento (Trindade) 98,314
BRB 408 Alm Sedimento (Atol das Rocas) Bacillus sp. 78,912
BRB 408 BDm Sedimento (Atol das Rocas) Bacillus sp. 79,065
BRB 408 ISP2m Sedimento (Atol das Rocas) Bacillus sp. 88,71
BRB 408 R5Mm Sedimento (Atol das Rocas) Bacillus sp. 82,117
BRB 408 ScBm Sedimento (Atol das Rocas) Bacillus sp. 95,695
BRB 417 BDm Sedimento (Atol das Rocas) 90,465
BRB 417 ScBm Sedimento (Atol das Rocas) 47,041
BRB 418 Alm Sedimento (Atol das Rocas) 93,606
BRB 418 BDm Sedimento (Atol das Rocas) 88,223
BRB 418 ISP2m Sedimento (Atol das Rocas) 78,172
BRB 418 R5Mm Sedimento (Atol das Rocas) 79,706
BRB 419 BDm Sedimento (Alcatrazes) Pseudomonas sp. 91,387
BRB 432 BDm Sedimento (Alcatrazes) Psychrobacter sp. 93,327
BRB 432 R5Mm Sedimento (Alcatrazes) Psychrobacter sp. 82,475
BRB 434 R5Mm Sedimento (Alcatrazes) Bacillus sp. 93,135
BRB 435 BDm Sedimento (Alcatrazes) 90,5
BRB 442 Alm Sedimento (Alcatrazes) Bacillus sp. 93,092
BRB 442 BDm Sedimento (Alcatrazes) Bacillus sp. 99,221
BRB 442 ISP2m Sedimento (Alcatrazes) Bacillus sp. 97,707
BRB 442 R5Mm Sedimento (Alcatrazes) Bacillus sp. 93,078
BRB 443 Alm Sedimento (Alcatrazes) Bacillus sp. 9,091
BRB 444 ISP2m Sedimento (Alcatrazes) 88,183
BRB 448 Alm Sedimento (Alcatrazes) Bacillus sp. 90,222
BRB 448 BDm Sedimento (Alcatrazes) Bacillus sp. 80,562
BRB 448 ISP2m Sedimento (Alcatrazes) Bacillus sp. 99,516
BRB 448 R5Mm Sedimento (Alcatrazes) Bacillus sp. 82,3
BRB 455 ISP2m Sedimento (Atol das Rocas) 76,543
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2.4.2 Obtencdo das proteinas de interesse

2.4.2.1. Obtencéo dos plasmideos

O plasmideo para a expressdo de XIAP foi cedido pelo Prof. Dr. Eli Chapman
(Department of Pharmacology and Toxicology, University of Arizona, EUA), contendo a
sequéncia de expressdo desejada com uma cauda extra de histina (His-tag), resistente a
canamicina, em vetor pSpeedET.

No caso da expressio de STMNI, a bactéria competente ja foi adquirida

comercialmente na Addgene (https://www.addgene.org/31326/).

2.4.2.2. Transformacao das bactérias competentes para a producéo de XIAP

A proteina XIAP foi obtida por expressao em sistema heterélogo utilizando a
bactéria Escherichia coli BL21(DE3). Para tornar as bactérias competentes, um pré-
inoculo de E. coli foi adicionado em 10mL de meio LB, em tubo conico de 50 mL, incubado
a 37°C e 160 RPM overnight. No dia seguinte, 5 mL do cultivo foram transferidos para um
erlenmeyer de 1 L contendo 500 mL de meio LB e novamente incubado sob as mesmas
condicdes até atingir densidade 6tica (OD) em Asoonm de 0,3. O cultivo foi entdo incubado
em banho de gelo por 5 minutos e centrifugado a 3500 RPM e 4°C por 10 minutos. Apos
descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido cuidadosamente em 100 mL de tampao
Ca*"/glicerol gelado (60mM CaCl2, 10mM PIPES, 15% [v/v] glicerol, pH 7,0). O
sobrenadante foi novamente descartado e a suspensdo centrifugada e ressuspendida nas
mesmas condigdes. Apds a segunda ressuspensao, novamente o conteudo foi centrifugado,
o sobrenadante descartado, o pellet ressuspendido em 12 mL de tampdo Ca?*/glicerol e,
por fim, aliquotas de 500 pL foram armazenadas a -80 °C.

A transformacgado foi feita com uma aliquota de 50 PL de uma suspensdo com E.
coli competente, adicionada a 3 UL do plasmideo de interesse numa concentracao
aproximada de 3ng/mL, que havia sido previamente cultivado pela técnica de
minipreparacao de DNA plasmidial (Miniprep) e enviado para sequenciamento. Apds 45
segundos de incubagdo em banho-maria a 42°C e mais 2 minutos em gelo, foram
adicionados mais 850 UL de meio LB (Lysogeny Broth, 10 g.L 1 triptona, 5 g.L.-1 extrato
de levedura, 5 g.L! cloreto de sodio) e incubados em camera incubadora com agitagio
orbital a 37 °C e 160 RPM por 1h. O cultivo foi, entdo, centrifugado a 1500 RPM por 5
minutos, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 400 UL de meio para ser

inoculado em placa de Petri com meio LB solido (+18 g.L! agar) acrescido de 50 pg/mL
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de canamicina. A placa foi incubada a 37 °C overnight, ou até que se formassem as colonias

transformadas.

2.4.2.3. Cultivos das bactérias transformadas

Para a produ¢do em larga escala de ambas as proteinas, inicialmente ¢ necessario
um pré-indculo de pequena escala em tubos conicos de 50 mL contendo 20 mL de meio
LB com 50 pg/mL de canamicina para a XIAP e ampicilina para a STMNI, no qual a
colonia transformada ¢ inoculada. Estes tubos conicos sdo mantidos a 37 °C e 160 RPM
overnight. No dia seguinte o pré-indculo ¢ transferido para um frasco de cultivo em larga
escala (erlenmeyers de 2 L de volume total, contendo 1 L de meio LB com canamicina para
a XIAP e ampicilina para a STMNI1 na proporg¢ao de 50 pg/mL).

Os cultivos em larga escala inicialmente também se encontram a 37 °C e 160 RPM,
contudo ao atingir OD em Asoonm de 0,3 a 0,4, a temperatura ¢ diminuida para 16 °C até
atingirem OD em Asoonm de 0,8 para a indugdo de expressdo utilizando IPTG (isopropil
beta-D-1- tiogalactopiranosideo), sendo necessario 1 mM para a STMNI1 ¢ 0,3 mM para a
XIAP. Os cultivos em larga escala ficam overnight a 16 °C. No dia seguinte o meio
contendo as bactérias € transferido para tubos conicos de 50 mL e centrifugado a 7000
RPM por 15 minutos. Apds o descarte do sobrenadante o pellet segue para o processo de

extragdo e purificacdo, ou ¢ armazenado a -20 °C até o inicio desta etapa.

2.4.2.4. Purificacéo das proteinas

O precipitado obtido durante a produg@o em larga escala ¢ lisado por ressuspensao
em tampao de lise completo (50 mM Hepes pH 7.4, 150 mM KCL, 5 mM MgCl2, 10%
[v/v] glicerol 50% em ddH20 + 100mM SIGMAFAST Protease Inhibitor Cocktail Tablets
EDTAFree + 2mM BME), seguido por sonicacio no sonicador vertical Sonics Vibra- Cell
VCX 500 (Sonics & Materials) durante 5 minutos, amplitude de 40% com pulso 30
segundos e intervalos de 15 segundos. Em seguida, a solucao ¢ novamente centrifugada
(14000 RPM por 45 minutos) e o sobrenadante ¢ adicionado a coluna de niquel (HisTrap
excel 5 mL, GE LifeSciences), previamente empacotada com tampao de lise para a
purificacdo por cromatografia de afinidade por metal imobilizado. Apos eliminar os
ligantes inespecificos com os tampdes de lavagem (tampao de lise + 2 mM BME) ¢ de
lavagem adstringente completo (50 mM Hepes pH 7.4, IM KCL, 5 mM MgClz, 5% [v/V]
glicerol 50% em ddH20 + 2mM BME) ¢ adicionado o tampao de elui¢do, contendo

imidazol em uma concentracdo final de 250 mM (50 mM Hepes pH 7.4, 150 mM KCI,
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S5mM MgClz, 10% [v/v] glicerol 50%, 250 mM Imidazol em ddH20). O Imidazol compete
com a proteina pelo sitio de ligagdo com o ion metalico, deslocando-a do sistema. Para 1L
de meio utilizado sdo necessarios 30 mL de tampao de eluicdo, sendo que o eluido ¢
coletado em fragdes separadas em microtubos de 1,5mL ordenadamente para a anélise em
SDS-PAGE. As fracdes contendo as proteinas de interesse sdo dialisadas.

A etapa final de purificagdo ¢ a didlise, necessaria para a separagdo das proteinas
de interesse do Imidazol. As fragdes purificadas sao condicionadas em membrana de dialise
Spectra/Por de 3.5kD (Spectrum Labs), imersa em tampao de dialise (20 mM Hepes pH
7.4, 150 mM KCI, ImM MgCl2 em ddH20) em agitador magnético a 4 °C overnight. A
solucdo livre de Imidazol ¢ entdo concentrada em filtros de centrifuga Amicon Ultra- 15
10K (Merck), a 4000 RPM a 4 °C. As proteinas sao aliquotadas em microtubos contendo
200 pL de solugdo.

2.4.2.5. Confirmacéo da purificacéo e expressao

A confirmagdo da expressdao das bactérias transformadas foi realizada em gel de
poliacrilamida 12% (Resolving Gel- 1,07 ml 4gua deionizada; 1,8 ml glicerol; 9,0 ml
tampao resolving; 5, 05 mL Acrilamida 40%; 25 pL Temed; 270 UL APS 10%. Stacking
gel- 4,2 mL 4gua desionizada, 5,6 mL tampao stacking; 1,25 mL acrilamida 40%; 25 pL
temed; 270 pL APS 10%). A corrida foi realizada em equipamento da Bio-Rad de
Wet/Tank Blotting Systems durante duas horas e meia a 90V. O gel foi corado com
Commassie ¢ descorado com uma solucio contendo Metanol e Acido acético.

Para a confirmagdo de expressdo, precipitados de dois cultivos em pequena escala,
um controle e um induzido com IPTG, foram lisados, sonicados e centrifugados da mesma
forma que foi descrita no pardgrafo anterior. Uma aliquota de 5 pL do sobrenadante foi
preparada com 15 PL de Sample Buffer Laemmli 2x (Sigma-Aldrich). Para a confirmar a
purificagao, 5 UL do eluido da coluna a cada passagem durante o processo de purificacao

da proteina eluida também foram preparados da mesma forma.

2.4.2.6. Quantificag¢do de proteinas

A dosagem das proteinas foi realizada com o kit da Bio-Rad e conforme o
protocolo. Em uma placa de 96 pocos foi pipetado um volume de SUL, em triplicata das
amostras a serem testadas, no caso a STMNI e a XIAP, além da curva de BSA (nas

concentracdes de 2,0; 1,5; 1,0; 08; 05; 0,2). Em seguida, foi pipetada a solugdo A' (30 pL
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de reagente S e 1,5 mL de reagente A) em um volume de 25 pL. Ao final foi pipetado o

reagente B. Posteriormente, a placa foi lida e analisada.

2.4.3. Ensaio de bioafinidade (HPLC- MS)

O ensaio de Bioafinidade (HPLC- MS) foi realizado em colaboracdo com a
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto com a Mestre Eduarda Antunes
Moreira, Dra. Anelize Bauermeister ¢ o Professor Norberto Peporine Lopes. Todas as
amostras obtidas da cromatografia de bioafinidade foram solubilizadas em 0.5 mL de
metanol e em seguida filtradas em colunas de Sephadex DH-20 (montada em uma pipeta
de Pasteur) para remocgao dos sais do tampao. As analises foram desenvolvidas em sistema
HPLC (high performance liquid chromatography) (Shimadzu) acoplado a um
espectrometro de massas da AmaZon SL (Bruker Daltonics) equipado com uma fonte de
ionizagdo electrospray ¢ um analisador iontrap. Os dados foram adquiridos no modo
positivo de ionizagdo. Os parametros empregados no espectrometro de massas foram:
voltagem: 3500V, end plate: 500V, temperatura do capilar: 320°C, faixa de m/z: 100-1000,
gas de secagem: 10 L.min"!, nebulizador: 60 psi. 15 UL de cada amostra foram injetados
em uma coluna cromatografica Luna C18 (5 um, 4.6 x 25 cm) mantida a 40°C. A fase
movel consistiu de dgua deionizada (fase A) e metanol (fase B), ambas contendo 0.1 % de
acido foérmico. A condigdo cromatografica aplicada foi: 5% fase B em 0 min, 100% fase B
em 30 min, 100% fase B em 35 min e 5% fase B em 37 min. O quociente de vazao utilizado

foi de 1.0 ml.min"!.

