LUCIANA COSTA FURTADO

Potencial anticancer de substancias isoladas de
Streptomyces sp. recuperada da  ascidia

Euherdmania sp.

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-graduacdo em  Farmacologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo, para obtencao
do Titulo de Mestre em Ciéncias

Sao Paulo
2019



LUCIANA COSTA FURTADO

Potencial anticAncer de substancias isoladas de
Streptomyces sp. recuperada da  ascidia

Euherdmania sp.

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
graduacao em Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sé&o
Paulo, para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias.

Area de concentracido: Farmacologia

Orientador(a): Profa. Dra. Leticia Veras Costa
Lotufo

Verséo original.

Sao Paulo
2019



CATALOGAGCAQ NA PUBLICACAO (CIP)
Servico de Biblioteca e informagéo Biomedica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo

Ficha Catalografica elaborada pelo(a) autor(a)

Costa Furtado, Luciana

Potencial anticdncer de substincias iscladas de
Streptomyces sp. recuperada da asclidia Euherdmania
sp. / Luciana Costa Furtado; corientadora Leticia
Veras Costa Lotufo. =-- S3d¢ Paule, 2019,

104 p.

Dissertacdo (Mestrado) ) -- Universidade de Sio
Paule, Institute de Ciéncias Biomédicas.

1. Micro-crganismos marinheos. 2. Substincias
citotéxicas. 3. Proteasscma. 4. Glicklastoma. I.
Veras Costa Lotufo, Leticia , crientadeor. IIL.
Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Luciana Costa Furtado

Titulo da Dissertacao: Potencial anticancer de substancias isoladas de Streptomyces
sp. recuperada da ascidia Euherdmania sp.

Orientador(a): Profa. Dra. Leticia Veras Costa Lotufo

A Comisséo Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertagdo de Mestrado em

sessdo publica realizada a ......... [oveun. [ivovinn. , considerou o(a) candidato(a):

( ) Aprovada ( ) Reprovada

Examinador(a): ASSINATUAL ..ttt
(0] 1 0[PP PPPT
T 1S 1 (0 [ o= T U TURURRP
Examinador(a): ASSINALUIA: ....ooiiiiiieeieee e
NOMI. e et e e e
INSTEUIGAOD: ...t
Examinador(a): ASSINATUIAL .t
NOMIB. e et e e e e eeneaas
11511 (0 o= T TR
Presidente: F TS| = LU ] = S
N OB e

INSHEUIGAO: ...



cmunmuw:‘mg-l-no»m:'msuhmv Av Protessor Lineu Prestes. 2415 - ICB 11 - 05508 00C
de Evca em Pesg - Telefone (11) 20917733 - o-mail Cep@ict usp br

IF N

Certificamos que o Protocolo CEP-ICB n? 875/2017 referente ao projeto intitulado:
“Potencial anticancer de substancias isoladas de Streptomyces sp. recuperada da
ascidia Euherdmania sp.” sob a responsabilidade de Luciana Costa Furtado e
orientacdo do(a) Prof.(a) Dr.(a) Leticia Veras Costa Lotufo, do Departamento de
Farmacologia, foi analisado pela CEUA - Comissdo de Etica no Uso de Animais e pelo
CEPSH - Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, tendo sido deliberado que
o referido projeto ndo utilizard animais que estejam sob a égide da Lei n? 11.794, de 8

de outubro de 2008, nem envolverd procedimentos regulados pela Resolugdo CONEP
n? 466 de 2012.

Sao Paulo, 18 de abril de 2017.

Buwr Lol o
Prof. Dr. Anderson de Sa Nunes Prof. Dr. Paol rinho A. Zanotto
Coordenador CEUA ICB/USP Coordenador CEPSH ICB/USP




A todas as mulheres que bravamente fazem ciéncia nesse pais.



AGRADECIMENTOS

A Dra. Leticia Lotufo pela supervisdo durante esse periodo de aprendizado que o
mestrado me proporcionou. Por cada momento que sentamos e discutimos, por cada
sugestéo dada, pelo entusiasmo a cada resultado e empolgacéo de sempre descobrir
0 novo e pelos momentos descontraidos. Por ter sido tdo proxima tantas vezes,
mostrando que também existe muito amor junto da pesquisa. Pela confianca, pelo

respeito e, principalmente, pelo abraco amigo. Leticia, gratidao!.

A Dra. Paula Jimenez (Paulinha) por ter sido tdo presente durante esse momento da
minha vida, passando seus valiosos conhecimentos. Nao teria como ndo agradecer
as conversas sobre pesquisa, sobre a vida, os conselhos, os skypes tdo longos e tao
compromissados em me passar o melhor. Obrigada pela acolhida e pelos momentos
de alegria. Isso tem todo um diferencial na caminhada.

Ao Dr. Jodo Agostinho por ter me dado a oportunidade de aprender com 0s seus
ensinamentos e trabalhar junto na bancada, por discutir comigo dados, por me
incentivar a buscar respostas cientificas, por compatilhar do seu entusiasmo a cada

resultado. Jodo, obrigada!

A Dra. Anelize Bauermeister pelo conhecimento quimico repassado, por todas as
analises que solicitei (muitas delas com urgéncia), por ter sido tdo atenciosa comigo
se dispondo a me ajudar em tantos momentos de duvida, pelos conselhos, pelas
nossas conversas sobre o mundo cientifco, por toda a sua em vibracdo com cada
resultado e pelo incentivo em abracar os projetos que a vida me apresentou. Ane,

muito obrigada!

A familia LaFarMar que me apresentou e presenteou com pessoas de nobre coracgao.
Paola, Paula, Bianca, Karen, Helory, Larissa, Gabriel, Amanda, Catarina,
Cristine, Dhiego, Jaime, Anny, Charles, Gabriela, Leticia, Vanessa, Giovanna,
Bruna e Simone, obrigada por fazerem nossos dias mais leves, com sorrisos,

brincadeiras e boas discussdes cientificas.



A Dra. Daniela Trivella e ao Dr. Rafael de Felicio pela colaboracio que proporcionou
os belos resultados de cristalografia e identificacdo de grupos quimicos que ajudaram

a guiar esse trabalho.

Ao Dr. Diego Wilke por ter cedido os micro-organismos que foram usados nesse
trabalho. Pela torcida pelo meu sucesso, por ter me apresentado a Profa. Leticia e,

mais profundamente, pela sua amizade.

Ao Dr. Marcelo Pena que me ajudou em diversos momentos durante o mestrado,
disponibilizando seu laboratério e seu tempo para me fazer entender as

cromatografias.

Ao Meu Melhor Grupo por ter feito eu me sentir no Ceara durante essa estadia em
S&o Paulo, aliviando a saudade de casa e os momentos de cansago com nossa troca
de mensagens. Allan, Allyson, Daku, Elthon, Evelyne, Evila, Larissa, Marcionilia
e Paulinha, vocés enchem meus dias de amor e risadas. Ninguém solta a mao de

ninguém.

Aos amigos mais proximos, Bruna, Leonardo, Guacira, que na convivéncia do dia a

dia proporcionaram momentos felizes, descontraidos e ofertaram o ombro amigo.

Aos amigos da UFC, Patricia, Raquel e J6natas que se fizeram tdo presentes

durante esse periodo por meio de mensagens carinhosas e de incentivo.

A minha familia pelo apoio incondicional de sempre. Meu mais sincero

agradecimento a vOCés.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Agradeco especialmente a agencia de fomento Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pela concesséo da bolsa através do
processo n°® 2017/18235-5 pelo periodo de 01/05/2018 a 28/02/2019 (Luciana Costa
Furtado) e pelo auxilio & pesquisa com o financiamento do processo n°® 2015/17177-6
durante o periodo de 01/05/2017 a 30/04/2022 (Leticia Veras Costa-Lotufo).

Agradeco também gentilmente ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela bolsa de estudos concedida via Programa de

Pos-graduacdo em Farmacologia durante o periodo de 01/03/2017 a 31/04/2018.



RESUMO

FURTADO, L C. Potencial anticancer de substancias isoladas de Streptomyces
sp. recuperada da ascidia Euherdmania sp. 2019. 104 p. Mestrado em
Farmacologia — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2019.

Os produtos naturais de origem marinha despontam como uma fonte de potencial
farmacoldgico inestimavel. Dentro dessa perspectiva, o fornecimento sustentavel de
metabdlitos bioativos a partir do cultivo de micro-organismos marinhos figura como
uma atrativa solugéo para a prospeccao racional dessas substancias. Um screening
inicial com cinco extratos de bactérias marinhas (BRA-339, BRA-341, BRA-346, BRA-
374 e BRA-386) mostrou que, além de alto potencial citotdxico, um deles (BRA-346)
inibia a atividade catalitica da subunidade ChTL do proteassoma. A bactéria BRA-346
isolada da ascidia endémica brasileira, Euherdmania sp., mostrou-se uma promissora
fonte de substancias citotoxicas. Essa cepa, pertencente ao género Streptomyces,
produz extrato com atividade citotoxica significativa, apresentando Clso de 30 ng/mL
em ceélulas humanas de carcinoma de c6lon, HCT-116. O teste alvo-direcionado em
proteassoma purificado de S. cerevisiae inibiu a atividade catalitica da enzima a uma
concentracdo média de 0,42 ug/mL, para o extrato, e 0,045 ug/mL, para sua fracéo
enriquecida (BRA-346ADC). Os ensaios cristalograficos detectaram a presenca de
uma substancia pertencente a classe das epoxi-cetonas ligado a subunidade catalitica
ChTL. Analises em espectrometria de massas identificaram o ion TMC-86A e
dihidroeponemicina na fragdo. Os inibidores de proteassoma sao utilizados
clinicamente no tratamento de mieloma multiplo, mas vém sendo testados com
resultados promissores em outros tipos de canceres, incluindo gliobastomas. Esse
cancer ainda carece de terapia mais efetiva que permita uma maior sobrevida dos
pacientes. Testes com a fracdo enriguecida BRA-346ADC revelaram alta
citotoxicidade nas linhagens celulares HOG (oligodendroglioma) e T98G
(glioblastoma), Clso= 25,4 e 37,3 ng/mL, respectivamente. A analise da expresséo
proteica e de genes direcionados para via do proteassoma e estresse do reticulo
mostraram aumento de ubiquitinacdo e de genes relacionados a resposta ao estresse
do reticulo induzidos pelo tratamento com a fragdo BRA-346 ADC. Esses resultados
demonstram a importancia das substancias produzidas pela bactéria Streptomyces

sp. BRA-346 frente a modelos de Glioblastoma.



Palavras-chave: Micro-organismos marinhos. Substancias citotoxicas. Proteassoma.



ABSTRACT

FURTADO, L C. Potencial anticancer de substancias isoladas de Streptomyces
sp. recuperada da ascidia Euherdmania sp. 2019. 104 p. Master thesis in
Pharmacology — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2019.

Marine natural products emerge as a source of inestimable pharmacological potential.
In this perspective, the sustainable supply of bioactive metabolites from the cultivation
of marine microorganisms appears as an attractive solution for the rational exploration
of these substances. An initial screening with five marine bacterial extracts (BRA-339,
BRA-341, BRA-346, BRA-374 and BRA-386) showed that, besides of the high
cytotoxic potential, one of them (BRA-346) inhibited the catalytic activity of the ChTL
subunit of the proteasome. The bacterium BRA-346 isolated from the Brazilian
endemic ascidian, Euherdmania sp., was shown to be a promising source of cytotoxic
substances. This strain, belonging to the genus Streptomyces, produces extract with
significant cytotoxic activity, presenting IC50 of 30 ng/mL in human colon carcinoma
cells, HCT-116. The enzymatic assay using purified S. cerevisiae proteasome showed
an inhibition with an average concentration of 0.42 ug/mL for the extract and 0.045
pg/mL for its enriched fraction (BRA-346ADC). The crystallographic assays detected
the presence of a compound belonging to the epoxy-ketone class bounded to the
catalytic subunit ChTL. Mass spectrometric analysis identified the TMC-86A ion and
dihydroeponemycin in the fraction. Proteasome inhibitors are used clinically in the
treatment of multiple myeloma, but they have been tested with promising results in
other types of cancers, including gliobastomas. This cancer still needs more effective
therapy that allows a greater survival of the patients. Tests with the enriched fraction
BRA-346 exhibited high cytotoxicity in the cell lines HOG (oligodendroglioma) and
T98G (glioblastoma), IC50= 25.4 and 37.3 ng/mL, respectively. Analysis of the protein
and genes expression related to the proteasome pathway and reticulum stress showed
an increase of the ubiquitination and reticulum stress response genes induced by the
BRA-346ADC fraction in the treatments. Together these results reinfornce the
importance of the compounds present in the Streptomyces sp. BRA-346 in

Glioblastoma models.

Keywords: Marine microrganisms. Cytotoxic substances. Proteasome. Glioblastoma.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Figura esquematica da estrutura do proteassoma 26S. ..................... 24
Figura 2 - Inibidores do proteasSOMaA.. ......cuuueiiiieeeeieeeiiiie e e e e e e e eeeanes 26

Figura 3 - Desenho ilustrativo do fluxograma de desenvolvimento do trabalho.

Figura 4 - Fotos de bactérias utilizadas no presente estudo.. ........cccceeveeeeeennnnns 35
Figura 5 - Ensaio de inibicdo da atividade catalitica da subunidade ChtL
(quimiotripsina-like) pelos extratos de bactérias isoladas da ascidia
EUNEIAMANTE SP .. ettt 46
Figura 6 - Perfil cromatografico (HPLC-UV, 190-700 nm) dos extratos das 5

bactérias estudadas neste trabalnO.. ... 47
Figura 7 - Perfil cromatografico (HPLC-MS, 50-1500 Da) do extrato das 5
bactérias estudadas nNeste trabalno.. .......coouiviei i 47

Figura 8 - Molecular networking com os extratos brutos das cinco bactérias
investigadas neste trabalhno.. ... 49

Figura 9 - Ensaio de inibicdo da atividade da subunidade catalitica ChTL pelo

EXIrato A BRA-346. ....ouuiiiiiii ettt 50
Figura 10 - Ensaio de avaliagcdo de inibicdo do proteassoma pelas fracdes
obtidas do extrato BRA-346.. .......ccooiiiiiiiiie e 51

Figura 11 - Imagem cristalografica da ligacdo do composto inibidor do
[ OT { T2 T 0 o = PP 52
Figura 12 - Rede molecular com cluster dos deravados da eponemicina
apresentando também varios analogosS. ........ccooviiiiiiiiii e 53
Figura 13 - Fluxograma do fracionamento do primeiro fermentado biolégico em

grande quantidade do extrato bruto da BRA-346 guiado pela atividade bioldgica..

.................................................................................................................................. 54
Figura 14 - Avaliacao da citotoxicidade das fracdes obtidas do extrato da BRA-
346 €M CEIUIAS HCT-116. ..o 55
Figura 15 - Cromatogramas das fragdes BRA-346 ADA — ADE..........cccccvvvvnnnnee 56
Figura 16 - Cromatogramas (LC-MS) dos padrdes adquiridos para este trabalho.
.................................................................................................................................. 57

Figura 17 - Espectros de fragmentacdo dos padrbes escolhidos para esse
L4721 1> 1 o PSRN 58


file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265123
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265123
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265129
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265129
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265130
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265131
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265131

Figura 18 - Molecular networking com as fragdes e o extrato bruto da BRA-346 e
os padrdes dihidroeponemicina e ePOXOMICING. .....uuieieeeeiiiiieiiiiiiiee e e eeeeeiiiinnnnn 59
Figura 19 - Grafico de avaliacdo da inibicdo da atividade do proteassoma....... 61
Figura 20 - Grafico comparativo da inibicao da atividade do proteassoma pelos
inibidores comerciais - dihidroeponemicina, epoxomicina, salinosporamida A
(concentracdo Unica de 30 uM) — e pela fracdo enriquecida BRA 346 ADC (1
8T 0 TP 61
Figura 21 - Heatmap da avaliacdo de expressao génica nalinhagens de gliomae
glioblastoma tratadas com inibidores do proteassoma purificados e a fracao
BRA-346ADC em relacdo ao controle DMSO. ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 64
Figura 22 - Graficos comparativos da expressao relativa dos niveis de mRNA
dos genes ATF4, ATF6, CALR, DDIT3, HSPA5 e XBP1 em HOG tratada com os
inibidores do proteassoma e a fragdo BRA-346ADC.. .........cccccvivviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnne 65
Figura 23 - Graficos comparativos da expressao relativa dos niveis de mRNA
dos genes ATF4, ATF6, CALR, DDIT3, HSPA5 e XBP1 em T98G tratada com o0s
inibidores do proteassoma e a fracdo BRA-346ADC.. ........cooovviiiiiiieeeeeeeen, 66
Figura 24 - Gréficos de expresséo relativa de proteinas ubiquitinadas em relacéo
nos tratamentos com inibidores purificados do proteassoma e a fragdo ADC..

