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RESUMO

O Cancer € um grande problema de saude publica mundial. Neste sentido, este
trabalho apresenta o isolamento, caracterizacdo, avaliacdo da atividade anticancer
e possiveis modos de acdo da nigericina produzida por Streptomyces
hygroscopicus ACTMS-9H. A nigericina foi obtida em uma proporgéo de 30% (m/m),
a partir de um extrato pré-purificado denominado EB1 e teve sua atividade
neoplasica avaliada empregndo diferentes linhagens de células tumorais. Os
resultados destes ensaios, obtidos pelo método do MTT, mostraram excelentes
resultados para células de adenocarcinoma mamario MCF 7 (Clso = 0,11 pM),
carcinoma mucoepidermoide pulmonar NCIH 292 (Clso = 0,04 uM), fibroblastos
murino L929 (Clso = 0,3 uM), leucemia promielocitica aguda HL 60 (Clso = 0,001
uM) mastocitoma de camundongo P 815 (Clso = 0,01 uM), células do carcinoma de
c6lon HCT 116 (Clso = 0,01 uM), além de Clso = 0.041 uM, em células
mononucleares do sangue periférico humano PBMC. Por se tratar de um modelo
humano, apresentar resultados de relevancia e existir poucos dados na literatura,
células HCT 116 foram escolhidas para realizar ensaios de morte celular e
mecanismo de acdo. Analisando dados de microscopia Optica, onde diversas
alteracdes morfologicas foram constatadas, os resultados corroboram com os
ensaios bioquimicos, que indica que o acido livre de Nigericina induz morte celular
por apoptose e autofagia. Por fim, ensaios envolvendo quinases mostraram bons
resultados de Clso para: CDK9 (36,12uM); JAK3 (8,82uM); CK1¢ (23,03uM); GSK3p3
(5,38uM); ABL1 (14.73uM). Por apresentar boa atividade frente as quinases JAK3
e GSK3, simulagbes computacionais foram realizadas, mostrando importantes
interagcdes da nigericina no sitio ativo destas enzimas. Para o alvo JAKS, por
exemplo, a nigericina foi capaz de realizar trés ligacdes de hidrogénio, com
distancias de 2,8A (GLN827); 2,9A (IYS830) e 2,7A (ARG953). Ja para o modelo
GSK3, outras trés ligaces de hidrogénio, com distancias de 3,3A (VAL61); e 3,2A
e 3,4A, com o mesmo residuo de aminoacido (ambos com ASP200), foram
observadas. Apesar de ser um estudo preliminar, essas interagcdes em JAK-3 e

GSK3-B sugerem morte por autofagia.

Palavras-chave: nigericina; streptomyces; cancer.



ABSTRACT

Cancer is a major public health problem worldwide. In this sense, this work presents the
isolation, characterization, evaluation of anticancer activity and possible modes of action
of nigericin produced by Streptomyces hygroscopicus ACTMS-9H. Nigericin was
obtained in a proportion of 30% (w / w), from a pre-purified extract called EB1 and had
its neoplastic activity evaluated using different tumor cell lines. The results from these
tests, obtained by the MTT method, showed excellent results for MCF 7 mammary
adenocarcinoma cells (ICso = 0.11 uM), pulmonary mucoepidermoid carcinoma NCIH
292 (Clso = 0.04 uM), murine L929 fibroblasts (ICso = 0.3 uM), acute promyelocytic
leukemia HL 60 (Clso = 0.001 uM) mouse mastocytoma P 815 (Clso = 0.01 uM), colon
carcinoma cells HCT 116 (Clso = 0.01 uM), in addition to ICso = 0.041 uM, for human
peripheral blood mononuclear cells PBMC. For being a human model, show relevant
results and possess few dta in the literature, HCT 116 cells were chosen to perform tests
of cell death and mechanism of action. Analyzing optical microscopy data, where several
morphological changes were found, the results corroborate with the biochemical tests,
which indicates the free acid of Nigericin induces cell death by apoptosis and autophagy.
Finally, kinases assays showed good ICso results for: CDK9 (36.12uM); JAK3 (8.82uM);
CK1e (23.03uM); GSK3B (5.38uM); GLAL1 (14.73uM). For presenting good activity
against the JAK3 and GSK3 kinases, computer simulations were performed, where was
possible observe important interactions of nigericin in the active site of these enzymes.
For the target JAK3, for example, nigericin was able to make three hydrogen bonds, with
distances of 2.8A (GLN827); 2.9A (1YS830) and 2.7A (ARG953). For the GSK3 model,
three other hydrogen bonds, with distances of 3.3A (VAL61); and 3.2A and 3.4A, with the
same amino acid residue (both with ASP200), were observed. Despite being a

preliminary study, these interactions in JAK-3 and GSK3- suggest death by autophagy.

Keywords: nigericin; streptomyces; cancer.
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1 INTRODUCAO

A cada ano, milhdes de vidas séo perdidas por motivo de doencas. Dentre as
principais, destacam-se as morbidades cardiacas coronarias, doencas
cerebrovasculares, infec¢des respiratorias (atualmente o mundo esta sob a pandemia
do virus SARS-CoV-2)!, doenca pulmonar obstrutiva crénica, doencas diarreicas,
AIDS, tuberculose e cancer.

O cancer € uma doenca complexa de caracteristica genética, que altera a
expressdo de proteinas regulatérias importantes. As mutagbes envolvendo
oncogénese podem ocorrer por varios tipos de mecanismos, onde as alteracdes
moleculares envolvidas na carcinogénese humana e os mecanismos pelos quais as
funcdes celulares podem ser alteradas sdo muito diversas.? Essa enfermidade
constitui um grupo de mais de 100 doencas, onde os estagios do desenvolvimento do
tumor maligno ocorre pela divisdo descontrolada das células de um determinado
tecido. Assim, o tumor comeca a se desenvolver quando uma célula sofre mutacées
que as tornam mais susceptivel de se dividir do que normalmente faria.> Com essas
mutacdes, as células podem escapar do seu local de origem e estabelecer novos
tumores em diferentes locais do corpo (metastase) ao longo do tempo.

Dentre as alternativas de combate ao céancer, o uso de medicamentos
derivados de produtos naturais tem sido uma opc¢do muito empregada, visto que
substancias naturais sdo uma fonte inesgotavel de agentes medicinais com mdultiplas
estruturas quimicas e grande potencial terapéutico. Essas substancias naturais, com
variadas atividades biol6gicas, vém sendo eficientemente empregadas como
antimicrobianos, imunossupressores, agentes anti-inflamatérios e anticancer. Por
isso, muitos exemplos de metabdlitos secundéarios produzidos por organismos vivos
como bactérias, fungos e plantas vém sendo alvo de interesse da indUstria
farmacéutica.

Atualmente, a descoberta de drogas a partir de organismos vivos, se baseia,
principalmente, em métodos de triagem de bioatividade e isolamento de moléculas
bioativas®. Destas triagens, compostos que apresentem potencial propriedade
bioguimica costumam servir como alvos moleculares, e sua estrutura quimica usada
como ponto de partida para modificacbes quimicas. Esse método tem permitido
descobrir moléculas mais seletivas, menos toxicas e de grande potencial terapéutico.

Além disso, as por¢cdes farmacologicamente ativas podem possuir semelhancas
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estruturais com moléculas ja descritas, 0 que pode facilitar a previsdo no
desenvolvimento de drogas com grande potencial clinico.

Além da triagem de alto rendimento (High-Throughput Screening-HTS), outras
formas desenvolvidas de screening, como programas quimicos que podem ajudar a
identificar a interacdo entre as moléculas e o alvo da droga, podem ser executados
para aprimorar e melhorar a poténcia, a seletividade e as propriedades fisico-quimicas
das moléculas estudadas. Essa série de atividades, voltadas ao desenvolvimento de
um novo medicamento desde a ideia original até a fase clinica e posterior
comercializacdo, € um processo complexo que pode levar de 12 a 15 anos e custar
mais de 1 bilhdo de délares®.

Com isso, vérias classes de metabdlitos secundarios, tém sido estudadas como
agentes importantes para o tratamento de uma variedade de doengas cancerigenas.
Como exemplo de substancias empregadas com sucesso, pode-se citar a vinblastina,
vincristina, camptotecina, podofilotoxina, paclitaxel, doxorrubicina e alguns de seus
derivados.

Embora varios produtos naturais tenham sido identificados para esse fim, a
obtencéo de quantidades substanciais destas substancias isoladas de extratos brutos
gue apresenta atividade citotoxica ainda € um fator determinante. Com isso, 0 uso de
modelos de triagem de citotoxicidade continua fornecendo dados preliminares de
grande relevancia na busca de extratos bioativos com potencial aplicacéo
antineoplasicab®.

Pesquisas voltadas ao estudo de organismos vivos representam um recurso de
grande potencial para a descoberta de substancias de interesse em saude, pois esses
sdo capazes de produzir variadas classes de compostos e bioatividades.” Dentre os
principais organismos de origem em solo estudados, e que séo responsaveis pela
maior parte da producdo de produtos naturais de interesse académico e industrial,
pode-se citar as bactérias.

Dentre as bactérias que constituem o dominio dos micro-organismos ou
microbios procariontes, Streptomyces €é o0 maior género da familia
Streptomycetaceae.? Esses Actinomicetos sdo um grupo especial de bactérias
filamentosas, que incluem cerca de 800 espécies catalogadas

(https://Ipsn.dsmz.de/genus/streptomyces). Essas bactérias filamentosas produzem

uma grande variedade de metabolitos de interesse em saude, incluindo antivirais,

antibioticos, antifingicos, anticancer, antioxidantes e compostos neuroprotetores.® E


https://lpsn.dsmz.de/genus/streptomyces
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importante salientar, que cerca de 70% dos antibidticos utilizados na medicina séo
originalmente derivados de actinobactérias,'® dos quais mais de 10.000 desses
medicamentos sdo derivados do género Streptomyces!!. Por esse motivo, esforcos
vém sendo feitos para se explorar, de forma eficiente, o grande potencial de
Streptomyces, mais especificamente na descoberta de novos medicamentos que se
apresentem com alta eficacia e menores efeitos colaterais.

Uma fonte importante de metabdlitos secundarios bioativos é a bactéria
filamentosa Streptomyces hygroscopicus. Essas espécies pertencem a um dos
géneros mais intensamente estudados de Streptomyces e sdo conhecidas fontes de
substancias de grande interesse industrial'>. Exemplos sdo as substancias
rapamicina'® e ascomicina'®. Este Ultimo também é usado para tratar doencas
autoimunes e pode impedir a rejeicdo apds um transplante de 6rgdo. Atualmente, este
compostos estd sendo produzido biotecnologicamente a partir de Streptomyces
hygroscopicus®.

Considerando que Streptomyces sp. sdo uma fonte valiosa de metabdlitos
bioativos, fornecendo inclusive substancias empregadas no combate a diversos tipos
de cancer, a exploracdo e o estudo da sua capacidade em fornecer substancias

envolvidas em importantes processos bioguimicos se justifica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PRODUTOS NATURAIS COMO AGENTES ANTICANCER

O papel dos produtos naturais como fonte de remédios formou a base dos
sistemas de medicina tradicional e sdo usados héa séculos por diferentes culturas?®.
Com isso, um grande numero de compostos isolados de fontes naturais com efeitos
terapéuticos benéficos, como propriedades anticancerigenas, imunomodulatorias e

anti-inflamatdrias foram identificados?’.

A natureza é uma fonte inesgotavel de substancias para fins terapéuticos,
onde 0s organismos vivos presentes no solo merecem destaque. Os medicamentos
derivados destes organismos constituem a maior parte dos agentes
quimioterapéuticos usados no combate a varios tipos de cancer®. Além disso,
cerca de 80% dos medicamentos quimioterapicos aprovados'®, e mais da metade
de todos os medicamentos sdo baseados em produtos naturais®.

Ao passo que centenas de substancias podem ser produzidas por um unico
organismo, uma enorme diversidade quimica pode ser encontrada devido a
existéncia de milhdes de espécies. Por isso, a natureza continua sendo a principal
fonte de moléculas devido a diversidade de plantas, animais, e espécies de micro-
organismos. Assim, pesquisas na tentativa de se explorar a natureza em busca de
novas substancias com potencial atividade anticancer ou que melhorem sua acéo,

sao alvo de estudos de cientistas de diversas areas do conhecimento.

