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Resumo

A riqueza dos produtos naturais € proveniente de uma otimizagdo evolutiva de suas
funces biologicas distintas que incluem a regulacdo de mecanismos enddgenos de defesa
e interacdo com outros organismos, 0 que explica a sua relevancia para o tratamento de
doencas infecciosas e o cancer. O cancer é um conjunto de doencas que pode se iniciar
em qualquer tecido ou oOrgdo, 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 séo 0s
casos da XIAP e da Statimina (STMN1), usadas como alvos no presente trabalho. A XIAP
é 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 regulacao de diversas vias de morte celular e
inflamacgdo. 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, segregagdo cromossomal, mobilidade celular
e sobrevivéncia por conta da sua atuacdo na desestabilizacdo dos microtdbulos. 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 expressdo
heter6loga, tendo o seu protocolo padronizado. A técnica de cromatografia de
bioafinidade também se mostrou valida para a prospecc¢do 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 nao
foi possivel, no entanto os extratos foram comparados ao banco de dados GNPS, AntiBase

e Scifinder. A partir desta analise, 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 STMN1.
Contudo ndo 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 citotdxicas. 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 combinacdo de venetoclax e embelina reduz a
viabilidade das células derivadas de leucemia mieloide aguda (LMA) ao desencadear a
apoptose, a regulacdo negativa de XIAP e o dano ao DNA induzido. Devido a baixa
toxicidade da embelina, essa substancia pode ser usada em combinagéo para reduzir as
doses de venetoclax, o que poderia minimizar os efeitos colaterais com manutencgéo da
resposta terapéutica ou até mesmo reverter mecanismos de resisténcia em pacientes com
LMA. Nossas descobertas reforcam que ainda mais os medicamentos direcionados as

IAPs sdo uma opcao anticancer putativa para a LMA.

Palavras-chave: produtos naturais, leucemia apoptose, prospec¢do alvo-direcionada



Use of bioaffinity chromatography to prospect for anticancer substances in marine
actinomycetes: XIAP and STMNI1 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 (STMN1), 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. STMNT1 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 STMNI1 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 kits 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 STMNI.



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



Considerac0es finais

O projeto inicial apresentado previa que no periodo de 24 meses a expressao
heter6loga de ambas as proteinas, XIAP e STMNI, fossem padronizadas assim como os
ensaios da cromatografia de bioafinidade. Com os resultados obtidos e os #its analisados
entdo seriam purificadas substancias ativas para os ensaios biologicos. A padronizacio
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
purificacdo e isolamento de substincias 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 STMNI1. 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 inducao 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 atuac¢do 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 biologica. Mais além, estes dados
ainda evidenciam a relevancia 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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