2.4.4. Analise dos dados obtidos por HPLC-MS/MS em bancos de dados

Os dados obtidos do HPLC-MS/MS contendo as informagdes dos extratos brutos e
dos extratos com as proteinas foram analisados comparando com os bancos de dados do
GNPS — com o uso da ferramenta dereplicator-, AntiBase e Scifinder em colabora¢ao com
o projeto de pos-doutorado FAPESP (2017/16606-6) do Dr. Marcelo Tangerina sob
supervisdo do Professor Marcelo Pena do Instituto de Biociéncias - USP ligado a0 mesmo

projeto tematico que este projeto de mestrado.

2.5. Resultados e discussao

2.5.1. Expresséo heterdloga
A padronizacdo deste protocolo iniciou com os estudos de expressdo em busca da

cepa para a transformacao da proteina, tendo como opgdes as cepas BL21(DE3) e Rosetta
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de E. coli, sendo que a transformac¢do com o aparecimento de colonias ocorreu apenas com
a cepa de BL21, padronizando-se assim os futuros testes apenas com esta cepa (Figura 2.4).
A cepa BL21 (DE3) ¢ uma cepa de Escherichia coli, uma bactéria Gram negativa que foi
descoberta e descrita em 1885 como habitante do célon de mamiferos. As cepas mais
estudadas de E. coli sdo a K-12 ¢ B e ambas sdo provenientes do intestino humano e os
estudos com estas cepas datam das primeiras décadas do século 20. A BL21(DE3) ¢ uma
cepa altamente utilizada na produ¢do de proteinas recombinantes que estejam sob o
controle da T7 RNA polimerase, como ¢ o caso da XIAP utilizada neste estudo. A maior
delecdo da BL21(DE3) ocorreu de forma espontinea e levou a remocao do ompT, sendo

esta delecdo desejavel ja que o OmpT ¢ protease de membrana que pode elevar a

degradagdo de proteinas no processo de purificagdo?!.

Figura 2.4: Fotos das placas de LB com canamicina contendo o plasmideo da BIRC4 referente a XIAP. (A) Foto
da placa com sua identificag@o e algumas colonias que sdo mostradas por setas. (B) Zoom nas coldnias para melhor

visualizagdo.

Para a indugdo da XIAP utilizou-se IPTG nas concentragdes de 1mM e 0,3mM,
sendo que foi na menor concentragcdo de IPTG (0,3mM) que a bactéria cresceu melhor.
Para os crescimentos em pequena e larga escala as temperaturas utilizadas foram de 37°C
e, posteriormente, 16°C. A producdo em larga escala da XIAP foi extensamente laboriosa

tendo em vista que ndo foi encontrada na literatura uma estimativa de proteina final
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purificada para os litros de producdo de bactéria, o que levou a uma grande produgdo de
bactérias crescidas em meio de cultura.

Para a confirmagao da purificacdo realizou-se um gel de poliacrilamida (figura 2.5)
¢ a amostra final foi sequenciada e foram obtidas as seguintes sequéncias:

XIAP
GACCAAAGACGAGATATACATACCCATGGGATCTGATAAAATTCATCATC
TCATCATCACGAAAACCTGGGGAGACAGGGCATGACTTTTAACAGTTTTGAA
GGATCTAAAATGAGGGACCTGGGAGACATCAATAAGGAAGAAGAATTTGTA
GAAGAGTTTAATAGATTAAAAACTTTTGCTAATTTTCCAAGTGGTAGTCCTGT
TTCAGCATCAACACTGGCACGAGCAGGGTTTCTTTATACTGGTGAAGGAGAT
ACCGTGCGGTGCTTTAGTTGTCATGCAGCTGTAGATAGATGGCAATATGGAG
ACTCAGCAGTTGGAAGACACAGGAAAGTATCCCCAAATTGCAGATTTATCAA
CGGCTTTTATCTTGAAAATAGTGCCACGCAGTCTACAAATTCTGGTATCCAGA
ATGGTCAGTACAAAGTTGAAATCTATCTGGGAAGCAGAGATCATTTTGCCTT
AGACAGGCGGGGGTGAGACACATGCAGACTATCTTTTGAGAACTGGGCAGGT
TGTAGATATATCAGACACCATATAGGCGAGGAACCCTGCCATGTATAGTGAA
GAAGCTAGATTAAAGTCCTTTCAGAACTGGCCAGACTATGCTCACCTAACCC
CAAGAGAGTTAGCAAGTGCTGGACTCTACTACACAGG

XIAP
GACGAGAATACATACCCATGGGATCTGATAAAATTCATCATCATCATCATCA
CGAAAACCTGTCACGAGGGCATGACTTTTAACAGTTTTGAAGGATCTAAAAC
TAGTGTACCTGCAGACATCAATAAGGAAGAAGAATTTGTAGAAGAGTTTAAT
AGATTAAAAACTTTTGCTAATTTTCCAAGTGGTAGTCCTGTTTCAGCATCAAC
ACTGGCACGAGCAGGGTTTCTTTATACTGGTGAAGGAGATACCGTGCGGTGC
TTTAGTTGTCATGCAGCTGTAGATAGATGGCAATATGGAGACTCAGCAGTTG
GAAGACACAGGAAAGTATCCCCAAATTGCAGATTTATCAACGGCTTTTATCTT
GAAAATAGTGCCACGCAGTCTACAAATTCTGGTATCCAGAATGGTCAGTACA
AAGTTGATAACTATCTGGGAAGCAGAGATCATTTTGCCTTAGACAGGCGGGT
CGGGAGACACATGCAGACTATCTTTTGAGAACTGGGCAGGTTGTAGATATAT
CAGACACCAGATAGGCGAGGAACCCTGCCATGTATAGTGAAGAAGCTAGATT
AAAGTCCTTTCAGAACTGGCCAGACTATGCTCACCTAACCCCAAGAGAGTTA
GCAAGTGCTGGACTCTACT
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Indulzida N&o in‘duzida Figura 2.5: Gel de poliacrilamida para avaliar a

superexpressdo da XIAP. A superexpressdo da proteina
¢ evidenciada. Foi coletada uma amostra antes da
indu¢do com IPTG como controle negativo e apds
deixar overnight foi coletada outra amostra como

i controle positivo. As bandas sdo condizentes com o

peso molecular da XIAP de 53kDa.

Na comparagdo da sequéncia de nucleotideo para obtencdo de uma proteina com o

banco de dados de proteinas do www.ncbi.nlm.nih.gov/protein (blastX), a primeira

sequéncia demonstrou alta identidade (95.42%) com um construto sintético de XIAP
(Tabela 2.2) e todas as 100 sequéncias encontradas sdo referentes a proteina XIAP obtida
em diferentes espécies animais. Comprovando que a proteina purificada ¢ de fato a XIAP.
A segunda sequéncia também teve alta homologia com proteinas anotadas no banco de
dados como sendo a XIAP, contudo o maior e- value foi com uma proteina anotada como
sendo da espécie de primata Pongo abelli, orangotango- de- Sumatra. Todas as 100
sequéncias anotadas também sdo de diferentes espécies que expressam XIAP ou o
construido sintético da proteina (Tabela 2.3). Comprovando assim que em ambas as

sequéncias a proteina purificada é a XIAP desejada para o estudo.

Tabela 2.2. Resultados da comparag@o da primeira sequéncia obtida da proteina expressa com o plasmideo

para a XIAP no banco de dados de proteinas do www.ncbi.nlm.nih.gov/protein.

Descrigéo Nome Score Score Homologia NUmero de acesso
cientifico Maximo Total
XIAP [synthetic Construto 259 494 95.42% AIC54018.1
construct] Sintético
baculoviral AP Construto 259 494 95.42% AAX29953.1
repeat-containing Sintético
4 [synthetic
construct]
IAP-like protein Homo 259 494 95.42% AAC50518.1
ILP [Homo sapiens
sapiens]
E3 ubiquitin- Homo 259 494 95.42% NP_001158.2
protein ligase sapiens
XIAP [Homo
sapiens]
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AIC54018.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=75SGUF46013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAX29953
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAX29953
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAX29953
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAX29953
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAX29953.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=75SGUF46013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC50518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC50518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC50518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC50518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC50518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAC50518.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=75SGUF46013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001158.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=75SGUF46013

E3 ubiquitin- Pongo 258 492 92.54% XP_003779771.1

protein ligase abelii
XIAP isoform X1

[Pongo abelii]

Tabela 2.3. Resultados da comparagdo da primeira sequéncia obtida da proteina expressa com o plasmideo

para a XIAP no banco de dados de proteinas do www.ncbi.nlm.nih.gov/protein.

Descrigéo Nome Score Score Homologia Numero de acesso
cientifico Maximo Total
E3 Pongo abelii 270 496 90.28% XP_003779771.1
ubiquitin-
protein
ligase XIAP
isoform X1
[Pongo
abelii]
baculoviral Construto 270 496 95.59% AAX29953.1
IAP repeat- Sintético
containing 4
[synthetic
construct]
XIAP Construto 270 496 92.20% AIC54018.1
[synthetic Sintético
construct]
E3 Homo sapiens 270 496 92.20% NP_001158.2
ubiquitin-
protein
ligase XIAP
[Homo
sapiens]
1AP-like Homo sapiens 270 496 92.20% AAC50518.1
protein ILP
[Homo

sapiens]

A expressao da proteina STMNI1 foi realizada seguindo o protocolo que se encontra
detalhado na metodologia e para padronizacao deste protocolo foram necessarios ensaios
iniciais. Diferente da XIAP nao foram necessarios ensaios para a transformagao da bactéria
e o protocolo de padronizagdo consistiu nos valores utilizados para a indugao com IPTG,
tempo e temperatura. As concentragdes usadas de IPTG foram de 0,25, 0,5, 1,0 e 1,5 mM.
Para a confirmacgao de expressao, foi realizado um gel de poliacrilamida e o padrao obtido
(Figura 2.6) ¢ similar com o apresentado por Biissow et al. (2005)*2, mostrando que a
expressao heterologa da STMNI foi possivel assim como no artigo em que o seu plasmideo
foi trabalhado. Para mais uma verificagdo foi realizada o ensaio de Western Blotting
(Figura 2.7) em que o anticorpo para STMNI1 identificou e marcou a proteina em 18kDa.
A melhor concentracdo de IPTG foi 1,0 mM, sendo esta a escolhida para a padronizagdo

do protocolo. As fracdes apresentadas em todas as figuras sao a proteina purificada que ¢
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003779771.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=75SGUF46013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003779771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003779771.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=75TEX79Y01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAX29953
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAX29953
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAX29953
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAX29953
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAX29953
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAX29953.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=75TEX79Y01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AIC54018
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AIC54018
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AIC54018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AIC54018.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=75TEX79Y01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_NP_001158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001158.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=75TEX79Y01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC50518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC50518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC50518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC50518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC50518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAC50518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAC50518.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=75TEX79Y01R

recolhida ao sair da coluna de purificagdo IMAC. A primeira fracdo ¢ o primeiro produto

provindo da coluna ao iniciar a eluigdo que € recolhido em microtubo de 1,5mL e assim

por diante, normalmente a proteina se desliga da resina durante o meio da eluigao, por volta

das fragoes 14 a 18.

Molecuiar  STMN1 g0 Ads  Fradion Fraction Fracton Fraction Fraction B Moo Shn g, A% Fradion F —
Weight  Induced oo Wash!  Wash 3 10 15 7

A wesnt  induced
i s A e S

ERB
m,_f_:"ll =
|-

1 Washl Wash 1 8 15 20 2

C Molecular - STMN1 Molecular STMN1  Flow Ads  Fraction Fraction Fracton  Fraction

Weight Induced throut Wash Wash 5 12 15 22

Ads
Washl  Wash Fln;!l)n Fra‘dolon me;mn Fraction

18kDa

Figura 2.6: Géis de poliacrilamida corados com Coomassie Blue mostrando a indugdo e purificagao da
proteina STMNI1 sob diferentes concentragdes de IPTG. (A) Inducdo da proteina STMN1 com 0,25mM
de IPTG (concentragdo de estoque de 1M) e purificagdo em coluna IMAC. (B) Inducdo da proteina
STMNI1 com 0,5nM de IPTG (concentragdo de estoque de 1M) e purificacdo em coluna IMAC. (C)
Indugdo da proteina STMNI com 1,0mM de IPTG (concentragdo de estoque de 1M) e purificacdo em
coluna IMAC. (D) Indugéo da proteina STMNI1 com 1,5mM de IPTG (concentragdo de estoque de 1M)
e purificacdo em coluna IMAC.
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Figura 2.7: Western Blotting para a visualizagdo da proteina STMNI1.
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2.5.2. Cromatografia de bioafinidade

Foram analisados 38 extratos (Tabela 3.1) utilizando a técnica de cromatografia de
bioafinidade com as proteinas XIAP e STMNI1, sendo obtidos #hits especificos e
inespecificos para ambas as proteinas. Os hits sdo substancias encontradas nos extratos que
apresentaram interagdo com as proteinas na técnica de cromatografia de bioafinidade e
podem ser classificados como especificos e inespecificos. Como critério selecionamos hits
especificos como aqueles que apresentaram interacdo com apenas uma das proteinas,
gragas as diferencas estruturais que elas apresentam, servindo assim como controle. Os
resultados para os chamados hits especificos estdo detalhados nas Tabelas 2.4. ¢ 2.5. A

critério de exemplificacdo estdo apresentadas duas figuras de dois hits com as proteinas

XIAP e STMNI (figura 2.8 e figura 2.9).
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Figura 2.8: Cromatogramas ¢ espectros de massa para o extrato de 408 ScBm ¢ amostra obtida por
cromatografia de bioafinidade deste extrato com a proteina XIAP. (A) Cromatograma mostrando
cromatografia de pico de tempo de retengdo de 18,4 minutos para o /it no extrato. (B) Cromatograma

mostrando o pico relativo ao Ait. (C) Espectro de massa da proteina XIAP mostrando o ion principal m / z

425.
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Figura 2.9: Cromatogramas e espectros de massa para o extrato de 432 BDm e amostra obtida por
cromatografia de bioafinidade deste extrato com a proteina STMNI. (A) Cromatograma mostrando
cromatografia de pico de tempo de retengdo de 27,6 minutos para o Ait no extrato. (B) Cromatograma
mostrando o pico relativo ao Ait. (C) Espectro de massa da proteina XIAP mostrando o ion principal m / z

394.29.