Um ndmero significativo de metabdlitos secundéarios produzidos por
diferentes tipos de organismos vivos pode ser encontrado como potentes agentes
antitumorais tanto no crescimento de células tumorais (in vitro) quanto em ensaios
clinicos de cancer!®. O avanco biotecnoldgico voltado as pesquisas em produtos
naturais tem aumentado a descoberta destes agentes, além de estar diretamente
ligado ao reconhecimento de moléculas protoétipos que possibilitam o planejamento
de novas drogas sintéticas. Com o cancer sendo uma das doencas mais mortais
do mundo, com perspectivas crescentes para as proximas décadas (devido ao
envelhecimento da populagdo), um aumento no interesse cientifico e comercial

para a descoberta de novos agentes anticancer de fontes naturais deve acontecer.

Historicamente, os programas de descoberta de drogas com atividade

contra o cancer comecaram a partir da Segunda Guerra Mundial, e os efeitos
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das drogas descobertas deram o impulso para estabelecer, em 1955, o Centro
Nacional de Servicos de Quimioterapia contra o Cancer. Com isso, a capacidade
da quimioterapia para curar a leucemia aguda na infancia, e a doenca de
Hodgkin na década de 1960 e no inicio da década de 1970, superaram a
desconfianca sobre a capacidade dos medicamentos naturais em tratar esse tipo

de doencga??.

O potencial do uso de produtos naturais como agentes antineoplasicos foi
reconhecido na década de 1950, e desde entdo, varios estudos forneceram
informacdes valiosas sobre a descoberta de novos agentes antineoplasicos que
ocorrem naturalmente. Além disso, com o desenvolvimento de novas tecnologias
de triagem, a pesquisa por novos agentes anticancer em plantas e outros
organismos, levaram a obtencdo de medicamentos originarios de produtos
naturais, ou baseados nele, aprovados para comercializacéo a partir de 195022
Pelo levantamento realizado entre janeiro de 1981 e dezembro de 2014 (34
anos), 174 novas substancias para o tratamento do cancer foram aprovadas para
comercializacdo. Destas, 56 (32%) eram produtos naturais ndo modificados ou
derivados diretos e 37 (21%) inspirados em estruturas quimicas de produtos
naturais. Assim, um total de 93 (53%) sdo produtos naturais ou derivados

diretamente ou com base neles?3,

A maioria das descobertas de drogas a partir de fontes naturais deriva de
plantas, e se baseia, principalmente, em métodos de triagem de bioatividade e
isolamento de molécula bioativa?*. As principais classes de metabdlitos
secundarios sao os alcaloides, terpenoides, esteroides, flavonoides e saponinas,
gue sao classe de substancias importantes empregadas no tratamento de uma
variedade de tipos de cancer®. Por exemplo, fitoquimicos como vinblastina,
vincristina, camptotecina, podofilotoxina, paclitaxel, homoharringtonina e alguns
de seus derivados, sdo alguns dos medicamentos anticAncerigenos aprovados
e usados clinicamente de forma isolada ou em combina¢cdo com outros agentes
quimioterapicos?®. A Tabela 1 a seguir mostra alguns exemplos de agentes
derivados de fontes naturais, que se apresentam como potentes agentes
antitumorais tanto no crescimento de células tumorais in vitro quanto em ensaios

clinicos?’.
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Tabela 1. Medicamentos anticancer derivados de produtos naturais *

ORIGEM
Micro-organismos Plantas Organismos
Marinhos
Composto Composto Composto
(Tipo de Cancer) (Tipo de Cancer) (Tipo de Cancer)
Actinomicina Vincristina Citarabina
(Sarcoma) (Leucemia, Linfoma, Mama, (Leucemia, linfoma)
Pulméo)
Bleomicina Vinblastina Bryostatin
(Colo do Utero, cabeca e (Mama, Linfoma, Rim) (Experimental)
pescoco)

Daunomicina
(Leucemia)

Doxorrubicina
(Linfoma, Mama, ovario,
pulméo, sarcoma)
Epirubicina
(Mama)
Idarubicina
(Mama, leukemia)
Mitomicina C

(Géstrico, colorretal,
pulmé&o)

Streptozocina (Gastrico,
enddcrino)

Wortmanina
(Experimental)
Rapamicina
(Experimental)
Geldanamicina
(Experimental)

Paclitaxel
(Ovério, Mama, Pulmao,
Bexiga, Cabeca e pescoco)
Topotecano
(Ovario, Pulméo)

Irinotecano
(Colorretal, Pulméo)
Flavopiridol
(Pulmé&o)
Acronicilina
(Experimental)

Bruceantin

(Leucemia, Linfoma,
Mieloma??)

Thalicarpin (Experimental)
Omacetaxina
(Leucemia mieloide)

Dolastatina
(Experimental)

Ecteinascidin
(Experimental)

Aplidine
(Experimental)

Halicondrina B
(Experimental)

Discodermolide
(Experimental)

Criptoficina
(Experimental)

Fonte: Adaptado de Natural products in anticancer therapy?’

Embora muitas substancias tenham sido testadas em ensaios clinicos

contra o cancer, um pequeno percentual destes compostos testados foi

aprovado para uso em humanos. Atualmente, a 212 Edicdo da lista de



medicamentos essenciais da OMS (2019) esta disponivel. Nela, informacdes dos
medicamentos essenciais em saude, como antineoplasicos, estdo listados

(https://www.who.int/)>°. Além disso, o desenvolvimento de novos agentes de

fontes naturais apresenta alguns obstaculos, como por exemplo, a dificuldade
em acessar a fonte das amostras, obter quantidades apropriadas do composto
para ensaios bioquimicos e procedimentos adequados para isolar o composto
ativo na amostra em quantidades necessarias para testes pré-clinicos ou para
produgdo em escala industrial, em alguns casos. Esses problemas tornaram-se
evidentes quando o paclitaxel, um agente que interage com a tubulina, e que é

usado em uma diversidade de tipos de tumores foi introduzido em uso clinico.

Para tentar contornar este tipo de situacdo e conseguir obter quantidades
suficientes de um produto natural com atividade promissora de forma
sustentavel, a producdo destas substancias pode ser realizada através de
tecnologias do DNA recombinante. Nela, um hospedeiro geneticamente
modificado pode ser usado para aumentar a produtividade de produtos naturais
de forma heteréloga3°. Como pré-requisito, os sistemas genéticos devem estar
disponiveis e a base molecular da biossintese do composto precisa ser

entendida.

2.1.1 Produtos naturais anticancer de organismos do solo

2.1.1.1  Principais metabdlitos secundéarios de origem microbiana

Um esquecimento de material de estudo, em uma mesa de laboratério, em
1928, contendo a bactéria Staphylococcus aureus foi responsavel pela revolucao
na historia de produtos naturais de origem microbiana. Tratava-se da
descoberta, acidental, da penicilina, um metabolito secundario produzido pelo
fungo filamentoso Penicillium notatum, que contaminou as amostras, e que tem
acao antibidtica. A penicilina e reconhecida por sua eficiéncia contra bactérias
Gram-positivas responsaveis por doencas como escarlatina, pneumonia,
gonorreia, meningite e difteria. Também por isso, a descoberta feita por

Alexander Fleming, salvou milhdes de vidas e rendeu a ele, Howard Florey e
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Ernst Chain o prémio Nobel de fisiologia e medicina, em 1945. A época Fleming3!

disse:

“I did not invent penicillin. Nature did that. | only discovered it by accident.”
(“Eu n&o inventei a penicilina. A natureza fez isso. Eu sO descobri iSso por

acidente.”)

Depois disso, vieram 0s primeiros anos de pesquisa com antibidticos,
denominada Golden Age, que levou a descoberta da estreptomicina a partir de
Streptomyces griseus®?; cloranfenicol de Streptomyces venezuelae33;
clortetraciclina de Streptomyces aureofaciens®*; cefalosporina C de
Cephalosporium acremoniums3>; eritromicina de Saccharopolyspora erythraeas®;

e vancomicina de Amycolatopsis orientalis3’.

Devido a isso, 0S micro-organismos se tornaram uma importante fonte de
variados tipos de metabdlitos bioativos e de grande importancia na industria
farmacéutica®. Os metabolitos secundarios de origem microbiana sdo usados
atualmente, para outras aplicacdes além de suas conhecidas atividades como
antibacterianas, antifingicas e antivirais. Uma das mais importantes é sua

aplicacdo como agentes anticancer.

Dentre as principais substancias produzidas por micrébios encontrados no
solo, e que sdo conhecidos agentes anticancer, destacam-se a actinomicina
produzida por Streptomyces spp.; bleomicina por Streptomyces verticillus;
daunomicina por Streptomyces coeruleorubidus; doxorubicina, epirubicina e
idarubicina por Streptomyces pneuceticus; mitomicina C por Streptomyces
caespitosus; geldanamicina e rapamicina por Streptomyces hygroscopicus; e

Wortamannina por Talaromyces wortmanni=®,

Como pode-se observar, varios metabdlitos importantes sdo produzidos
por espécies de Streptomyces. Devido a isso, e a importancia destes produtos

naturais, esse assunto sera mais detalhadamente discutido na secao.

Das vantagens do uso de microbios como fonte de agentes anticancer,
pode-se destacar o fato de que para produzir um determinado metabdlito, a fonte
microbiana reativada e armazenada indefinidamente, o que garante sua
disponibilidade por tempo indeterminado®. Além disso, 0os micro-organismos

podem ser cultivados em condi¢bes diferenciadas e em fermentadores de
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grande volume, garantindo a producdo de quantidades sustentaveis de um

determinado metabdlito de interesse.

Um exemplo de sucesso de como as melhores condi¢cdes de cultura de
cepas produtoras podem aumentar a producdo de um produto natural de
interesse € o caso da penicilina. Em 1972, a cepa inicial da P. notatum produziu
penicilina em 7 dias em uma concentracdo de 12 g/L. Em 1990, a cepa
melhorada produziu 42 g/L em 7 dias. J& em 1993, a concentragéo da penicilina
na industria chegava a 60 g/L. Estima-se que cepas industriais recentes
produzam 100.000 vezes mais penicilina do que a cepa original de P. notatum
descoberta por Fleming*'. Sendo assim, um aumento na concentracdo de
compostos bioativos de interesse pode realizado pela alteracdo nas condi¢des
de cultura. Além disso, o melhoramento genético de micro-organismos pode ser
usado para regular a producédo de um composto especifico, ou gerar analogos
de interesse. Dentre os principais micro-organismos estudados, em particular de

origem terrestre, podemos destacar os fungos e as bactérias.
2.1.1.2 Bactérias

Os produtos naturais derivados de bactérias desempenham papel
fundamental na descoberta de novas substancias para uso em medicina, além
disso, as bactérias desempenham lideranca na descoberta de potenciais
candidatos a medicamentos contra o cancer. As bactérias, inclusive, apresentam
um grande numero de agentes aprovados, se comparado aos relatos de
substancias produzidas por outros micro-organismos. Além disso, 0 uso de
bactérias no combate a certos tipos de cancer é reconhecido desde 1893,
quando, pela primeira vez, os estudos realizados pelo médico cirurgido William
B. Coley, descreveram a regressao de tumores solidos de carcinoma e sarcoma,
por tratamento com o caldo de cultura da bactéria Streptococcus pyogenes®2.
Mais tarde, em 1935, Connell usou filtrados estéreis da bactéria Clostridium
histolyticum para tratar cancer avancado, e relatou que a regresséo dos tumores

era resultado da producao de “enzimas” das bactérias*.