Figura 25 - Graficos de expressao relativa de proteina Hsp70 em relacédo a
tubulina para o tratamento com inibidores purificados do proteassoma e a
L= o= Lo I N I L G PP 70
Figura 26 - Graficos de expressao relativa das proteinas NF-kB (105 kDa) e NF-
kB (52/50 kDa) em relacdo a tubulina paras os tratamentos com os inibidores
purificados do proteassoma e a fracdo ADC............cceeiiiiiiiiiiiiiiiciie e, 71
Figura 27 - Gréficos de expressao relativa das proteinas NF-xB (105 kDa) e NF-
kB (52/50 kDa) em relacédo a tubulina paras os tratamentos com os inibidores
purificados do proteassoma e a fragao ADC. ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 72
Figura 28 - Immunoblotting de proteinas ubiquitinadas, Hsp-70, NFkB (105 e
52/50 kDa) € alfa-tubulina.. .......ccooiiiiiii e 74
Figura 29 - Esquema da ativagcdo da via UPR apés estresse do reticulo

endoplasmatiCo (RE). ... 83


file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265133
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265133
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265136
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265136
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265136
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265137
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265137
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265137
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265138
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265138
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265138
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265141
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265141
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265141
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265142
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265142
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265142
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265143
file:///C:/Users/lucia/Google%20Drive/Docs%20FAPESP/dissertação_Lu_v06.docx%23_Toc5265143

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Atividade citotoxica dos extratos organicos obtidos em cultura de
células HCT-116 avaliadas pelo ensaio do MTT ap0s 72hs de incubacéo......... 35
Tabela 2. Sistema de solventes e gradiente cromatografico utilizado para analise
LC-MS/IMS. ..ottt e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e raaeaaaeeeaaa 39

Tabela 3. Parametros utilizados na plataforma online GNPS para construcédo da

FEAE MOIECUIAN . ...ttt annnnes 40
Tabela 4. Células utilizadas no presente trabalho.........ccccccoiiiiiiie 41
Tabela 5. Sequéncia de primers usados NA qPCR. ........ooovviiiiiiiiiieieeee e 45

Tabela 6. Atividade citotoxica da fracdo BRA-346-ADC em linhagens celulares
HOG, T98G e U8S7MG, por meio do ensaio do MTT. .....cccceeiiiieeiiiiiiiiiiiie e, 60
Tabela 7. Avaliagdo da inibicdo do crescimento celular das linhagens HOG e
T98G tratadas com os inibidores do proteassoma purificados e a fracdo BRA-
SABADC. ...ttt e e e e e ——— et e e e e e —————ra e e e e e e e e an b rrreaaes 62
Tabela 8. Resumo da analise qualitativa das alteragbes moleculares

identificadas nas linhagens ap0s 0S tratamentoS..........ooocuvviiiiiiiee e 87



LISTA DE SIGLAS

ACTB — gene Actin Beta

AcOEt — Acetato de Etila

AMFR — gene Autocrine Motility Factor Receptor
ATF4 — gene Activating Transcription Factor 4
ATF6 — gene Activating Transcription Factor 6
BAX — gene BCL2-Associated X Protein

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

BSA — Bovine Serum Albumine

B-16 — Linhagem celular de melanoma murino
CALR - gene Calreticulin

CANX — gene Calnexin

CCIT7 — gene

CEM - Linhagem celular de leucemia humana
CFZ - Carfilzomibe

CHORP - proteina homoéloga C/EBP

ChTL - Quimiotripsina-Like

Clso — Concentracéo Inibitéria Média

CIT - Concentracao Inibitoria Total

CL - Caspase-Like

CLso - Concentracdo Letal Média

CT - Cycle Threshold

DDIT3 — gene DNA Damage Inducible Transcript 3
DMSO - Dimetilsulféxido

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-Acético

EGFR - Fator de crescimento epidérmico

ER — Estresse do reticulo

ERAD - Degradacao Proteica Associada ao Reticulo Endoplasmatico
ESI-QqTOF - Electrospray-lonization Quadrupole Time-Of-Flight
FDA - Food and Drug Administration

GBM - Glioblastoma Multiforme

GNPS - Global Natural Product Social Molecular Networking
GRP78 - proteina regulada pela glicose 78



HCT-116 — Linhagem celular de cancer de célon

HERPUD1 - gene Homocysteine-responsive endoplasmic reticulum-resident
ubiquitin-like domain member 1

HOG - Linhagem celular de oligodendroglioma

HL-60 — Linhagem celular de leucemia humana

HPLC - High Performance Liquid Chromatography

HPRT1 — gene da Hipoxantina fosforribosiltransferase 1

HRP - Horseradish Peroxidase

HSPA4 — gene Heat Shock Protein Family A Member 4

HSPAS — gene Heat Shock Protein 5

Hsp70 — Heat Shock Protein

HUVECSs - Células Endoteliais Da Veia Umbilical Humana

IC95% - Intervalo de Confianca de 95%

IDH — Isocitrato desidrogenase

IkBa — Inibidor de kappa B a

IKK - quinase do inibidor B

INCA — Instituto Nacional de Cancer

IRE1 - Inositol-requiring enzyme 1

JNKSs - Jun N-terminal kinases

LAMP3 - proteina 3 de membrana associada ao lisossomo

MAPKS8 — gene Mitogen-activated protein kinase 8

MAPK9 — gene Mitogen-activated protein kinase 9

MM — Mieloma Mdltiplo

MOS59K - Linhagem celular de glioblastoma

MTT - 3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio bromida

NCBI - National Center for Biotechnology Information

NF1 — gene da Neurofibromatose tipo |

NF-KB - Fator Nuclear Kappa B

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

PCR - Polymerase Chain Reaction

PERK - proteina quinase de RNA semelhante a quinase do reticulo

PPP1R15A — gene Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 15A

RFU — Unidade Relativas de Fluorescéncia



ROS — Reative Oxygen Species

SYVNL1 — gene Synoviolin 1

SRB - Sulforodamina B

TCA — Acido Tricloroacético

TL - Tripsina-Like

TNF - Fator De Necrose Tumoral

T98G — Linhagem celular de glioblastoma
UPLC - Ultra Performance Liquid Chromatography
UPR — Unfolded Protein Response

UPS — Unfolded Protein System

U87MG - Linhagem celular de glioblastoma
U251 — Linhagem celular de glioblastoma
XBP1 — gene X-box binding protein 1

WHO — World Health Organization



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt nnanas 21
1.1 Cancer e sua problemMatiCa........ccccviiieiiiiiiiiie e 21
1.2 Proteassomacomo alvo naterapia antiCancCer ..........ccccceeeeeeeeeeeeeeeeeee, 23
1.3 Produtos naturaiS marinhos ... 27

2 OBUJIETIVOS ..ttt e e e e e et e e e aaee 32
2.1 ODJetivo Geral.......cooooiiiiiiiii 32
2.2  ODbjetivos ESPECITICOS ..iiiiiiiiiieie e 32

3 MATERIAL E METODOS ... ..coiiiiecteeteeeee et ee ettt sttt 33
3.1 Planejamento experimental.........ccccooeeeiiiiiiiiiiiiie e 33
3.2 Bactérias mMarinhas ... 34
3.3 Obtencédo do fermentado bioldgico e extrato bruto das bactérias ........ 35
3.4 Prospeccado alvo-direCionada .......ccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiee e 36

3.4.1 Inibicdo da atividade do proteassoma...........ccocevvvvviiiiieeeeeeeeiiiiee e 36
3.4.2 Cristalografia de proteinas...........ccceeeeiieeeiiiiiiiiiiie e 37

3.5 Perfil metabdlico (HPLC-MS) dos extratos testados e dos padrdes............. 37

3.6 Fracionamento cromatografiCo ..........cooviiiiiiiiiiiiiiiieie e 38
3.6.1 Molecular NETWOIKING .......coovuiiiiiei e 39
3.7 Avaliacdo da atividade biolOgiCa .......cuuviiiiiiiiiiiiiiiieee e 40
3.7.1 LINhagens CeIUIAreS ............ovuueiiiii e 40
I = ¢ 7= 1[0 o [ 1 1Y N I N 41
3.7.3 Ensaio da Sulforodaming B ...............ueuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiiiinieieeeeens 42
3.8 Estudos sobre mecanismos de @G80 ........cceeuvvuiiiiiiiiiiiiiiii e 43
3.8.1 Determinagéo de proteinas celulares por Western blotting ....................... 43
3.8.2 Avaliagéo da expressao génica por QPCR..........uuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 44

4 RESULTADOS . ... 46



D DI S CUS S AD ..o, 75
B CONCLUSAOD ...t 88
REFERENCIAS ..o e e ettt 89

F = N[ (e = () TR 101



21

1 INTRODUCAO

1.1 Céancer e sua problemética

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer € um dos maiores
problemas de saude publica. Aproximadamente 14 milhfes de novos casos sao
registrados por ano globalmente, e esse numero deve subir 70% até 2038 (OMS,
2018). No Brasil, cerca de 600 mil novos casos anuais de cancer foram estimados
para o biénio 2018-2019, sendo a maior porcentagem de cancer de prostata para os
homens, e de mama para as mulheres (INCA, 2018).

Cancer é definido como um grupo de centena de doencas que partilham a
multiplicacdo desordenada de células que invadem os tecidos e 6rgados, podendo
espalhar-se (formando metéstases) para outras regides do corpo (INCA, 2018).

As células tumorais param de obedecer os mecanismos normais de controle de
divisdo celular, diferenciacédo e interacdo intercelular e com a matriz extracelular e
tendem a ser muito agressivas e formar tumores. Os tumores malignos apresentam
algumas caracteristicas em comum, como instabilidade genética, evasdo da
apoptose, producdo continua de sinais proliferativos, insensibilidade a fatores
supressores do crescimento, potencial replicativo ilimitado, inducéo da angiogénese e
metéstase, desregulacdo do metabolismo energético, invisibilidade ao sistema imune
e promocao de inflamacdo associada ao tumor. A instabilidade genética é um
componente chave na origem do tumor uma vez que ela possibilita a geracdo de
diversidade genética que, por sua vez, induz a aquisicao das demais caracteristicas
carcinogénicas (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A maioria dos farmacos antineoplasicos tem como principal caracteristica a
citotoxicidade, levando a morte das células tumorais por apoptose. Apesar do sucesso
em diversos protocolos e até cura, ainda se carece de moléculas mais seletivas e
menos toxicas. A toxicidade da quimioterapia antitumoral baseada na citotoxicidade
das moléculas utilizadas é, sem duvida, o fator limitante mais importante para a
aprovacgao para o uso na clinica bem como para o sucesso das terapias em pacientes
que ndo raro ja estdo debilitados pela propria doenca (WHO).

Mais além, alguns tumores podem desenvolver resisténcia aos
quimioterapicos, por meio da superexpressdo da glicoproteina-P, da enzima

dihidropirimidina desidrogenase e da glutationa, como normalmente acontece nos



22

canceres de mama, préstata, célon, melanoma e gliomas (LEE; STEELMAN,;
MCCUBREY, 2004; ROCHA et al., 2016). Desse modo, a busca e o desenvolvimento
de novas terapias anticancer sdo de grande importancia para contornar essas
variantes que comprometem a eficiéncia dos tratamentos e diminuem a sobrevida dos
pacientes.

Dentre o0s canceres que apresentam resisténcia a quimioterapias
convencionais, merece particular destaque o glioblastoma multiforme (GBM), subtipo
mais comum de glioma. Este € o tumor cerebral maligno de quarto grau mais
comumente encontrado em adultos com um mau progndstico e opgdes de tratamento
limitadas e, por isso, apresenta baixa sobrevida para os pacientes. Esse tipo de cancer
atinge pacientes com uma faixa etaria de 55 a 85 anos e constitui quase 50% de todos
0s tumores cerebrais malignos primarios. A taxa de sobrevivéncia para portadores de
GBM é de 2 anos para cerca de 27% dos pacientes tratados com a terapia padréo
(FRIEDMAN; KERBY; CALVERT, 2000; LOUIS et al., 2016; STUPP et al., 2009).

Os gliomas respondem por quase 80% de todos os tumores cerebrais malignos
e Sao responsaveis pela maioria das mortes por tumores cerebrais primarios. Esse
tipo de tumor surge a partir de células gliais, células que envolvem e suportam células
nervosas. Os tumores de mais facil cura sdo os de grau |, que apresentam
delimitacdes. Ja os glioma de graus Il a lll mostram infiltrac&o difusa, e os de grau IV,
além da infiltracdo, sao bastante invasivos (DANG; JIN; SU, 2010).

O tratamento convencional inclui retirada do tumor seguida por radioterapia e
quimioterapia (temozolomida). Suas altas taxas de recorréncia, resisténcia geral a
terapia e deterioracdo neuroldgica diminuem a eficiéncia da terapia e a sobrevida do
paciente (KIM et al., 2015). Isso acontece em virtude do local de surgimento do tumor,
gque permite que as células malignas estejam protegidas pela barreira
hematoencefélica, que por ser um 6rgdo essencial e de dificil acesso, limita a terapia
local. Esse tipo de tumor é bastante invasivo e coloniza areas do cérebro que
controlam importantes fungbes, como motoras, da fala e dos sentidos. Portanto, a
cirurgia nessas areas sao de alto risco, além de que o seu dificil acesso impossibilita
uma retirada eficiente de todas as células malignas, podendo levar a progressao do
tumor ou recorréncia da doenga (DAVIS, 2016).

A temozolomida (Temodar®) € um agente alquilante de DNA usado na terapia
de primeira linha para gliomas de alto grau e glioblastoma multiforme. Sua

metabolizacao leva a producéo do céation metildiazonio que transfere um grupo metila
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para o DNA que, consequentemente, leva a quebras na fita dupla do DNA e representa
a citotoxicidade do farmaco por meio da promog¢édo de morte celular por apoptose ou
autofagia (ROOS et al., 2007; VILLANO; SEERY; BRESSLER, 2009).

Histologicamente, os gliomas s&o classificados em astrocitomas,
oligodendrogliomas, oligoastrocitoma mistos ou ependimomas de acordo com
semelhancas morfolégicas. Para os astrocitomas (que se assemelham aos astrécitos)
é frequente o desenvolvimento de glioblastomas de grau IV (GBM). E importante
destacar que o glioblastoma multiforme se divide em primario e secundario e, para o
primeiro tipo, ndo ocorre casos anteriores de cancer de cérebro, contudo, para o
segundo, o seu desenvolvimento é recorréncia e progressao de astrocitomas de graus
Il e Il (KLEIHUES; OHGAKI, 1999; LOUIS et al., 2007).

Algumas mutacdes sao caracteristicamente encontradas nos gliomas. Estudos
dos genes desse tipo de cancer mostraram que 0s casos classicos de gliomas exibem
amplificacdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), diminuicdo dos
niveis de neurofibromina (gene NF1), aumento da expresséo de genes da familia do
fator de necrose tumoral (TNF) e aumento da via do NF-kB (GOODENBERGER;
JENKINS, 2012; VERHAAK et al., 2010). Vale destacar também muta¢des nos genes
da isocitrato desidrogenase (IDH1 e IDH2) que ajudam a promover a gliomagénese.

1.2 Proteassoma como alvo na terapia anticancer

Considerando que o cancer esta, de forma geral, relacionado a disfun¢gdes no
ciclo celular e que o complexo proteolitico proteassoma € vital para esse controle,
moléculas que interajam com o proteassoma podem estar associadas ao controle do
cancer. As células tumorais também dependem do fator de transcricdo NF-kB, que
inibe a apoptose e promove a expressao de fatores de crescimento e citocinas
importantes para a patogénese tumoral (HIDESHIMA et al., 2002). O tratamento com
inibidores do proteassoma evita a degradacédo do kB que se mantém preso ao NF-
kB, evitando seu deslocamento para o nucleo celular. Essa inibicao também leva ao
acumulo téxico de proteinas mal-enoveladas, o que ativa as JNKs (Jun N-terminal
kinases) e eventualmente a apoptose (GOLDBERG, 2012).

O proteassoma controla importantes processos bioldgicos, tais como: estresse

proteico (degradacdo de proteinas mal enoveladas e homeostase proteica), mitose,
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crescimento celular, quimiotaxia, apresentacao de antigenos, angiogénese, apoptose
e regulacdo da expressdo génica (FRANKLAND-SEARBY; BHAUMIK, 2012;
GOLDBERG, 2003; GOLDBERG, 2007; GOLDBERG, 2012; SCHMIDT; FINLEY,
2014). Devido a isso, este complexo enzimatico multicatalitico torna-se um alvo clinico
atraente para o desenvolvimento de novas terapias, pois sua reciclagem constante de
aminoacidos € decisiva para permanente sintese proteica das células tumorais.

A organizacao estrutural do proteassoma se divide em: regido central 20S e
tampa reguladora 19S (Figura 1). Essa regido central consiste em uma estrutura
cilindrica com atividade de hidrélise peptidica, e a regido reguladora, situada nas
extremidades, realiza funcdo de reconhecimento do substrato, remocdo e
desdobramento da cadeia de ubiquitina, por meio de um processo dependente do
ATP.

Nos proteassomas presentes em células de mamiferos, a estrutra central do
complexo proteolitico possui 2 anéis a externos idénticos e 2 anéis 3 internos
idénticos. Cada anel B abriga 3 subunidades cataliticas (B1, B2 e B5) que exibem
diferentes preferéncias de substrato, referidas como caspase-like (CL), tripsina-like
(TL) e quimotripsina-like (ChTL) (DICK et al., 1998).

Tampa reguladora 198

R

a-subunits
~ ‘

3
B-subunits| ) ) J Regido Central 20S

" 4
a-subunits “%ﬂ —

i,B-,i a
D

Figura 1 - Figura esquemética da estrutura do proteassoma 26S.
Complexo proteolitco composto pela regido central 20S e tampa reguladora 19S, além de suas
subunidades cataliticas, p1, f2 e 5. Adaptado de Kubiczkova et al. (2014).

Para selecionar as proteinas que devem ser direcionadas para a camara

interna do complexo e degradadas, estas sdo marcadas pela ligacdo covalente de
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cadeias de poliubiquitina (ubiquitinacdo) que juntamente com a protedlise formam o
sistema ubiquitina-proteassoma (UPS, do inglés Ubiquitin Proteasome System),
bastante explorado como um alvo para descoberta de farmacos (HUANG; DIXIT,
2016; RABL et al., 2008).

A inibicdo do complexo proteassoma j& € uma estratégia validada para o
tratamento de mieloma multiplo (MM), e também tem sido apontado como alvo para
outras neoplasias, incluindo tumores sélidos (KISSELEV; VAN DER LINDEN;
OVERKLEEFT, 2012; RAEDLER, 2015; RAJAN; KUMAR, 2016).

Esforgcos para a validagdo desse alvo como terapia nos ultimos anos levou a
aprovacao do Bortezomibe como quimioterapico anticancer em 2003 (MEINERS et
al., 2008; ORLOWSKI; KUHN, 2008). Nos ensaios iniciais, 0 Bortezomibe apresentou
citotoxicidade contra linhagens celulares de cancer, especialmente aquelas derivadas
do mieloma multiplo. Estas descobertas in vitro também se traduziram em eficacias in
vivo promissoras em modelos de xenoenxerto de malignidades hematologicas e néo
hematolégicas em camundongo (ADAMS et al.,, 1999; HUBER; GROLL, 2012;
NAWROCKI et al., 2004; TEICHER et al., 1999).

O Bortezomibe é um acido dipeptideo borénico que forma uma ligacdo
covalente com o residuo catalitico da treonina presente nas subunidades 35 e 1 do
proteassoma e inibe, preferencialmente, o sitio ChTL do proteassoma (CHEN et al.,
2011; GROLL et al., 2006) . Seu mecanismo de acao impede a ocorréncia de cascatas
de sinalizacéo intracelular, levando a célula a apoptose. A principal via responsavel
pela morte celular corresponde ao aumento do niveis de IkB que permanece ligado
ao NF-kB, impedindo seu deslocamento para o nucleo e ativagao, por transcricdo, de
genes envolvidos na sobrevida celular e de moléculas proliferativas e antiapoptoticas
(BRUNTON, 2012).