A técnica de cromatografia de bioafinidade foi realizada uma vez com todos os
extratos apresentados na Tabela 3.1 e duas vezes nos extratos apresentados nas Tabelas 2.4
e 2.5, assegurando assim a confiabilidade no resultado e nos hits especificos. Ao todo 7
extratos apresentaram diferentes /its inespecificos e eles foram: BRB393 RSMm, BRB398
BDm BRB434 R5Mm, BRB442 R5Mm, BRB448 BDm, BRB448 R5Mm e BRB455
ISP2m.

Tabela 2.4: Tabela contendo as informagdes referentes as cepas que apresentaram /it especifico com a XIAP.
Na tabela temos a informacgdo do extrato, o meio de cultura em que o mesmo foi cultivado, o tempo de

retencgao ¢ a relacdo m/z do ion referente ao Ait.

EXTRATO MEIO TEMPO DE iON
RETENCAO m/;

BRB340 Alm 28.1/29.5 369.42 / 368.44
BRB346 R5Mm 22.7 197.06
BRB346 ScBm 17.6 308.12
BRB408 ISP2m 13.4/18.5/23 327.2/425.1/269.1
BRB408 ScBm 18. 4 425.17
BRB417 ScBm 28.2 369.4
BRB418 Alm 17.5 267.09
BRB418 ISP2m 15.9 211.0
BRB418 R5Mm 22.7 197
BRB432 BDm 7.3 289.18
BRB432 R5Mm 22.7 197
BRB448 ISP2m 28.2 369.4
BRB455 ISP2m 10.9 292.1

Tabela 2.5: Tabela contendo as informagdes referentes as cepas que apresentaram /it especifico com a
STMNI. Na tabela temos a informagao do extrato, o meio de cultura em que o mesmo foi cultivado, o tempo

de retengdo e a relagdo m/z do ion referente ao Ait.

EXTRATO MEIO TEMPO DE ION
RETENCAO m/z
BRB408 ISP2m 7.01/18.4 274.1/425.2
BRB432 BDm 27.6 394.29
BRB432 R5Mm 21.7 313.1
BRB448 BDm 8 371.2

Conforme apresentado na Tabela 2.1 ndo sdo todas as cepas de bactérias trabalhadas
nesta pesquisa que foram identificadas, contudo podemos elencar a BRB408, BRB432 ¢

BRB448 que ja foram identificadas. As cepas BRB408 e BRB448 sdo bactérias
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identificadas como Bacillus sp., enquanto a BRB432 ¢ identificada como Psychrobacter
Sp.

O género Bacillus ¢ um género de bactérias Gram-positivas e formadoras de
esporos podendo ser encontrada principalmente em solos o que leva a muitas espécies deste
género a estarem associadas a plantas, bactérias endofiticas e a rizobactérias’®. Essas
caracteristicas do género Bacillus fazem com que estas bactérias sejam responsaveis pela
producdo de uma gama de compostos de diferentes estruturas e que desempenham uma
série de atividades biologicas, conhecidos como metabolitos secundarios que servem como
mecanismo de defesa, agentes de simbiose, hormonios sexuais etc. Estas diferentes
estruturas quimicas sdo interessantes para o uso farmacéutico levando ao estudo do extrato
bruto em busca de novos farmacos. Dentre os metabdlitos secundarios de Bacillus sp.
podemos citar as classes estruturais de bacteriocinas, lipopeptideos ciclicos, toxinas
inseticidas,  sideroforos, dicetopiperazinas, alcaloides indolicos, lantibioticos,
macrolactonas, isocumarinas, pigmentos e varias substancias de outras classes quimicas®*.

O potencial de uso industrial dos metabolitos secundarios do género Bacillus sp.
pode ser observado na classe dos lipopeptideos ciclicos, em que muitas substancias com
potencial antifungico ja identificada, dentre varios outros. O género Bacillus representa
uma rica fonte de metabolitos secundarios com um potencial de uso farmacéutico
gigantesco®*.

O género Psychrobacter sp. € menos estudado que o género Bacillus sp., mas o seu
potencial industrial também € relevante. O género Psychrobacter sp. foi proposto em 1986
por Juni e Heym??® para acomodar bactérias psicrofilicas, Gram-negativas e halotolerantes.
As fontes destas bactérias compreendem peixes, frutos do mar, agua marinha, sedimento
marinho, comida processada, gelo antartico, dentre outros3®. Esse género de bactéria é
amplamente encontrado em ambientes gelados, sendo capaz de crescer em temperaturas
abaixo de 5°C38. Algumas cepas de Psychrobacter sp. sido capazes de produzir enzimas
como a anidrase carbdnica sugerindo um potencial biotecnologico de biorremediagdo por

meio da precipita¢do de metais pesados’’°.

2.5.3. Analise dos dados obtidos por HPLC-MS/MS em bancos de dados

Os dados obtidos do HPLC-MS/MS contendo as informagdes dos extratos brutos e
dos extratos com as proteinas foram analisados comparando com os bancos de dados do
GNPS — com o uso da ferramenta dereplicator-, AntiBase e Scifinder (Figura 2.10). A

maioria dos extratos nao obteve nenhuma substancia anotada nos bancos de dados, o que
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ressalta a caréncia de dados de substancias da biodiversidade brasileira nesses bancos de
dados.

Durante as buscas, no entanto, foram encontradas duas substincias ja descritas na
literatura. O hit para a XIAP com tempo de reteng¢do de 10.9 min e com m/z de 292.1 para
a bactéria BRB455 ISP2m foi anotado como correspondendo a substincia burkholona
presente no banco de dados do AntiBase 2012 (figura 2.11). A burkholona ¢ um antibiotico
citotoxico produzido pela Burkholderia sp. que atua contra IGF-1%°. A burkholone é uma
substancia pouco estudada na literatura e com aparente potencial citotdéxico o que a torna
interessante para estudos visando analisar se este potencial citotoxico pode estar ligado a
sua acao na XIAP. O outro hit encontrado nos bancos de dados foi para a phthoxazolin A.
O hitem 21.7 min e com m/z de 313.1 para a bactéria BRB432R5Mm obtido com a STMN1
estd anotado no AntiBase e no GPNS-Dereplicator como sendo a phthoxazolin A (figura
2.12). A phthoxazolin A ¢ uma substancia produzida por Streptomyces sp. que ja teve o seu
potencial como antibidtico apontado em 1990*! e, em 2009, foi demonstrado que ela inibe

o crescimento de células de cancer de prostata®?.
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Figura 2.10: Molecular Network de todos os extratos analisados. Os nodos em vermelho representam o

branco, em azul o extrato, em verde a STMNI1 e em amarelo a XIAP. Na busca em bancos de dados foram

encontradas apenas duas anotagdes que estdo apresentadas nas figuras 3.5 e 3.6.
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Figura 2.11: Hit presente em 10.9 min e com m/z de 292.1 para a bactéria BRB455 ISP2m para a XIAP.
(A) Cromatograma da bactéria BRB455ISP2m para a XIAP com a presenca de um hit especifico no tempo
de retengdo de 10.9 min. (B) m/z 292.1 para a bactéria BRB455 ISP2m para a XIAP e o cluster do MS
obtido pelo GNPS. (C) Estrutura quimica da substancia anotada no banco de dados como sendo a

burkholone.
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Figura 2.12: Hit presente em 21.7 min e com m/z de 313.1 para a bactéria BRB432R5Mm paraa STMNI.
(A) Cromatograma da bactéria BRB432R5Mm para a STMN1 com a presenga de um hit especifico no
tempo de reteng@o de 21.7 min. (B) m/z 313.1 para a bactéria BRB432R5Mm para a STMNI ¢ o cluster
do MS obtido pelo GNPS. (C) Estrutura quimica da substancia anotada no banco de dados como sendo a
phthoxazolin A.
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2.6. Conclusao

O projeto inicial da cromatografia de bioafinidade apresentou contratempos em
relacdo aos objetivos iniciais decorrente da pandemia mundial de Covid- 19, contudo a
técnica ainda foi padronizada com duas proteinas estruturalmente diversas e em um grande
numero de extratos do nosso banco de cepas. Apesar de ndo ter sido possivel realizar a
purificacdo das substancias ativas e posteriormente os ensaios bioldgicos, os extratos foram
comparados ao banco de dados GNPS, AntiBase e Scifinder.

Nos bancos de dados também foram anotadas duas substincias correspondendo a
dois Aits identificados na cromatografia de bioafinidade, a burkholone, que fo1 identificada
quando utilizada a XIAP, e a phthoxazolin A, anotada quando utilizada a STMN1. Contudo
ndo existe na literatura nenhum material relacionando o potencial de interagdo das
substancias com ambas as proteinas estudadas neste trabalho, o que reforca a importancia
desta estratégia no estabelecimento de alvos para as substancias citotoxicas. Naturalmente,
essas informagdes precisam ser confirmadas com a purificagao das substancias e validagao

da sua atividade bioldgica.
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3. Capitulo 2. Embelina potencializa a apoptose induzida por venetoclax em células

de leucemia aguda

Manuscrito aceito para publicagdo na revista Toxicology in vitro.

3.1 Resumo

A leucemia mieloide aguda (LMA) ¢ caracterizada pela expansdo clonal da linhagem
mieldide na medula 6ssea e no sangue periférico. E uma doenga heterogénea, cujas
alteragdes genéticas estdo frequentemente associadas a prejuizos nas estratégias
terapéuticas além da recidiva da doencga. Assim, € necessario buscar novas substincias e
alvos para superar a LMA. Buscando compreender o efeito biologico de um modulador da
XIAP nas células leucémicas, iniciamos o estudo da substancia embelina. A embelina (2,5-
dihydroxy-3-undecyl-1,4-benzoquinona) ¢ uma benzoquinona de origem natural descrita
na literatura como inibidora de XIAP. O venetoclax (ABT-199) é um farmaco de
biodisponibilidade oral, que inibe BCL2 seletivamente, aprovado para uso em 2016 pela
agéncia regulatoria dos Estados Unidos para o tratamento de leucemia linfocitica cronica.
Contudo a resisténcia ao venetoclax, pode ser adquirida pela regulagdo positiva ou gragas
a outras proteinas anti-apoptoticas. Desta maneira, podemos inferir que a combinagao entre
os farmacos levaria a um efeito potente de inducao de apoptose, uma vez que a cascata
apoptdtica, antes suprimida pela acdo da XIAP e da BCL2, seria ativada na presenca dessas
substancias. O objetivo deste capitulo foi estudar o efeito da terapia combinada de
venetoclax e embelina em linhagens de LMA. A combinagdo de venetoclax e embelina
reduz a viabilidade das linhagens celulares de LMA, aumentando a morte celular por
apoptose, a regulacdo negativa de XIAP e o dano ao DNA induzido. Devido a baixa
toxicidade da embelina, essa substancia pode ser usada em combinacao para reduzir as
doses de venetoclax, o que poderia minimizar os efeitos colaterais com manutencdao da
resposta terapéutica ou até mesmo reverter mecanismos de resisténcia em pacientes com
LMA. Nossas descobertas destacam ainda mais os medicamentos direcionados as proteinas

inibidoras de apoptose (IAPs) como uma op¢ao para o tratamento da LMA.

56



3.2. Introducéo

A leucemia mieldide aguda (LMA) ¢ caracterizada pela expansdo clonal da
linhagem mieléide na medula dssea e no sangue periférico. E uma doenga heterogénea,
cujas alteragdes genéticas estdo frequentemente associadas a prejuizos nas estratégias
terapéuticas além da recidiva da doenca. Assim, € necessario buscar novas substincias e

alvos para superar a LMA®,

Buscando compreender o efeito bioldégico de um modulador da XIAP nas células
leucémicas, iniciamos o estudo da substincia embelina. A embelina (2,5-dihidroxi-3-
undecil-1,4-benzoquinona) (Figura 3.1) ¢ uma benzoquinona de origem natural
proveniente do fruto da Embelia ribes, popularmente conhecida como vidanga, que tem
sido estudada como tratamento para uma variedade de canceres**. A embelina é descrita
na literatura como inibidora de XIAP, sendo a inibi¢ao decorrente da ligacdo da substancia
ao dominio BIR3 da proteina impedindo a associacdo da proteina com a caspase 9
resultando na supressdo do crescimento celular, proliferacdo e migracdo em diferentes

modelos tumorais®.