Desde entédo, metabolitos secundarios extraidos de micro-organismos tém
sido estudados, levando a obtencdo de uma série de drogas quimioterapicas
onde a maioria dos compostos usados em medicina, sao antibiéticos produzidos

microbialmente ou seus derivados*4.
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Um destes, com destaque na historia dos metabdlitos secundarios
produzidos por bactérias € a bleomicina. A bleomicina € um glicopeptideo
descoberto em 1962. Na época, o cientista japonés Hamao Umezawa observou
que filtrados da cultura de Streptomyces verticillus apresentavam atividade
anticancer. Seus estudos foram divulgados em 19664°, e trés anos mais tarde a
bleomicina foi lancada como medicamento pela Nippon Kayaku. Em 1973, a
bleomicina obteve a aprovacéo do FDA e atualmente, faz parte da 212 Edi¢ao da
lista de medicamentos essenciais da OMS. Devido a auséncia de atividade
mielossupressora significativa, a bleomicina se tornou uma substancia

empregada em varios regimes quimioterapicos combinados.

Atualmente, a bleomicina € produzida pelo Actinomiceto Streptoalloteichus
hindustanus e vem sendo usada no tratamento de carcinomas de células
escamosas, melanomas, sarcomas, cancer testicular e ovario, linfomas de
Hodgkin e ndo-Hodgkin e tumores de testiculo como agente anticancer®. Uma
curiosidade, € que o género Streptoalloteichus com o epiteto especifico
hindustanus foi descrito originalmente em 1978 como género e espécie da
familia Actinoplunaceae?’, por isso esse micro-organismo ndo aparece nas listas
aprovadas de nomes bacterianos. Na época, um derivado da familia das

bleomicinas, a pingyangmicina, ja era utilizada na terapia do cancer na China“.

O desenvolvimento precoce da resisténcia aos medicamentos e a
toxicidade pulmonar dose-dependente cumulativa sdo as principais limitacdes
das bleomicinas em quimioterapia. O desenvolvimento desse sério efeito limita
a quantidade de medicamento que pode ser administrada aos pacientes, um
aspecto que também pode limitar a eficacia do tratamento em pacientes com
doenca pulmonar preexistente e carcinomas espinocelulares de pulm&o ou
esdfago.*® Por isso, nas Ultimas décadas, o desenvolvimento de analogos ativos
e particularmente menos toxicos tem sido estudado por fermentacdo
microbiana®. Algumas substancias pertencentes a familia das bleominicas, e
que séo produzidas por fermentacéo incluem a talisomicina®?, a fleomicina® e a
zorbamicina®3. Alguns exemplos de estruturas de blemomicinas e suas principais

diferencas estruturais estao representados na Figura 1.
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Figura 1. Bleomicina e analogos
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Fonte: o autor, 2020

Outros exemplos de bactérias que predominantemente vivem no solo, e
que sdo produtoras de promissores agentes anticancer sdo as mixobactérias
("bactérias do lodo"). As mixobactérias (ordem Myxococcales) sdo bactérias
Gram-negativas pertencentes ao subgrupo Delta das Proteobactérias®®. Elas
formam células em forma de bastdo, sendo capazes de se mover, e sdo

encontradas em abundancia na maioria dos ambientes, em particular no solo®°.

As mixobactérias sado conhecidas por produzirem uma grande variedade de
metabdlitos secundarios de interesse biotecnolégico®. Além disso, essas
bactérias sdo capazes de produzir metabolitos de varias classes quimicas,
muitas com caracteristicas Unicas, exibindo um amplo espectro de
bioatividades®’. Alguns Metabdlitos secundarios produzidos por mixobacterias
em destaque sdo as Epotilonas®® e as Tubulisinas®. Estas substancias
apresentam atividade potente contra varios tipos de células cancerigenas, e

efetiva mesmo contra células resistentes ao paclitaxel, por exemplo.

As Epotilonas sdo macrolideos de 16 membros, isolados pela primeira vez

por Hofle na década de 1990 a partir da mixobacteria gram-negativa Sorangium



cellulosum®. As Epotilonas tém um modo de acdo semelhante ao paclitaxel
(estabilizacdo de microtubulos durante a divisdo celular), e foram a primeira
classe de compostos, apos a descoberta dos taxanos, que tinham o efeito de
estabilizar os microtibulos®:. Além disso, as Epotilonas se comparadas aos
taxanos, apresentarem as vantagens de serem mais solUveis em agua, serem
produzidas em maiores quantidades por tecnologia de fermentacéo bacteriana®?
e manter atividade contra linhagens de células de tumores resistentes a multiplas
drogas (MDR)®3.

Desde sua descoberta, centenas de analogos foram testados em
ensaios bioquimicos, e destes destacam-se, incluindo as epotilona naturais A e
B (Novartis), a epotilona D% (KOS-862 da Kosan Biosciences) e a sagopilone®®
(ZK-EPO). E importante ressaltar que desde que a doxorrubicina foi aprovada
em 1974, apenas o medicamento natural paclitaxel (1994) e os semissintéticos
docetaxel (1996) e ixabepilona (2007) haviam sido aprovados como pelo FDA,
como derivados diretos de produtos naturais para monoterapia para MBC até
2007%6. Na Figura 2 estdo representados alguns exemplos de epotilonas.

Figura 2. Epotilona e analogos

O OH O O OH O O OH O

. Sagopil
Epotilona natural A Epotilona natural B (;gK?EIF%]f

—
N
0 OH O
Epotilona D Ixabepilona ou
(KOS-862) Azaepotilona B (BMS-247550)

Fonte: o autor, 2020
Outra familia de moléculas isoladas, e extrema relevancia, sdo o0s
alcaloides da vinca®’ (criptoficinas). As criptoficinas sdo citotoxinas pertencentes
a familia dos macrolideos depsipeptideos. Os depsipeptideos séo peptideos,
onde um ou mais de seus grupos amida sdo substituidos por um grupo éster

correspondente.
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As criptoficinas foram originalmente descobertas em 1990, através da
exploracdo de cianobactérias do género Nostoc®®, e descobertas como
substancias capazes de induzir apoptose® por outros mecanismos além
dagueles mediados pela inibicdo de microtibulos™. Inicialmente, as criptoficinas
foram patenteadas como agentes antifingicos e quatro anos mais tarde
identificadas como inibidores de microtdbulos’. Curiosamente, moléculas
analogas as criptoficinas foram isoladas a partir da esponja marinha Dysidea
arenaria’®>. Como as cianobactérias sdo simbiontes comuns de esponjas,
sugere-se que as bactérias podem ser a verdadeira origem destas substancias’.
Originalmente, esses compostos foram isolados por pesquisadores da Merck
como um potente fungicida. No entanto, a empresa abandonou o projeto, devido
aos compostos serem altamente toxicos para serem desenvolvidos como
antifungicos’®. Varios anos depois, o interesse pelas criptoficinas foi renovado
ap0s uma extrato lipofiico de Nostoc sp. apresentar potente atividade
citotéxica’™. Apds isolamento, atividades antimitética e citotoxicidade frente a
células tumorais humanos foram atribuidas a criptoficina’®. Com mais de 25
analogos naturais’’, a criptoficina € um dos agentes desestabilizadores de
tubulina mais potentes ja descobertos, onde a cascata apoptotica é resultado da
parada celular por hiperfosforilacdo de Bcl-2 na fase G2/M"8. Além disso, as
criptoficinas também s&o potenciais quimioterapicos, exibindo atividade frente a

linhas de células tumorais resistentes a multiplas drogas’®.

Os derivados da criptoficina mais conhecidos sao a criptoficina 24
(arenastatina) e a cripficina 52. A criptoficina 52, também conhecida como
agente LY355703%, é o analogo que exibe maior poténcia em ensaios de
inibicdo da polimerizacdo dos microtabulos. O agente LY355703 é preparado
através de modificagces do produto natural®', e possui potente atividade
antiproliferativa e citotéxica contra um amplo espectro de linhagens celulares de
tumor humano, incluindo vérias linhas multirresistentes, demonstrando ser de 40
a 400 vezes mais potente que o paclitaxel e os alcaloides da vinca®. No entanto,
apesar de demonstrar excelentes resultados e finalmente chegar aos ensaios
clinicos de fase 2, a Eli Lilly & Co., empresa responséavel pela sua producéo,
decidiu interromper seu desenvolvimento devido aos altos custos de producao

associados a grande toxicidade®.No entanto, em 2005, um ensaio clinico de
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fase 2 envolvendo pacientes com cancer de ovario avancado resistente a platina
concluiu que a taxa de estabilizacdo da doenca, com auséncia de efeitos

adversos, justificava sua reinvestigacéo®.

A partir de entdo, uma segunda geracdo de analogos da criptoficina, com
melhores propriedades de solubilidade e estudos pré-clinicos, indicam um
aumento acentuado da eficacia contra uma variedade de tumores®. Alguns
desses exemplos sé&o a criptoficina 309 e a romidepsina. Esta ultima é produzida
pela bactéria Chromobacterium violaceum e foi aprovada pelo FDA como um
potente agente antitumoral. Este composto foi isolado destas bactérias
encontradas em amostras de solo japonés, e aprovada em novembro de 2009
para o tratamento do linfoma cutaneo de células T8. Sua aprovagéo pelo FDA é
baseada em dois grandes estudos de fase Il: um estudo multi-institucional
baseado no NCI nos Estados Unidos (71 pacientes) e um estudo internacional
(96 pacientes), onde ndo houve toxicidades com risco de vida, observados na
maioria dos pacientes. Alguns exemplos de despéptideos com atividade
antineoplasica estéo representados na Figura 3.

Figura 3. Despeptideos com atividade antineoplasica
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2.1.1.3 Streptomyces

Streptomyces sdo bactérias filamentosas aerdbias Gram-positivas que
surgiram ha cerca de 2,3 bilhdes de anos, na época da primeira oxigenacao da
atmosfera terrestre®’. Esse género de bactérias pertence a familia
Streptomycetaceae sob a ordem Actinomycetales, da classe Schizomycetes.
Esses Actinomycetes, de morfologia semelhante aos fungos, sdo conhecidos por
serem uma fonte valiosa de compostos biologicamente ativos®®. Estudos
mostram que cerca de 74% dos antibidticos sdo derivados do género
Streptomyces!!, onde a producdo destes metabdlitos se da na fase

germinativa®®.

Com relacdo a sua abundéancia, estima-se que um grama de solo contém
10° UFC (unidades formadoras de colonia) e, dessas, 107 sdo Actinobacterias®.
Apesar de serem bactérias onipresentes do solo, também podem ser
encontradas em ambiente marinho®?!, incluido esponjas, e também encontradas
como simbiontes de insetos, como a formiga Acromyrmex octospinosus, que

auxiliam na protecdo de fungos cultivados por formigas fitopatogénicas®?.

Os Streptomyces sdo eubactérias extremamente resistentes e com uma
incrivel capacidade reprodutora. Em condicdes ideais, algumas espécies podem se
duplicar a cada 20 minutos. Além disso, eles tém como caracteristicas crescer na
forma de filamentos ou como micélio e ndo apresentam as formas bacterianas ou
cocoides usuais. O ciclo de desenvolvimento das Streptomyces se inicia com um
esporo, que ap6s germinacao leva a formacdo de hifas vegetativas muito pouco
septadas. Essas hifas se estruturam em rede, tendo o micélio vegetativo o papel de
filtrar os nutrientes do ambiente. Os Streptomyces possuem uma estrutura de colonia
complexa baseada em micélios multinucleados e ramificados, com diferenciacédo da
colénia em estruturas vegetativas e reprodutivas. Essa morfologia multicelular
complexa levou microbiologistas anteriores a acreditar que os actinomicetos eram
fungos ou elos intermediarios entre fungos e bactérias. Elas também formam conidios,
que sao produzidos em cadeias de hifas aéreas portadoras de esporos, que sao a
forma de resisténcia e disseminacdo desta bactéria®®. Assim, os Streptomyces se
desenvolvem como organismos totalmente miceliais e se reproduzem pela formagéo

de esporos iméveis nas pontas das hifas aéreas (Figura 4), que também podem ser
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dispersos por agentes fisicos ou pelas atividades de animais moveis que habitam o

mesmo nicho.