Uma segunda geragdo de inibidores surge, e, entre eles, vale destacar o
Carfilzomibe, que é um inibidor que se liga fortemente a subunidade ChTL e pertence
ao grupo quimico das epoxi-cetonas. Apresenta inibicéo irreversivel do proteassoma
e estrutura quimica diferente do Bortezomibe, o que levou a uma resposta mais
sustentada em estudos pré-clinicos, resultando em efeitos antiproliferativos e
proapoptoticos em linhagens celulares de cancer hematoldgico (DEMO et al., 2007).
Em 2012, foi aprovado para o tratamento do mieloma multiplo em pacientes que

apresentaram progressao da doenca mesmo apoés tratamento com o Bortezomibe.
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O grupo epoxi reage fortemente com o residuo N-terminal de treonina catalitica
do proteassoma, e este mecanismo altamente seletivo elimina o potencial de atividade
fora do alvo com outras proteases celulares, o que pode contribuir para uma melhor
tolerabilidade in vivo (F. et al., 2009; GROLL et al., 2000; KUHN et al., 2007).

Ha também um outro tipo de inibidor do proteassoma, este apresenta em sua
estrutura um anel y-lactama-B-lactona. Desse grupo, € importante destacar a
salinosporamida A (Marizomibe), substancia isolada a partir da bactéria marinha
Salinispora tropica. E um potente inibidor que inibe a proliferagdo celular in vitro de
carcinoma de célon humano (HCT-116), carcinoma de pulmdo (NCI-H226),
glioblastoma (SF-539), melanoma (SK-MEL-28) e mama (MDA-MB-435) com
concentracdes inibitorias abaixo de 11 ng/mL. Apresenta inibicdo 35 vezes maior do
gue o composto omuralida, que foi utilizado como controle positivo em alguns estudos
(FELING et al., 2003). ApOs trés anos da sua descoberta, em 2003, a salinosporamida
A ingressou na fase | de testes clinicos para o tratamento de pacientes com mieloma
multiplo, linfomas, leucemias e tumores solidos, além de outras enfermidades como
doencas neurodegenerativas e infecciosas (COOKSON, 2006; CRUNKHORN, 2016;
CZESNY et al., 2009; GULDER; MOORE, 2010; KHARE et al., 2016).

w © W © ~o
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Carfilzomib (PR-171, Kyprolis®)

Marizomib

Figura 2 - Inibidores do proteassoma.
Aprovados para uso na clinica: Bortezomibe (2003) e Carfilzomibe (2012).
Fonte: (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)

O proteassoma também tem sido considerado como um alvo para o tratamento

de glioblastoma. Em estudos com animais, o Marizomibe (salinosporamida A)
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distribuiu-se no cérebro a 30% dos niveis sanguineos em ratos e inibiu
significativamente a atividade do proteassoma no tecido cerebral de macacos.
Acredita-se que esses resultados relacionam-se ao potencial de penetrar a barreira
hematoencefélica que o Marizomibe apresenta (DI et al., 2015; DI et al., 2016).

Zhang (2018) avaliaram, in vitro e in vivo, a eficacia antiproliferativa de um
nanodisco lipidico carregado com Carfilzomibe ligado ao D-peptideo DA7R (DA7R-
ND/CFZ) utilizando linhagem celular de glioblastoma, U87MG. Os resultados
mostraram supressao tumoral e aumento da sobrevida dos ratos portadores do tumor
intracranial. O Carfizomibe (Kyprolis®) é um derivado sintético da epoximicina,
susbtancia produzida pelo actinomiceto Q996-17, isolado de uma amostra de solo
coletada na india (HANADA et al., 1992; KIM; CREWS, 2013).

Durante os ultimos anos, o potencial dos inibidores do proteassoma vem sendo
amplamente testado. Sua atividade perturba tanto a homeostase das proteinas como
o ciclo celular, por meio da ativagdo dos programas de morte celular. Os trabalhos
desenvolvidos com esses tipos de compostos revelaram que numerosos tipos de
canceres exibem uma funcéo aberrante do sistema ubiquitina proteassoma (UPS) e,
portanto, o tratamento com tais inibidores pode apresentar uma estratégia bem-
sucedida (CHEN; MADURA, 2005; HOELLER; DIKIC, 2009).

Dentro das diversas estratégias para prospec¢do de compostos com atividade
anticancer, vem ganhando destaque os ensaios alvo-direcionados, que permitem
encontrar substancias mais seletivas, reduzindo os efeitos colaterais do tratamento.
Essa abordagem parte de um alvo celular especifico que é fundamental para a
sobrevida celular, como é caso de algumas proteinas inibidoras de apoptose, enzimas
e complexo proteolitico proteassoma. Nessa ideia, os produtos naturais apresentam
moléculas com disposicao estrutural que facilita a ligacao a determinados alvos, além
de fortes interag6es moleculares (CARLSON, 2010; LA CLAIR, 2010).

1.3 Produtos naturais marinhos

Os produtos naturais sdo de grande importancia para a humanidade desde a
antiguidade. Suas propriedades farmacologicas sdo utilizadas no tratamento de
diversas doencas e sua gama de estruturas moleculares possibilita o desenho de
novos farmacos e a descoberta de novos alvos para diversas quimioterapias. Sao

amplamente explorados e o desenho de substancias sintéticas que mimetizam seus
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grupos farmacoféricos s6 vem aumentando. Por meio de programas computacionais,
a descoberta de novas moléculas de origem natural estd sendo aperfeigcoada.
Avancos em bioinformatica promovem a exploracdo de genes biossintéticos que
produzem metabdlitos secundarios bioativos, o que ajuda a prever suas estruturas
quimicas e vias de biossintese (KIM; MOORE; YOON, 2015; NEWMAN; CRAGG,
2016a ; RODRIGUES et al., 2016). Dentre os produtos naturais, vale destacar os de
origem marinha que estdo em ampla fase de descoberta e expanséo e ja apresentam
oito substancias aprovadas para uso clinico, sendo 5 destes com atividade anticancer
(GERWICK; MOORE, 2012).

Os mares e oceanos abrigam mais de 90% da biodiversidade do planeta entre
macro e micro-organismos (HILL; FENICAL WILLIAM, 2010; JIMENO et al., 2008), e
essa diversidade biol6gica esta ligada a uma variedade de metabdlitos, que séo
produzidos devido a intensas pressfes ecoldgicas. Segundo Newman e Cragg
(2016b), o ambiente marinho apresenta substancias extremamente potentes, com
atividades antitumorais, anti-inflamatorias, analgésicas e imunomoduladoras.

Os estudos com produtos naturais marinhos iniciaram na década de 50, com o
isolamento dos arabinucleosideos espongouridina e espongotimidina da esponja
marinha Cryptotethya crypta, que serviram de inspiracdo para sintese do ARA-C,
ARA-A e AZT, utilizados para tratamento de leucemia, Herpes virus e AIDS,
respectivamente (BERGMANN; BURKE, 1956; BERGMANN; FEENEY, 1951;
BERGMANN; STEMPIEN, 1957; NEWMAN; CRAGG, 2012). Os produtos naturais
apresentam mecanismos de acdo incomuns, devido a sua estrutura quimica atipica,
o que lhes permite serem testados e usados na clinica (GERWICK; MOORE, 2012).

Em 2003, um trabalho desenvolvido por Jimenez e colaboradores utilizou 10
espécies de ascidias abundantes no litoral cearense, entre elas Euherdmania sp. e
Eudistoma vannamei, para verificacdo da atividade citotdxica de seus extratos. Seis
especies de ascidias apresentaram extratos com atividade biologica em pelo menos
um dos testes empregados. O extrato de E. vannamei mostrou a mais alta citoxicidade
em todas as células tumorais testadas, com Clso variando de < 2 ug/mL para células
leucémicas CEM a 23,8 ug/mL para células de melanoma murinho B16 (JIMENEZ et
al., 2003). Ja o extrato da Euherdmania sp. também apresentou citotoxicidade nas

quatro linhagens de células testadas com valores de Clsp variando de 24,3 ug/mL em
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CEM a 53,0 ug/mL em HL-60, sendo, portanto, o primeiro relato de atividade citotdxica
para esse género.

As ascidias pertencem ao Filo Chordata, Sub-filo Tunicata, Classe Ascidiacea.
Sao animais que se alimentam filtrando agua do mar e possuem notocorda em sua
fase larval, além de serem dominantes em muitas comunidades marinhas, tendo uma
ampla distribuicdo geografica (LAMBERT, 2005; WATTERS, 2018). Um estudo de
Palanisamy, Rajendran e Marino (2017) forneceu um relato de aproximadamente 580
compostos, isolados de ascidias no periodo de 1994 a 2014, com atividades
antibacteriana, anti-inflamatéria, anti-viral, hipoglicemiante, antiproliferativa e
antiparasitaria.

Existem numerosos relatos de substancias bioativas oriundas de ascidias do
género Eudistoma (PALANISAMY; RAJENDRAN; MARINO, 2017), que inclui 161
espécies descritas (http://www.marinespecies.org). Eudistoma vannamei, por sua vez,
€ uma ascidia colonial tropical endémica no litoral nordestino do Brasil (Lotufo & Silva,
2006). Este organismo, juntamente com 0S micro-organismos associados, tem sido
um estudado pelo nosso grupo de pesquisa nos ultimos 15 anos como uma fonte
inestimavel de produtos naturais bioativos. Neste contexto, substancias de diversas
classes quimicas ja foram isoladas dessa ascidia, incluindo estaurosporinas,
antraciclinonas, dicetopiperazinas, alcaldides de pirimidina e uma ditiolpirrolona
(ABREU et al., 2014; JIMENEZ et al., 2012; SOUSA et al., 2012; TAKEARA et al.,
2015).

O género Euherdmania, por outro lado, ainda € pouco estudado, apresentando
até o momento 15 espécies descritas (www.marinespecies.org). Monniot (MONNIOT,
1983)1983) descreveu a Euherdmania fasciculata, uma espécie nova coletada em
Guuadalupe — Caribe, que possui semelhanca morfolégica com a espécie desse
trabalho, mas ainda sdo necessarios dados moleculares que possam confirmar se
correspondem de fato a mesma espécie ou ndo. De todo o modo, esse trabalho é
bastante pioneiro, uma vez que nao existem estudos envolvendo a microbiota e nem
o0 metabolismo secundario de ascidias desse género.

Dos produtos obtidos de ascidias € importante destacar, pela sua relevancia
clinica, a Trabectedina (ET-743, Yondelis®) obtida da Ecteinascidia turbinata e
aprovada pela agéncia regulatoria européia (EMEA) em 2007. Esse farmaco € um
agente alquilante de DNA utilizado no tratamento de sarcomas de tecidos mole e
cancer de ovario (J. MONK et al., 2012).
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Os organismos marinhos possuem uma variedade de metabdlitos secundarios,
provavelmente como aparato de defesa. Contudo, a maior parte desses metabdlitos
sao produzidos por micro-organismos endossimbiéticos. Estudos demonstraram que
alguns compostos isolados inicialmente de invertebrados marinhos sdo, na verdade,
sintetizados por bactérias (CHEN; FU; WANG, 2017; MOHAPATRA; BAPUJI; SREE,
2002), como é o caso da briostatina, produzida pela Candidatus Endobugula sertula,
bactéria simbionte do briozoario Bugula neritina (DAVIDSON et al., 2001).

Em um estudo de Buedenbender et al (2017) espécies de actinomicetos
associadas a trés ascidias australianas foram investigadas. A analise metabolémica
confirmou que a maioria dos metabdlitos eram sintetizados pelos Actinomicetos,
principalmente aqueles dos géneros Streptomyces e Micromonospora.

O potencial dos micro-organismos marinhos na busca de novos farmacos
também é fundamentado na importancia histérica dos micro-organismos terrestres
como fonte de farmacos e, de fato, esforcos dedicados neste sentido ja possibilitaram
o isolamento de inumeros metabdlitos secundarios a partir desses grupos.
(WILLIAMS, 2008).

Embora sejam necessérias técnicas diferenciadas para o isolamento e cultivo
de micro-organismos marinhos, muitos dos principios desenvolvidos para a
fermentacao industrial podem ser aplicados para a obtencdo dos metabdlitos
secundarios em larga escala, o que resolve tanto a questdo da disponibilidade de
material como minimiza o impacto ecolégico (JENSEN et al., 2000).

Os micro-organismos marinhos desenvolveram um aparato metabolico
bastante peculiar que €, de certo modo, muito mais versétil que o de micro-organismos
terrestres. Condi¢des Unicas de pH, temperatura, pressao, oxigénio, luz, nutrientes e
salinidade permitem que ostentem atividades biol6gicas especiais. Essa caracteristica
Ihes confere uma enorme capacidade adaptativa, o que garantiu a sua sobrevivéncia
em ambientes as vezes extremos, e favoreceu a producao de metabdlitos nunca antes
observados para organismos terrestres (ZHANG et al., 2005).

Considerando os fortes indicios de que 0s micro-organismos associados sejam
os verdadeiros responsaveis pelo elaborado arsenal de metabolitos secundarios
isolados de invertebrados marinhos, a producdo desses compostos € viavel e
sustentavel. Uma atrativa solugéo para a prospecc¢éao racional dos recursos do mar é

fornecer a esses simbiontes meios de cultivo apropriados, para um suficiente
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fornecimento desses metabdlitos, por meio da fermentacdo biol6gica de micro-
organismos marinhos.

Os actinomicetos séo considerados o grupo mais promissor para producéo de
compostos antibacterianos e citotoxicos. A estreptomicina, um exemplo icénico de
farmaco antimicrobiano, € obtida de actinomiceto do género Streptomyces (MIAO;
DAVIES, 2010). Esse género é responsavel por cerca de 7600 compostos com
atividade biologica. Os actinomicetos terrestres desse género foram os primeiros a
serem estudados e suas substancias bioativas se tornaram medicamentos. Tal género
foi primeiramente descrito em 1943 por Waksman e Henrici e seus representantes
colonizam diversos ambientes, sejam eles terrestres ou marinhos (LI et al., 2011,
SANTHANAM et al., 2012).

Mais de 85% dos antibidticos naturais descobertos sdo provenientes de
bactérias do género Streptomyces. Farmacos em estudos clinicos para tratamento de
tumores também tém sido obtidos a partir de micro-organismos deste grupo, como €
o caso das antraciclinas. Compostos dessa classe, daunorubicina e doxorubicina,
ambas produzidas por Streptomyces peucetius, possuem potente atividade citotoxica
com mecanismo de acdo que envolve espécies reativas de oxigénio e dano ao DNA
(OLANO; CARMEN, 2009).

Apesar do consideravel arsenal de drogas ja existente para o tratamento dos
diversos tipos de canceres e do sucesso terapéutico em varios tratamentos, ainda nao
se chegou a um composto ideal. Assim, a busca por compostos mais seletivos, com
menos efeitos colaterais, maior poténcia terapéutica e menor indice de resisténcia
para a terapia do cancer é de extrema relevancia. Portanto, torna-se imperativa a
necessidade de encontrar, desenvolver, e introduzir no arsenal médico, novas opcdes
terapéuticas mais eficientes (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

Levando em consideragéo que a rica biodiversidade marinha do Brasil ainda €
pouco explorada, o potencial farmacolégico dos micro-organismos marinhos e a
caréncia por substancias antitumorais, € de grande relevancia o estudo dos
compostos obtidos a partir desses micro-organismos. Além disto, também é
estratégica a busca por novos compostos com atividade farmacolégica, ampliando o

conhecimento e buscando ajudar na solucéo da problematica do cancer.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

+ Avaliar o potencial anticancer de substancias inibidoras do proteassoma
produzidas por bactérias marinhas associadas a ascidias em modelos celulares de

glioma e glioblastoma.

2.2 Objetivos Especificos

* Realizar a prospeccao alvo-direcionada em extratos de bactérias isoladas de
ascidias, utilizando como alvo a subunidade catalitica do proteassoma a partir de
ensaios enzimaticos, estudos de cristalografia e redes moleculares (GNPS);

» Identificar substancias do extrato organico da bactéria BRA-346, Streptomyces
sp., com atividade citotéxica em células tumorais através de fracionamento quimico
guiado pela atividade biologica;

+ Estudar as interagdes da(s) substancia(s) citotoxica(s) com o proteassoma,
utilizando estudos de atividade enziméatica e estudos de cristalografia;

+ Validar a atividade biologica de uma fracdo enriquecida contendo inibidores do

proteassoma utilizando modelos celulares de glioma e glioblastoma.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Planejamento experimental

O projeto de mestrado foi delineado a partir de resultados preliminares do
Trabalho de Conclusédo Curso da aluna realizado na Universidade Federal do Cear4,
quando foram isoladas 36 cepas de bactérias a partir de 2 espécies de ascidias,
Euherdmania sp. e Eudistoma vannamei. Dentre essas bactérias, 19 mostraram-se
ativas em células de carcinoma de colon. Para o projeto de mestrado, foram
selecionados 5 extratos ativos produzidos a partir das bactérias BRA-339, BRA-341,
BRA-346, BRA-374 e BRA-386. Esses extratos foram submetidos ao ensaio de
inibicdo da atividade catalitica do proteassoma em parceria com o Laboratério
Nacional de Biociéncias (LNBio-CNPEM).

O extrato mais ativo (BRA-346) foi, entdo, submetido a um ensaio de
cristalografia com o proteassoma para identificacdo de potenciais ligantes. Em
seguida, esse extrato foi submetido a um fracionamento quimico inicial, e as fracées
obtidas foram testadas novamente para inibicAo enzimatica. A partir desses
resultados, as fragBes ativas foram submetidas a uma analise de desreplicagdo em
um sistema de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, seguida
de andlise no sistema Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS)
(https://gnps.ucsd.edu/) para construcdo de redes moleculares. Esta analise permitiu
em conjunto com os dados estruturais do cristal observado a proposi¢cdo de ions
candidatos ao ligante do proteassoma.