Além do estudo da embelina sozinha, incluimos no nosso estudo o venetoclax
(Figura 3.1). O venetoclax (ABT-199) ¢ um fairmaco de biodisponibilidade oral que inibe
BCL2 seletivamente e foi aprovado para uso em 2016 pela agéncia regulatoria dos Estados
Unidos no tratamento de leucemia linfocitica cronica. Estudos in vivo e in vitro em células
de LMA demonstraram que o fArmaco apresenta alta efetividade. Contudo a resisténcia ao
venetoclax pode ser adquirida pela regulacdo positiva ou gragas a outras proteinas

antiapoptoticas*®.

A capacidade de evitar a apoptose ¢ uma das caracteristicas da resisténcia aos
tratamentos anticancer atuais*’. Desta forma, drogas capazes de neutralizar as fung¢des pro-
oncogénicas e antiapoptoticas das IAPs, incluindo a XIAP, podem ser mais efetivas por
levar a morte celular diretamente ou por diminuir o limiar de inducao de apoptose, tornando

o tratamento mais efetivo e menos toxico?’.

3.2.1. Apoptose

O termo apoptose foi utilizado pela primeira vez em um artigo escrito por Kerr,
Wyllie e Currie em 1972 para descrever um processo de morte celular que resulta na

remogado ordenada e eficiente de células defeituosas. A apoptose pode ser provocada por
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sinais de dentro da célula ou por sinais externos e a desregulacdo do aparato de morte
celular apoptdtico € um hallmark do cancer, sendo a alteragdo na apoptose responsavel
pelo desenvolvimento tumoral e também da resisténcia do tumor a terapias 434

A apoptose ¢ um componente vital em processos como o desenvolvimento correto
e funcionamento do sistema imune, a atrofia dependente de hormonios, desenvolvimento
embrionario, a morte celular induzida e outros processos; € uma apoptose incorreta, seja o
excesso ou a falta, ¢ um fator importante em muitas condi¢des humanas como as doencgas
neurodegenerativas, doencas autoimunes e o cancer. No cancer os mecanismos para
regulagdo do ciclo celular encontram-se disfuncionais, tendo um excesso de proliferacao
celular e/ou uma queda na remogdo de células. A supressdo da apoptose durante a
carcinogenése apresenta um papel importante no desenvolvimento e progressao de algumas
linhagens tumorais e células tumorais podem adquirir resisténcia a apoptose por meio da
expressao de proteinas anti-apoptoticas, como a BCL2, ou a regulagdo negativa ou mutacao
de proteinas pro-apoptoticas como a BAX 48,

A apoptose ocorre normalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento
como um mecanismo homeostatico para manter as populagdes de células nos tecidos e
pode acontecer como um mecanismo de defesa a uma reagdo imune ou quando as células
sdo danificadas por uma doenga ou um agente nocivo*®.

Existem duas principais vias de apoptose, sendo elas a via extrinseca ou dependente
de receptor e a via intrinseca ou mitocondrial. Existe uma via adicional que envolve a
citotoxicidade mediada por células T e a morte celular dependente de perforina- granzyma.
Todas as vias convergem para a via de execu¢do de apoptose que ¢ iniciada pela clivagem
de caspase 3 e resulta em fragmentagao do DNA, degradagado de proteinas do citoesqueleto
e nucleares, formagdo de corpos apoptoticos, reticulagdo de proteinas, expressdo de
ligantes para os receptores das células fagocitarias e captacdo pelas células fagocitarias.
Células em processo apoptdtico apresentam uma série de modificagdes bioquimicas como
a clivagem de proteinas, a quebra de DNA e o reconhecimento fagocitario 48,

A via extrinseca de apoptose, também conhecida como a via do receptor de morte,
¢ iniciada por células NK ou macrofagos que produzem ligantes que ao ligar-se aos
receptores presentes na membrana celular levam a ativacao da pro- capase- 8 em caspase-
8. Este processo envolve receptores de morte da familia do fator de necrose tumoral (TNF).
Os membros desta familia de receptores TNF compartilham dominios extracelulares ricos

em cisteina e apresentam um dominio de 80 aminoécidos conhecido como o “dominio da
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morte”. O dominio da morte apresenta um papel fundamental na transmissdo do sinal de
morte celular da superficie da célula para as vias intracelulares 489,

A via intrinseca de apoptose envolve uma série de estimulos ndo mediados por
receptores que produzem sinais intracelulares que agem diretamente em alvos dentro da
célula. Esses estimulos podem atuar de forma positiva ou negativa, sendo os sinais
negativos aqueles que envolvem a auséncia de alguns fatores do crescimento, hormonios e
citocinas que levam ao fracasso da supressao da morte. Os estimulos que atuam de forma
positiva incluem a radiacdo, toxinas, hipoxia, hipertermia, infecgdes virais e radicais livres
48-50

Todos estes estimulos levam a mudangas na membrana mitocondrial interna que
resultam na abertura do poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial, perda da
capacidade mitocondrial da transmembrana e liberagdo de dois grupos principais de
proteinas pro- apoptdticas do espago intramembrana para o citosol. O primeiro grupo
consiste no citocromo ¢, Smac/DIABLO e a serina protease HtrA2/Omi. O segundo grupo
consiste em proteinas pro- apoptoticas, AIF, endonuclease G e CAD que sdo liberadas da
mitocondria durante a apoptose. A Smac/DIABLO e a HtrA2/Omi sdo relatados por
promover a apoptose por meio da inibi¢do das proteinas inibidoras de apoptose (IAP) 48~
50,

O controle e a regulacdo destes eventos apoptoticos mitocondriais ocorrem por
meio de membros da familia BCL2 que atuam na permeabilidade da membrana
mitocondrial podendo ser pro- apoptotica ou anti- apoptotica. Na via intrinseca a ativacao
de proteinas pré-apoptoticas membros desta familia BCL2, BAX e BAK, neutralizam as
proteinas anti-apoptoticas da familia, BCL2L1 a MCLI1 levando a perturbacdo da
membrana externa mitocondrial, fazendo com que proteinas que, normalmente, encontram-
se confinadas sejam dispersas no citosol. Estas proteinas incluem o citocromo- ¢ que ¢é
importante na ativacdo da morte dependente de mitocondria que liga-se a Apaf-1
provocando a formacdo de um complexo chamado de apoptossomo que recruta a pro-
caspase- 9 para o seu dominio de recrutamento de caspase (CARD), levando a sua ativagao
e proteodlise®.

A familia BCL2 pode ser classificada em trés subgrupos, um com acgdo pro-
apoptdtica e dois com agdo anti- apoptotica, dependendo da composi¢ao do dominio BH.
Os dominios BH1 e BH2 sdao importantes para dimerizacdo com proteinas pro-apoptoticas,
enquanto o dominio BH3 ¢ crucial em interagdes com ambas as proteinas, estando presente

em todos os membros da familia. O dominio BH4 ¢ encontrado, principalmente, nos
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membros da familia com atividade supressora de morte. O balango de intera¢des entre
proteinas da familia BCL2 ¢ importante para determinar a sobrevivéncia celular ou a
apoptose®.

As caspases sdo responsaveis por uma cascata de sinalizagdo que amplia o sinal
apoptotico e leva a uma rapida morte celular encontrando- se amplamente expressas em
sua forma inativa, proenzima, na maioria das células e uma vez ativadas podem ativar
outras pro- caspases, iniciando assim esta cascata de sinalizagdo. A cascata ¢ possivel
gracas a atividade proteolitica que fornece as caspases a capacidade de clivar proteinas nos
seus residuos de acido aspartico*¥-0,

A caspase- 3 ¢ considerada a mais importante das caspases executoras e ¢ ativada
por qualquer uma das caspases iniciadoras (caspase- 8, caspase- 9 ou caspase- 10). Esta
caspase especificamente ativa a endonuclease CAD. Em células proliferativas a CAD esta
complexada com o seu inibidor, ICAD, e em células em apoptose a ativagao da caspase-3
cliva a ICAD liberando a CAD. A CAD entdo degrada o DNA cromossomal do nucleo e
leva a condensagcdo de cromatina. A caspase-3 também induz a reorganizacdo do
citoesqueleto e a desintegragdo da célula em corpos apoptoticos*-0,

A regulacdo negativa das caspases ¢ realizada pelas proteinas inibidoras de
apoptose e ¢ caracteristico desta familia a presen¢a do dominio BIR que leva a interagao
com diversas proteinas incluindo as caspases € a sua inativacao. As agoes das [APs podem
ser suprimidas por proteina mitocondriais como a Omi/ HtrA2 e a Smac/ DIABLO que sao
liberadas no citosol durante a apoptose®.

A via final de apoptose ¢ a via de execugdo, enquanto que ¢ a ativacao das caspases
que inicia a fase apoptotica. As caspases executoras ativam a endonuclease citoplasmatica
que degrada o material nuclear, e proteases que degradam proteinas nucleares e do
citoesqueleto. As caspase- 3, caspase- 6 ¢ caspase- 7 funcionam como efetoras clivando
diversos substratos como citoqueratinas, PARP, proteina do citoesqueleto alpha fodrin, a
proteina nuclear NuMa e outras; levando assim a sua cascata*®=>?,

Sumarizando, a apoptose inicia-se quando o dano celular ¢ detectado, levando a
cascata de caspases que comeca com a ativacdo das caspases inciadoras (caspase-8 e
caspase-9), seguido pela ativacdo das caspases executoras (caspase- 3, caspase- 6 ¢
caspase- 7). A ativagdo das caspases executoras leva a iniciagdo de uma cascata de eventos
que resulta na fragmentacdo do DNA pela ativagdo de endonucleases, destruicdo de
proteinas nucleares do citoesqueleto, reticulacdo de proteinas, expressdo de ligantes para

as células fagociticas e a formacdo de corpos apoptoticos>’.
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Desta maneira, considerando o papel relevante das proteinas XIAP e BCL2 no
processo de apoptose, podemos inferir que a combinacdo entre o farmaco venetoclax e o
produto natural embelina levaria a um efeito potente de inducdo de apoptose, uma vez que
a cascata apoptdtica, antes suprimida pela acdo destas proteinas, seria ativada na presenca

de substancias que atual inibindo especificamente estes alvos.

3.3. Objetivos

3.3.1. Objetivo geral

Estudar o efeito da inibicdo simultanea de BCL2 ¢ XIAP em células de LMA a
partir da terapia combinada de venetoclax e embelina em linhagens de leucemia mieloide
aguda.

3.3.2. Objetivos especificos

(1) Avaliar a citotoxicidade da embelina em linhagens celulares leucémicas

(i)  Avaliar a citotoxicidade da terapia combinada por embelina e venetoclax

em linhagens leucémicas

(iii))  Awvaliar o efeito do tratamento combinado sobre a apoptose de células de
LMA

3.4. Material e métodos

3.4.1. Cultura de células e reagentes quimicos

As linhagens celulares de leucemia mieldide aguda, MOLM13, MV4-11, OCI-
AML3 e Kasumi 1, foram gentilmente cedidas pelo Prof. Eduardo Magalhdes Rego
(Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil). As condi¢gdes de cultura de células
foram realizadas de acordo com as recomendagdes da ATCC e DSMZ. A embelina foi
isolada de frutos maduros frescos de Myrsine umbellata Mart. (Primulaceae) coletadas em
Sao José dos Alpes, Campos do Jordao (7°486°063S,452°648”°W), Sdo Paulo, Brasil
(dezembro de 2014). A espécie foi identificada pela Dra. Inés Cordeiro do Instituto de
Botanica do Estado de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil, um voucher foi depositado no herbario
da mesma instituicdo (SILVA-3). Resumidamente, 252g de frutos secos foram extraidos
com etanol 70% em turboextrator. O extrato resultante foi filtrado e o solvente evaporado
sob pressao reduzida a 40 °C, obtendo-se o extrato hidroetandlico bruto. Foi entdo
sucessivamente dividido entre a mistura MeOH-4agua (1:9) e n-hexano. A solugdo foi

completamente evaporada para dar a fracdo seca correspondente. Foi submetido a
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cromatografia em coluna de silica gel utilizando gradientes graduais de n-hexano-acetato
de etila para obtengcdo de doze fragdes principais (Fh-1 a Fh-12). A fracdo Fh-3 foi
purificada por TLC preparativa (n-hexano-acetato de etila. 1:1, v/v) resultando na
embelina. O Venetoclax (ATB-199) foi adquirido na TargetMol (Target Molecule Corp.,
Boston, MA, EUA) e preparado como uma solucdo estoque 50 mM em dimetilsulfoxido

(Me2SO4; DMSO).
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Figura 3.1: Estrutura quimica das substancias utilizadas neste estudo: embelina e venetoclax.