Figura 4. Ciclo de vida de Streptomyces
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Fonte: Adaptado de Urem et al.®*

A maioria dos membros de Streptomyces sao saproéfitas, ou seja,
organismos que se alimentam absorvendo substancias normalmente
provenientes de matéria organica em decomposicao. Apesar de varias cepas
poderem infectar e causar doencas em humanos, incluindo contaminacao de
feridas e formacdo de abscessos, poucos exemplos de Streptomyces foram
isolados de material patolégico. No entanto, seu papel como agente de doencas
infecciosas ndo pode ser descartado. Alguns exemplos de Streptomyces
causadores de doencas séo: Streptomyces somaliensis, conhecido por causar
actinomicetomas em humanos; Streptomyces listeri, Streptomyces galtieri e
Streptomyces hortonensis, que sao isolados de corpos e tecidos de animais, e
que apresentam acdo proteolitica em gelatina e leite e como alérgenos
respiratorios em humanos. Ha& um relatério que indica pneumonia mediada por

Streptomyces lanatus em humanos®®.

Os Streptomyces spp. possuem como caracteristica possuir um unico
cromossomo linear, sendo que essa topologia linear é incomum mesmo entre
actinomicetos. Um ‘nucleo’ central, compreendendo aproximadamente metade
do tamanho total do cromossomo, contém quase todos 0s genes essenciais para

0 crescimento. Estes incluem genes para divisao celular, replicacdo de DNA,
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transcrigcdo, traducéo e biossintese de aminoacidos®. Além disso, com relacdo
a estrutura génica dos actinomicetos em geral, e 0s Streptomyces em patrticular,
esses possuem um DNA com um conteudo alto, e ndo usual, de G + C. Para
estreptomicetos, com 73% G + C, isso esta proximo do limite tedrico para
codificacdo de proteinas convencionais. Uma consequéncia é que certos cédons
ricos em AT sdo muito raros, o que pode ter implicacdes para a expressao
génica. Em particular, ha uma relevancia biolégica para a expressao de genes
envolvidos na diferenciacdo: 0s genes necessarios para 0 crescimento
vegetativo ndo possuem o cédon de leucina TTA®’. Adicionalmente, uma nova
modificacdo de base contendo enxofre, possivelmente de guanina, foi
descoberta em alguns membros do género, incluindo Streptomyces lividans e S.
avermitilis. Apos sua descoberta nessas espécies, também foi encontrada no
DNA de vérias outras bactérias de diversos habitats e parece ser especificada

como parte de uma ilha genética que se espalhou entre essas espécies®,

Os Streptomyces tém sido fundamentais na descoberta de importantes
metabdlitos secundarios, incluindo antibidticos, drogas imunossupressoras,
drogas anticancer e outros compostos biologicamente ativosi!?°. Além disso,
eles respondem por 39% de todos os metabdlitos microbianos, e da sua classe,
este género é responsavel por produzir quase 80% de moléculas bioativas®’.
Atualmente, para o género Streptomyces, existem mais de 800 espécies
catalogadas (https://Ipsn.dsmz.de/genus/streptomyces) e alvos de

publicacdes!®,
2.1.1.3.1 Metabdlitos secundarios de streptomyces

O género Streptomyces foi proposto inicialmente por Waksman e Henrici entre
1941101 e 1943192, com base em sua morfologia e quimiotipo da parede celular. No
entanto, um pouco antes, em 1940, Waksman e Woodruff ja tinham isolado a
Actinomicina, o primeiro antibiético de Actinomyces antibioticus, agora conhecido

como Streptomyces antibioticus.103

Os Streptomyces, sdo conhecidos por produzir um grande numero de
substéancias bioativas de grande impacto na saude humana. Uma das razfes é
que os Streptomyces dedicam uma proporgdo consideravel de seus genomas

(até 10%) com genes que codificam a biossintese de produtos naturais%4,


https://lpsn.dsmz.de/genus/streptomyces
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Devido a sua capacidade de produzir produtos naturais de grande
importancia, ao longo dos mais de 77 anos de estudo, varios antibidticos,
agentes anticancer e imunossupressores foram desenvolvidos!®. Além disso, a
triagem de Streptomyces tém levado a descoberta de um arsenal quimico de
grande aplicacdo no desenvolvimento de medicamentos'®, e o uso de miltiplas
abordagens, como a engenharia de ribossomos?’ e engenharia genétical®®, tém
sido usadas para encontrar novos metabdlitos secundarios em cepas antigas de
Streptomyces. Exemplos s&o as S. coelicolor, S. lividans, S. albus e S.
venezuelae, que sdo espécies que favoreceram a producdo heteréloga de
metabdlitos devido a sua relativa facilidade em ser manipulada geneticamente,
a disponibilidade de suas sequéncias genémicas e ao suprimento abundante de
seus substratos naturais®. A linha do tempo, representada pela figura 5, mostra
a evolucdo das drogas comerciais anticancer produzidas por Streptomyces ao
longo dos anos.

Figura 5. Evolugéo das drogas anticancer produzidas por Streptomyces
(Adaptado de Marine Biomedicine 2016'1° e acrecido de Idarubicina e

Epirubicina).
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Fonte: o autor, 2020

A Actinomicina D (Figura 6), também conhecida como Dactinomicina, foi
um dos primeiros antibiéticos a demonstrar atividade anticAncer, desde sua

descoberta por volta de 1940, a partir de Streptomyces parvullusil, A
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Dactinomicina pertence a familia das actinomicinas, que s&o lactonas
cromopeptidicas biciclicas que compartiham uma unidade croméfora. O
fragmento responsavel pela cor do composto € um heterociclio derivado da
fenoxazina, contendo uma porcao de quinonimina, onde em sua estrurura, sdo

ligadas por duas lactonas pentapeptidicas de origem ndo-ribossémica.''?

Figura 6. Actinomicina D, também conhecida como Dactinomicina

Actinomicina D

Fonte: o autor, 2020

A Actinomicina D, no entanto, teve sua eficacia reconhecida apés o
medicamento ter sido aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos em 1964, sob o nome comercial Cosmegen!3. No entanto, embora néo seja
mais util como antibiético, essa substancia continua sendo um agente quimioterapico
comumente usado para o tratamento de varios tipos de cancer, e atualmente, esta na
Lista de Medicamentos Essenciais da OMS, como agente terapéutico contra
neoplasia trofoblastica gestacional, rabdomiossarcoma e também tumor de Wilms.
Atualmente, séo conhecidas cerca de 41 actinomicinas, principalmente com variagdes

na porgao peptidica.

Além disso, a medida que os genomas de diferentes espécies de Streptomyces
sdo sequenciados, € possivel identificar dezenas de genes responsaveis pela
producdo de metabdlitos secundarios, no entanto, a maioria dos compostos

codificados por esses clusters de genes ainda ndo foram identificados4.

JA as bleomicina, inicialmente extraida da cultura de Streptomyces
verticillus!'®, e por isso aparece na linha de tempo, é empregada no tratamento de
carcinomas, melanomas, sarcomas, cancer testicular e ovario, linfomas de Hodgkin e

nao-Hodgkin.
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As mitomicinas, que sao isoladas a partir de Streptomyces caespitosus ou
Streptomyces lavendulae!®, incluem as mitomicina A, B e C (Figura 7)'’. Essas
substancias sdo antibioticos altamente citotdxicos, tendo seus primeiros exemplos
isolados a partir de 195618, época em que, 2 anos mais tarde, a mitomicina C (MMC)
foi isolada''®. O modo de acdo da MMC foi reportado no inicio da década de 1960 por
lyer e Szybalski, que relataram que os efeitos da MMC se baseavam na capacidade
do farmaco em formar ligagdes cruzadas no DNA°, Outros analogos como a
mitomicina A e a porfiromicina, ainda que tenham estrutura parecida, ndo apresentam

resultados satisfatorios.

Desde que foi aprovada pelo FDA em 1974, a MMC continua sendo empregada
na quimioterapia de cancer de cabeca e pescoco, cervical, gastrico, pancreatico e
colon??t, Além disso, é o Ginico membro da familia das mitomicinas usada clinicamente

e considerada como agente Unico na terapia contra o cancer de bexiga!??.

Figura 7. Mitomicinas produzidas por Streptomyces lavendulae.

Mitomicina A Mitomicina B Mitomicina C Porfiromicina

Fonte: o autor, 2020
A rapamicina, um produto natural derivado de Streptomyces rapamycinicus, e
que possui atividade anticancer'?®, age em células tumorais, impedindo sua

proliferacdo, por apoptose’?*.

A rapamicina (sirolimus) foi originalmente descoberta na Wyeth-Ayerst
Pharmaceuticals em uma triagem de agentes antifungicos e, posteriormente,
descobriu-se ter uma atividade imunossupressora potente. Além disso, verificou-se
que a rapamicina e a geldanamicina tém acdes antiproliferativas e, portanto, podem
ser utilizadas como novos agentes quimioterapéuticos?®>. A rapamicina e seus
analogos sédo produtos de Streptomyces hygroscopicus e inibem as vias de

sinalizacdo necessarias para a ativacao e proliferacdo de células T. A rapamicina
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blogueia a progressao do ciclo celular na fase G1 do meio até o final das células T e

células B, e linhas celulares de osteossarcoma e rabdomiossarcoma, entre outras?6,

A geldanamicina é um composto antitumoral de benzoquinona ansamicina
derivado de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus'?’. A geldanamicina impede a
atividade da ATPase ao se ligar a proteina de choque térmico e dificulta a estabilidade
e a funcéo das proteinas quinases oncogénicas envolvidas na cascata de amplificacao
de sinal que controla a proliferacdo e apoptose. A geldanamicina e seus analogos
desempenham um papel fundamental como agente anticancer no cancer de mieloma

multiplo, mama e préstatat?®.

A geldanamicina é um produto de fermentacdo natural da benzoquinona
ansamicina que originalmente se pensava ser um inibidor direto da proteina tirosina
quinase. No entanto, estudos subsequentes revelaram que a geldanamicina se liga e
inibe a proteina HSD 90 de 90 kDa heatshock!?°,

Outro exemplo de macrolactama com promissora a¢ao contra o cancer € a
Leinamicina (LNM), uma macrolactama de 18 membros produzida por varias espécies
de Streptomyces atroolivaceus, e que foi isolada pela primeira em 1989130, As
estruturas de algumas Macrolactamas estao representadas na figura (Figura 8), a

sequir.

Figura 8. Exemplos de macrolactamas com ac¢éao citotoxica

Leinamicina

Rapamicina Geldamicina
(Sirolimus)

Fonte: o autor, 2020
A LNM exibe potente atividade antitumoral, inclusive sendo ativa contra
tumores resistentes a medicamentos clinicamente importantes, e pode ser encontrada

em varias espécies de Streptomyces atrolivaceus.
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A LNM exerce atividade antitumoral por alquilacdo do DNA, mediada por ions
episulfénio. Esse modo de acdo é sem precedentes entre todos os produtos naturais
que danificam o DNAL, Apesar de ter sido descoberta ha quase 30 anos, essa
substancia, que apresenta promissora acdo contra o cancer!3?, continua sendo alvo
de estudo. Curiosamente, a leinamicina €, até os dias de hoje, o Unico membro
conhecido dessa familia de produtos naturais, ndo tendo sido isolado nenhum outro
anédlogo nas dUltimas trés décadas desde sua descoberta. Em vista disso,
recentemente, a leinamicina tem sido alvo de estudos envolvendo sua relagcéo
estrutura atividade, onde estudos explorando o repertério combinatérios tém indicado

promissores medicamento contra o cancer 133,

Outros exemplos de metabdlitos secundarios produzidos por bactérias tiveram
um papel importante na historia do desenvolvimento de terapias de combate ao
cancer. Exemplos sdo as antraciclinonas daunomicina e doxorubicina (adriamicina),
qgue foram introduzidas em estudos clinicos antes mesmo que seus modos de acgao

tivessem sido determinados.

As antraciclinas sédo antibiéticos antitumorais, amplamente empregados como
medicamentos voltados ao tratamento da quimioterapia contra diversos tipos de
cancer3*, Esses agentes antineoplasicos representam uma familia de produtos
naturais isolados de micro-organismos com uma vasta atividade antitumoral. Além
disso, os antibiéticos da antraciclina séo os agentes antineoplasicos mais empregados
contra varios tipos de canceres!®. Esses agentes inibem a topoisomerase I, mas
também se intercalam no DNA e formam metabdlitos que interagem com muitas
moléculas intracelulares. Além disso, ha evidéncias que as antraciclinas podem formar
ligacdes com os grupos fosfolipidios (carregados negativamente) da membrana

celular, alterando sua fluidez, assim como o transporte de fons*36.