Posteriormente, a bactéria selecionada, BRA-346, foi recultivada em grande
guantidade com o objetivo de realizar o fracionamento bioguiado dos ligantes. Os dois
cultivos em larga escala ndo foram suficentes para o isolamento da molécula de
interesse em quantidade suficiente para os testes bioldgicos. Diante desse obstaculo,
utilizou-se uma fragdo enriquecida do extrato para a execucdo dos testes em
linhagens celulares de glioma e gliobastoma, utilizando técnicas, como ensaios de
citotoxicidade, expressdo de genes e marcacao de proteinas, para obter informacdes
qualitativas e quantitativas sobre alteracdes na ultra-estrutura e fisiologia das células

tumorais. O desenho experimental encontra-se ilustrado na Figura 3.
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Figura 3 - Desenho ilustrativo do fluxograma de desenvolvimento do trabalho.
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3.2 Bactérias marinhas

As cepas bacterianas BRA-339, BRA-341, BRA-346 e BRA-386 (Figura 4)
foram previamente isoladas da ascidia Euherdmania sp., enquanto que a bactéria
BRA-374 (Figura 4) foi isolada da ascidia E. vannamei, ambas coletadas na praia da
Taiba, no municipio de Sdo Goncalo do Amarante, Ceara (3°34,125'S; 38°54,469'W)
conforme descrito por Furtado (2017). A selecdo das cepas baseiou-se na elevada
atividade citotéxica observada por Furtado (2017) frente a células de carcinoma de
cblon (HCT-116) através do teste do MTT (Tabela 1). Essas bactérias sdo mantidas
criopreservadas em glicerol 50% no banco de micro-organismos do Laboratério de
Bioprospecgédo e Biotecnologia Marinha (LaBBMar) da Universidade Federal do
Cear4, e foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Diego Veras Wilke para a realizac&o
deste trabalho.

A identificagdo molecular das bactérias foi feita a partir do isolamento do DNA
gendmico, amplificacdo do gene do 16S rRNA utilizando os primers universais 27F
(5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1494R (5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-
3’) (HEUER et al., 1997), e posterior sequenciamento. As sequencias obtidas foram
comparadas com outras ja cadastradas no banco de espécies tipo Ezbiocloud

(www.ezbiocloud.org); e no banco de dados do National Center for Biotechnology
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Information (NCBI), por meio da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Essa analise possibilitou a classificacdo das
bactérias BRA-339, BRA-346, BRA, 374 e BRA-386 como pertencentes ao género
Stretomyces sp. A bactéria BRA-341 néo teve sua identificacdo realizada. Todo o

procedimento utilizado encontra-se descrito em detalhes em Furtado (2017).

BRA-339 BRA-341 BRA-346 BRA-374 BRA-386

Figura 4 - Fotos de bactérias utilizadas no presente estudo. Bactérias oriundas banco de
microrganismos do Laboratdrio de Bioprospec¢éo e Biotecnologia Marinha (LaBBMar) da Universidade
Federal do Ceara.

Fotos da autora.

Tabela 1. Atividade citotoxica dos extratos organicos obtidos em cultura de células HCT-116
avaliadas pelo ensaio do MTT ap6s 72hs de incubacéo.
Os valores representam suas respectivas ICso (Hg/mL) e intervalo de confianca de 95% (IC95%).

Atividade citotoxica

Extrato Clso (ug/mL) ICs0 (95%) R2

BRA 339 0,83 0,48 — 1,42 0,88
BRA 341 5,15 2,99 - 8,85 0,92
BRA 346 0,03 0,02 - 0,04 0,99
BRA 374 2,88 1,09 - 7,62 0,92
BRA 386 1,19 0,89 — 1,59 0,99

Dados do Trabalho de Conclusdo de Curso da autora (Furtado, 2017)

3.3 Obtencéo do fermentado biolégico e extrato bruto das bactérias

Para a obtencéo dos extratos, as cepas foram inoculadas em Erlenmeyers de
2L, contendo 1L de caldo Al (amido, peptona e extrato de levedura) e mantido a 130
rpm de agitacdo a 28°C por sete dias. Apos esse periodo, o caldo de cultura foi

extraido duas vezes com acetato de etila (AcOEt), sendo que para cada extracéo, 800
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mL do solvente foram adicionados aos frascos, que permaneceram sob agitacao por,
no minimo, uma hora. Em seguida, o contetdo de cada frasco foi filtrado em funil de
separacao, a biomassa resultante foi descartada e o extrato liquido foi rotaevaporado

para remocao do solvente e obtencéo do extrato bruto.

3.4 Prospeccéao alvo-direcionada

O primeiro ensaio alvo-direcionado foi realizado em colaboracdo com a Prof.2
Dr.2 Daniela Trivella no LNBio — CNPEM, assim como as etapas de purificacdo e
caraterizacdo dos compostos bioativos, contando com a participacao do Dr. Rafael de

Felicio.

3.4.1 Inibicdo da atividade do proteassoma

Os ensaios de inibicdo do proteassoma, Unica enzima eleita como alvo de
estudos nesta proposta, foram realizados a partir da verificacdo da inibicdo da
atividade de sua unidade catalitica. O ensaio realizado no LNBio utilizou a particula
20S do proteassoma purificada de células de Saccharomyces cerevisiae. Tal particula
foi incubada com os extratos selecionados em placas de 384 pogos. A seguir, foi
adicionado o substrato suc-LLVY-AMC, e a intensidade de fluorescéncia (IF a Amax
excitagcao = 355 nm; Amax emissao = 460 nm) em cada pog¢o guiou a identificacao dos
extratos ativos, ressaltados pela redugéo da IF. Um grupo controle (DMSO) e outro na
presenca de inibidor padrdo do proteassoma (MG132) foram utilizados para a
normalizacdo dos efeitos observados e expressos como porcentagem de atividade
remanescente da enzima. A amostra identificada como mais ativa foi submetida a
experimento em diferentes concentracdes, a fim de se extrair os seus valores de Clso.
Os ensaios foram analisados estatisticamente usando o programa GraphPad Prism
5.0.

Avaliou-se também a inibicdo da subunidade catalitica do proteassoma por
meio do kit 20S Proteasome Activity Assay Cat. n°. APT280 (Merck Millipore). Esse
ensaio foi realizado no Laboratorio de Farmacologia Marinha (LaFarMar) e atraves
desse kit testou-se os inibidores purificados — dihidroeponemicina, epoxomicina e

salinosporamida A -, além de calcular a Clso da fracdo BRA-346 ADC. Para o controle
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negativo aplicou-se DMSO que ficou a uma concentracao de 5% de um volume total
de 100 pL. Todo o ensaio foi realizado conforme o protocolo do fabricante.

Os ensaios foram analisados estatisticamente usando o programa GraphPad
Prism 7.0.

3.4.2 Cristalografia de proteinas

A cristalizacdo do alvo biolégico (proteassoma) foi realizada pelo método da
gota suspensa (TRIVELLA et al., 2014) utilizando automacéo disponivel no RoboLab
(LNBio, CNPEM). Inicialmente os kits de cristalizacdo do RobolLab foram testados (n=
600 condicdes). As gotas de cristalizacdo foram monitoradas via sistema de
fotodocumentacdo do RobolLab-LNBio. Para o refinamento das condicbes o
procedimento foi manual. Os experimentos de difragéo de raios X foram realizados no
Laboratdorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS-CNPEM, Campinas, SP). Conjuntos de
dados foram coletados pelo método de rotacédo a 100 K. Os dados foram processados
com o pacote XDS-XScale (KABSCH, 2010), sendo as fases recuperadas por
substituicdo molecular ou faseamento experimental com o auxilio do pacote PHENIX
(ADAMS et al., 2010). O refinamento das estruturas foi realizado com o programa Coot
(EMSLEY; COWTAN, 2004) e pacote PHENIX. As estruturas foram validadas com o
programa Procheck (LASKOWSKI et al., 1993) e depositadas no Protein Data Bank.

3.5 Perfil metabdlico (HPLC-MS) dos extratos testados e dos padrdes

Os cinco extratos estudados foram analisados por HPLC-MS/MS e LC-UV para
caracterizacdo do perfil metabdlico e analise de similaridade. Essas analises foram
realizadas em parceria com a Dr.2 Anelize Bauermeister no Nucleo de Pesquisas de
Produtos Naturais e Sintéticos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiréo
Preto — USP. Foi utilizado um Sistema de HPLC (Shimadzu) acoplado ao
espectrometro de massas (ESI-QqTOF) micrOTOF QII (Bruker Daltonics), equipado
com fonte de ionizacdo eletrospray (operando em modo de ionizacdo positivo), e
analisador do tipo quadrupolo e tempo de voo. Separacao cromatografica foi realizada
em coluna Supelco Ascentis Express C18 (5 ym, 150 x 3.0 mm), equipado com uma
pré-coluna. A temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. A elui¢éo foi conduzida com

gradiente linear de fase moével, comecado com 5% até 100% de acetonitrila durante
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25 min com fluxo de 0,7 mL/min. Ambos os solventes continham 0.1% de &acido
formico. O volume de injecao foi de 15 pL.

Os parametros empregados na fonte de ionizacdo foram o0s seguintes:
voltagem: 3.5 kV, cone: 4.5 kV, gas de secagem: 9.0 L/min, temperatura do gas: 220
°C, faixa de m/z: 50-1500. Foi empregado um método do tipo “untargeted” o qual
seleciona para fragmentar, separadamente, todos os ions acima de 1.0E3 de
intensidade, neste método foi empregado uma rampa de energia de colisdo de 20 a

75 eV para fragmentacao dos ions.

3.6 Fracionamento cromatogréfico

O extrato bruto da BRA-346 foi submetido ao fracionamento quimico guiado
pela a atividade biolégica. Os primeiros estudos com esse extrato foram feitos em
parceria com a Prof.2 Dr.2 Otilia Deusdénia Loiola Pessoa e o Dr. Francisco das
Chagas Lima Pinto no Laboratorio de Andlise Fitoquimica de Plantas Medicinais
(LAFIPLAM II) do Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica da Universidade
Federal do Cearé.

Os ensaios preliminares para avaliar a natureza quimica dos componentes do
extrato foram feitos em placas de cromatografia de camada delgada comparativa e
revelada com diversos reveladores (UV, H2SO4, dragendorff, ninidrina, etc). Apos essa
etapa, realizou-se particdes do extrato bruto em outros solventes organicos (hexano,
acetato, metanol), e as particbes obtidas foram processadas em cromatografia de
coluna Sepahdex LH-20. As fracdes que apresentaram atividade biolégica foram
separadas por cromatografia de polaridade reversa, Chromabond HR-X, obtendo-se
10 fracdes (BRA346-ACA - ACE e BRA346-ADA - ADE).

Para a obtencdo dos dados de LC-MS/MS do extrato fracionado no LNBIo
(CNPEM), foi utilizado o cromatografo liquido de ultra-eficiéncia UPLC Acquity HClass
Waters acoplado a detector de ultra-alta resolucdo com fonte de electrospray e
analisador hibrido quadrupolo/tempo-de-voo Impact Il da empresa Bruker (UHR-ESI-
QQqTOF). Foi utilizada coluna BEH C18 (poro 1,7 um, 2,1 mm x 100 mm) acoplado a
pré-coluna compativel. O sistema de solventes bem como gradiente de eluicdo das

amostras estao descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Sistema de solventes e gradiente cromatografico utilizado para analise LC-MS/MS.
Deve ser considerada a linha A (H20); linha B (metanol) e linha C (Acido férmico 2% (v/v)).

Tempo (min) Linha A (%) Linha B (%) Linha C (%) Curva
0 90 5 6
1 90 5 5 6
7 60 35 5 6
11 0 95 5 6
13 0 95 5 1
15 90 5 5 1

A coluna foi mantida a temperatura de 40° C e as elui¢cfes feitas com fluxo de
0,5 mL/min. Os detectores utilizados foram PDA, na faixa de comprimento de onda de
190 a 600 nm, e espectrobmetro de massas ESI-QqTOF. O modo de analises no
espectrometro de massas foi o positivo, a fonte electrospray, na faixa de 30 a 1800
Da, com velocidade de deteccao de 8 Hz, que apresentava 0s seguintes parametros:
end plate offset = 500 V, capilar = 4500 V, nebulizador a 4,0 bar, fluxo de gas de
secagem (nitrogénio) = 10 L/min, com temperatura de secagem de 200 °C. Para o
MS/MS: célula de colisdo = 5,0 eV, com energia de colisdo na faixa de 20 a 70 V, cut-
off de fragmentacao de 1000.
Como regra de fragmentacao, ions com m/z abaixo de 200 Da foram excluidos,
e a funcdo “exclusdo ativa” estava habilitada (ions precursores com mais de 3
espectros tinham sua fragmentagéo bloqueada por 0,3 min ou até a raz&o “intensidade
atual/intensidade prévia” ser maior ou igual a 1,8). A substancia Formiato de sédio (10
mM ) foi utilizada para calibragdo externa e interna (em cada elui¢céo).
As amostras foram preparadas em DMSO 100% a concentracdo de 10 mg/mL e
foram injetados 1 mL em cada elui¢cdo. Brancos cromatograficos e do preparo da
amostra foram igualmente analisados (injecdes com MeOH, DMSO e com o0 extrato

do meio de cultivo).

3.6.1 Molecular networking

Os dados obtidos descritos nos itens 3.5 e 3.6 foram convertidos pelo software
MSConvert para o formato .mzXLM, tipo de arquivo compativel com a plataforma
GNPS (WANG et al., 2016) (Wang et al., 2016). A construcao da rede molecular foi
baseada nos tutoriais apresentados na plataforma GNPS (ALLARD et al.,, 2016;
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KLEIGREWE et al., 2015; NOTHIAS et al., 2018; WANG et al., 2016; YANG et al.,
2013). Sumariamente, os dados (.mzXML) foram transferidos ao servidor da
plataforma GNPS (ucsd.edu), utilizando o software Fillezilla. Na plataforma, os
espectros foram agrupados por similaridade espectral de fragmentacdo, e o0s
parametros usados estdo descritos na Tabela 3. Apos construcéo da rede molecular,
0 arquivo foi visualizado e no software Cytoscape (v. 3.2). Esse procedimento foi
realizado para a construcdo das redes moleculares dos dados analisados no LNBIo e
no Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais e Sintéticos (NPPNS) da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP.

Tabela 3. Pardmetros utilizados na plataforma online GNPS para construcédo da rede molecular.

Parametro GNPS Valor
LNBio NPPNS
Pairs_min_Cosine 0,5-0,65 0,65
Tolerance.PM_tolerance —ion
0,02 0,08
precursor
Tolerance.PM_tolerance — ion
fragmento 002 01
MIN_MATCHED_PEAKS 4 4
TOPK 10 10
Cluster_MIN_SIZE 1 1
Maximum_component_size 1 1
Min_peak_int 0 0
Run_MSCluster On On
Filter_precursor_window 1 1
Filter_library 1 1
Window_Filter 1 1
Score_Threshold 0,5 0,5
Min_matched_peaks_search 4 4

3.7 Avaliagédo da atividade biologica

3.7.1 Linhagens celulares

A fragdo BRA-346ADC do extrato da BRA-346 foi avaliada em células de glioma

e glioblastoma (Tabela 4), gentilmente cedidas pela Prof.2 Dr.2 Regina Pekelman


http://ucsd.edu/
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Markus do Instituto de Biociéncias da USP. A opg¢éo por estas linhagens baseia-se
nos resultados da atividade de inibidores do proteassoma nesses modelos, e da
necessidade proeminente de desenvolvimento de terapias eficazes para o tratamento

desse tipo de céancer, considerado como uma doencga orfa pela OMS.

Tabela 4. Células utilizadas no presente trabalho.

Liggli?;rm Tipo Histologico
HOG Oligodendroglioma
T98G Glioblastoma

us7MG Glioblastoma astrocitoma

3.7.2. Ensaio do MTT

Este ensaio consiste numa analise colorimétrica que quantifica indiretamente
as células viaveis, baseada na reducdo do sal 3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2,5-
difeniltetrazélio bromida (MTT), um composto de cor amarela, a formazan, de
coloracado purpura, pelos substratos celulares NADH, NADPH, sendo convertido pela
enzima succinato-desidrogenase (BERRIDGE; TAN, 1993; MOSMANN, 1983). Dessa
forma, a reducdo do MTT a formazan, é diretamente proporcional a atividade
mitocondrial e a viabilidade celular. Este ensaio foi também utilizado para determinar
o valor da concentracao inibitéria média (Clso) a partir de uma curva concentragao x
efeito para as amostras selecionadas.

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos na concentragdo de 3 X
10% células/mL 24h antes do teste. A fracdo BRA-346ADC foi diluida em DMSO e
testada em concentracfes seriadas que variaram de 0,0032 a 50 pug/mL, em duplicata,
com tempo de incubacédo de 72h a 37 °C e 5% de CO2. Apds o periodo de incubacéo,
0 sobrenadante foi descartado e 150 pL da solugdo de MTT (Sigma)/meio RPMI na
concentracdo de 0,5 mg/mL foi adicionado a todos os pocos da placa, e esta foi
incubada novamente por 3h. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado (formazan) foi ressuspendido em 150 yL de DMSO até sua completa
dissolucéo. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdbmetro de placas em
comprimento de onda de 570nm. A analise deste ensaio foi feita usando o programa
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GraphPad Prism 7.0, a partir do qual se obteve a concentragéo inibitéria média (Clso)
e seus respectivos intervalos de confianga de 95% (IC 95%), por meio de uma

regressao nao-linear a partir dos dados normalizados.

3.7.3 Ensaio da Sulforodamina B

No ensaio da Sulforodamina B (SRB), o corante utilizado é uma aminoxantina
de cor rosa brilhante, que possui dois grupos sulfénicos que sdo capazes de se ligar
as porcles terminais dos aminoacidos das células que foram fixadas com o &cido
tricloroacético (SKEHAN et al., 1990). Quanto maior o nimero de células viaveis,
maior a captacao do corante e maior € o valor da absorbancia (HOUGHTON et al.,
2007; SKEHAN et al., 1990).