3.4.2. Ensaio de MTT para avaliar a viabilidade celular

Os efeitos do venetoclax e/ou embelina na viabilidade celular foram investigados
pelo ensaio do MTT3!. Resumidamente, um total de 2 x 10* células por pogo foram
semeadas em uma placa de 96 pogos e expostas a concentragdes crescentes de venetoclax
(9;0,1;0,5; 1; 5; 10 e 50 uM) ou embelina (9; 8,5; 17; 34; 85; 170 uM) por 48 h. Para a
analise de tratamento combinado, as células Kasumi 1 ¢ OCI-AML3 foram tratadas com
doses graduadas de venetoclax (0,1; 0,5; 1; 5; 10 e 50 uM) e embelina (8,5; 17; 34; 85; 170
uM) sozinhas ou em combinacdo por 48 horas e os dados foram ilustrados usando o

software do multiple experiment viewer (MeV) 4.9.0 (http://www.tm4.org/mev/). Em

seguida, ap6s a incubacdo, foram adicionados 10 pL de solucdo de MTT (5 mg / mL)
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA) e incubados a 37°C, 5% de CO2 por 4 h.
A reacdo foi interrompida usando 100 pL de HCI 0,1 N em isopropanol anidro. A
viabilidade celular foi avaliada por espectrofotometria medindo a absorbancia em 570 nm

(Thermo Fisher Scientific, EUA). A concentragdo inibitdria dos valores de 50% (IC50) foi
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calculada usando analise de regressdo ndo linear no GraphPad Prism 8 (GraphPad

Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

3.4.3. Avaliacao do nivel de expresséo de XIAP

O RNA total foi obtido usando o reagente TRIzol (Thermo Fisher Scientific). O
cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg de RNA usando um kit de transcrigdo reversa de
cDNA de alta capacidade (Thermo Fisher Scientific). PCR quantitativa (qQPCR) foi
realizada utilizando um Real-Time System QuantStudio 3 de PCR (Thermo Fisher
Scientific) e um Sistema de SybrGreen para XIAP (FW:
GACAGTATGCAAGATGAGTCAAGTCA; RV: GCAAAGCTTCTCCTCTTGCAG),
HPRTI (FW: GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA; RV:
TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT), e ACTB (FW: AGGCCAACCGCGAGAAG; RV:
ACAGCCTGGATAGCAACGTACA). HPRTI e ACTB foram usados como genes de
referéncia. Os valores de quantificagao relativa foram calculados usando a equagdo 2-ACT.

Um negativo ‘No Template Control’ foi incluido para cada par de iniciador.

3.4.4. Ensaio de apoptose

Um total de 1 x 10° células por pogo foi semeado em uma placa de 24 pogos na
presenca de veiculo (@) ou venetoclax (Kasumi 1:1uM; OCI-AML3:10uM) e / ou
embelina (Kasumi 1:85 ¢ 170 uM; OCI-AML3:8,5 e 34 uM) por 48 horas. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS gelado e ressuspensas em um tampao de ligagao contendo
1 pg/mL de 7AAD e 1 pg/ml de APC marcada com anexina V. Todas as amostras foram
analisadas por citometria de fluxo (FACSCalibur; Becton Dickinson) apds incubagdo por
15 min a temperatura ambiente em uma area protegida da luz. Dez mil eventos foram

adquiridos para cada amostra.

3.4.5. Western blot

A extracdo de proteina total foi realizada usando um tampao contendo Tris 100 mM
(pH 7,6), Triton X-100 a 1%, NaCl 150 mM, PMSF 35 mg / mL, NasVO4 10 mM, NaF
100 mM, NasP207 10 mM e 4 mM. EDTA. Quantidades iguais de proteina (30 pg) foram
usadas a partir de extratos totais, seguido por SDS-PAGE e analise de Western blotting
com os anticorpos indicados e foi realizada usando um Sistema de Substrato de Duracao
Estendida SuperSignal TM West Dura (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA ) e

um sistema de gel doc G: BOX Chemi XX6 (Syngene, Cambridge, RU). Os anticorpos
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dirigidos contra XIAP (# 2042), caspase 3 (# 9665), caspase clivada 3 (# 9661), PARP1 (#
9542) e a-tubulina (# 2144) eram da Cell Signaling Technology (Danvers, MA, EUA). O

anticorpo dirigido contra YH2AX (sc-51748) foi da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, EUA).

3.4.6. Modelagem computacional

O docking computacional foi modelado com o algoritmo PELE (Protein Energy
Landscape Exploration) usando uma amostragem global ¢ uma amostragem local de
refinamento. A amostragem global € para encontrar possiveis locais de liga¢do. Para isso,
o PELE usa translacdes e rotacdes maiores do ligante e inicia varias simulacdes (128 neste
caso) com o ligante cobrindo toda a superficie da proteina. O local pega os melhores sitios
de ligagcdo encontrados na busca global e realiza um refinamento local, onde o ligante ¢
solicitado a realizar tradugdes e rotacdes menores, que sdo acopladas a previsdes mais
completas da cadeia lateral e minimizacao de todo o complexo.

Aqui, as ligagdes de embelina foram modeladas para dois dominios BIR diferentes
da proteina XIAP. Portanto, uma conformacdo BIR2 (estrutura PDB-4WVS) com
resolugdo de 1,4 A e uma conformagio BIR3 (estrutura PDB-3CLX) com resolugdo de 1,4
A foram utilizadas. Além disso, para confirmar o sitio de ligagdo, o dominio BIR3 também
foi modelado em sua conformagao de tetramero (estrutura PDB-3CLX). Protocolos globais

e locais padrdo, conforme mostrado no servidor web PELE, https://pele.bsc.es/pele.wt,

foram usados.

3.5. Resultados e discussao

3.5.1. Venetoclax e embelina promovem diferentes efeitos citotoxicos nas células
leucémicas

Para os ensaios de viabilidade celular, um painel de linhas celulares de LMA foi
escolhido com base em estudos anteriores sobre sensibilidade contra venetoclax®?. Neste
estudo, foi confirmado em um novo conjunto de experimentos que o venetoclax foi ativo
contra as linhagens celulares de leucemia MOLM13, MV4-11 e Kasumi 1, com valores de
ICso variando de <0,1 a 5 uM. Em contraste, a linhagem celular OCI-AML3 ¢ resistente ao
tratamento com venetoclax, com valor de ICso de 40 uM (Figura 3.2), corroborando com
Lima et al. (2021)*2. Por esta razdo, células Kasumi 1 ¢ OCI-AML3 foram selecionadas

para ensaios de combinac¢do de farmacos.
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O venetoclax foi o primeiro antagonista mimético de BH3 potente e altamente
seletivo de BCL2. Também denominado ABT-199 ou GDC-0199, foi descrito em 201333.
O primeiro estudo de fase 1 do venetoclax em pacientes com leucemia linfoide refrataria
ou recidiva (# NCT01328626) relatou, além da seguranca, uma taxa de resposta geral de
79% em pacientes pré-tratados com leucemia linfocitica cronica de alto risco de recidiva
ou refrataria, tendo 20% dos pacientes uma remissdo completa®*. Estudos pré-clinicos
usando venetoclax em LMA como uma unica op¢ao terap€utica demonstraram um padrao
de sensibilidade semelhante aos encontrados para outros miméticos de BH3, como
obatoclax e navitoclax, no entanto estudos ex vivo usando mieloblastos de LMA e células-
tronco/progenitoras derivadas do sangue de pacientes de LMA ou a medula 6ssea foi
altamente sensivel ao venetoclax, exceto para casos com caridtipo complexo ¢ mutagdes
JAK2%. De fato, grupos de pacientes desfavoraveis ou idosos com LMA tém apresentado
uma resposta interessante ao venetoclax em ensaios clinicos>®%’.

O tratamento com embelina promoveu baixa citotoxicidade nas linhagens celulares
avaliada, com valores de ICso superiores a 170 uM. Os resultados do tratamento das células
com embelina sdo consistentes com a literatura em que a susbtincia ¢ descrita como
substincia citotoxica apenas em doses elevadas**. Embora seja possivel apontar algumas

linhagens que tiveram queda minima na viabilidade celular, como MOLM13 e OCI-AMLS3,

a viabilidade celular nao foi comprometida em 50% (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Viabilidade celular do painel de leucemia no tratamento com venetoclax e embelina. As células
MOLM13, MV4-11, Kasumi 1 ¢ OCI-AML 3 foram expostas ao tratamento com as concentragdes
apresentadas nas tabelas 4, 5 ¢ 6 de venetoclax e embelina 48 horas. Os valores expressos representam a
porcentagem de células viaveis para cada condicdo comparadas ao controle (células tratadas com veiculo
[D]). Os graficos de barras representam a média + DP de no minimo quatro experimentos independentes. Os
valores p e as linhagens celulares sdo indicados nos graficos; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.0001; Teste
ANOVA e pos-teste de Bonferroni. (A) Painel de leucemias com o tratamento com venetoclax. O venetoclax
apresentou IC50 <0, 1uM nas linhagens de MOLM 13 e MV4-11 caracterizando ambas como sensiveis, [C50
< 5,4 uM na linhagem Kasumi 1 caracterizando a como moderada e IC < 36uM na linhagem OCI-AML 3
caracterizando a como resistente. (B) Painel de leucemias com o tratamento com a embelina. Conforme o
que ¢ relatado na literatura a embelina ndo comprometeu a viabilidade celular de nenhuma das células e ndo

foi possivel tragar os seus valores de ICsy.
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A expressdo de XIAP basal foi avaliada nas linhagens de células LMA usadas no
presente estudo. No ensaio de RNAm, observou-se que todas as linhagens expressaram
XIAP em niveis diferentes, porém, sem diferenca significativa (Figura 3.3). O ensaio de
Western blotting também revelou que todas as linhagens de células LM A expressaram altos
niveis de XIAP (Figura 3.3).

Apesar dos resultados promissores para venetoclax, as taxas de sobrevivéncia para
pacientes com LMA permanecem baixas, o que decorre devido a resisténcia a

quimioterapia e as altas taxas de recidiva. A terapia combinada foi amplamente estudada e

demonstrou melhores resultados®®0.
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Figura 3.3: Nivel de expressdao de XIAP em diferentes linhagens leucémicas. (A) Os niveis de XIAP foram
avaliadas por PCR quantitativo. Todas as linhagens apresentaram niveis parecidos de expressdo de XIAP.
(B) Analise protéica realizada por Western Blot para as proteinas XIAP e a-tubulina nas linhagens
celulares MOLM13, MV4-11, Kasumi 1 ¢ OCI-AML 3. A revelagdo foi realizada pelo sistema
SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate system e o equipamento G:BOX Chemi XX6 gel

doc.

3.5.2. A combinacéo de venetoclax e embelina potencializa os efeitos citotoxicos
nas células Kasumi 1 e OCI-AML3 por meio da inducéo de apoptose

No tratamento combinado para células Kasumi 1, apds 48h, os valores de 1Cso
diminuiram de 6,9 uM de venetoclax sozinho para 4 pM de venetoclax quando combinado
com 85 uM de embelina (Figura 3.4). Com uma concentragcdo mais alta de embelina (170
uM), o ICso de venetoclax foi reduzido ainda mais para 1,8uM, demonstrando que embora
a embelina ndo tenha propriedades citotdxicas, quando as células sao tratadas em conjunto,
h4 um aumento da citotoxicidade do antagonista de BCL2. Resultados semelhantes foram
obtidos com células OCI-AMLS3, onde os valores de ICso foram reduzidos de 31,2 uM para

26,2 uM e 21,7 uM quando o venetoclax foi combinado com embelina a 8,5 uM e 34 pM,
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respectivamente (Figura 3.4). Os resultados obtidos com OCI-AML3 s3o ainda mais

estimulantes devido a natureza resistente da célula.
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Figura 3.4: Efeitos do tratamento com venetoclax e embelina sob a viabilidade celular de linhagens
celulares de leucemia Kasumi 1 ¢ OCI- AML 3. Os valores de ICs para cada composto estdo descritos.
(A) O ICsp em Kasumi 1 no tratamento apenas com o venetoclax foi de 6,9uM enquanto o tratamento
combinado viu uma queda para 4,0uM ¢ 1,8uM. (B) O IC50 em OCI- AML 3 no tratamento apenas com
venetoclax foi de 31,2 uM enquanto o tratamento combinado viu uma queda para 26, 2 uM e 21, 7uM.

Para avaliar se o tratamento combinatorio promove apoptose em linhagens celulares
de OCI-AML3 e Kasumil, as células foram tratadas com venetoclax a 10 uM combinado
com embelina a 8,5 ou 24 uM para células OCI-AML3 e venetoclax a 1,0 uM combinado
com embelina a 85 ou 170 uM para células Kasumi 1 por 48h. A concentracdo foi escolhida
com base no ensaio de viabilidade celular. Nao houve aumento no niimero de células
apoptoticas e/ou necrdticas na presenca de embelina com base na analise do ensaio de
externaliza¢do de anexina-V para ambas as linhas celulares. O venetoclax, por outro lado,

aumentou as células positivas para anexina V, o que indicou a presenga de um nimero
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crescente de células apoptoticas em comparagcdo com o controle em ambas as linhagens
testadas.