Alguns exemplos de antraciclinas, de extrema importancia no tratamento de
varios tipos de céncer, e que sdo produzidas por Streptomyces peucetius sao:
doxorrubicina’®” e daunorrubicina'3®, aprovadas pelo FDA na década de 1960, e as
idarubicina’®® e a epirubicinal#?, aprovadas pelo FDA 35 anos depois, em 20024 e

20062, respectivamente (Figura 9).



37

Figura 9. Antraciclinas produzidas por Streptomyces peucetius.
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Fonte: o autor, 2020

Enquanto a daunorrubicina é usada no tratamento de linfoma linfoblastico ou
mieloblastico agudo, a doxorrubicina é usada no tratamento de cancer de mama,
tumores sélidos em criancas, sarcomas de tecidos moles e linfomas agressivos!43, Ja
a idarubicina, também conhecida como (4-DMDR), € um anélogo da daunorubicina
(auséncia do grupamento metoxila), aprovado para o tratamento de leucemias#. A
epirubicina (um epimero da doxorubicina), por sua vez, € empregada no tratamento
de cancer de mama. Uma curiosidade observada para um medicamento inicialmente
empregado como antibiétioco, é o caso da tetraciclina de quarta geracdo, conhecida
como SF 2575, produzida por Streptomyces sp. Esta substancia, que possui baixa
atividade antibidtica, é responsavel por um alto nivel de atividade contra células de
leucemia P388 e outros tipos de células cancerigenas'#®, onde atua, assim como as

camptotecinas e doxorrubicina, contra as topoisomerases | e || do DNA.

Recentemente, a tetracenoquinocina, uma nova tetraciclina produzida por
Streptomyces sp. NEAU-L3, foi analisada como possivel agente quimioterapico,

através de testes de inibicdo do crescimento in vitro de trés linhagens celulares de
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tumor humano, carcinoma hepatico (HepG2), pulméo (A549) e carcinoma de célon
(HCT 116). De acordo com os resultados, no entanto, o bioensaio mostrou que a
tetracenoquinocin A apresenta menor citotoxicidade frente as células testadas quando
comparada com a doxorrubicinal#®, As estruturas da tetracenoquinocina e SF 2575
estdo representadas na Figura 10 a seguir.

Figura 10. Tetraciclinas bioativas
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Fonte: o autor, 2020
Em suma, desde o isolamento da actinomicina, e a descoberta de sua agao
como agente anticancer, muitos compostos anticancer foram isolados das espécies
de Streptomyces, incluindo as bleomicinas e, principalmente as antraciclinas.
Baseado nisso, percebe-se a importancia do processo de fermentacéo de diferentes
espécies de Streptomyces como um dos métodos de grande importancia utilizados na

descoberta de medicamentos importantes para uso medicinal'#’,

Uma fonte importante de metabdlitos bioativos oriundos de Streptomyces, € 0
Streptomyces hygroscopicus. Essa espécie pertence a um dos géneros de
Streptomyces mais intensamente estudados e sdo produtores bem conhecidos de
muitos metabdlitos secundarios de importancia industrial'*®. Exemplos s&o o0s
medicamentos imunossupressores rapamicina e ascomicina. A ascomicina, por
exemplo, também é usada para tratar doencgas autoimunes e pode prevenir a rejeicao
apos um transplante de 6rgao. Devido a sua importancia, esta substancia vem sendo
biotecnologicamente produzida por fabricas de células de Streptomyces
hygroscopicus!*®. Outro produto natural, de grande importancia produzido a partir de
Streptomyces hygroscopicus € a nigericina. Esta substancia, também conhecida como

polieterina A, azalomicina M, helixina C, antibiético K178 e antibiético X-464, é um
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iondforo de grande relevancia industrial. Como um dos objetivos desta tese foi 0
isolamento e a identificacdo desta substancia, a partir de Streptomyces hygroscopicus
ACTMS-9H, um tépico sobre esta substancia, descrevendo sua caracteristica como
ionoforo esté representado a seguir.

2.2 NIGERICINA

Uma das substancias produzidas por Streptomyces, e que possui grande
potencial como substancia bioativa é a nigericina, um poliéter natural que tem como
caracteristica ser um ionéforo. Os ionéforos sédo antibidticos naturais, e apresentam
como caracteristica intrinseca serem substancias lipossolUveis que servem como

agentes de transporte de ions através da membrana celular.

A histéria dos poliéteres ion6foros comecou em 1951, quando a nigericina foi
isolada a partir de Streptomyces spp. Desde entdo, mais de 50 micro-organismos
foram descobertos como fontes produtoras destas substancias!®. O termo ionéforo
foi usado pela primeira vez em 1967 em referéncia a capacidade das moléculas
organicas de se ligar a cétions metélicos e formar complexos lipossoliveis que
facilitam seu transporte através das membranas celulares. Além disso, os iono6foros
podem se difundir do meio extracelular para o intracelular e de volta ao espaco
extracelular ou podem permanecer na membrana plasmatica enquanto transporta
fons metalicos entre os espacos intracelular e extracelular'®l. Essas substancias se
apresentam com um amplo espectro de atividade biolégica que varia desde a
atividade antibacteriana, especialmente contra bactérias Gram-positivas, incluindo
também S. aureus e S. epidermidis resistentes a antibiéticos até atividades como
antifangica, antiparasitaria, antimalarica, antiviral, anti-inflamatéria e citotéxica de

células tumorais?®2.

Estruturalmente, essas substancias sdo acidos mono-carboxilicos contendo
poliéteres, que conformacionalmente formam um interior hidrofilico rico em oxigénio
capaz de transportar ions monovalentes de forma eficiente através da membrana (K*,
Rb*, Na*, Cs*, Li*, H*). Atualmente, sdo conhecidos mais de 120 ionéforos de
ocorréncia natural'®3, dando a esses produtos naturais, produzidos por Streptomyces

sp., grande importancia econdmica, cerca de US$ 150 milhdes em vendas anuais®®*.

Como os ionéforos tém a capacidade de acidificar o meio intracelular do

citoplasmal®®, e como se sabe que as células cancerosas tém um pH interno invertido,
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em comparacdo com as células normais (pH interno levemente alcalino favorece a
proliferacéo de células cancerosas), esta caracteristica, em diminuir o pH interno das
células tem sido usado, onde estas substancias sdo usadas como sensibilizadores de
células tumorais, que em combinagao com outras drogas vém aumentando o potencial
citotoxico em células tumorais. Um exemplo, é a potencializacdo do paclitaxel,
farmaco anticancer clinicamente utilizado quando em associado ao iondéforo
inostamicinal®®. Nesse caso, apds as células cancerosas terem seu pH interno
diminuido, a replicacdo do DNA torna-se inadequada. Esta abordagem tem sido usada
para melhorar a citotoxicidade seletiva de drogas contra células cancerosas.
Atualmente, varios ion6foros poliéteres sdo comercializados'®’. Alguns deles estéo

representados na Figura 11.

Figura 11. lonéforos bioativos
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Fonte: o autor, 2020
O estudo do transporte dos ions por ionoforos, através da membrana celular €
essencial para compreender o mecanismo de acdo e sua atividade anticancer. O
conhecimento desses mecanismos € muito significativo devido a atividade biolégica
dos ion6foros com capacidade de transportar cations através das membranas
celulares, perturbando o gradiente natural de concentracdo de Na*/K*. O mecanismo
de transporte de um cation por ionoforos de poliéteres é atribuido a sua capacidade

de trocar prétons e cations!®®. Esse mecanismo é possivel no ambiente neutro ou
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levemente alcalino da célula porque esta ligado a desprotonacdo do grupo carboxila
(COOH) levando a um grupo carboxilato (COO) (Figura 12).

Figura 12. Transporte por ion6foros.
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Fonte: Adaptado de Bioorg. Med. Chem. Lett. 2012, 22, 7002

A nigericina é um antibiético derivado de Streptomyces hygroscopicus que atua
como um transportador de ions K*/H* 15°. Os efeitos da nigericina e de outros ionéforos
no pH intracelular de células tumorais vém sendo estudados desde 19721€0. Desde
entdo, estudos mostram que a nigericina é capaz de causar acidificacdo do
citoplasma, e com isso inibir a sintese de DNA de células cancerosas?®l. Desde entéo,
a nigericina vem sendo reportada em varios estudos de tipos de cancer'®?. Desde
entdo, varios dados evidenciam que a nigericina € capas de possuir uma promissora
atividade anticancerigena em uma variedade de canceres, incluindo cancer de
prostatal®, cancer de bexiga®*, células de leucemia linfocitica crénica'®® e cancer de
pulm&ot®®. Um exemplo é o estudo realizado por Deng e colaboradores, é relatado
gue a nigericina pode ter como alvo seletivo as células-tronco cancerosas (CTC) de
carcinoma da nasofaringe, e que ao ser utilizada em conjunto com o medicamento

clinico cisplatina, excelentes resultados tanto in vitro quanto in vivo séo alcancados?®”.
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Em 2004, Vaupel e colaboradoes relataram que a nigericina pode inibir as
células-tronco do cancer de mama pelo menos 100 vezes mais efetivamente do que
o0 paclitaxel em camundongos'®. Além disso, Zhou e colaboradoes demonstraram que
a nigericina pode suprimir a metastase do cancer colorretal por meio da inibicdo da

transicao epitelial-mesenquimal (TEM)°,

Mais recentemente, os efeitos anticancer da nigericina foram relatados para
células de cancer de pulméo, onde ela é capaz de inibir de forma eficiente a viabilidade
das células que crescem em condic¢des de cultura de rotina, periodos prolongados de

privacdo de soro e tumorsferas pulmonares!’®,

Apear do grande numero de estudos envolvendo células de cancer e a
nigericina, terem sido reportados, até o presente momento, apenas o sal sédico da
nigericina tem sido envolvido nestes ensaios. Com isso, e em vista do grande
potencial da nigericina com agente anticancer, nesta tese o emprego da nigericina na
forma de seu acido livre sera estudada para determinar as atividades especificas em

linhas de células PC humanas e investigar seu possivel mecanismo molecular.

2.3 CARACTERISTICAS DO CANCER

O termo “cancer”, de origem no latim que significa “caranguejo” foi criado pelo
meédico Hipdcrates (360-470 a.c). Esse termo se deve ao modo infiltrante da doenca,
suas projecdes e 0s vasos sanguineos em volta do tumor, que lembra as patas de um
caranguejo!’!. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o cancer é um termo
usado para designar uma doenca complexa e de caracteristica genética, que pode
afetar qualquer parte do corpo, onde a principal caracteristica € a rapida multiplicacéo
de células anormais, que podem migrar para tecidos e 6rgaos distintos (metastase

celular)'’2,

Essencialmente, o cancer é uma doenc¢a da mitose. Como tal, ocorre quando
as células normais sao transformadas em células cancerosas, que entéo se proliferam
de forma incontrolavel. As células cancerosas, oriundas de células saudaveis cujos
genes foram alterados/mutados, ndo respondem aos sinais que controlam o
desenvolvimento e a morte das células normais. Sendo assim, as células cancerosas
continuam a crescer e proliferar e até invadir outras partes do corpo. No processo,

algumas das células cancerosas acabam formando tumores ndo apenas na primeira
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regido a ser afetada (tumor primario), mas também resultam em crescimentos

malignos secundarios longe do local priméario conhecido como metéastase.

O céancer é o principal problema de saude publica no mundo e ja esta entre as
quatro principais causas de morte prematura, antes dos 70 anos, e uma das doencas
com maior risco de vida no mundo. A incidéncia e a mortalidade vém aumentando, em
parte pelo envelhecimento da populacdo, pelo crescimento populacional, afeta
principalmente paises de baixa renda e em desenvolvimento, seguida de hébitos de
sedentarismo, alimentacdo inadequada, entre outros!’3. Em 2018, a mais recente
estimativa mundial, aproximadamente 18,1 milh6es de novos casos de cancer (17,0
milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma) e 9,6 milhdes de mortes por cancer
(9,5 milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma) foram relatados globalmente,
resultando em aproximadamente 10 milh6es de mortes. O cancer de pulm&o é o mais
incidente no mundo, em ambos os sexos (11,6% do total de casos) e a principal causa
de morte por cancer (18,4% total de mortes por cancer), seguido pelo cancer de mama
feminino (11,6%) e cancer de prostata (7,1%), cancer colorretal (6,1%), cancer de
estdbmago (8,2%) e cancer de figado (8,2%)*"* (Figura 13).

