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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 inestimével. Dentro dessa perspectiva, o fornecimento sustentavel de
metabdlitos bioativos a partir do cultivo de micro-organismos marinhos figura como
uma atrativa solucéo para a prospeccéo 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 pug/mL, para sua fracao
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 mdultiplo, 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 enriquecida 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 expressado
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.
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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.
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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 milhdes 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 o0s
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 metastases) 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
metastase, 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 aquisicdo 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



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 prognaostico e op¢des 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
os 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
delimitac6es. Ja os glioma de graus Il a lll mostram infiltracdo difusa, e os de grau 1V,
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 producgéo do céation metildiazénio que transfere um grupo metila



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 morfologicas. Para os astrocitomas (que se assemelham aos astrocitos)
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 expressao 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 biologicos, tais como: estresse

proteico (degradacdo de proteinas mal enoveladas e homeostase proteica), mitose,



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, remocédo 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).
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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



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 hematoldgicas 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 etal., 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.



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 etal., 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).
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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; Dl 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¢ado 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 ligacdo 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 aperfeicoada.
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 biolégica 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 briozoéario 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
fermentacdo 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 biologicas 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 metabdlitos secundarios
isolados de invertebrados marinhos, a producdo desses compostos € viavel e
sustentavel. Uma atrativa solugéo para a prospecc¢ao racional dos recursos do mar €

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 producao de
compostos antibacterianos e citotdéxicos. A estreptomicina, um exemplo iconico 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 citotéxica
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 é
pouco explorada, o potencial farmacolégico dos micro-organismos marinhos e a
caréncia por substancias antitumorais, é 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 farmacoldgica, ampliando o

conhecimento e buscando ajudar na solucéo da problematica do cancer.
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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 confirmacéo 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
elucidacdo 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
gue 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 citotoxicas, mostrando uma peculiar
biodiversidade quimica desses micro-organismos, além da necessidade de melhor

investigar o potencial antitumoral de suas moléculas.
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