Enquanto a menor concentracdo de embelina (8,5 uM para células OCI-AML3 e 85
uM para Kasumi 1) ndo alterou os efeitos indutores de apoptose do venetoclax, o
tratamento combinado com a maior concentragdo de embelina (34 uM para células OCI-
AML3 e 170 uM para Kasumi 1), aumentou ainda mais a apoptose na presenga de
venetoclax, indicando efeitos potencializados para ambas as linhas celulares (Figura 4.5).
Os resultados clinicos derivados de estudos usando inibidores de BCL2 em combinagao
com agentes LMA padrao, incluindo azacitidina, decitabina, citarabina em dose baixa,
forneceram resultados promissores para o tratamento de pacientes com LMAS!. O
tratamento combinatorio venetoclax com araC ou CAFdA em células de leucemia
resistentes ao venetoclax como terapia de agente Unico, revelou que no tratamento
combinatorio, venetoclax aumentou a citotoxicidade dos andlogos de nucleosideos e
reverteu parcialmente a resisténcia das células de leucemia também por indugdo de

apoptose™’.
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Figura 3.5: O tratamento com a combina¢do de venetoclax e embelina induz apoptose em celulares de
leucemia. (A) Graficos de pontos representativos de célula Kasumi 1tratadas com venetoclax, embelina e a
sua combinacdo ou veiculo (@) por 48 horas. As células apoptdticas foram identificadas pela marcagdo com
anexina V e 7AAD, detectadas por citometria de fluxo. Os quadrantes superiores ¢ inferiores direito (Q2+Q3)
contém a populagdo apoptdtica (células marcadas com anexina V). Os graficos em barra representam a
média=DP da quantificag¢@o de células apoptodticas de minimo quatro experimentos independentes. Os valores
de p sdo indicados nos graficos;*p<0.05 para células tratado com venetoclax e/ou embelina versus células
tratadas com veiculo, #p<0.05 para células tratado com venetoclax ou embelina versus a combinagdo dos
compostos; Teste ANOVA e pds teste Bonferroni. (B) Graficos de pontos representativos de célula OCI-
AML 3 com venetoclax, embelina e a sua combinagdo ou veiculo (@) por 48 horas. As células apoptoticas
foram identificadas pela marcagdo com anexina V e 7AAD, detectadas por citometria de fluxo. Os quadrantes
superiores e inferiores direito (Q2+Q3) contém a populagio apoptdtica (células marcadas com anexina V). Os
graficos em barra representam a médiatDP da quantificagdo de células apoptdticas de minimo quatro
experimentos independentes. Os valores de p s@o indicados nos graficos; *p<0.05 para células tratado com
venetoclax e/ou embelina versus células tratadas com veiculo, #p<0.05 para células tratado com venetoclax

ou embelina versus a combinagdo dos compostos; Teste ANOVA e pos teste Bonferroni.
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3.5.3. A embelina potencializa os efeitos da venetoclax por meio da regulacéo
negativa de XIAP e da promocao de dano ao DNA e apoptose em células OCI-AML3

Considerando que nas células OCI-AML3 os efeitos da embelina na apoptose
induzida por venetoclax foram mais proeminentes, essas células foram selecionadas para
analise molecular. A expressao de XIAP foi reduzida e a expressao de yYH2AX foi induzida
ap0s monoterapia com embelina e venetoclax. No entanto, o tratamento combinado induziu
uma forte reducao da expressao de XIAP, caspase 3 e clivagem de PARP1 e fosforilagao
de H2AX, confirmando a indugdo de apoptose observada (Figura 4.6).

Os beneficios da embelina para o tratamento da LM A foram observados em Yang
et al. (2015)%? que demonstrou células de LMA sensibilizadas com embelina para TRAIL
por meio da repressao da via de sinal NFkf3, além disso, a terapia combinada de Ad-TRAIL
e embelina foi atraente para aplicagdo clinica no tratamento de LMA.

Neste trabalho, foi demonstrado que a embelina isoladamente ndo induziu
citotoxicidade, entretanto, quando combinada com venetoclax, mesmo em linhagens
resistentes ao venetoclax, a embelina potencializou os efeitos citotoxicos. Esta
caracteristica pode ser explicada pela regulagdo negativa de XIAP induzida por embelina.
Os inibidores de XIAP, como embelina e cloreto de dequalinio, promoveram uma
capacidade clonogénica prejudicada de células-tronco de LMA® sugerindo que XIAP é
um alvo promissor para LMA. Além disso, a regulagdo negativa de XIAP ativou genes que
codificam componentes do proteassoma, levando a inibi¢ao da degradagao do proteassoma
em células de LMA. Em ambos os eventos, a ativagdo de caspases por direcionamento a
proteinas antiapoptoticas, como XIAP e a inibicdo do crosstalk da atividade do

proteassoma, cooperam para o efeito antineoplasico final em modelos de LMA%.

71



Células OCI-AML3

Embelina (34 pM) - + -

Venetoclax (10 uM) = N +

> ¥ IB: XIAP
(57 kDa)

——— —  m— — IB: a-Tubulina
(55 kDa)

— — c— IB: Procaspase 3
(35 kDa)

IB: caspase 3 clivada
(17 kDa)

- | ce— IB: yH2AX
(15 kDa)

D  c— — IB: a-Tubulina
(55 kDa)

integra p-| e— — —— IB: PARP1
Clivada » e (116, 89 kDa)

s G s e | |B: a-Tubulina
(55 kDa)

Figura 3.6: Andlise de Western blot para o tratamento em monoterapia ¢ combinagdo de embelina ¢
venetoclax na linha celular OCI-AML3. A analise foi realizada avaliando XIAP, a-tubulina, procaspase

3, clivado-caspase 3, yYH2AX, PARP1 em extrato de células totais de OCI-AML3 tratado com embelina e
venetoclax nas concentragdes de 34 LM e 10UM por 48 horas. As membranas foram testadas novamente

com o anticorpo para a detec¢do de o—tubulina.

3.5.4. Ligacdo da embelina aos dominios BIR2 e BIR3 da XIAP

Para entender a ligacdo entre embelina e XIAP, realizamos estudos de encaixe de
ajuste induzido usando dois dominios BIR dos dominios XIAP, BIR2 (PDB 4WVS) e BIR3
(3CLX). Esses dominios BIR foram usados devido a atividade anterior relacionada na
modulacdo de XIAP. O dominio BIR2 ¢ conhecido por diminuir a expressao de XIAP e
aumentar a atividade citotoxica apds o tratamento com oligonucleotideo antisense
AEG35156 em ensaios clinicos para uma variedade de tipos de tumor, incluindo carcinoma

hepatocelular®® e leucemia mieldide aguda®®. O dominio BIR3 é conhecido por ter inspirado
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o projeto ¢ a sintese de um grande naumero de compostos chamados miméticos de Smac®’.
Embora as faixas de afinidade ndo sejam muito diferentes, as simulagdes indicam melhores
perfis de energia de ligacdo, juntamente com minimos locais mais localizados para o
dominio BIR2. Os minimos com afinidade mais predita s3o mostrados na Figura 3.7, onde
observamos a busca global em azul escuro e o refinamento local em ciano, onde € possivel
medir a distancia entre o carbono C1 da embelina ao carbono alfa LEU 307. O melhor
minimo observado para a simulagdo BIR2 ¢ em torno de -40kcal/mol, enquanto o melhor
minimo para a simulagdo BIR3 ¢ em torno de -35Kcal/mol (circulado em laranja para
ambas as simulagdes). A simulacao com os melhores minimos para BIR2 ¢ apontada na
Figura 3.7. Outras simulac¢des utilizando diferentes valores minimos foram realizadas
demonstrando resultados semelhantes em relagdo ao local de ligacao da embelina (Figura
3.8). Além disso, como a estrutura 3CLX ¢ um tetrdmero, uma simulacdo global no
tetramero foi realizada, ndo mostrando nenhuma alteracdo importante em relagao aos

modos de ligagdo com o do monomero BIR3 (Figura 3.9).

BIR2
WV

BIR3
3CLX

Figura 3.7: Grafico plotado demonstrando a pesquisa global em azul escuro e o refinamento local em
ciano. No eixo x, como referéncia, ¢ a distancia do carbono C1 (médio) da embelina ao carbono alfa
LEU307 que foi escolhido devido a proximidade da pequena molécula no cristal. (B) Pose encaixada da

embelina na estrutura XIAP do dominio BIR2 (PDB-4WVS) BIR3 (PDB-3CLX).
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BIR2
WV

BIR3
3CLX

Figura 3.8: Poses de docking entre os dominios XIAP BIR2 e BIR3 e embelina usando diferentes
energias minimas. Pose encaixada da embelina na estrutura BIR 2 (PDB-4WVS) e BIR3 (PDB-3CLX)
XIAP.

3CLX TETRA

Figura 3.9: Analise de docking entre os dominios XIAP BIR2 e BIR3 e embelina usando XIAP em sua
conformacdo de tetramero. (A) Ligacdo entre embelina e XIAP BIR 2 e 3 dominios usando PELE. Pose
encaixada da embelina na estrutura BIR3 (PDB-3CLX) XIAP em sua conformagdo de tetramero. (B)
Grafico tragado demonstrando a pesquisa global em azul escuro ¢ o refinamento local em ciano. No eixo x,
como referéncia, ¢ a distancia do carbono C1 (médio) da embelina ao carbono-alfa LEU307 que foi

escolhido devido a proximidade da pequena molécula no cristal.

3.6. Concluséao

A combinacao de venetoclax e embelina reduz a viabilidade das células de LMA
ao desencadear apoptose, regulacdo negativa de XIAP e dano ao DNA. Devido a baixa
toxicidade da embelina, os achados aqui sugerem que esta substancia pode ser usada em
combinacdo para reduzir as doses de em esquemas de tratamento com venetoclax, o que
poderia minimizar os efeitos colaterais com manutencdo da resposta terapéutica ou até
mesmo reverter mecanismos de resisténcia em pacientes com LMA. Estes dados reforcam

que substancias moduladoras de IAPs sdo uma op¢ao anticancer putativa para a LMA.
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4. Consideracoes finais

O projeto inicial apresentado previa que no periodo de 24 meses a expressao
heter6loga de ambas as proteinas, XIAP e STMNI1, fossem padronizadas assim como os
ensaios da cromatografia de bioafinidade. Com os resultados obtidos e os Aits analisados
entdo seriam purificadas substancias ativas para os ensaios biologicos. A padronizagdo foi
concluida e ao fim foram testados 38 extratos de BRBs criando uma gama de dados que
ainda podem ser trabalhados e estudados, contudo, em decorréncia da pandemia mundial
de Covid-19, ndo foi possivel dar prosseguimento com a ideal inicial de purificacao e
isolamento de substancias ativas impossibilitando os ensaios bioldgicos.

No lugar dos ensaios biologicos entraram as informagdes obtidas nos bancos de
dados GNPS, AntiBase e Scifinder que ampliaram o conhecimento sobre o banco de
bactérias do laboratdrio e também a sua riqueza. Desta maneira, duas substancias foram
sugeridas como potenciais moduladores dos alvos estudados, a burkholona com potencial
afinidade para XIAP, e a phthoxazolin A com potencial afinidade para STMN1. Estes
resultados abrem a perspectiva de estudo dessas substancias em modelos de cancer com
relevante papel da XIAP e STMNI.

Em paralelo, também foi evidenciado o efeito potenciado de inducdo de apoptose
do tratamento combinado entre uma substancia natural que atua sobre a XIAP, a embelina,
e um farmaco, o venetoclax, ja utilizado em clinica com atuagdo na proteina BCL2, também
com relevante papel na regulacdo de apoptose em células tumorais. Neste estudo, ficou
demostrado que a abordagem combinada dos fArmacos moduladores de alvos especificos
e envolvidos na realizagdo de um mesmo processo celular, a apoptose, traz um beneficio
significante no aumento da atividade bioldgica. Mais além, estes dados ainda evidenciam
arelevancia da modulacdo de XIAP no efeito anticancer de medicamento ja em uso clinico,
ressaltando a importancia de se prospectar novas substancias com capacidade de interagir
com este alvo, oferecendo novas opgdes de tratamento anticancer.

Durante todo o periodo do mestrado, periodo este que se estendeu além dos 24
meses iniciais, foram trabalhadas outras capacidades concomitantemente aos projetos.
Utilizou-se o periodo para agregar conhecimento cientifico por meio de disciplinas,

congressos nacionais/ internacionais, cursos e palestras, e organizacao de eventos.
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5. Atividades realizadas no periodo

5.1. Disciplinas

e Novas Tendéncias em Farmacologia

e Semindrios Gerais de Farmacologia

e Neurofarmacologia sem Fronteiras

e Farmacologia da Resposta Inflamatoria

e Topicos Avangados em Farmacologia

e Da Administragdo ao Sitio de Acao: Principios de ADME e Farmacocinética

e Da Clonagem a Analise de Proteinas — Métodos e Estratégias

e Bases Moleculares e Celulares da Farmacologia Bioquimica

e Farmacologia de Produtos Naturais

e Farmacologia Cardiovascular

e Empreendedorismo, Inovagdo e Propriedade Intelectual — Moddulo I (Curso
Interunidades: Biotecnologia - Universidade de Sao Paulo)

e Farmacologia de Peptideos Intracelulares

e Imunobiologia dos Tumores

e Conceitos Basicos de Cromatografia e CLAE

e Atividades de Cultura e Extensdo Universitaria na Pos-Graduagao (Pro-Reitoria de
P6s-Graduagao - Universidade de Sdo Paulo)

Foi obtido o conceito A em todas as disciplinas cursadas.