Figura 13. Incidéncia e mortalidade do cancer
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As células cancerosas tém varias propriedades que produzem caracteristicas
Unicas. Elas possuem membrana e contetdo mineral diferente do das células normais,
onde essas diferencia¢fes influenciam diretamente as propriedades das células
cancerosas. Essas propriedades fisico-quimicas sdo de extrema importancia nos

estudos de neoplasias resistente a radioterapia e quimioterapia, por exemplol’,

A sinalizacdo mitogénica em células cancerosas também se diferencia, por ser
melhor compreendidal’®. As células cancerosas podem adquirir a capacidade de
sustentar a sinalizagdo proliferativa de varias maneiras alternativas: Elas podem
produzir ligantes do fator de crescimento, aos quais podem responder por meio da
expressdo de receptores cognatos, resultando em estimulacdo proliferativa
autécrinal’’. Atualmente, sabe-se que células cancerosas podem enviar sinais para
que estimulam as células normais dentro do estroma associado ao tumor, para que

essas fornecam as células cancerosas varios fatores de crescimento’®.

Com relacdo a biologia, a mutacdo no DNA cromossémico de uma célula
normal, resulta em um cancer, que pode ser ocasionado devido a fatores externos,
quanto internos. Entre os fatores internos esta a idade, género, hormdnios, condi¢cdes
imunes e mutacdes hereditarias. Enquanto os fatores externos, estdo adocao de
habitos de vida sedentéria, obesidade, fumo, alcool, contato com produtos quimicos,
radiacéo!’®. Histologicamente, as principais diferencas entre as células saudaveis e
cancerosas incluem a forma anormal com que a célula cancereosa possui, inclusive

sendo incapaz de autorreparagéao.

A combinacéo de caracteristicas histologicas, genéticas e epigenéticas, vém
levando a uma abordagem diagndéstica integrada e multidisciplinar, na tentativa de se

estudar as interacdes entre a sinalizagdo oncogénica e o metabolismo do cancer'o,

As principais caracteristicas que diferem uma célula cancerosa de uma célula

normal, compreendem seis capacidades bioldgicas intrinsecas, que séo:

» Autossuficiéncia em sinais estimuladores de crescimento.
» Insensibilidade para fatores que inibem o crescimento.
» Invasao de outros tecidos e capacidade de fazer metastases.

» Potencial ilimitado de multiplicacao.
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» Estimulo ao desenvolvimento de novos vasos sanguineos.
» Bloqueio dos mecanismos naturais de morte celular.

Estas caracteristicas, adquiridas durante o desenvolvimento da doenca em
varias etapas dos tumores, sdo marcas registradas e constituem um principio

organizador para racionalizar as complexidades das doencas neoplasicas®®!.

Além destas caracteristicas principais, é importante salientar a instabilidade do
genoma, que pode gerar uma diversidade de mutantes, e a inflamacao, que promove
variadas funcBes nos tecidos. Outras caracteristicas como, reprogramacdo do
metabolismo energético e fuga da destruicdo imunolégica, também sdo de extrema
importancia. Além das células cancerosas, 0s tumores podem exibir outra dimenséo
de complexidade: eles contém um repertorio de células recrutadas, aparentemente
normais, que contribuem para a aquisicado de caracteristicas marcantes, criando um

microambiente tumoral.

Somado a estas caracteristicas, pode-se incluir também a autossuficiéncia na
proliferacéo, que dependem de estimulacéo de fatores de crescimento, que inclusive
podem ser oriundos da utilizacdo de sinais para células normais®. Com isso, a
relacdo da evolucdo progressiva de células em seu estado normal para seu estado
neoplasico, esta diretamente ligada a alguma destas caracteristicas marcantes. Outro
atributo importante é que, por terem tecidos complexos compostos de varios tipos de

células distintas, os tumores participam de interacfes celulares heterotipicas.

Além disso, nem todos os pacientes respondem aos tratamentos, devido a
resisténcia as drogas empregadas, ou a incidéncia de células cancerosas dormentes.
As células cancerosas dormentes, sao elusivas e podem se esconder em 6rgaos
distantes antes de serem reativadas para causar recidiva da doenca, ap0s o
tratamento bem-sucedido do tumor primario. Isso tem levado a tipos de canceres

aparentemente incuraveis.

No cenario clinico, o termo “células cancerosas em dorméncia” € usado para
se referir ao longo tempo decorrido entre o tratamento do tumor primario e a recidiva
metastatica em locais secundarios. Este conceito foi desenvolvido por Geoffrey
Hadfield em 1954, quando ele propds que a recorréncia surgisse porque as celulas

cancerosas dormentes entram em um estado de parada mitética temporarial8. Este
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conceito de dorméncia do cancer vem sendo descrito para os canceres soélidos mais
comuns, incluindo cancer de mama, prostata, pulméo, célon e rim, bem como
melanoma, e também para cénceres hematologicos, como mieloma multiplo e
leucemial®*. Normalmente, a proliferacédo deste tipo de células ocorre de duas formas:
de uma célula solitaria que existe em um estado dormente de longo prazo; ou de
pequenos agrupamentos de células ou micrometastases que existem em equilibrio
entre a proliferacdo e a morte celular'®®. Por exemplo, no caso do cancer de mama
positivo para receptor de estrogénio (RE), o risco de recidiva continua a aumentar
continuamente por 15 anos apds completar anos de terapia enddcrina adjuvante!8®,
Estas células ttm como caracteristicas, serem raras, resistentes aos medicamentos
e responséaveis pela recidiva da doenga. Outra caracteristica, é que essas células
cancerosas ativadas ou dormentes estdo no mesmo estagio de diferenciagdo celular
e alternam para frente e para tras'®’. Nesta perspectiva, as células cancerosas
dormentes sao células ndo proliferantes que sofreram parada do ciclo celular GO-G1.
E importante salientar, que estas células sdo distintas das "células de ciclo lento",

como as células-tronco cancerosas?iss.

O estudo deste tipo de célula é de fundamental importancia, uma vez que a
doenca metastatica € responsavel pela esmagadora maioria das mortes relacionadas
ao cancer!®, Isso se deve ao fato de que, em muitos casos, 0s pacientes apresentam

metastases muito depois do tratamento e da remoc¢ao do tumor primario.

O ciclo celular normalmente se inicia na fase G1, onde a célula aumenta de
tamanho e se prepara para a replicacdo do DNA, que ocorre na fase de S sintese. Ja
na fase G2 a célula se prepara para a mitose, dando origem a novas células-filhas.
Como em células cancerigenas a autopreparacdo nao é eficiente, isso causa
alteracéo no ciclo celular'®®. Ja no no ciclo de vida da célula cancerosa dormente, as
células cancerosas ocupam primeiro o nicho. Apds o envolvimento das células com
0s receptores no nicho, as células cancerosas dormentes sofrem parada do ciclo
celular GO-G1 e reprogramacéo celular para se adaptar ao nicho e sobreviver. Como
parte dessa adaptacéo, as ceélulas cancerosas dormentes ativam 0s mecanismos de
evasao imunoldgica, para se esconder do sistema imunolégico e permitir a dorméncia
de longo prazo. Posteriormente, essas células cancerosas dormentes sao reativadas
por mudancas no nicho, proliferam e se manifestam como recidiva metastatica. Esses

estagios sdo acompanhados por marcas que definem a dorméncia das células
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cancerosas: dependéncia de nicho; parada do ciclo celular; resisténcia a droga;
camuflagem imunoldgica; reativacao; e reversibilidade. Na Figura 14 a seguir, estao
representadas as etapas do ciclo celular normal (A), incluindo o ciclo das células
cancerosas adormecidas (B).

Figura 14. (a) Ciclo de vida celular (b) ciclo das células cancerosas adormecidas.
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2.4 VIAS DE MORTE CELULAR

A caracteristica mais marcante das ceélulas cancerosas envolve sua
capacidade de proliferacao cronica. Assim, tecidos normais servem para controlar a
producdo e liberacdo de sinais de promocdo de crescimento, garantindo a
homeostase do numero de células e, portanto, a manutencéo da arquitetura e funcéo
normal do tecido. As células cancerosas, ao desregulamentar esses sinais, apropriam-
se destes mecanismos, que em grande parte sdo fatores de crescimento que se ligam
aos receptores da superficie celular, tipicamente contendo dominios intracelulares de
tirosina quinase. As quinases passam entdo a emitir sinais por meio de vias de
sinalizacéo intracelular ramificadas que regulam a progresséao através do ciclo celular.
Além, disso, elas controlam, também, o crescimento celular (aumento no tamanho da

célula) e com isso a sobrevivéncia celular e 0 metabolismo energético.

O sequenciamento do DNA de células cancerosas revela que certos tumores
humanos sofrem mutacfes somaticas, e que essas predizem a ativacao de circuitos
de sinalizacdo, geralmente desencadeados por receptores do fator de crescimento.
Destas andlises, péde-se saber, por exemplo que 40% dos melanomas humanos
contém mutacdes ativadoras que afetam a estrutura da proteina B-Raf, resultando na
sinalizag&o constitutiva através do Raf para a via da proteina mitogenativada (MAP)-
quinase!®?. Da mesma forma, as mutagdes na subunidade catalitica das isoformas de
fosfoinositideo 3-quinase (PI13-quinase) estao sendo detectadas em uma série de tipos
de tumor, que servem para hiperativar o circuito de sinalizacdo da PI3-quinase,
incluindo seu transdutor de sinal chave Akt / PKB'°3, No entanto, as vantagens para
as ceélulas tumorais com relacdo a ativacdo da sinalizagdo a montante (receptor)
versus a jusante (transdutor), ainda continuam sendo alvo de estudos, uma vez que

esses mecanismos ainda permanecem nao desvendados.

A sinalizacdo mitogénica em células de mamiferos é realizada principalmente
por fatores de crescimento via receptores localizados na membrana plasmatica. Como
nela, a maioria dos receptores tem um dominio de atividade da tirosina quinase, estes
dominios sé@o importantes para a interacdo dos fatores de crescimento além de ativar
vias de sinalizacdo que alteram os padrfes de expressdo génica e induzem a
mitogénese, que se desregulados estdo relacionados ao cancer. Dentre esses
receptores cita-se: ERBB, VEGF, PDGF e IGF. Os receptores ERBB estédo

frequentemente envolvidos na producdo de muitos tipos de céncer. Tanto a
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superexpressao do fator de crescimento quanto do receptor, além de mutacdes no
dominio citoplasmatico da tirosina quinase, contribuem para a sinalizacéo constitutiva
no cancer humano!®4. O VEGF tem um papel central na manutencdo do crescimento
do tumor, facilitando o crescimento de novos vasos sanguineos. Portanto, a inibicdo
do crescimento na vasculatura tumor, interferindo na atividade do VEGFr, € agora uma
alternativa real em terapias combinatorias. PDGF € um fator de crescimento envolvido
no crescimento do tecido conjuntivo e na cicatrizagéo de feridas. Mutac¢des ativadoras
de PDGFr foram encontradas em tumores gastrointestinais e a sinalizacao autécrina
mantida por este receptor foi descrito em muitos tumores, onde o inibidor da atividade
da tirosina quinase de Bcr-Abl também tem como alvo a quinase do PDGFr.
Finalmente, o IGF-I e o Il ttm um importante papel antiapoptético e pr6-mitogénico na
maioria dos tumores. Diferentes inibidores estdo agora em estudos clinicos para uso
em combinacdo de drogas quimioterapicas no tratamento de diferentes tumores. O
estudo de quinases é um dos objetivos mais intensamente estudados em
farmacologia, atualmente, especialmente para o cancer, devido ao seu papel critico
nas vias de sinalizacdo'®. Uma vez que as proteinas quinases regulam uma
variedade de vias de sinalizacdo, elas sdo consideradas os principais condutores da
progressdo da doenca em varias patologias, incluindo o cancer'®. Como exemplo, a
desregulacdo da quinase JAK-3 leva ao aumento da invasdo e ao crescimento
progressivo no carcinoma colorretal’®’, onde para este tratamento, o primeiro inibidor
de JAK a chegar ao mercado dos EUA, foi a ruxolitiniba, aprovada em 2012%°8, Qutra
proteina quinase envolvida no cancer é a GSK-3, uma serina/treonina quinase
existente como duas isoformas denominadas GSK-3a (51 KDa) e GSK-3p (47 KDa),
expressa na maioria dos tecidos e codificada por dois genes diferentes'®®. O
mecanismo pelo qual a GSK-3 afeta a transformacao neoplasica e a tumorigénese
permanece indefinido, no entanto, o papel da GSK-3 no céancer é amplamente
investigado e, em alguns casos, sua atividade foi associada a progressédo do tumor,
enguanto em outros casos a supressao da atividade da GSK-3 por diferentes quinases
foi associada a progressao do cancer, por meio da estabilizagcdo de componentes de
o complexo B-catenina. Além disso, a GSK-3 pode ser superexpressada em VAarios
canceres, como tumores de colon, figado e pancreas, onde a regulacdo negativa de
GSK-3B inibe o crescimento do cancer pancreatico, angiogénese e expressao do fator

de crescimento endotelial vascular?®. Portanto, a investigacédo, cada vez maior, da
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regulacdo negativa, inibicdo ou modulacdo da atividade de GSK-3 vém sendo de

fundamental importancia para futuras modalidades de tratamento?L,

2.4.1 Tipos de morte celular
Com relacdo a morte celular, os trés tipos, Apoptose, Autofagia e Necrose

estédo representados na Figura 15, e serdo apresentados separadamente a seguir.
Figura 15. Tipos de morte celular
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APOPTOSE