Para a realizacdo deste ensaio, foram plaqueadas 3 x 104 células/mL em 4
placas, sendo uma placa tempo zero e 3 placas teste (24, 48 e 72h), 24h antes do
inicio do teste das amostras. Antes da aplicacdo das amostras, as células da placa
tempo zero foram fixadas com 100 pL por poco de uma solucdo de &acido
tricloroacético (TCA, do inglés Trichloroacetic Acid) 10%. Apos 24, 48 e 72hs de
tratamento, as células das placas teste foram fixadas com a mesma solucéo de TCA.
ApG6s um periodo minimo de fixac@o de 4 horas a 4 °C, as placas foram lavadas com
agua deionizada para posterior aplicacdo da solugéo de sulforodamina B (SRB) 0,4%
- 100 pL/poco — e incubadas por 30 minutos a 37 °C. O SRB foi removido e as placas
lavadas com uma solucéo de acido acético 1% (200 pL/poco). Para solubilizacdo das
proteinas fixadas e coradas, adicionou-se em cada poc¢o 200 pL do tampéao Tris base
a 10 mM. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro de placas em
comprimento de onda de 570nm. Os valores obtidos foram normalizados em relacéo
a média da placa de tempo-zero e a média do controle negativo (DMSO) de cada
placa teste. Os graficos foram obtidos por interpolacédo dos dados normalizados em
uma curva semilog, usando o programa GraphPad Prism 7.0. Calculou-se para cada
composto trés concentragBes: concentracdo inibitoria média (Clso), concentracdo

inibitoria total (CIT) e concentracédo letal média (CLso).
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3.8 Estudos sobre mecanismos de acao

Os estudos sobre mecanismos de acao foram realizados através do uso de
técnicas que permitem analisar vias de sinalizacdo e estruturas especificas das

células tratadas com as substancias bioativas.

3.8.1 Determinacao de proteinas celulares por Western blotting

O Western blotting (immunoblotting) € um método empregado para detectar
uma determinada proteina numa amostra. Este método foi utilizado para verificar a
expressdo aumentada ou diminuida de proteinas-chave que podem estar associadas
a inibicdo do proteassoma e ao estresse do reticulo endoplasmético (ubiquitina, NF-
kB e Hsp-70).

Para tanto, as células tratadas e o controle tiveram suas proteinas extraidas
usando tampao de extracdo composto de Tris 1M, EDTA 200mM, ortovanadato de
sodio, fluoreto de fenilmetano sulfonil diluido em etanol 100%, fluoreto de sodio e
pirofosfato tetrassddico. As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford,
utilizando como padréo uma curva de BSA (Bovine Serum Albumine, 1 mg/mL).
Posteriormente, as proteinas foram submetidas a uma eletroforese em gel de
acrilamida. Apos a corrida, por eletrotransferéncia, as proteinas separadas no gel
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose para a detecgédo pelos
anticorpos. Apés a eletrotransferéncia, na membrana foi realizado o bloqueio para
evitar ligacdes em sitios inespecificos pelos anticorpos primarios e secundarios.
Marcou-se proteinas ubiqutinadas (ubiquitin P4D1 — Cell Signaling), fator de trascri¢ao
(NF-xBp105/p50 — Cell Signaling), proteina de choque térmico 70kDa (Hsp70 —
Biolegend) e a-tubulina (Cell Signaling). Para marcacdo dos anticorpos primarios,
usou-se anti-mouse 1gG, HRP-linked e anti-rabbit, HRP-linked (ambos Cell Signaling).
A deteccdo de todas as marcacdes foi feita por quimioluminescéncia, através da
reacao catalisada pela Horseradish Peroxidase (HRP). As bandas marcadas pelos
anticorpos foram quantificadas pelo programa UN-SCAN-IT gel 6.1 que quantifica os
pixels de cada banda. Cada valor associado as bandas foram normalizados em

relacdo ao valor de quantificacdo da tubulina para o calculo da expressao relativa.
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Tais valores de expressao foram analisados no programa GraphPad Prism 7.0,
aplicando o teste de Dunnet para andlise de variancia.

3.8.2 Avaliagdo da expresséo génica por qPCR

A Polymerase Chain Reaction (PCR) em tempo real permite avaliar o nivel de
expressao de genes pré-selecionados. Essa técnica amplifica fragmentos a partir de
cDNa produzidos via reacdo de transcriptase reversa, o que possibilita identificar a
guantidade de RNA mensageiro em sua reacdo de acordo com padroes
estabelecidos.

Para a producdo do cDNA foram extraidos RNAs de células tratadas e controle,
utilizando o Trizol (CHOMCZYNSKI, 1987) e seguindo as etapas descritas em no
protocolo desse reagente (TRIzol Reagent User Guide — Thermo Fisher Scientific).
Apés extracdo, o RNA foi quantificado para a posterior producdo do cDNA. A
construgcédo do cDNA foi feita de acordo com o protocolo do Kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific) com adicdo do inibidor de
ribonuclease RNaseOUT™ (Invitrogen) e primers randémicos, conforme as seguintes
etapas: 10’ a 25 °C; 2 ciclos de 60’ a 37 °C e um ciclo de 5’ a 85 °C.

Ao cDNA foi adicionado Sybr Green PCR Master Mix e uma solugéo a 300nM
dos primers foward e reverse de cada gene previamente selecionado (Tabela 5).
Utilizou-se como marcador endégeno os genes da hipoxantina fosforribosiltransferase
1 (HPRT1) e da beta-actina (ACTB). A reacdo de qPCR exigia 12uL de volume e suas
etapas consistiam em: 2" a 50 °C e 10’ a 95 °C para o estagio de manutencéo, 40
ciclos de 15” a 95 °C e 1’ a 60 °C para o estagio da PCR; e 157a 95°C, 1’a60°C e
15” a 95 °C para o estagio da curva de melting. Para andlise de expressao relativa,
utilizou-se os valores obtidos da média do Cycle Threshold (CT) de cada gene. O valor
de cada gene foi normalizado em relacdo a média da razdo dos valores dos
endogenos. O valor de expresséao relativa dos controles foi adotado como 1 e dos
tratamentos foram calculados em relacdo ao controle. A constru¢do dos graficos foi
feita pelo programa GraphPad Prism 7.0. Para constru¢céo do heatmap, utilizou-se o

programa MeV: MultiExperiment viewer.



Tabela 5 - Sequéncia de primers usados na qPCR.

Primers Sequéncia
ACTB_FW AGGCCAACCGCGAGAAG
ACTB_RV ACAGCCTGGATAGCAACGTACA
AMFR_FW GTCAGGGAAGAACATCAAGGAG
AMFR_RV GGGGAAACATCTCTTGAATCTG
ATF4_FW ATGTCCCCCTTCGACCAG
ATF4_RV CCATTTTCTCCAACATCCAATC
ATF6_FW TGAACTTCGAGGATGGGTTC
ATF6_RV TCACTCCCTGAGTTCCTGCT
BAX_FW GAGCTGCAGAGGATGATTGC
BAX_ RV CAGCTGCCACTCGGAAAA
CANX_FW GCCTCCGCCTCTCTCTTTAC
CANX_RV CCATGATCTCTAGCCTCCCG
HSPA5_FW TCAAGTTCTTGCCGTTCAAGG
HSPA5_RV AAATAAGCCTCAGCGGTTTCTT
CALR_FW GAGCCTGCCGTCTACTTCA
CALR_RV AACTGAGAACGAATTTGCCA
CCT7_FW CATTCTCAACAAGCTGCGGG
CCT7_RV TTGATCCGCACCATAGCTGG
DDIT3_FW AGAACCAGGAAACGGAAACAGA
DDIT3_RV TCTCCTTCATGCGCTGCTTT
HERPUD1_FW GTTGGGTGGTTTCCATTTAG
HERPUD1_RV CTTCCTGTAAGTTATTGTTGGG
HPRT1_FW GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA
HPRT1_RV TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT
HSPA4 FW GCAACAGCAGCAGACACCAG
HSPA4 RV CCTTCTTGGCTTGGGGTGGT
MAPK8_FW CCAGGACTGCAGGAACGAGT
MAPK8_RV CCACGTTTTCCTTGTAGCCC
MAPK9_FW CGGACAGCGTGCACTAACTT
MAPK9_RV TTTCACCAGCTCTCCCATGA
PPP1R15A FW GATGGCATGTATGGTGAGCG
PPP1R15A RV GTGTGATGGTGGATAAGAGAAC
SYVN1_FW GACAGTTCAAGAAAGCTGTG
SYVN1_RV TATGGAAAATGTGGTTGCAG
XBP1_FW AGAGTCTGATATCCTGTTGG
XBP1_RV AGTTCATTAATGGCTTCCAG

45
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4 RESULTADOS

Os extratos das bactérias BRA-339, BRA-341, BRA-346, BRA-374 e BRA-386,
foram testados para verificacdo da inibicdo da atividade catalitica do proteassoma
(Figura 5). A cepa BRA-346 que tinha mostrado extrato com potente atividade
citotéxica em células HCT-116 (Clso = 30ng/mL) foi a Unica cepa que apresentou

inibicdo da atividade catalitica do proteassoma.

S0pg/mL
[50ugimL] BRA346

BRA346
BRA339
BRA339
BRA339
BRA341
BRA341
BRA341
BRA374
BRA374
o BRA374
SEEFEREFETRERE BRASS

Amostras BRA386
BRA386
PG

200+

150+

100+

50+

% de atividade da subunidade ChTL

Figura 5 - Ensaio de inibicao da atividade catalitica da subunidade ChtL (quimiotripsina-like)
pelos extratos de bactérias isoladas da ascidia Euherdmania sp.

O ensaio enzimatico foi realizado in vitro com o proteassoma cristalizado de Saccharomyces cerevisiae
(1pg/mL) e os extratos (50 pg/mL), que estavam em triplicata, com excec¢édo do extrato BRA-346. Ensaio
com 3 experimentos independentes, com excec¢do da BRA-346.

A analise do perfil metabdlico (HPLC-UV) (Figura 6) dos cinco extratos testados
mostrou que a bactéria BRA-346 apresenta um perfil quimico diferenciado das outras
bactérias avaliadas. Essa diferenca também pode ser observada na Figura 7,
cromatogramas de espectrometria de massas (HPLC-MS), porém com um pouco mais

de complexidade referente a quantidade de picos cromatograficos.
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Figura 6 - Perfil cromatografico (HPLC-UV, 190-700 nm) dos extratos das 5 bactérias estudadas
neste trabalho.
Sequéncia de identificacdo de cada perfil cromatografico: BRA-339, BRA-341, BRA-346, BRA-374 e

BRA-386.
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Figura 7 - Perfil cromatografico (HPLC-MS, 50-1500 Da) do extrato das 5 bactérias estudadas
neste trabalho.
Sequéncia de identificagdo de cada perfil cromatogréafico: BRA-339, BRA-341, BRA-346, BRA-374 e

BRA-386.
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Com o intuito de observar melhor a similaridade quimica entre os extratos, e
também na tentativa de identificacdo de substancias conhecidas, as amostras foram
submetidas a andlise por molecular networking. Por meio dessa analise (Figura 8) &
possivel observar a presenca de muitos ions e grupos moleculares presentes
exclusivamente no extrato produzido pela bactéria BRA-374, e ndo identificados pelas
bibliotecas presentes no GNPS. Portanto, essa bactéria é de interesse para estudos
futuros como uma promissora fonte de novas estruturas. Aléem disso, também foram
observados alguns grupos moleculares presentes principalmente no extrato produzido
pela bactéria BRA-346. Ha que se mencionar que o cluster 1 (Figura 8) nao foi
identificado na base de dados do GNPS, enquanto que o cluster 2 (Figura 8) foi

identificado como lipidios contendo fosfocolina.
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Figura 8 - Molecular networking com os extratos brutos das cinco bactérias investigadas
neste trabalho.

Os dados foram obtidos utilizando dados de modo de ionizacao positiva (ESI +). As cores dos nés
representam os extratos de acordo com a legenda e os nds destacados em caixas pretas
representam os ions predominantemente presentes na bactéria BRA-346.

Desta maneira, 0 extrato da Streptomyces sp. BRA-346 foi selecionado para
continuacdo deste trabalho. O ensaio de inibicdo da atividade catalitica do
proteassoma foi repetido com concentragdes crescentes do extrato da BRA-346 para
determinacdo da concentracdo inibitéria média em relacdo a atividade catalitica

(Figura 9), obtendo-se um valor de Clso de 0,42 pug/mL.
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Figura 9 - Ensaio de inibicdo da atividade da subunidade catalitica ChTL pelo extrato da BRA-
346.

Experimento para determinacdo da concentragdo inibitoria média realizado, em triplicata, com
proteassoma cristalizado de Saccharomyces cerevisiae (1 pg/mL), substrato suc-LLVY-AMC (200 uM)
por 2 horas de incubacéo.

As 96 fracdes obtidas do extrato da BRA-346 foram testadas com relagao a
inibicdo da atividade -catalitica do proteassoma. Duas fracbes mostraram-se

fortemente ativas, 57 e 58 (Figura 10).
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Figura 10 - Ensaio de avaliacéo de inibicdo do proteassoma pelas fragdes obtidas do extrato
BRA-346.

Ensaio enzimatico, in vitro, de avaliagcdo da porcentagem de inibicdo da subunidade catalitica ChtL do
proteassoma pelas fracbes (50 pg/mL) que foram obtidas do extrato da BRA-346 em proteassoma
cristalizado de S. cerevisiae (1 pg/mL).

Dados de cristalografia mostraram a densidade eletronica da substancia
presente nas duas fracbes mais ativas (57 e 58), ligada no sitio ativo ChTL do
proteassoma proximo ao residuo catalitico de treonina amino-terminal, possibilitando
a andlise da ligacao em resolucdo atbmica e 3 dimensdes. A partir desta informacao,
foi possivel confirmar o sitio de ligagdo do produto natural, seu modo de interagdo com
0s atomos da subunidade catalitica e inferir macrocomponentes da estrutura quimica

do produto natural bioativo (Figura 11).
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Figura 11 - Imagem cristalogréafica da ligacdo do composto inibidor do proteassoma.
Ensaio de cristalografia mostrando a ligag&do do inibidor presente nas fracdes 57 e 58 na subunidade
catalitica ChTL do proteassoma.

As fracbes 57 e 58 foram analisadas por cromatografia liquida de ultra-
eficiéncia UPLC acoplada a espectrométro de massas de alta resolucédo e os dados
foram processados e submetidos a analise e comparac¢ao dos espectros utilizando os
algoritmos disponibilizados na plataforma GNPS. As redes moleculares geradas foram
analisadas com o software Cytoscape (Figura 12). O ion com relacdo m/z 343,186
(formula predita pelo SmartFormula, C16H27N206) foi 0 Unico presente em todas as
fracBes ativas, e sua busca no Dicionario de Produtos Naturais revelou apenas a 1-N-
deacil,1-N- butanoil-eponemicina como possivel candidato.

A proposicao do possivel candidato como responsavel pela atividade biologica
apresentada pelo extrato da BRA-346 é corroborada pela densidade eletrénica dessa
substancia ser compativel com aquela observada nos ensaios de cristalografia
mostrados, bem como seu perfil de fragmentacao no espectrometro de massas. Vale
salientar que existem ainda outros ions nesse cluster de substancias presentes nas

fracOes ativas que correspondem a derivados clorados dessa substancia.
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Figura 12 - Rede molecular com cluster dos deravados da eponemicina apresentando também vérios anélogos.
A substancia com m/z 343,186 estava presente nas fracfes 57 e 58, e corresponde a 1-N-deacil, 1-N-butanoil-eponemicina.
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A quantidade obtida das fracbes 57 e 58 n&o foi suficiente para prosseguir com
a purificacdo do composto e nem para avaliacdo mais aprofundada da sua atividade
bioldgica. Desta maneira, voltamos nossa atencao para as fracdes do extrato da BRA-
346 obtidos através de procedimentos cromatograficos sequenciais guiados pela
atividade citotoxica utilizando incialmente cromatografia de exclusdo em coluna de
Sephadex LH-20, seguida de cromatografia de afinidade reversa com a resina
Chromabond HR-X. O fluxograma desse processo esta mostrado na Figura 13.

Como pode ser visto nessa figura, obteve-se trés novas fracfes a partir da
particdo do extrato - hexano, acetato de etila e hidroalcoodlica, sendo estas Ultimas
ativas (Clso < 0,1 pg/mL) (Figura 14A). Diante do valor de Clso, escolheu-se aprofundar
os estudos com a fragédo acetato de etila (BRA-346A), realizando seu fracionamento
cujo resultado foram 5 novas fracBes. A avaliagdo da atividade biolégica dessas
fracOes apresentou a fracdo BRA-346AD como a mais promissora, com Clso de 0,007
ug/mL (Figura 14B). Essa fragéo foi, entdo, selecionada para um novo fracionamento,
e a fracdo mais ativa foi a BRA-346-ADC (Clso = 0,034 ug/mL) (Figura 14C).

BRA-346

Extracdo (AcOEt)

BRA-346
(1.35g)

Particdo (Hexano, Acetato e Metanol)

v ; ¥
BRA-346-H BRA-346-A BRA-346-HD
(506,3 mg) (416,5 mg) (375.6mg)
Sephadex LH-20
v ¥ v ¥ ¥
BRA-346-AA BRA-346-AB BRA-346-AC BRA-346-AD BRA-346-AE
(5,6 mg) (25.0mg) (65,1 mg) (217,5mg) (86,5mg)
Chromabond HR-X
v v v ¥ v
BRA-346-ADA BRA-346-ADB BRA-346-ADC BRA-346-ADD BRA-346-ADE
(5.4 mg) (13.7 mg) (34.1mg) (6.0mg) (4.8 mg)

I:I Fracdes com Cls0 acima de 12 ug/mL HCT-116
I:I Fracdes com Cls50 abaixo de 0,65 pg/mL em HCT-116

Figura 13 - Fluxograma do fracionamento do primeiro fermentado biol6gico em grande
quantidade do extrato bruto da BRA-346 guiado pela atividade biolégica.

Etapas em sequencia: extracdo com acetato de etila; particdo em hexano, acetato de etila e metanol;
separacdo cromatografica de exclusdo (Sephadex LH-20); e cromatografia de polaridade reversa
(Chromabond HR-X).
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Figura 14 - Avaliacédo da citotoxicidade das fragdes obtidas do extrato da BRA-346 em células
HCT-116.

Ensaio do MTT com incubacéo de 72h. Em A — Extrato bruto e amostras obtidas da particdo. Em B —
Amostras obtidas do fracionamento por cromatografia de exclusdo em Sephadex LH-20. Em C —
amostras obtidas do fracionamento por cromatografia de polaridade reversa (Chromabond HR-X).

A fim de verificar a presenca do ion m/z 343,186 nas fracdes BRA-346-ADA a
BRA-346-ADE, essas amostras foram submetidas a analises por LC-MS e LC-UV.