5.2. Formag&o complementar

2018- 2018

e Epigenetics in Pharmacology and Therapeutics. (Carga horaria: 3h). Congress of
Pharmacology and Experimental Therapeutics, SBFTE, Brasil.

e Writing a Scientific Paper. (Carga horaria: 3h). Congress of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, SBFTE, Brasil.
2019- 2019

e Armazenamento, manuseio € descarte de produtos quimicos. Instituto de Ciéncias
Biomédicas, ICB, Brasil.

e Biosseguranca e Boas Praticas de Laboratorio do ICB. Instituto de Ciéncias

Biomédicas, ICB, Brasil.
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2020- 2020
Introduction to the Biology of Cancer. John Hopkins University. Online course on

coursera.

5.3. Participagdes em congressos

Brazilian Congress of Pharmacology and Experimental Therapeutics (SBFTE).
2018. (Congresso).

A.C. Camargo Cancer Centers- Next Frontiers to Cute Cancer. 2019. (Congresso).
XVI International Symposium on Marine Natural Products & XI European
Conference on Marine Natural Products. 2019.

American Association for Cancer Research Virtual Annual Meeting 11 2020.
Brazilian Congress of Pharmacology and Experimental Therapeutics (SBFTE).
2020. (Congresso).

Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO

PLAY 2020

5.4. Apresentacdes de trabalhos

SILVA, C. S. M. R.; BAUERMEISTER, A. ; MOREIRA, E. A. ; LOPES,N. P. ;
TANGERINA, M. M. P. ; FERREIRA, M. J. P. ; MACHADO-NETO J.A. ;
COSTA- . Use of Bioaffinity Chromatography in the Prospection of Anticancer
Substances in Marine Actinomycetes: XIAP and STMNI as pharmacological
targets in cancer. 2019. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).

JIMENEZ, P. C. ; BARBOSA, G. H. ; BRANCO, P. C. ; SILVA, C. S. M. R. ;
BAUERMEISTER, A. ; LOPES, N. P. ; COSTA- . A Target-Oriented Approach
for Bioprospecting IAP Modulators in Extracts from Marine Bacteria. 2019.
(Apresentacao de Trabalho/Simposio).

REIS-SILVA CSM, BRANCO PC, SILVA FL, MORENO PR, LIMA K,
MACHADO-NETO JA, COSTA-LOTUFO LV- Embelina potencializa a apoptose
induzida por venetoclax em linhagem celular de leucemia mielode aguda kasumi 1.

2020. (Apresentagao de trabalho/ Outra).
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5.5. Organizacgéo de eventos

Organizagdo do “Curso de Inverno em Farmacologia 2019- Prof. Dr. André Luiz
Colaco” — Comissao de selegao.

Organizagdo do “Curso de Inverno em Farmacologia 2020- Prof. Dr. André Luiz
Colaco” — Comissao de selegao.

O curso de inverno ndo aconteceu em decorréncia da Pandemia e foi adiado para o
verao de 2021.

Organizacdo do “Curso de Férias em Farmacologia 2021- Prof. Dr. André Luiz

Colaco” — Comissao de selegao.

5.6. Trabalhos publicados

Rigato, D.B.; Branco, P.C.; Reis Silva, C.S.M.; Machado-Neto, J.A.; Costa-
Lotufo, L.V.; Jimenez, P.C. BIRC7 (baculoviral IAP repeat containing 7). Atlas of
Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology, v. 24, p. 234-247, 2020.
Reis Silva, C.S.M.; Barbosa, G.H.; Branco, P.C.; Jimenez, P.C.; Machado-Neto,
J.A.; Costa-Lotufo, L.V. XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis). Atlas Of Genetics
And Cytogenetics In Oncology And Haematology, v. 24, p. 424-443, 2020.

Reis e Silva, C.S.M.; Branco, P.C., Lima, K_; Silva, F.L.; Moreno, P.R.H.; Guallar,
V.; Costa-Lotufo, L.V.; Machado-Neto. J.A. Embelin potentiates venetoclax-

induced apoptosis in acute myeloid leukemia cells. Toxicology in vitro, in press.

(https://doi.org/10.1016/].tiv.2021.105207)

5.7. Capitulos de livros publicados

SILVA, C.S.M. R.; BRANCO, P.C.; FURTADO, L. C. ; SAHM, B. B. . Métodos
de Prospec¢dao de Novos Farmacos. In: Alice Cristina Rodrigues; Paola Cristina
Branco. (Org.). Métodos de Prospeccdo de Novos Farmacos. led. Sdo Paulo:

Editora Pay4, 2019, v. 1, p. 167-175.

5.8. Aulas ministradas

Aula de quimioterapicos Il no “Curso de Férias em Farmacologia 2021- Prof. Dr.

André Luiz Colago” — Comissao de didatica
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10.
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12.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Acute myeloid leukemia (AML) belongs to a group of hematological cancer whose relapse cases are often
Acute myeloid leukemia associated with chemoresistance that impairs treatment success and contributes to a poor outcome. For this
Embelin reason, there is an urgent need for the development of new therapeutic strategies. Herein, we explore the
X;‘;‘;‘;Csli:x combination of venetoclax, a BCL2 inhibitor, and embelin, an XIAP inhibitor, in the AML cell lines. Combinatory

treatment of venetoclax and embelin potentiated cytotoxic effects of these drugs, demonstrating that both in
combination present lower ICsq values than single treatment of either venetoclax or embelin alone in both cell
lines analyzed. The combinatory treatment further increased the apoptosis-inducing properties of both com-
pounds. Computer simulations suggest that embelin binds to both BIR2 and BIR3 domains of XIAP, reinforcing
this inhibitory apoptosis protein as an embelin target. Although all AML cell lines presented similar basal levels
of XIAP, the combinatory treatment effectively inhibited XIAP expression in OCI-AML3 cells. In conclusion, the
inhibition of both apoptosis inhibitory players, BCL2 and XIAP, by venetoclax and embelin, respectively,

potentiated their cytotoxic effects in AML cell lines.

1. Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is characterized by clonal expansion
of myeloid progenitors in the bone marrow and peripheral blood. It is a
heterogeneous disease, whose genetic alterations are frequently associ-
ated with poor chemotherapeutic responses and disease relapse. Thus, it
is necessary to search for new compounds and targets to overcome AML
resistance (Kirtonia et al., 2020). Venetoclax (ABT-199) is an oral
bioavailability drug that selectively inhibits the anti-apoptotic protein
BCL2. It was approved by the FDA, in 2016, for the treatment of chronic
lymphocytic leukemia, presenting positive results in 70% of treated
patients, especially as a first-line treatment. Recently, clinical trials
indicated that venetoclax therapy displays effective results in unfavor-
able risk or elderly AML patient groups (DiNardo et al., 2020; DiNardo

et al,, 2019). Venetoclax activates intrinsic apoptosis, mediated by
caspase 9 (Konopleva et al., 2006). Despite the promising results, both
chemoresistance and relapse have been reported (Pei et al., 2020) and
this is linked to positive regulation of anti-apoptotic proteins, including
those of the Inhibitory Apoptosis Proteins (IAP) family (Chen et al.,
2020).

Embelin (2,5-dihydroxy-3-undecyl-1,4-benzoquinone), a natural
product isolated mainly from some species of Primulaceae, has been
described to inhibit X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) (Nikolovska-
Coleska et al., 2004; Ogawa and Natori, 1968). Among the IAPs, XIAP,
also known as BIRC4, is recognized for its inhibitory activity of both
initiator and executioner caspases, playing an important role in ven-
etoclax resistance. XIAP has three characteristic functional domains in
N-terminal, known as zinc finger baculoviral IAP repeats (BIRs), that
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bind to active caspases 9, 3, and 7 (Reis-Silva et al., 2020). Embelin
binds to the BIR3 domain of the protein preventing its association with
caspase 9 resulting in suppression of cell growth, proliferation, and
migration in different tumor models (Prabhu et al., 2017). Its antitumor
activity has been demonstrated for a variety of cancer types, including
leukemia (Coyle et al., 2019).

Since the mechanisms that suppress the activation of caspases (i.e.,
XIAP) may attenuate the effects of venetoclax, contributing to the
observed chemoresistance in treated patients, here we investigate
whether embelin potentiates the effects of venetoclax in AML cellular
models.

2. Material and methods
2.1. Cell culture and reagent chemicals

AML cell lines, MOLM13, MV4-11, OCI-AML3, and Kasumi 1, were
kindly provided by Prof. Eduardo Magalhaes Rego (University of Sao
Paulo, Ribeirao Preto, Brazil). Cell culture conditions were performed in
accordance with the recommendations of the American Type Culture
Collection (ATCC) and Leibniz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ). Venetoclax (ABT-199) was
purchased from TargetMol (Target Molecule Corp., Boston, MA, USA)
and prepared as a 50 mM stock solution in dimethyl sulfoxide (Me2SO4;
DMSO) (Fig. 1A). Embelin was isolated from the ripe fruits of Myrsine
umbellata Mart. (Primulaceae) collected at Sao José dos Alpes, Campos
do Jordao (7°486'063” S, 452°648” W), Sao Paulo, Brazil (December
2014) as previously described with some modifications (Bisrat et al.,
2014). The species was identified by Dr. Inés Cordeiro from Instituto de
Botanica do Estado de Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil. A voucher was
deposited at the herbarium of the same institution (SILVA-3). Briefly,
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252 g of dried fruits were extracted with 70% ethanol in a turbo-
extractor. The resulting extract was filtered, and the solvent evapo-
rated under reduced pressure at 40 °C, obtaining crude hydroethanolic
extract. It was then successively partitioned between MeOH-water
mixture (1:9) and n-hexane. The solution was completely evaporated
to give the corresponding dried fraction. It was subjected to column
chromatography on silica gel using step gradients of n-hexane-ethyl
acetate to obtain twelve main fractions (Fh-1 to Fh-12). Fraction Fh-3
was purified by preparative TLC (n-hexane-ethyl acetate. 1:1, v/v) to
give embelin (Fig. 1A).

The purity of the embelin was analyzed by an analytical HPLC Agi-
lent 1260 chromatograph equipped with an ultraviolet spectrum scan-
ning detector by the arrangement of photodiodes with a 60 mm flow
cell. Zorbax Eclipse plus reverse phase C18 (4.6 x 150 mm) containing
3.5 pm particle diameter was used as the stationary phase and a flow rate
of 1.0 ml/min was employed for analysis. HPLC analysis was carried out
using the following elution gradient: solvent A) milli-Q water acidified
with 0.1% acetic acid (v/v); solvent B) acetonitrile (ACN) and the ratios
were 0-10 min - 10 —» 25% B; 10-30 min - 25 — 50% B; 30-50 min - 50
— 100% B; 50-60 min - 100% B. The column temperature was 45 °C, the
injection volume of the sample was 3 pl and the sample was dissolved in
methanol at a concentration of 1 mg/ml. The purity of the compound
was calculated based on the percentage of peak area, corresponding to
98.2% (Supplementary Fig. 1).

2.2. Cell viability assay

The effects of venetoclax and/or embelin on cell viability were
investigated by methylthiazoletetrazolium (MTT) assays. Briefly, a total
of 2 x 10* cells per well were plated in a 96-well plate and exposed to
increasing concentrations of the venetoclax (0.1; 0.5; 1; 5; 10 and 50
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Fig. 1. Cell viability upon treatment with venetoclax and embelin in AML cell lines. (A) structures of embelin and venetoclax are illustrated. MOLM13, MV4-11,
Kasumi 1, and OCI-AML3 cells were exposed to increasing concentrations of venetoclax (B) and embelin (C) for 48 h. The values expressed represent the percentage
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Fig. 2. Embelin potentiates venetoclax effects
in Kasumi 1 and OCI-AML3 cells. Dose-
response cytotoxicity for combined treatment
were analyzed by methylthiazoletetrazolium
(MTT) assay for Kasumi 1 (A) and OCI-AML3
(B) cells treated with graded concentrations
of embelin and venetoclax alone or in combi-
nation with each other for 48 h, as indicated.
Values are expressed as the percentage of
viable cells for each condition relative to un-
treated controls. Results are shown as the
mean of at least three independent experi-
ments. Note that the ICsy in Kasumi 1 for
treatment with venetoclax alone was 6.9 pM
while in the combined treatment was reduced
to 4.0 and 1.8 pM. Similarly, the ICsq in OCI-
AMLS3 in treatment with only venetoclax was
31.2 pM, while in the combined treatment was
reduced to 26.2 pM and 21.7 pM. Apoptosis
was detected by flow cytometry in Kasumi 1
(C) and OCI-AML3 (D) cells treated with
embelin and/or venetoclax for 48 h using an
annexin V/7AAD staining method. Represen-
tative dot plots are shown for each condition;
the upper and lower right quadrants (Q2 plus
Q3) cumulatively contain the apoptotic pop-
ulation (annexin V+ cells). Bar graphs repre-
sent the mean + SD of at least three
independent experiments quantifying
apoptotic cell death. The p values and cell
lines are indicated in the graphs; .* p < 0.05
for venetoclax- and/or embelin-treated cells
versus vehicle-treated cells, ¥ p < 0.05 for
venetoclax- or embelin-treated cells versus
combination treatment at the corresponding
dose; ANOVA test and Bonferroni post-test.
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pM) or embelin (8.5; 17; 34; 85; 170 pM) for 48 h. For combined
treatment analysis, Kasumi 1 and OCI-AML3 cells were treated with
graded doses of venetoclax (0.1; 0.5; 1; 5; 10, 25 or 50 pM) and embelin
(8.5; 17; 34; 85 or 170 pM) alone or in combination with each other for
48 h (Supplementary Table 1 and 2) and data were illustrated using
multiple experiment viewer (MeV) 4.9.0 software (Saeed et al., 2003).
Then, after incubation, 10 ul MTT solution (5 mg/mL) (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA, USA) was added and incubated at 37 °C, 5%
CO,, for 4 h. The reaction was stopped by using 100 pl of 0.1 N HCl in
anhydrous isopropanol. Cell viability was evaluated by spectropho-
tometry measuring the absorbance at 570 nm (Thermo Fisher Scientific,
USA). The inhibitory concentration of 50% (ICs() values was calculated
using non-linear regression analysis on GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA).