A apoptose € um processo no qual a célula é compactada, e tem sua membrana
fragmentada em corpos apoptéticos. Assim, as células tornam-se menores e podem
ser fagocitadas pelas células do sistema imunologico (Figura 16). O conceito de que
a morte celular programada por apoptose € uma barreira natural para evitar o

desenvolvimento do cancer foi estabelecido ha décadas?°2.
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Figura 16. Morte celular por apoptose

Apoptose
Célula viavel
> v '
. B A\
7 (PN
v \\g < Y ’ .'7'
< Ndcleo
condensando
. A\
o - 5. < o (N
- . y LSy
X2 . =
: B Partigdo do
i citoplasma
Fagocito e do ntcleo

Fonte: o autor, 2020

Neste moledo, a apoptose é desencadeada em resposta a varios estresses
fisiologicos que as ceélulas cancerosas experimentam durante o curso da
tumorigénese ou como resultado da terapia anticancer. Dentre as formas indutoras de
apoptose, cita-se os desequilibrios de sinalizacéo resultantes de niveis elevados de
sinalizacao de oncogene, e os danos ao DNA associados a hiperproliferacdo. Além
disso, a apoptose é atenuada nos tumores que conseguem progredir para estados de

malignidade de alto grau e resisténcia a terapia®.

No processo apoptético, os reguladores, sao divididos em dois circuitos
principais, um recebendo e processando sinais de indugdo de morte extracelular (o
programa apoptotico extrinseco, envolvendo, por exemplo, o ligante Fas / receptor
Fas), e o outro detectando e integrando uma variedade de sinais de origem intracelular
(o programa intrinseco). Cada um culmina na ativacado de uma protease normalmente
latente (caspases 8 e 9, respectivamente), que passa a iniciar uma cascata de
protedlise envolvendo caspases efetoras responsaveis pela fase de execucgdo da
apoptose, na qual a célula é progressivamente desmontada e depois consumida, tanto

por seus vizinhos quanto por células fagociticas dedicadas. Atualmente, o programa
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apoptotico intrinseco esta mais amplamente implicado como uma barreira para a
patogénese do cancer. O “gatilho apoptético” é controlado pelos pré e antiapoptéticos
da familia Bcl-2 de proteinas regulatérias?®*. O arquétipo Bcl-2, junto com seus
semelhantes (Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, Al) s&o inibidores da apoptose, agindo em grande
na supressao de duas proteinas ativadoras pré-apoptoticas (Bax e Bak); os ultimos
estdo embutidos na membrana mitocondrial externa. Quando ajudados da inibicdo por
seus parentes antiapoptéticos, Bax e Bak rompem a integridade da membrana
mitocondrial externa, causando a liberacdo de proteinas sinalizadoras pré-
apoptoticas, das quais a mais importante € o citocromo C. O citocromo C liberado
ativa, por sua vez, uma cascata de caspases que atuam por meio de suas atividades
proteoliticas para induzir as multiplas alteraces celulares associadas ao programa
apoptotico. Bax e Bak compartiham dominios de interagdo proteina-proteina,
denominados motivos BH3, com as proteinas antiapoptéticas semelhantes a Bcl-2

gue medeiam suas

Embora nem todas as condi¢cbes celulares que desencadeiam a apoptose
tenham sido completamente elucidadas, varios sensores de anormalidade que
desempenham papéis importantes no desenvolvimento do tumor foram identificados.
O mais notavel é um sensor de danificacdo do DNA, que funciona por meio do
supressor de tumor TP532%, que induz a apoptose pela regulacdo positiva da

expressao das proteinas Noxa e Puma BH3.

AUTOFAGIA

7

A autofagia € uma importante resposta fisiolégica celular que, como a
apoptose, opera em niveis basais baixos nas células, mas pode ser fortemente
induzida em certos estados de estresse celular, como, por exemplo a deficiéncia de
nutrientes?%®, O programa autofagico permite que as células quebrem organelas
celulares, como ribossomos e mitocéndrias, permitindo que os catabdlitos resultantes
sejam reciclados e, portanto, usados para biossintese e metabolismo de energia.
Como parte deste programa, as vesiculas intracelulares denominadas
autofagossomos envolvem organelas intracelulares e, em seguida, se fundem com os
lisossomos onde ocorre a degradacgédo (Figura 17). Desse modo, metabdlitos de baixo
peso molecular sdo gerados para sustentar a sobrevivéncia em ambientes

estressados e limitados por nutrientes vividos por muitas células cancerosas.
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Figura 17. Morte celular por autofagia
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Além disso, a autofagia é capaz de atuar na homeostasia celular, que pode
estar diretamente ligado ao desenvolvimento de diversas condi¢cdes patoldgicas,
incluindo o cancer?®’. Assim como a apoptose, a maquinaria de autofagia possui
componentes reguladores e efetores. Estudos revelam que existem intersec¢des entre
0s circuitos reguladores que regem a autofagia, apoptose e homeostase celular de
proteinas que medeiam a formacéo de autofagossomos e entrega aos lisossomas.
Por exemplo, a via de sinalizacdo envolvendo as quinases PI3-quinase, AKT e mTOR,
que é estimulada por sinais de sobrevivéncia para bloquear a apoptose, da mesma
forma inibe a autofagia; quando os sinais de sobrevivéncia sao insuficientes, a via de
sinalizacdo PI3K é regulada para baixo, com a consequéncia de que a autofagia e/ou
apoptose pode ser induzida2%®.Outra interconexao reside na proteina Beclin-1. Beclin-
1 € um membro da subfamilia de proteinas reguladoras apoptoéticas BH3, e seu
dominio BH3 permite que ela se ligue as proteinas Bcl-2 / Bcl-xL. Proteinas BH3
acopladas a sensor de estresse podem deslocar Beclin-1 de sua associagao com Bcl-
2 / Bcl-xL, permitindo que Beclin-1 desencadeie autofagia da mesma forma que
podem liberar Bax e Bak pro-apoptoticos para desencadear apoptose, dependendo
do estado fisioloégico da célula. Um fato curioso, e paradoxa, € que a restricdo de
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nutrientes, a radioterapia e certas drogas citotoxicas podem induzir niveis elevados
de autofagia, que sao aparentemente citoprotetores de células cancerosas. Isso pode,
por exemplo prejudicar em vez de acentuar as agdes de morte celular?®®. Isso também
pode levar, por meio da autofagia, a um estado de dorméncia reversivel?'°. Esta
resposta de sobrevivéncia pode permitir a persisténcia e eventual recrescimento de
alguns tumores mais recentes ap0os o tratamento com potentes agentes anticancer.
Assim, em analogia a sinalizacdo de TGF-b, que pode ser supressora de tumor em
estagios iniciais da tumorigénese e promoc¢ado de tumor posteriormente, a autofagia

parece ter efeitos conflitantes nas células tumorais e, portanto, na progressao tumoral.
NECROSE

Em contraste com a apoptose, na qual uma célula que estd morrendo se contrai
até se tornar um corpo muito pequeno, e que logo € consumido, as células necréticas
ficam inchadas (oncose), e explodem, liberando seu contetido no microambiente local
do tecido (Figura 18).

Figura 18. Morte celular por Necrose

Necrose

Organelas inchando

Ruptura da membrana
Lise causando inflamagdo

Fonte: o autor, 2020
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Embora a necrose seja historicamente vista muito como uma forma de morte
por exaustao e colapso de todo o sistema, o0 cenario conceitual esta mudando: a morte
celular por necrose estd claramente sob controle genético, e em algumas
circunstancias, pode ser um processo aleatério e néo direcionado?!!. Além disso, e
talvez mais importante, a morte celular necrética libera sinais pro-inflamatorios no
microambiente, em contraste com a apoptose e a autofagia, que sao ausentes desta
operacdo. Como consequéncia, as células necroticas podem recrutar células
inflamatdrias do sistema imunolégico?'?, cuja fungédo é agir no dano tecidual e remover
0s associados detritos necréticos. No contexto da neoplasia, no entanto, varias linhas
de evidéncia indicam que as células imunes inflamatérias podem ser ativamente
promotoras de tumor, uma vez que tais células sdo capazes de promover a
angiogénese, a proliferacdo de células cancerigenas e a capacidade de invasdo. Além
disso, as células necréticas podem liberar fatores reguladores bioativos, como a IL-
la, que pode estimular diretamente a proliferacdo de células viaveis vizinhas, com
potencial, mais uma vez, de facilitar a progressdo neoplasica?!?. Consequentemente,
a morte celular necrotica, embora aparentemente benéfica para contrabalancar a
hiperproliferacdo associada ao cancer, pode, em ultima analise, causar mais danos
do que beneficios. Consequentemente, neoplasias incipientes e tumores
potencialmente invasivos e metastaticos podem ganhar uma vantagem ao tolerar
algum grau de morte celular necrética, fazendo isso para recrutar células inflamatoérias
promotoras de tumor que trazem fatores estimuladores de crescimento para as células

sobreviventes dentro desses crescimentos.

s

A necroptose, por exemplo, € um processo altamente regulado e bem
compreendido a nivel molecular, sendo um mecanismo de back-up para as células
gue sdo destinadas a morte quando a via apoptética encontra-se comprometida
(BERGHE et al., 2014; ALMAGRO; VUCIC, 2015). A ativacéo de receptores de morte,
como r'TNF, pode provocar esse subtipo de morte celular por necrose independente
de caspase, mas dependente da atividade de um dominio de morte contendo quinase,
o receptor 1(RIP1, também conhecido como RIPK1) que forma o complexo RIP1-RIP3
(necrosomo) (Figura 11) (PAPATRIANTAFYLLOU, 2012).
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2.4.2 Tratamento do cancer

A mortalidade por cancer € responsavel por cerca de 15% das mortes causadas
por neoplasia em todo o mundo?!4. Por ser considerado um problema de saude
publica emergente, e por ser uma doenca de tratamento dispendioso, e por poder
apresentar resisténcia a quimioterapia em pacientes, atualmente os dados do setor
de saude voltado para essa doenca tumoral se mostram cada vez mais preocupantes.
Estimativas atuais mostram que no Brasil, para cada triénio 2020-2022 aponta cerca

de 685 mil pessoas sejam acometidas por novos casos desta doenca (Tabela 2).