Como pode ser observado na Figura 15, as amostras ainda apresentam uma mistura
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de substéancias, e entre elas, foi possivel confirmar a presenca de um ion com m/z

343.851 bem proxima daquele encontrado (m/z 343,186), além de possiveis analogos.
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Figura 15 - Cromatogramas das fragdes BRA-346 ADA — ADE.
Fracdes analisadas no comprimento de onda de 220nm e espectro de massas da fragdo BRA-346ADC no tempo
de retencdo de 17.4 min, mostrando a presenc¢a do ion m/z 343.851, indicando ser o mesmo encontrado nas
andlises realizadas no LNBio.
Legenda da figura: BRA-346_F06: BRA-346 ADA; BRA-346_F07: BRA-346 ADB; BRA-346_F08: BRA-346 ADC;
BRA-346_F09: BRA-346 ADD; BRA-346_F10: BRA-346 ADE.
Sabendo que 1-N-deacil,1-N-butanoil-eponemicina é um composto pertencente
a classe das epdxi-cetonas, escolheu-se dois padrdes membros dessa classe -
inibidores do proteassoma ja descritos na literatura -, epoxomicina e
dihidroeponemicina, para avaliar sua pureza e aquisicdo de espectros de
fragmentacdo dessas substancias para usa-los como padrdes no molecular
networking, ajudando assim a identificar analogos presentes no extrato e/ou nas

fragcOes do extrato da bactéria BRA-346 (Figuras 16 e 17).
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A Figura 16 mostra os cromatogramas dos padrdes analisados por HPLC-
MS/MS, onde é possivel identificar diferencas no perfil cromatogréfico entre as

substancias dihidroeponemicina e epoxomicina.
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Figura 16 - Cromatogramas (LC-MS) dos padrdes adquiridos para este trabalho.
Em azul, cromatograma da dihidroeponemicina, em verde, cromatograma da epoxomicina e em preto,
metanol.
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Figura 17 - Espectros de fragmentacdo dos padrdes escolhidos para esse trabalho.
Espectro de fragmentacao da dihidroeponemicina no tempo de retencao de 10.9 min (imagem superior).
Espectro de fragmentagéo da epoxomicina no tempo de retengéo de 12.1 min (imagem inferior)

De acordo com a Figura 17, é possivel observar que as duas substancias,
apesar de serem derivadas de uma mesma classe quimica, apresentam perfil de
fragmentacdo bem diferente uma da outra, por isso, elas ndo se agrupam em um
mesmo cluster no molecular networking.

O molecular networking gerado a partir dos ions encontrados mostrou que as
fracdes e o extrato bruto formam um maior nimero de nés. E possivel identificar que
a dihidroeponemicina agrupa com ions presentes nas fracdes, destaque para o ion de
m/z 401.266. Foi também encontrado nas fracoes um analogo da dihidroeponemicina
com m/z 415.2, indicando a presenca de um CH2 a mais em relagédo ao ion anterior
(Figura 18).
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401.266

[/ \\
v 415.279

. Extrato bruto BRA-346

. Fracdo BRA-346 ADC

Fracdes BRA-346 ADA,
ADB, ADD, ADE

. Dihidroeponemicina

. Epoxomicina

Figura 18 - Molecular networking com as fracGes e o extrato bruto da BRA-346 e os padrdes

dihidroeponemicina e epoxomicina.

Agrupamento montado a partir dos dados do perfil de fragmentacao dos compostos obtidos pelo modo
de ionizacdo positiva (ESI +). Os nds representam 0s ions presentes nos compostos, que sdo
representados por suas cores na legenda. Os nos destacados na caixa preta representam os ions

presentes nas fraces do extrato da BRA-346 e na dihidroeponemicina.

Sendo assim, selecionamos a fragdo BRA-346-ADC para prosseguirmos com
0s estudos, uma vez que tinhamos a maior atividade, além da maior quantidade, e a
presenca de ions referentes ao composto 1-N-deacil,1-N-butanoil-eponemicina,
evidenciado como potencial inibidor do proteassoma nos estudos de cristalografia, e

a dihidroeponemicina, inibidor ja descrito na literatura.
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Em seguida, avaliou-se a atividade citotdxica desta fragcdo em linhagens
celulares de cancer de cérebro humano: oligodendroglioma, HOG, e glioblastoma,
T98G e UB7MG, por meio do ensaio do MTT (Tabela 6). Como pode ser observado,
a fracdo BRA-346-ADC apresente potente atividade citotoxica nas 3 linhagens com

Clso menor que 1 pug/mL.

Tabela 6 - Atividade citotoxica da fragcdo BRA-346-ADC em linhagens celulares HOG, T98G e
U87MG, por meio do ensaio do MTT.
Tempo de incubacéo de 72h. Clso (ug/ml) determinada por regresséo nao-linear.

Linhagem celular (Clso)

Substancia HOG T98G Us7MG
BRA-346-ADC 0,43 pg/mL 0,46 pg/mL 0,9 pg/mL
Doxorrubicina 1,421 pg/mL 37,68 pg/mL 5,625 pg/mL

Para dar prosseguimento ao estudo dos efeitos da fracdo BRA-346ADC nas
linhagens tumorais, comparou-se seus efeitos moleculares e poténcia em relacdo a
inibidores do proteassoma ja descritos na literatura: dihidroeponemicina, epoxomicina
e salinosporamida A (Marizomibe), sendo este ultimo gentilmente cedido pelo Prof.
Dr. William Fenical da Universidade da Califérnia em San Diego.

Por meio do ensaio de atividade do proteassoma realizado no LaFarMar,
verificou-se a inibicdo da atividade da enzima pelos inibidores purificados e pela fracédo
enriquecida. Os inibidores purificados inibiram mais de 95% da atividade do complexo
catalitico em uma concentracgao teste de 30 uM. A fracao apresentou um valor de Clso
de 0,045 pg/mL (Figuras 19 e 20).
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Figura 19 - Grafico de avaliacdo da inibicdo da atividade do proteassoma.
Teste de inibicdo enzimatica do proteassoma purificado (20S Proteasome Activity Assay Kit) pela fracéo
enriquecida do extrato da BRA 346ADC. Valor da Clso = 0,045 pg/mL.
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Figura 20. Grafico comparativo da inibicao da atividade do proteassoma pelos inibidores
comerciais - dihidroeponemicina, epoxomicina, salinosporamida A (concentracdo Unica de 30
UM) — e pela fragcdo enriquecida BRA 346 ADC (1 pg/mL).

Os valores foram estatisticamente analisados no programa por analise de mdltipla comparacao
ANOVA, teste de Tukey.

***x significAncia entre os inibidores e o controle (DMSO 5%), valor de p < 0.0001, R?=0.9992.

% de inibicdo medida em RFU (unidades relativa de fluorescéncia).

Avaliou-se o potencial de inibicdo do crescimento celular da fragcéo enriquecida
ADC do extrato BRA 346 em comparacgéo com inibidores do proteassoma purificados
em linhagens celulares de glioma e glioblastoma (HOG e T98G), através do ensaio do
SRB em diferentes tempos de incubacéo (24, 48 e 72h). Os estudos com a linhagem

U87MG néao foram continuados devido a problemas no crescimento dessa linhagem.
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Na tabela 7 estédo descritos os valores da concentracgédo inibitéria média (Clso),
concentracéo inibitdria total (CIT) e concentracao letal média (CLso) de cada composto
testado. Ha que se ressaltar que, ao contrario do MTT que baseia-se numa medida
indireta da densidade celular a partir do metabolismo do MTT, o ensaio do SRB
baseia-se numa medida da concentracdo de proteina das amostras, e portanto, € uma

media direta, que n&o pressupde metabolizac&o.

Tabela 7. Avaliacdo da inibicdo do crescimento celular das linhagens HOG e T98G tratadas com
os inibidores do proteassoma purificados e a fragdo BRA-346ADC.

Na tabela sdo apresentados os valores de concentracao inibitéria média (Clso), concentracao inibitéria
total (CIT) e concentragdo letal média (CLso) a partir de 2 experimentos independentes. Andlise feita
pelo teste do SRB em trés tempos de incubacgéo, 24, 48 e 72h. Para algumas amostras nao foi possivel
calcular os valores de concentragdo inibitoria total (CIT) e da concentracdo letal média (CLso). Os
valores para os inibidores encontram-se em nM e os da fracdo em ng/mL.

24h HOG T98G
Substancias Clso CIT CLso Clso CIT CLso
Dihidroeponemicina 20.7 277.3 3707.5 19 395 -
Epoxomicina 15.9 191.6 2307.4 10 196 3847.8
Salinosporamida A 375.3 - - 103.8 - -
Fracdo BRA 346 ADC 151.5 2595.2  44456.8 208.3 6778.4 -
48h HOG T98G
Substéncias Clso CIT Clso Clso CIT ClLso
Dihidroeponemicina 2.7 23.3 201.5 2.2 28.2 356.6
Epoxomicina 2.1 14.3 98.5 3.6 34.9 341.6
Salinosporamida A 130.8 - - 36.5 1176.9 -
Fracdo BRA 346 ADC 25.4 209.8 1733.6 37.3 433.3 5038
72h HOG T98G
Substéncias Clso CIT Clso Clso CIT Clso
Dihidroeponemicina 1.7 17.4 174.2 1.7 14.8 126.6
Epoxomicina 1.6 15.8 157.2 2.1 20.2 193.3
Salinosporamida A 72.8 - - 27.5 378.9 -
Fracdo BRA 346 ADC 32 231.2 1669.9 8.6 109.3 1397

Diante dos valores encontrados, foi possivel identificar que as substancias
apresentavam seletividade diferente para as linhagens. A fragdo ADC apresentou

menores valores de Clso para a linhagem HOG nos tempos de 24 e 48h, e a
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salinosporamida A mostrou menores valores para a linhagem T98G nos trés tempos
de incubacado. J4 a dihidroeponemicina e epoxomicina apresentaram valores muito
préximos para ambas as linhagens nos trés periodos.

Para acompanhar alteracbes moleculares, foi selecionada a concentracéo
inibitéria média do tratamento de 48h com o objetivo de identificar eventos anteriores
a morte celular. As duas linhagens foram tratadas com a fracdo BRA-346-ADC e o0s
inibidores com a finalidade de verificar o nivel de expressdo de genes e proteinas
relacionados com a via de estresse do reticulo endoplasmatico e o sistema ubiquitina
proteassoma, respectivamente.

Avaliando a expressdo de genes poés-tratamento (Figura 21) foi possivel
perceber que a dihidroeponemicina e a epoxomicina ndo promoveram maiores
alteracdes na expressao de genes das linhagens testadas. Contudo, significativas
alteracdes foram verificadas quando as células foram tratadas com a fracdo BRA-
346ADC e com a salinosporamida A. Analisando os primeiros genes selecionados
por meio da diferenca de cores no heatmap, a fragdo aumentou a expressao da
maioria dos genes avaliados, principalmente, na linhagem HOG. Ja para ambas as
linhagens, a salinosporamida A promoveu uma diminuicdo da expressao de grande

parte dos genes.
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Figura 21 - Heatmap da avaliacdo de expressdo génica na linhagens de glioma e glioblastoma
tratadas com inibidores do proteassoma purificados e a fracdo BRA-346ADC em relagdo ao
controle DMSO.

Os genes que tiveram sua expressdo aumentada estdo em vermelho e os genes que tiveram sua
expressédo diminuida estdo em cor verde.

Legenda: @: DMSO, ADC: fracdo BRA 346 ADC; DHD: dihidroeponemicina; EPOX: epoxomicina; SAL
A: salinosporamida A

A partir dos resultados de expressdo de genes obtidos no primeiro ensaio,

foram selecionados 6 genes para avaliagdo ap0s novos tratamentos nas linhagens.
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Figura 22 - Graficos comparativos da expresséo relativa dos niveis de mRNA dos genes ATF4, ATF6, CALR, DDIT3, HSPAS5 e XBP1 em HOG tratada com os inibidores
do proteassoma e a fracdo BRA-346ADC.
Analise de expressao realizada em relagdo ao controle DMSO 0,6% por um periodo de 36h. Inibidores e concentracdes: dihidroeponemicina (DHD) 2,7 nM, epoxomicina (EPOX)
2,1 nM, salinosporamida A (SAL A) 130,8 nM e fracao BRA-346ADC (ADC) 25,4 ng/mL. Os valores foram estatisticamente analisados por meio da analise de multipla comparacao
ANOVA, usando o teste de Tukey.
* significancia entre a fracado ADC e o controle (DMSO 0,6%), valor de p < 0.0001.
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Figura 23 - Graficos comparativos da expressao relativa dos niveis de mRNA dos genes ATF4, ATF6, CALR, DDIT3, HSPA5 e XBP1 em T98G tratada com os inibidores
do proteassoma e a fracdo BRA-346ADC.
Analise de expressao realizada em relacdo ao controle DMSO 0,06% por um periodo de 36h. Inibidores e concentragfes: dihidroeponemicina (DHD) 2,7 nM, epoxomicina (EPOX)

2,1 nM, salinosporamida A (SAL A) 130,8 nM e fracdo BRA-346ADC (ADC) 25,4 ng/mL. Os valores foram estatisticamente analisados por meio da andlise de multipla comparacao
ANOVA, teste de Tukey.

* significancia entre a fracdo ADC e o controle (DMSO 0,6%), valor de p < 0.1
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Os graficos de expressao génica dos novos ensaios mostraram que todos os 6
genes analisados foram significativamente superexpressos na linhagem HOG quando
esta recebeu o tratamento com a fracdo ADC em comparacdo ao tratamento com
DMSO (Figura 22). Vale salientar um maior aumento de expressao para 0 gene
HSPAS (aproximadante 9 vezes), em relacdo ao controle. Esse gene codifica uma
proteina da familia das proteinas de choque térmico (Hsp70).

Em parte diferente do que se verificou na linhagem HOG, a expressao génica
no tratamentos com a fracdo ADC realizados na linhagem T98G apresentou
superexpressao para 4 genes, contudo, para o gene de calreticulina e da proteina de
ligacdo X-box 1 ndo houve diferenca significativa (Figura 23).

Para avaliar a expressdo de proteinas, foram feitos tratamentos com o0s
inibidores do proteassoma e a fragdo ADC nas duas linhagens em uma relacéo tempo-
dependente. As células ficaram em contato com os compostos por 24, 36 e 48h e
realizou-se a marcagdo de proteinas relacionadas ao UPS (ubiquitina), a UPR -
Unfolded Protein Response — (Hsp70) e o complexo NF-kB.

A quantificacdo da expressao das proteinas ubiquitinadas entre os tratamentos
na linhagem HOG mostrou que a fracdo ADC aumenta a ubiquitinacdo no tempo
aplicado de 36h. Para a salinosporamida A, € significativamente percebida uma
diminuicdo da ubiquitinacdo de proteinas para um tempo de tratamento de 48h, ndo
sendo significativo para 36h e 24h em comparagéo ao controle de Oh. Contudo, essa
mesma diminuicdo é inferida para o controle de 48h, o que sugere que a diferenca de
expressao ndo seja pelo tratamento, mas tenha alguma relacdo com o tempo de
replicacdo da célula. Ja para a dihidroeponemicina e epoxomicina, ndo se constata
diferenca de expressédo em relacdo ao controle de Oh em nenhum dos tempos de
tratamento aplicados.

Para a linhagem T98G, nao se identificou nenhuma diferenca significativa entre
0s tempos de tratamento e seus controles para nenhum dos compostos aplicados.
Contudo, € importante salientar que os desvios podem sugerir a necessidade de
novos testes com essa linhagem (Figura 24).

J& para a marcacdo da Hsp70 (Figura 25), os resultados obtidos apds a
guantificacdo mostraram que ndo houve variacao significativa na expressédo dessa
chaperona em nenhuma das linhagens tratadas com os compostos em relacédo aos
seus controles, apesar do aumento expressivo de mRNA do seu gene de codificacao

HSPADS para o tratamento com a fragéo.
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A marcacdo com NF-kB com os pesos 105 e 50kDa objetivou verificar se a
proteina de maior peso estava sendo clivada em tamanhos menores. Era esperado
que a inibicado do proteassoma pelos inibidores e fracdo promovesse um aumento em
quantidade do NF-kB 105kDa.

Pelos resultados obtidos néo foi possivel identificar alteracdes significativas nas
quantidades de NF-«B 105kDa (Figura 26) nos tratamentos aplicados na linhagem
HOG. J& para NF-xB 50kDa, foi percebida apenas uma diminui¢cdo da expressao no
tratamento com a salinosporamida A (Figura 26).

Para os tratamentos realizados na linhagem T98G, nenhuma modificacéo foi

significativa (Figura 27).



69

PROTEINAS UBIQUITINADAS

&

< $°

N 3
<5 R o

<¥ 13

Dihidroeponemicina Epoxomicina Salinosporamida A Fragdo ADC
1.0 1.0 1.0 1.0
S 2 o8- 0.8- 0.8- 0.8-
53
23 06 0.6- 0.6+ 0.6+
Q8
2 = 0.44 0.44 0.44 0.4 -|_
£3
o .=
5 B 0.2 | I T 0.2- 0.2 - 0.2
0.0- 0.0 i i— 0.0.j r i r -_ 0.0 -j T - —_
,"b?

AN N N AN
© &.§: ob «,"h «,bﬂa

AN N X SN
,\"5 ) b?) CP &mh

OQ <M o

Dihidroeponemicina Epoxomicina Salinosporamida A Fracao ADC
0.6 0.5 0.4

'|' 0.4
0.3+
0.4 *
0.3 T
0.2
o2 0.2 T
<7 T
i i [
0.0 - _ 0.0- o.o-j T r

& ‘(\ SN o A0 g 30 ‘0 X \ad A0 g N
® .(\wb‘ ,\"b P .g’\ab‘ ,('56 ,\53’ ob‘ub «b?’ ® .Q'l" .(bb ,@3’ 05?’

S
w0

o
o
1

Expressao relativa
(Ubiquitina/tubulina)
o =}
%

e
(=]
[l

Figura 24 - Gréaficos de expressao relativa de proteinas ubiquitinadas em relagdo nos tratamentos com inibidores purificados do proteassoma e a
fracdo ADC.

Os gréficos superiores mostram o tratamento realizado com cada composto em tempos de 24, 36 e 48h para a linhagem HOG e os gréficos inferiores mostram
o0s tratamentos realizados na linhagem T98G. Os valores de expresséo relativa foram analisados por meio da quantificacdo de pixels das bandas visualisadas
do western blotting pelo programa UN-SCAN-IT gel 6.1. Para analise dos valores quantificados aplicou-se o teste de Dunnet.