2.3. Western blot analysis

Total protein extraction was performed using a buffer containing 100
mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 150 mM NacCl, 2 mM PMSF, 10 mM
Na3VO4, 100 mM NaF, 10 mM Na4P207, and 4 mM EDTA. Equal amounts
of protein (30 pg) were used from total extracts followed by SDS-PAGE
and Western blot analysis with the indicated antibodies and was carried
out using a SuperSignal TM West Dura Extended Duration Substrate
System (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) and a G:BOX Chemi
XX6 gel doc system (Syngene, Cambridge, UK). Antibodies directed
against XIAP (#2042), caspase 3 (#9665), cleaved-caspase 3 (#9661),
PARP1 (#9542) and o-tubulin (#2144) were from Cell Signaling Tech-
nology (Danvers, MA, USA). Antibody directed against yH2AX (sc-
51,748) was from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

2.4. Quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Total RNA was obtained using TRIzol reagent (Thermo Fisher Sci-
entific). cDNA was synthesized from 1 pg of RNA using a High-Capacity
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cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Quantitative
PCR (qPCR) was performed using a QuantStudio 3 Real-Time PCR Sys-
tem (Thermo Fisher Scientific) and a SybrGreen System for the following
expressions: XIAP (FW: GACAGTATGCAAGATGAGTCAAGTCA; RV:
GCAAAGCTTCTCCTCTTGCAG), HPRT1 (FW: GAACGTCTTGCTCGA-
GATGTGA; RV: TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT), and ACTB (FW:
AGGCCAACCGCGAGAAG; RV: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA).
HPRT1 and ACTB were used as reference genes. Relative quantification
values were calculated using the 2"22¢T equation (Livak and Schmittgen,
2001). A negative ‘No Template Control’ was included for each primer
pair.

2.5. Apoptosis assay

A total of 1 x 10° cells per well were seeded in a 24-well plate in the
presence of vehicle or venetoclax (Kasumi 1: 1 pM; OCI-AML3: 10 pM)
and/or embelin (Kasumi 1: 85 and 170 pM; OCI-AML3: 8.5 and 34 pM)
for 48 h. Next, the cells were washed with ice-cold phosphate buffered
saline (PBS) and resuspended in a binding buffer containing 1 pg/ml
7AAD and 1 pg/ml allophycocyanin (APC) labeled annexin V. All
specimens were analyzed by flow cytometry (FACS Calibur; Becton
Dickinson) after incubation for 15 min at room temperature in a light-
protected area. Ten thousand events were acquired for each sample.

2.6. Computational docking

Computational docking was modeled with Protein Energy Landscape
Exploration (PELE) using a global and a refinement local sampling. The
global sampling was to find possible binding sites. For this, PELE uses
larger ligand translations and rotations and starts multiple simulations
(128 in this case) with the ligand covering the entire protein surface. The
local one takes the best binding sites found in the global search and
performs a local refinement, where the ligand is asked to perform
smaller translations and rotations, which are coupled to more thorough
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Fig. 3. Embelin increases venetoclax-induced XIAP reduction and caspase 3 activation in OCI-AML3 and docking analysis between XIAP domains BIR2 and BIR3 and
embelin. (A) Western blot analysis for the treatment in monotherapy and combination of embelin and venetoclax in OCI-AML3 cell line. The analysis was performed
evaluating XIAP, a-tubulin, procaspase 3, cleaved-caspase 3, yH2AX, and PARP1 in total cells extracted from OCI-AML3 treated with embelin and venetoclax in
concentrations of 34 pM and 10 pM for 48 h. Membranes were reprobed with the antibody for the detection of a-tubulin. Note that embelin plus venetoclax strongly
induced molecular markers of apoptosis and DNA damage in OCI-AML3 cells. (B) Plotted graphic demonstrating the global search in dark blue and the local
refinement in cyan. On the x axis, as a reference, is the distance of the C1 (middle) carbon of embelin to the LEU307 alpha carbon which was chosen due to the close
proximity to the small molecule in the crystal. (C) Docked pose of embelin to the BIR2 domain (PDB- 4WVS) BIR3 (PDB- 3CLX) XIAP structure. (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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side chain predictions and minimization of the whole complex.

Herein, embelin bindings were modeled to two different BIR do-
mains of XIAP protein. Therefore, a BIR2 conformation (PDB — 4WVS
structure) with 1.4 A resolution and a BIR3 conformation (PDB - 3CLX
structure) with 1.4 A resolution were used. Moreover, to confirm the
binding site, the BIR3 domain was also modeled in its tetramer confor-
mation (PDB - 3CLX structure). Default global and local protocols, as
shown in the PELE web server (https://pele.bsc.es/pele.wt) were used.

2.7. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, Inc.). For comparisons, ANOVA and Bonferroni
post-test were used. A p value <0.05 was considered statistically
significant.

3. Results

3.1. Venetoclax and embelin promote different cytotoxic effects on
leukemia cells

In the present study, we confirmed that venetoclax was active against
leukemia cell lines MOLM13, MV4-11, and Kasumi 1, with ICs( values
ranging from lower than 0.1 to 5 pM. By contrast, the OCI-AMLS3 cell line
was resistant to venetoclax treatment, with ICsg value of 40 uM (Fig. 1B),
corroborating with Lima et al. (2021). For this reason, Kasumi 1 and
OCI-AMLS3 cells were selected for drug combination assays.

Embelin treatment did not promote cytotoxicity in any cell line
evaluated, with ICsy values superior to 170 pM. Even though it is
possible to point out some cell lines that had a minimum drop in the cell
viability, such as MOLM13 and OCI-AML3, the cell viability has not been
compromised by 50% (Fig. 1C).

The baseline XIAP expression was evaluated in AML cell lines used in
the present study. In the mRNA assay, it was seen that although all of
them express XIAP at different levels, the differences were not statisti-
cally significant (Supplementary Fig. 2A). Western blot assay also
revealed that all AML cell lines expressed high XIAP levels (Supple-
mentary Fig. 2B).

3.2. Venetoclax plus embelin combination potentiates cytotoxic effects on
Kasumi 1 and OCI-AMLS3 cells through induction of apoptosis

In the combinatory treatment for Kasumi 1 cells, after 48 h, ICsg
values decreased from 6.9 pM for venetoclax alone to 4 pM for ven-
etoclax when combined with 85 pM embelin (Fig. 2A). Upon a higher
concentration of embelin (170 pM), the ICs¢ of venetoclax was further
reduced to 1.8 pM, demonstrating that although embelin did not have
cytotoxic properties, when the cells were treated with venetoclax, it
increased the cytotoxicity of the BCL2 antagonist. Similar results were
obtained with OCI-AML3 cells, where the ICs( values reduced from 31.2
pM to 26.2 pM and 21.7 pM when venetoclax was combined to embelin
at 8.5 pM and 34 pM, respectively (Fig. 2B). The results obtained with
OCI-AML3 were even more exciting because of the non-responsive na-
ture of the cell.

To evaluate whether combinatory treatment promotes apoptosis in
OCI-AML3 and Kasumil cell lines, we treated cells with venetoclax at 10
pM combined with embelin at 8.5 or 24 pM for OCI-AML3 cells and
venetoclax at 1.0 pM combined with embelin at 85 or 170 pM for Kasumi
1 cells for 48 h. The concentration was chosen based on the cell viability
assay. There was no increase in the number of apoptotic and/or necrotic
cells in the presence of embelin based on the analysis of annexin-V
externalization assay for both cell lines. Venetoclax, on the other
hand, increased annexin V positive cells, which indicated the presence of
an increasing number of apoptotic cells compared to the control in both
tested cell lines.

While the lowest concentration of embelin (8.5 pM for OCI-AML3
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cells and 85 pM for Kasumi 1) did not change apoptosis-inducing ef-
fects of venetoclax, combined treatment with the highest concentration
of embelin (34 pM for OCI-AMLS3 cells and 170 pM for Kasumi 1) further
increased apoptosis in the presence of venetoclax, indicating potenti-
ating effects for both cell lines (Fig. 2C-D).

3.3. Embelin potentiates venetoclax effects through downregulating XIAP
and promoting DNA damage and apoptosis in OCI-AML3 cells

Considering that the potentializing effects of embelin in venetoclax-
induced apoptosis were more prominent in OCI-AML3 cells, these cells
were selected for molecular analysis. XIAP expression was reduced and
yYH2AX expression was induced upon the single treatment with embelin
and venetoclax. However, embelin plus venetoclax induced a strong
reduction of XIAP expression, caspase 3 and PARP1 cleavage, and H2AX
phosphorylation, confirming the observed apoptosis induction (Fig. 3A).

3.4. Embelin binds to BIR2 and BIR3 domains of XIAP

To better understand the binding between embelin and XIAP, we
performed induced-fit docking studies using two BIR domains of XIAP,
BIR2 (PDB 4WVS) and BIR3 (3CLX). These BIR domains were used due
to the previous related activity of embelin in modulating XIAP (Prabhu
et al., 2017). While affinity ranges are not too different, our simulations
indicate better binding energy profiles along with more localized local
minima for the BIR2 domain. The minimum interaction energy with
predicted affinity is shown in Fig. 3B, where we observe the global
search in dark blue and the local refinement in cyan, where it is possible
to measure the distance between the C1 carbon of embelin to the LEU
307 alpha carbon. The minimum interaction energy observed for BIR2
simulation was around -40 kcal/mol, while the minimum interaction
energy for BIR3 simulation was around -35 kcal/mol (circled in orange
for both simulations). The simulation with minimum interaction energy
for BIR2 is indicated in Fig. 3C. Other simulation using different values
were performed demonstrating similar results regarding the binding site
of embelin (Supplementary Fig. 3). Moreover, since the 3CLX structure
is a tetramer, a global simulation on the tetramer was performed,
showing no major alteration regarding the binding modes with that of
the BIR3 monomer (Supplementary Fig. 4).

4. Discussion

Venetoclax, also named ABT-199 or GDC-0199, was the first potent
and highly selective BH3 mimetic antagonist of BCL2 (Souers et al.,
2013). Since its approval for the treatment of chronic lymphocytic leu-
kemia, venetoclax has been extensively studied, with over 150 clinical
trials underway, mainly for the treatment of AML patients (www.
clinicaltrials.org). Despite the promising results, survival rates for
AML remain low, mainly due to resistance to chemotherapy and high
rates of relapse. Combinatory therapy has been extensively studied and
demonstrated better results (Liu et al., 2019; Nishi et al., 2020; Samra
et al., 2020). Altogether, due to the multiplicity of phenotypes for AML,
combinatory strategies have been exploited, and herein we described
the positive combinatory effects of venetoclax and embelin, an XIAP
inhibitor.

Embelin benefits for AML treatment were already observed in
research by Yang et al. (2015) that demonstrated embelin sensitized
AML cell to TRAIL through the repression of NFkB signal pathway;
moreover, combined therapy of Ad-TRAIL and embelin was attractive
for clinical application in the treatment of AML. In the current study, we
demonstrated that embelin alone did not induce cytotoxicity however,
when combined with venetoclax, even in resistant-venetoclax cell lines,
embelin potentiated the cytotoxic effects. This feature may be explained
by the downregulation of XIAP induced by embelin. XIAP inhibitors,
such as embelin and dequalinium chloride, promoted an impaired clo-
nogenic capacity of AML stem cells (Moreno-Martinez et al., 2014),
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suggesting that XIAP is a promising target for AML. In addition, XIAP
downregulation activated genes encoding proteasomal components,
leading to the inhibition of proteasome degradation in AML cells. Both
events, activation of caspases by targeting antiapoptotic proteins, such
as XIAP, and inhibition of proteasome activity crosstalk, contributed to
the final antineoplastic effect in AML models (Carter et al., 2013). Pre-
sent results suggested a direct interaction of embelin with both BIR2 and
BIR3 domain of XIAP proteins, both already recognized as promising
targets for cancer therapy (Cossu et al., 2019; Lee et al., 2016; Schimmer
et al., 2009).

In summary, we found that venetoclax and embelin combination
reduces the viability of AML cells by triggering apoptosis, XIAP down-
regulation, and induced DNA damage. Due to the low toxicity of
embelin, this drug can be used in combination to reduce doses of ven-
etoclax, which could minimize side effects with maintenance of the
therapeutic response or even reverse resistance mechanisms in AML
patients. Our findings further highlight IAP-targeting drugs as a putative
anticancer option for AML.
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