* significancia em relacdo ao controle Oh (DMSO 0,6%), valor de p < 0.03
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Figura 25 - Graficos de expresséo relativa de proteina Hsp70 em relacdo a tubulina para o tratamento com inibidores purificados do proteassoma e
a fracdo ADC.

Os graficos superiores mostram o tratamento realizado com cada composto em tempos de 24, 36 e 48h para a linhagem HOG e os graficos inferiores mostram
0s tratamentos realizados na linhagem T98G. Os valores de expressao relativa foram analisados por meio da quantificacéo de pixels das bandas visualisadas
do western blotting pelo programa UN-SCAN-IT gel 6.1. Para analise dos valores quantificados apilcou-se o teste de Dunnet.
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Figura 26 - Figura 26. Gréaficos de expresséo relativa das proteinas NF-kB (105kDa) e NF-kB (50kDa) em relacdo a tubulina paras os tratamentos com
os inibidores purificados do proteassoma e a fracdo ADC.
Os graficos mostram o tratamento realizado com cada composto em tempos de 24, 36 e 48h para a linhagem HOG. Foi aplicada analise de variancia por meio
do teste de Dunnet.
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Figura 27 - Gréaficos de expressao relativa das proteinas NF-kB (105kDa) e NF-xB (50kDa) em relacdo a tubulina paras os tratamentos com o0s
inibidores purificados do proteassoma e a fragdo ADC.
Os graficos mostram o tratamento realizado com cada composto em tempos de 24, 36 e 48h para a linhagem T98G. Aplicou-se analise de variancia por meio

do teste de Dunnet. DMSO (0,6%).
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Uma outra marcacao foi realizada para comparar a expressao de proteinas na
resposta ao tratamento de 36h com os compostos. A verificagdo no nivel de expresséo
foi feita entre os tratados e as proteinas marcadas foram as ubiquitinadas, Hsp70, NF-
kB e alfa-tubulina (Figura 28).

Qualitativamente, € possivel sugerir que o tratamento com a fracdo ADC
promoveu maior expressdo de proteinas ubiquitinadas, tanto para linhagem HOG
como para T98G. E perceptivel também maior marcacdo da proteina Hsp70 no
tratamento com a fracdo em ambas as linhagens, salientando que na T98G foi mais
expressivo quando comparado com 0s outros inibidores.

Para NF-kB 105kDa, sua marcacéao foi mais intensa ha HOG do que na T98G,
contudo, mais expressiva para os inibidores purifcados. Ja o NF-kB 50kDa demonstra-
se mais marcado no tratamento com a salinosporamida A.

Na linhagem T98G, percebe-se uma menor expressao do NF-xB clivado para
o tratamento com a fracdo e com a salinosporamida A se comparado com a
dihidroeponemicina e epoxomicina. Contudo, ndo se pode afirmar uma diminui¢cdo da
clivagem do NF-xB 105kDa, pois este ndo aparece fortemente marcado nos

tratamentos com a fracdo e salinosporamida A.
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Figura 28 - Immunoblotting de proteinas ubiquitinadas, Hsp-70, NF-OB (105 e
50kDa) e [I-tubulina.

O tempo de incubacdo dos tratamentos foi de 36h com os inibidores, a fracdo BRA-
346ADC e DMSO 0,6%, como controle.

Legenda: C- controle (DMSOQ); DHD: dihidroeponemicina; EPOX: epoxomicina; SAL A:
salinosporamida A; ADC: fragdo BRA-346ADC (n=1).
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5 DISCUSSAO

Os micro-organismos marinhos despontam como uma fonte interessante de
substancias bioativas, pois, além de fazer parte de um grupo ainda pouco explorado
no contexto farmacolégico, podem apresentar solu¢des importantes para a industria
farmacéutica. Sua diversidade de substancias bioativas que variam de peptideos,
como lantibiéticos, nanoantibidticos e peptidomiméticos, e enzimas a metabdlitos
secundarios mais complexos que podem se ligar a novos alvos moleculares, como
também propor novos mecanismos de agdo (REEN et al., 2015). Adicionado a isso,
técnicas especificas de isolamento e cultivo e de abordagens como mineracdo
molecular, mostram-se como uma alternativa promissora para atender as demandas
desafiadoras da industria de farmacos (ROMANO et al., 2017).

Dos 1184 novas substancias aprovadas entre os anos de 1981 a 2006 para o
tratamento de doencas humanas, 70% eram produtos naturais. Esse avango também
advém de melhores técnicas de exploracdo do ambiente marinho o que vem
permitindo a descoberta de centenas de novas substancias a cada ano (BLUNT et al.,
2015; JASPARS et al., 20186).

O presente trabalho aborda a prospeccao de moléculas de origem marinha para
a terapia anticancer, utilizando como alvo o proteassoma. Dos cinco extratos
avaliados como possivel inibidores do proteassoma, apenas o extrato da bactéria
Streptomyces sp. BRA-346 apresentou-se ativo, mostrando certa peculiaridade nos
metabdlitos secundarios produzidos por essa cepa bacteriana, o que foi corroborado
pelo estudo do seu perfil metaboldlico. A partir do fracionamento do extrato da BRA-
346, foram obtidas duas fracBes ativas que foram entdo avaliadas através de
cristalografia e caracterizacdo quimica a partir da analise de seus constituintes por
espectrometria de massas, comparacdo com dados disponiveis na base GNPS e
construcdo de redes moleculares. Esse desenho experimental parte da premissa da
ligacdo de uma substancia a um alvo pré-estabelecido, o que permite maior rapidez
na identificacdo de moléculas com interesse bioldgico, além de menor custo e maiores
chances de sucesso da elucidacédo da estrutura molecular. Essa especificidade de
ligagdo permite compreender importantes caracteristicas quimicas da molécula,
principalmente, no que se refere ao desenho da sua estrutura espacial (Aguda et al.,
2016). O trabalho também avaliou a atividade biologica de uma fragdo do extrato em

linhagens tumorais de glioma e glioblastoma por meio da analise de expresséo de
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proteinas e genes relacionados com o sistema ubiquitina proteassoma (UPS, do inglés
Ubiquitin Proteasome System) e a resposta ao estresse do reticulo (UPR, do inglés
Unfolded Protein Response), através de immunoblotting e gPCR, para compreender
melhor os mecanismos disparados pelo inibidor do proteassoma presente no extrato.

Através do ensaio cristalografico com o proteassoma de S. cerevisiae, foi
possivel observar a formacdo de cristais do proteassoma com uma substancia
presente nas fracbes da BRA-346, mostrando interacdo da substancia ativa com o
residuo amino-terminal da treonina presente na subunidade testada do complexo
protéico. As subunidades B do proteassoma contém residuos cataliticos de treonina
na regido N-terminal que realizam um ataque nucleofilico aos substratos. Esse ataque
ocorre na regido C-terminal dos residuos de aminoacidos presentes nos compostos
ligantes (BOCHTLER et al., 1999). A inibicdo da atividade catalitica 5 se confirmou
pela auséncia de degradacédo do substrato suc-LLVY-AMC, exclusivo para essa
subunidade.

Os resultados da caracterizacdo quimica através da construcdo de redes
moleculares levaram a sugestdo da substancia 1-N-deacil,1-N-butanoil-eponemicina
(m/z 343,186), também sabida como TMC-86A, como sendo a potencial substancia
inibidora. De fato, tal substancia foi previamente descrita como inibidora do
proteassoma ao ligar-se ao sitio ChTL do complexo protéico multicatalitico (KOGUCHI
et al., 2000).

A 1-N-deacil,1-N-butanoil-eponemicina foi isolada primeiramente por Koguchi e
colaboradores em 1999 a partir de uma cepa bacteriana pertencente ao género
Streptomyces. O isolamento desse composto permitiu a determinacdo de sua
estrutura e propriedades fisico-quimicas, o que mostrou a presenca de uma porcao
epoxi-p-aminocetona, encontrada, similarmente, na eponemicina (KOGUCHI et al.,
2000). A fébmula molecular proposta por Koguchi, C16H26N20s, foi @ mesma proposta
no presente estudo, através do SmartFormula 3D (Bruker) que combina a massa
exata, padrdo isotopico, espectros MS/MS e um algoritmo, para identificagcdo da
estrutura (KIND; FIEHN, 2006; KOGUCHI et al., 2000).

Por sua vez, a eponemicina foi primeiramente descrita por Sugawara e
colaboradores em 1989. Tal composto foi isolado do extrato da bactéria Streptomyces
hygroscopicus, recuperada de uma amostra de solo das Filipinas (SUGAWARA et al.,
1990). Apods isolada, o grupo avaliou o potencial citotoxico da eponemicina e seus

derivados, dihidroeponemicina e tetrahidroeponemicina, em células de melanoma
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murino (B16-F10) e carcinoma de célon humano (HCT-116). A eponemicina
apresentou menor Clso tanto em B16-F10 como em HCT-116; 1,7 e 9,7 ng/mL,
respectivamente. Um detalhe importante € que o derivado dihidroeponemicina
manteve a atividade citotoxica frente ao tetrahidroeponemicina, visto que esse ultimo
teve sua funcéo epodxi subtraida, mostrando que a fungéo bioldgica esté relacionada
com esse grupamento quimico.

Os estudos iniciais com a eponemicina relataram seu forte poder anti-
angiogénico e a capacidade de diminuir o desenvolvimento tumoral, além de inibir a
proliferacdo e a migragdo de células endoteliais (OIKAWA et al., 1991). Na tentativa
de compreender o mecanismo de agédo que envolvia a eponemicina e sua atividade
antitumoral, Meng et al. (1999) verificaram a ligagdo da dihidroeponemicina nas
subunidades cataliticas  do imunoproteassoma, LMP2 e LMP?7.

A eponemicina e a epoxomicina, assim como o Carfilzomibe, pertencem a
mesma classe de produtos naturais inibidores do proteassoma. Sao peptideos
modificados que contém um grupo a’,’-epoxicetona no carbono terminal ligado a um
aminoéacido de cadeia aberta (ZWICKL; BAUMEISTER, 2002). Trabalhos anteriores
mostraram, inicialmente, que a epoxomicina inibe o proteassoma de maneira potente
e seletiva ligando-se covalentemente ao sitio ChTL. As subunidades TL e CL também
sao inibidas, entretanto, de maneira bem mais lenta (MENG et al., 1999; SIN et al.,
1999).

Em 2000, foi apresentada a estrutura cristalografica de ligacdo da epoxomicina
com a subunidade ChTL do proteassoma 20S de S. cerevisiae. Por meio dessa
estrutura, foi possivel identificar a formacdo de um anel morfolino entre a treonina
amino-terminal da subunidade catalitica e o grupo farmacoférico da epoxomicina, o
mesmo presente na eponemicina (GROLL et al., 2000).

E interessante ressaltar que a analise da composi¢do quimica das fragcdes
ativas obtidas do fracionamento bioguiado pela atividade inibitéria da funcao catalitica
do proteassoma revelou também a presenca de outras substancias com similaridade
estrutural a TMC-86A, incluive de analogos clorados, que ainda ndo sédo conhecidos
na literatura. Os esforgcos para purificacdo dessas substancias nos levaram a uma
fracdo enriquecida contendo substancias dessa classe como revelado pela presenca
de ions comuns a dihidroeponecina nas fracdes BRA346 ADA, ADB, ADC, ADD e

ADE. A fracdo ADC foi entdo selecionada para continuacdo desse estudo, uma vez
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que alia a presenca das substancias de interesse com potente citotoxicidade em
linhagem de célon HCT-116 e atividade inibitoria do proteassoma.

A avaliacdo da inibicdo da proliferacdo celular das linhagens de glioma e
glioblastoma pela fracdo BRA-346ADC do extrato mostrou alto potencial citotéxico
dessa fracdo, com Clso para as linhagens HOG e T98G, 25,4 e 37,3 ng/mL,
respectivamente, de acordo com o ensaio do SRB apdés 48 horas de incubacao. Esse
valores de Clso sdo bem proximos dos encontrados para o tratamento com
salinosporamida A, 41 ng/mL para HOG, e 11,5 ng/mL para T98G, que € um inibidor
purificado. Por outro lado, a epoximicina e a dihidroeponemicina apresentaram baixos
valores de Clso em todos os tempos testados, com valores muito proximos entre si.

O dialogo entre inibidores do proteassoma e o0 cancer de sistema nervoso foi
recentemente iniciado na literatura. Os inibidores sao fortemente reconhecidos por
seu papel na terapia do mieloma multiplo e leucemias, mas também vém sendo
amplamente investigados em tumores solidos, inclusive em gliomas (DI et al., 2016;
VEGGIANI et al., 2019; ZHANG et al., 2018).

Em um trabalho de 2000, Wagenknecht testou trés inibidores do proteassoma:
lactacistina, inibidor calpaina | e MG132 em células de glioma e concluiu que esses
inibidores induzem morte celular por apoptose independente de p53/p21
(WAGENKNECHT et al., 2008). Um estudo de 2004 testou o Bortezomibe em um
modelo de gliossarcoma intracraniano em rato, no qual correlacionou-se sobrevida e
toxicidade dose-dependente e concluiram aumento da sobrevida em doses até 0,2
mg/kg (OLSON; BOWERS; ZHANG, 2004).

Outros relatos com o inibidor do proteassoma MG132 e linhagens de
glioblastoma afirmaram forte inibicdo do crescimento das células tumorais por meio
da parada em G2/M do ciclo celular, despolarizacdo mitocondrial, diminuicdo de Bcl-
XL, ativacdo de JNK e p38 e inibicdo das vias de sobrevivéncia NF-xkB e PI3K/Akt
(ZANOTTO-FILHO et al., 2012). Manton et al (2016) por meio de uma avaliagéo, in
vivo, do Marizomibe mostrou que o inibidor atinge tumores cerebrais ortotopicos onde
inibe a fungcéo do proteassoma e aumenta a morte em combinagao com o Vorinostat,
um inibidor de histona desacetilase.

Apo6s a confirmagdo da atividade da fracdo BRA-346-ADC nas ceélulas de
cancer de cérebro, prosseguiu-se com o estudo do mecanismo de acéo desta fracao
nessas células, investigando a participagéo de proteinas relacionadas com a via UPS

e genes envolvidos na UPR.
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O sistema ubigiuitina-proteassoma desempenha forte papel nos processos
celulares, principalmente por promover a reciclagem de proteinas dentro da célula,
otimizando a progresséo do ciclo celular, replicacdo do DNA, proliferacdo e morte
celular. Ja se vem discutindo que uma expansao do UPS pode corroborar para a
progressédo do cancer (CHEN et al., 2017). Algumas alteracdes nesse sistema ja foram
identificadas em células tumorais, e estas poderiam amplificar a progresséo e invasao
do tumor. Tais alteracbes estariam relacionadas com a interacdo de oncogenes e
supressores tumorais a componentes do sistema (DING et al., 2014).

Os tratamentos com a fracdo BRA-346ADC e com a salinosporamida A na
linhagem HOG apresentaram um aumento de proteinas ubiquitinadas, contudo, em
tempos diferentes. Para a fragdo ocorre maior marcacao na incubacao de 36h, e para
salinosporamida A no tempo de 48h. Esse dado, além de ser um indicativo da inibicao
da atividade proteassomal, pode acarretar o estresse celular. O aumento de proteinas
ubiquitinadas € possivel que esteja relacionado com a ndo degradacdo das mesmas
através do UPS. O proteassoma com sua subunidade catalitica ocupada pelos
inibidores ndo permite a entrada de novas proteinas ubiquitinadas em seu complexo
proteolitico, promovendo um acumulo no citoplasma. Em um trabalho de Gutierrez e
colaboradores (2019) o tratamento de linhagens tumorais com derivados de
piridazinona, compostos com diversas atividade bioldgicas (anti-inflamatoria, antiviral,
analgésica, anti-cancer, entre outras), promoveu a inibicdo da atividade do
proteassoma e um forte processo de ubiquitinacéo, o que levou producdo de ROS e,
consequentemente, apoptose.

Meng et al. (1999) j& tinham demonstrado um aumento de proteinas
ubiquitinadas em células endoteliais da veia umbilical de humanos (HUVECSs) quando
tratadas com epoxomicina, um potente inibidor do proteassoma. Esse aumento pode
elevar os niveis de sequestosome 1 (p62/SQSTM1), uma proteina que se liga a
ubiquitina, podendo contribuir para autofagia, apoptose ou tumorigénese (MYEKU,;
FIGUEIREDO-PEREIRA, 2011).

A salinosporamida A (Marizomibe) nao foge desse padrao, seu anel B-lactona-
y-lactamico inibe os trés sitios cataliticos do proteassoma de maneira irreversivel e
também promove acumulo de proteinas ubiquitinadas. Seus estudos clinicos vém
avancando rapidamente e confirmando sua atividade contra tumores solidos e
neoplasias hematologicas (SALA et al.,, 2018), principalmente, naquelas com

resistencia a outros inibidores, como o Bortezomibe e o Carfilzomibe. A combinacgao
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do Marizomibe com um inibidor de histona desacetilase (Vorinostat) proporcionou um
efeito antitumoral sinérgico nas linhagens de células tumorais de pacientes com
melanoma, pancreas e cancer de pulméao (MILLWARD et al., 2012).

E de grande valia mencionar que para tumores solidos refratarios ao
Bortezomibe e ao Carfilzomibe, a salinosporamida A consegue superar a resisténcia
promovida pela manutencao da atividade residual da subunidade 32 do proteassoma
(LEVIN et al., 2016). Até 0 momento, 0s ensaios clinicos com o Marizomibe incluem
testes para mieloma multiplo (e refratario), melanomas, linfomas, glioblastoma, cancer
de pancreas, de pulmdo de células ndo pequenas, linfomas e ependimomas
(clinicaltrials.gov, 2019).

Para analise dos niveis de expressao proteica, esse trabalhou buscou avaliar,
em paralelo, alteracdes na expressdo de proteinas de choque térmico da familia
Hsp70.

As proteinas Hsp70 (70kDa) sdo chaperonas que fazem parte da familia de
proteinas de choque térmico. Essas chaperonas sdo de crucial importancia para o
bom funcionamento e manutencdo da célula, pois auxiliam no dobramento e
montagem de novas proteinas, além de promover a passagem, pela membrana, de
proteinas que fazem parte de organelas ou serdo secretadas. As Hsp70 interagem
com segmentos peptidicos hidrofébicos das proteinas que estdo sendo enoveladas
com a necessidade de ATP e sua alta expressdao em células tumorais pode indicar
resisténcia aos quimioterapicos (MAYER; BUKAU, 2005).

Um trabalho avaliou a inibicdo de Hsp70 e do proteassoma como uma
alternativa para o tratamento do mieloma mdultiplo. Usando linhagens celulares
bioluminescentes de mieloma foi possivel verificar apoptose tardia e reducdo do
crescimento tumoral de xenoenxerto subcutaneo em camundongos imunodeficientes
apos o tratamento combinado do Bortezomibe com o VER-155008 (EUGENIO et al.,
2017). Isso mostra a dependéncia das linhagens tumorais em relacdo as proteinas de
choque térmico.

Bush, Goldberg e Nigam (1997) ja tinham demonstrado que o tratamento de
células renais caninas com MG132, MG115, N-acetil-leucil-leucil-norleucinal e
lactacistina (inibidores do proteassoma) aumentara acentuadamente os niveis de
MRNAs de proteinas citosélicas de choque térmico (Hsp70, polubiquitina) e
chaperonas do reticulo endoplasmatico (GRP78, GRP94, ERp72).
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Diferentemente do que vem sendo mostrado na literatura, os resultados
encontrados nesse trabalho mostraram que ndo houve diferenga significativa para
expressao de proteinas da familia Hsp70 em nenhum dos tratamentos aplicados, seja
para HOG ou T98G. Uma possibilidade seria que estas proteinas ndo estariam sendo
formadas, devido a uma diminuicdo de aminoacidos e dipeptideos que ndo estariam
sendo reciclados por causa da inibicdo do proteassoma.

Outro ponto explorado nesse trabalho foi a expressao do NF-«B. Os fatores de
transcricdo nuclear kB pertencem uma familia de 5 subtipos de fatores transcricionais
que se ligam em regides especificas do DNA, promovendo a transcricdo de genes
especificos. S&o eles: NF-kB1, NF-kB2, RelA, RelB e c-Rel. Sua ativagédo pode advir
do TNF-a, EGF, espécies reativas de oxigénio e citocinas. Regulado pelo IKK, o NF-
kB s6 consegue transpor do citoplasma para o nucleo apo6s ser desacoplado do seu
inibidor 1kB. O complexo IKK, quinase do inibidor B (I1xB), funciona fosforilando o IxB
para que este seja direcionado para degradacédo via proteassoma e libere o NF-xB
para o nucleo (LIU et al., 2012).

Estudos anteriores relataram a inibicdo da via do NF-«xB usando inibidores do
proteassoma em linhagens de cancer cervical, de c6lon e mieloma. Esses trés estudos
demonstraram que o tratamento com inibidores do proteassoma ocasionava uma
estabilizacdo do inibidor I«kB, permitindo uma estabilidade do acoplamento ligado ao
NF-xB, dessa forma, impedindo a ativacéo da sua via (ADAMS, 2001; CUSACK et al.,
2001; TRAENCKNER; WILK; BAEUERLE, 1994).

Uma andlise do efeito dos inibidores do proteassoma MG-115, MG-132 e
lactacistina no NF-xB em células de cancer epitelial intestinal (HT-29) reportou um
aumento da ativicdo do NF-xB e sua atividade transcricional. Os autores verificaram
uma amplificacdo da degradacéao do IkB, através de sua quinase (IKK), levando desta
forma a liberag&o do NF-xB (NEMETH, 2004). E importante comentar que esse estudo
traz um contra-ponto visto que se esperava a desativacdo do sistema NF-kB. N&o
obstante, os autores sugerem haver uma regulacao atipica do NF-kB em células
tratadas com inibidores do proteassoma.

Os resultados desse trabalho n&o conseguiram mostrar alteragoes
significativas na expressao dos dois tamanhos de NF-«B marcados, cujo objetivo era
verificar a ocorréncia de degradacdo desse fator. Contudo, em uma avaliacdo

qualitativa do immunoblotting que compara os inibidores, percebe-se que a marcacao
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dos dois tamanhos do NF-kB é reduzida no tratamento com a fragcdo em relacédo a
todos os outros inibidores e ao controle. No tratamento com epoxomicina realizado na
linhagem T98G, os resultados qualitativos sugerem uma maior marcacao de NF-xB
105kDa e menor de 50kDa. Essas duas andlises podem indicar um processo de
inibicdo proteassomal ou outra regulacao desse fator como mencionado por Németh
(2004), visto que os outros indicio (genes e proteinas marcadas) nédo foram alterados.

A ativacdo de vias relacionadas ao estresse do reticulo origina cascatas de
sinalizacdo que respondem a esse estresse. As vias da UPR podem ser percebidas
pela proteina quinase de RNA semelhante a quinase do reticulo (PERK), pela Inositol-
requiring enzyme 1 (IRE1) e por meio da ativacdo do fator de transcrigéo 6 (ATF6),
todos localizados nas membranas do reticulo. Estudos reforcam que o estresse do
reticulo (ER) pode estar relacionado com a citotoxicidade verificada em muitas
substancias naturais (LIMONTA et al., 2019).

O sistema UPR pode também trazer uma resposta de sobrevivéncia para as
células que se encontram em privacdo de nutrientes, condi¢cbes particularmente
observadas no processo de tumorigénese. Situacdes de hipdxia, baixa glicose, baixo
pH e estresse oxidativo ativam as cascatas relacionadas a UPR, que busca manter o
bom funcionamento da célula. Apesar desse esforco, a ativacdo constante da resposta
ao estresse do reticulo pode levar a ativacdo de vias de morte celular em prol do
beneficio do organismo como um todo. Portanto, essa sobrecarga da UPR pode ser
vista como um alvo terapeutico contra o cancer.

Fatores intrinsecos ou extrinsecos as celulas podem ativar a resposta ao
estresse do reticulo. Quando identificado, esse estresse promove o desacoplamento
da GRP78 das proteinas PERK, IRE1 e ATF6, que ficaréo livres para ativar os fatores
de transcricdo ATF4, XBP1 e ATFG6, respectivamente, e buscardo a homeostase
celular. Um resumo de ativacdo da via UPR encontra-se representado na figura 29.
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Figura 29 - Esquema da ativagado da via UPR apds estresse do reticulo endoplasmético (RE).

A proteina GRP78 fica acoplada as proteinas ATF6, IRE1 e PERK, situadas na membrana do reticulo.
O surgimento de proteinas mal enoveladas faz com que o GRP78 de desconecte dos componentes do
RE para ligacdo a essas proteinas. Apds isso, fatores transcricionais sao ativados: a PERK promove
fosforilagao de eiF2a que ativa ATF4 (sobrevivéncia), a IRE1 é fosforilada e ativa XBP1 (sobrevivéncia)
e ATF6 ativa ATF6f (apoptose).

De acordo com os resultados obtidos da expressao génica, foi possivel
observar que a fracdo BRA-346ADC promoveu a superexpressao dos genes ATF4,
ATF6, DDIT3, HSPA5 para ambas as linhagens testadas, e CALR e XBP1 somente
para a HOG. Poucas alteracdes, no entanto, foram observadas nas células tratadas
com epoximicina, dihidroeponemicina e salinosporamida A.

O ATF4 é um fator de transcricdo que tem sua expressdo ativada apos a
fosforilagdo de elF2a pela PERK (HETZ, 2012). Esse fator transcricional pode regular
genes que controlam a autofagia (ATG7, ATG5, LC3B), apoptose e processos
antioxidantes. A cascata apoptotica tem ligacdo com aumento de CHOP, que regula
IP3R e altera a homeostase do calcio, e, assim, a degradacdo da XIAP promove a
inibicdo de Bcl-2 (CHAO et al., 2012; HE; KAINA, 2019; HIRAMATSU et al., 2014).

A associagao do ATF6 com a UPR relaciona-se quando este como fator de
transcricio promove a transcricdo dos genes da ERAD e de XBP1 (HETZ, 2012). E
também importante ressaltar que ativacdo de ATF6 pode contribuir para a resisténcia
a quimio e radioterapia em glioblastoma. Dadey e colaboradores (2016)

demonstraram que a radiacdo induzida promove estresse no reticulo endoplasmatico
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e ativacao de vias relacionadas. Foi também percebida a influéncia do ATF6 quando
se conseguiu melhorar a morte por radiacdo em linhagens knockdown para o ATF6,
um regulador da resposta ao estresse. A resisténcia estaria relacionada com a
regulacdo positiva da proteina regulada pela glicose 78 (GRP78).

O DDIT3 é o gene que codifica a proteina homologa C/EBP (CHOP), que é pro-
apoptética. O aumento da sua expressdo pode colaborar para o tratamento do
glioblastoma. Um estudo com um composto natural (isochaihu lactona) extraido da
erva chinesa Nan-Chai-Hu induziu a expresséo de DDIT3 e promoveu parada na fase
G2/M do ciclo celular, além de apoptose, em células de glioblastoma multiforme.
Ensaios in vivo foram realizados e mostraram, juntamente com a superexpressao de
DDIT3 e Caspase 3, uma supressao do crescimento tumoral. Os autores puderam
depreender que a homeostase promovida pela UPR havia sido interrompida (TSAI et
al., 2017).

Wang e colaboradores (2018) mostraram que o produto natural flavokavain B
diminuiu o crescimento de linhagens tumorais de glioma, T98G, U87MG e U251, por
meio da inducdo do estresse do reticulo e a autofagia, percebendo uma maior
expressao das proteinas ATF4, transcricdo por dano em DNA 3 (DDIT3) e Hsp70.

Na tentativa de identificar o aumento da expressdo de uma das proteinas de
choque térmico, avaliamos a expressdo do mRNA do gene HSPAS. Este apareceu
superexpresso nas duas linhagens, mas apenas para o tratamento realizado com a
fracdo. O HSPAS codifica a producéo da proteina GRP78, que fica localizada no limen
do reticulo endoplasmatico. Seu envolvimento ocorre no dobramento e montagem de
proteinas, na ligacdo do Ca?* ao RE, atua evitando a apoptose, além de diminuir a
inflamacé&o. Seu papel anti-apoptético traz um entrave para o tratamento do cancer,
pois aumenta a proliferacdo celular, sobrevivéncia e angiogénese de células
cancerigenas. Portanto, pode ser considerado um alvo terapéutico (BOOTH et al.,
2012).

A superexpressao de HSPAS devido a presenca de inibidores do proteassoma
ja tinha sido reportada em 2015 quando pesquisadores tentavam investigar o papel
da proteina de membrana associada ao lisossomo 3 (LAMP3) no proteassoma e na
autofagia e identificaram que o uso do MG132 promovia néo s6 a producao de LAMP3
como a superexpressdo de genes da UPR (ATF3, ATF4, DDIT3 e HSPAb)
(DOMINGUEZ-BAUTISTA et al., 2015).
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A modulagdo da resposta ao estresse do reticulo com drogas que atuam
especificamente na GRP78, como € o caso da epigalocatequina galato, promoveu a
sensibilizacdo de células de glioma que nao respondiam mais a temozolomida(AVRIL;
VAULEON; CHEVET, 2017). Esse dado traz a possibilidade da GRP78 ser um alvo
interessante para abordagem terapéutica de gliomas. Contudo, é preciso verificar o
nivel de toxicidade em tecidos com alta dependéncia dessa proteina.

CALR é o gene da calreticulina, essa proteina € uma chaperona localizada
dentro do RE que ajuda na manutencédo dos fons Ca?*. Quando é translocada do
reticulo para o citoplasma sofre um processo de argilinagdo pela enzima arginil-
transferase. A sua expressao aumentada em glioblastoma multiforme pode apresentar
beneficios para a sobrevida do paciente, principalmente daqueles refratarios (MUTH
et al., 2016).

Comba e colaboradores (2019) mostraram que linhagens celulares de glioma
(HOG e MO59K) tratadas com o Bortezomibe aumentam os niveis de calreticulina
arginilada e uma maior mobilizacdo de Ca?* promovendo uma ativacéo sustentada da
apoptose. A calreticulina também estaria associada a radiosensibilidade em linhagens
U251 que foram transfectadas para superexpressdo da proteina. Essa
superexpressao modula a apoptose induzida por radiacdo, diminuindo fortemente a
sinalizacdo de Akt (OKUNAGA et al., 2006). Esses estudos indicam que alteracdes
nos niveis de célcio intracelular desempenham um papel na modulacédo da apoptose.

XBP1, que é um gene cuja expressao esta relacionada a resposta ao estresse
do reticulo, € moldado pela IRE1 - proteina com atividade de quinase e
endoribonuclease — para a producdo de uma isoforma de XBP1, fator de transcricao
homeostéatico (CALFON et al., 2002). Esse fator de transcricdo regula genes
participantes da via de degradacdo de proteinas associadas ao reticulo
endoplasmatico (ERAD) e de dobramento de proteinas. Sua superexpressao no
tratamento deste trabalho pode decorrer da tentativa de célula em recuperar a
homeostasia.

O XBP1 parece ter um papel importante na prote¢éo contra o estresse oxidativo
em gliomas, potencialmente através de regulacao positiva de moléculas antioxidantes.
Seu silenciamento levou a morte celular de linhagens de gliblastoma U251, a
diminuicdo da viabilidade celular, além da diminui¢cdo da capacidade de formacéo de
tumores (LIU et al., 2011; LIU et al., 2016).



86

A avaliacdo da expressdo de proteinas e genes mostrou que ainda € preciso
aprofundar os estudos sobre as alteragdes ocasionadas pelos tratamentos, visto que
os dados apresentados contrapoem alguns pontos encontrados na literatura.

A tabela 8 traz um resumo qualitativo das altera¢cdes moleculares identificadas
por western blotting (proteinas) e gPCR (genes). E visto que a fracdo BRA-346ADC
promove alteracdes importantes nas linhagens HOG e T98G. Acredita-se que o fato
de algumas dessas alteracdes terem se apresentado de forma diferente do que hoje
€ encontrado na literatura decorra da complexidade quimica ainda presente na fracao,
ou ainda que mecanismos diversos estejam sendo deflagrados pelas substancias
ativas presentes na fragao.
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Tabela 8 - Resumo da analise qualitativa das alteragdes moleculares identificadas nas linhagens

apés os tratamentos.

Dados da expressao de proteinas e genes avaliados nas linhagens HOG e T98G tratadas com a fracéo
BRA-346ADC e os inibidores purificados do proteassoma.

Imunoblotting

gPCR

HOG

Dihidroeponemicina

Epoxomicina

Salinosporamida A

Diminui¢do do NF-kB 105 e 50
kDa

Diminuicdo da ubiquitinacdo e
do NF-kB 50 kDa
Aumento de

Hsp70 e
diminuicdo de NF-kB 105 e 50
kDa

Aumento de expressdo apenas
do XBP1

Diminuicdo de expressdo do
genes ATF4, ATF6 e CALR
Diminuicéo de todos os genes,

com excecao do DDIT3

Dihidroeponemicina

Epoxomicina

Salinosporamida A

T98G

Diminuicdo da ubiquitinacao,
Hsp70
Diminui¢éo da ubiquitinagdo

Aumento da ubiquitinagdo (24h)
e Hsp70

Diminuicdo da ubiquitinacdo
(48h)

Diminuicdo CALR, DDIT3
Aumento do XBP1
Diminuicdo de todos os genes
com excecdo do HSPA5 e
XBP1

Diminuicdo de todos os genes
com excecdo do HSPAS
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6 CONCLUSAO

Diante dos dados expostos, 0 presente trabalho apresenta a identificacdo de
substéancias inibidoras do proteassoma (TMC-86A, dihidroeponemicina e derivados)
no extrato da uma bactéria marinha do género Streptomyces isolada da ascidia
Euherdmania sp. Os resultados quimicos sugerem a presenca de novos compostos
clorados também com funcédo de inibicdo enzimatica. Apesar da confirmacdo de
inibidores do proteassoma na composicao da fracdo, ndo foi possivel observar
semelhante expressdo genética e proteica para as células tratadas com inibidores
purificados. Os dados propoem até o momento que os tratamentos das linhgens
tumorais de glioma e glioblastoma com a fracdo obtida do extrato da bactéria BRA-
346 dispara a resposta ao estresse do reticulo e interferem no sistema ubiquitina-
proteassoma. Em virtude da ativacdo de mais de uma via no mecanismo que envolve
a acdo dessa fracdo, a continuidade dos seus estudos se faz necessaria para
elucidacao de outras substancias que possam estar envolvidas com a citotoxicidade
mostrada nas linhagens de céancer de cérebro, pois tal citotoxicidade traz a
possibilidade de investigacéo de nova terapia para esse tipo de cancer. Vale comentar
que o perfil de resposta diferente apresentado pela fracdo nos modelos utilizados em
relacdo ao inibidores usados com controles-positivos sugere a possibilidade de um
mecanismo de acdo peculiar. Esses resultados ressaltam a importancia dos micro-
organismos marinhos como fonte de moléculas citotdéxicas, mostrando uma peculiar
biodiversidade quimica desses micro-organismos, além da necessidade de melhor

investigar o potencial antitumoral de suas moléculas.
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APENDICE(S)

APENDICE A — Immunoblotting de NF-kB1, Hsp70, proteinas ubiquitinadas e a-
tubulina de HOG e T98G apds 24, 36 e 48h de incubacdo com DMSO 0,06% e fracéo
BRA-346ADC na concentracéo de 25.4 ng/mL (n=3).
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APENDICE B — Immunoblotting de NF-kB1, Hsp70, proteinas ubiquitinadas e a-
tubulina de HOG e T98G apds 24, 36 e 48h de incubacdo com DMSO 0,06% e
salinosporamida A na concentracéo de 130,8 nM (n=2).
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APENDICE C — Immunoblotting de NF-kB1, Hsp70, proteinas ubiquitinadas e a-
tubulina de HOG e T98G apés 24, 36 e 48h de incubacdo com DMSO 0,06% e
dihidroeponemicina na concentracdo de 2,7 nM (n=2).
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APENDICE D — Immunoblotting de NF-kB1, Hsp70, proteinas ubiquitinadas e a-
tubulina de HOG e T98G apés 24, 36 e 48h de incubacdo com DMSO 0,06% e
epoxomicina na concentragao de 2,1 nM (n=1).
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