Tabela 2. Incidéncia estimada conforme a localizacdo primaria do tumor

Homens Mulheres
Céancer Primario  Casos (%) Céancer Primario Casos
(%)
Prostata 65.840 29,2 Mama 66.280 29,
7
Traqueia/Pulméo 20.520 9,1 Colon e Reto 20.470 9,2
Colon e Reto 17.760 7,9 Colon do utero 16.590 7,4
Estémago 13.360 5,9 Traqueia/Pulméo 12.440 5,6
Cavidade Oral 11.180 5,0 Glandula 11.950 54
Tireoide
Esbfago 8.690 3,9 Estdmago 7.870 3,5
Bexiga 7.590 3,4 Ovério 6.650 3,0
Laringe 6.470 2,9 Corpo do 6.540 2,9
atero
Leucemias 5.920 2,6 Linfoma nao- 5.450 2,4
Hodgkin
Sistema Nervoso 5.870 2,6 Sistema Nervoso 5.220 2,3
Central Central

Total 225.460 222.980
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Fonte: Adaptado de INCAQ 2020 - https://www.inca.gov.br/numeros-de-
cancer.

O cancer representa uma doenca de dificil tratamento, por ser uma doenca
invasiva, de carater genético e/ou epigenético e seu crescimento desordenado de
células mutadas. Apesar do avanco cientifico para o combate ao cancer e qualidade

no tratamento a incidéncia de cancer vem crescendo nas Ultimas décadas?1®

Dos principais métodos atuais para o tratamento de cancer, pode-se citar a
cirurgia, quimioterapia, radiacdo-y (radioterapia) e imunoterapia ou terapia genética,
onde a quimioterapia é o método mais eficaz para o tratamento de tumores

metastaticos?16.

Os primeiros tratamentos de pessoas acometidas com cancer, em meados de
1950, eram feitos através da remocdo do tumor por cirurgia. No entanto, essa €,
atualmente, apenas uma das alternativas para o tratamento de neoplasia?'’, e de
acordo com o tipo e 0 estagio em que a doencga se encontra, a quimioterapia € uma
das alternativas mais empregadas, ainda que esta seja combinada com outras

técnicas de forma concomitante.

A terapia por radiacdo-y € uma alternativa bastante eficaz para o tratamento de
tumores locais. Nela, a radiacéo € incidida nos tumores malignos, onde a destruicédo
do tumor ocorre pela absorcao de energia da radiacdo. Neste procedimento, o objetivo

é causar dano e coibir o crescimento de células cancerosas?18.

Na radioterapia, os efeitos da radiacdo sé@o previamente quantificados de
acordo com a dose, que leva em consideracdo a energia aplicada por unidade de
massa, tendo o gray (1Gy = 1J/kg) como unidade no S.l., onde um gray é a absor¢cao
de 1 J de radiacdo por 1 kg de matéria?!®. Normalmente, as células tumorais sdo mais
susceptiveis a este tipo de radiacdo do que as células saudaveis, devido ao se
dividirem com mais frequéncia. No entanto, como elevadas doses de radiacdo séo
necessarias para erradicar o tumor (da ordem de 50 a 100 Gy), normalmente, tecidos
saudaveis também sdo comprometidos. O desenvolvimento de técnicas de imagem
extremamente sensiveis, em conjunto com o avanco da radio-biologia tem
impulsionado este tipo de tratamento. A saber, da maioria dos pacientes submetidos

a essa terapia, 40% apresentam resultado de cura®?°.


https://www.inca.gov.br/numeros-de-cancer
https://www.inca.gov.br/numeros-de-cancer

58

A combinacéo da radioterapia com a cirurgia, por exemplo, pode ser realizada,
no intuito de reduzir o tamanho do tumor, e diminuir a area de incisdo cirdrgica (terapia
neoadjuvante), quando realizada antes do processo cirdrgico. J4 quando a radiacao
€ aplicada depois da cirurgia (terapia adjuvante), a intensdo é destruir células
cancerosas residuais?®!. Apesar de eficaz, essa combinacdo de técnicas ndo é
indicada para tratamento de cancer em fase metastatica. Para esse tipo de situacéo,

0 mais aconselhavel é o uso da quimioterapia??2.

A quimioterapia, diferente da cirurgia e da radioterapia, € uma técnica
empregada para tratar a doenca de forma sistémica. Esse tratamento consiste na
administracdo de drogas que impedem, seletivamente, o0 crescimento e a
multiplicacdo de células malignas, em todo o corpo. No entanto, devido a muitos
farmacos empregados nessa terapia se apresentarem com alta toxicidade, afetando
também tecidos saudaveis, esses possuem uma faixa estreita entre a dose minima

necessaria para um tratamento eficiente da doenca, e a dosagem toéxica permitida®?3.

Deve-se notar, também, que a quimioterapia, eficaz contra alguns tipos de
cancer, pode envolver a utilizacdo de um unico tipo de farmaco, ou a combinac¢éo de
dois ou mais agentes, a chamada quimioterapia combinada. Esses regimes de
combinacdo vém apresentando resultados mais eficazes diminuindo o fator de
resisténcia as drogas e atingindo células em diferentes fases do seu ciclo. Esse tipo
de tratamento pode compreender agentes derivados de fontes naturais e sintéticas.
Um exemplo é a combinacao terapéutica do produto microbiano Bleomicina, o produto
de origem vegetal etoposideo e o agente sintético cisplatina, que desempenhou um
papel significativo no aumento da taxa de cura de cancer testicular disseminado de
5% em 1974 para 90% em 20112%4,

A terapia combinada apresenta vantagens importantes sobre a monoterapia no
tratamento do cancer??®>. Uma delas, é que o uso de diferentes modalidades
terapéuticas pode atuar de forma aditiva ou sinérgica. Com isso, além de aumentar a
eficiéncia da terapia, o risco de formacdo de resisténcia pode ser reduzido. Outra

vantagem é a diminuicdo de efeitos colaterais, devido as doses reduzidas de

quimioterapicos toxicos?26,

No entanto, as caracteristicas de resisténcia a multiplas drogas das células
cancerigenas e os efeitos colaterais dos medicamentos ainda sado grandes obstaculos

ao sucesso do tratamento durante o processo de quimioterapia®?’.
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A imunoterapia ou terapia biologica € o tratamento do cancer por meio de uma
inducao do sistema imunoldgico. Ela ocorre pela ativacdo do sistema imunologico do
paciente, que induz uma resposta eficiente de destruicdo das células cancerosas. As
imunoterapias sao classificadas como imunoterapias de ativagdo, enquanto as
imunoterapias que reduzem ou suprimem séo classificadas como imunoterapias de
supressdo??®. Estas terapias vém, recentemente, se tornando uma alternativa viavel
e de grande potencial biotecnoldgico para pesquisadores, médicos e empresas

farmacéuticas, para o tratamento de varios tipos de cancer??°,

Esta abordagem explora o fato de que, frequentemente, as células
cancerigenas possuem moléculas em sua superficie (antigenos tumorais) que podem
ser detectadas pelo sistema imunoldgico. Uma grande quantidade de cénceres
humanos tem antigenos incluindo linfoma de Burkitt, neuroblastoma, melanoma
maligno, osteossarcoma, carcinoma de células renais, cancro de mama, cancer de

prostata, canceres pulmonares e cancer de célon?30,

A resposta a imunoterapia envolve os linfocitos e anticorpos dentre outros
elementos. Os linfécitos T auxiliares, células T citotdxicas, células T reguladoras,
células B, células naturais killer e células apresentadoras de antigenos (APC, antigens
presenting cell) sdo multiplos componentes de respostas celular que se comunicam
entre si via interacdo ceélula-célula mediada por diversas moléculas de adesédo e

receptores existentes na superficie celular e proteinas, denominadas citocinas.

Os antigenos séo capazes de gerar uma resposta imunolégica eficiente no
combate as células tumorais (produtos de oncogénese ou supressores de tumores).
No processo de transformacédo celular, as células passam a expressar, de maneira
desregulada, proteinas envolvidas no ciclo celular, como por exemplo Ras, BCR-ABL
e p53. Os linfocitos T CD+ séo capazes de reconhecer estes antigenos nas superficies

das células tumorais e desenvolver uma resposta citotdxica?3:,
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OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

>

Purificar e investigar a atividade anticancer do principal componente da
fracdo EB1 (fracdo mais ativa) obtida de um extrato metandlico e
produzida por Streptomyces hygroscopicus ACTMS-9H, e estudo de

possiveis mecanismos de agao citotoxica in vitro e in silico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

>

Fracionar a fracdo EB1 e isolar o composto responsavel pela atividade;

Identificar a substancia quimica presente na fracdo EB1, empregando
técnicas espectroscopicas (RMN e V) e espectrométricas (Massas de

alta resolucéo);

Avaliar a atividade citotoxica da substancia isolada frente a células

tumorais e células mononucleares de sangue periférico humano;

Analisar a via de morte celular por citometria de fluxo e microscopia

eletronica;
Testar a substancia isolada frente a proteinas quinases;

Realizar estudo de docking da substancia isolada nos alvos moleculares

(quinases) mais ativos nos testes in vitro.;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E SOFTWARES UTILIZADOS
4.1.1 Equipamentos

» Balanga analitica

* Citbmetro de fluxo

* Coluna cromatografica (250 mm x 4,6 mm) e (100 mm x 3,5mm) de vidro
» Contador manual

* Espectrofotdbmetro de placas

» Espectrémetro de massas de alta resolucao

 Capela de fluxo laminar

* Incubadora de células com CO:2

* Microscopio optico

* Pipetas automaticas

« Sistema HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia ou CLAE)
» Agitador magnético com aquecimento

* Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear RMN
* Aparelho de Infravermelho

* Polarimetro

* Equipamento de ponto de fuséo

4.1.2 Reagentes e solventes

* Acetato de Etila

* n-hexano

* Silica gel 70-230 mesh

* Acetonitrila grau analitico

* Diclorometano

* Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), Sigma
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* Sulfato de Magnésio anidro
* Dimetilsulfoxido (DMSO)
+ Etanol
» Meio de cultura para células RPMI e DMEM
* Rodamina 123
* Soro fetal bovino (SFB)
* Doxorrubicina
* Elaiofilina
* Nigericina
4.1.3 Anélise estatistica

Os valores de citotoxicidade em concentragdo Unica e 0s ensaios de avaliacdo
antiproliferativa, realizados em triplicatas, foram calculados usando o programa
Graphpad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
California, EUA). Os resultados das reacfes em triplicata estdo expressos pela média
+ desvio padréo. Os valores da Clso, com seus intervalos de confianca de 95% foram
calculados a partir da regresséo néo linear, utilizando o software GraphPad Prism 5.0.
A citometria de fluxo foi realizada em um sistema de citbmetro de fluxo C6 com
precisdo BD e os resultados foram analisados usando o software C6 BD preciso. A
adicdo de atomos de hidrogénio ausentes e a geracao da conformacédo 3D para a
Nigericina foram feitas usando o software Marvin Sketch 20.10.0., e os célculos de
docking molecular foram realizados usando o software AutoDock 4.2. Para analisar as
interacdes intermoleculares presentes nas solu¢des de docking o software BINANA
foi utilizado. O software PyMol foi usado para gerar as imagens de interacdes

moleculares, onde as distancias estdo em Angstrons (A).
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As linhagens de células utilizadas nos testes in vitro estéo listadas na Tabela 3.

Tabela 3. Linhagens de células de cancer utilizadas

Cédigo* Tipo Histoldgico Fonte Origem
HCT Carcinoma de colon Banco de células do Rio Humano
116 de Janeiro.

MCF 7 Carcinoma de mama Banco de células do Rio Humano
de Janeiro.

NCI Carcinoma de pulmdo  Banco de células do Rio Humano
H292 de Janeiro.

HL 60 Leucemia Banco de células do Rio Humano
promielocitica aguda de Janeiro.

P 815 Mastocitoma murino Banco de células do Rio Murina -

de Janeiro. Camindongos

L 929 Fibroblasto de Banco de células do Rio Humano
camundongo de Janeiro.

PBMC  Linfocitos e mondcitos Cultura primaria Humano

*Cadigo universal de linhagens de células.

Fonte: o autor, 2020
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4.3 METODOLOGIA
4.3.1 Extrato ebl de streptomyces sp. ufpeda 3370

O extrato EB1, que corresponde a fracdo extraida com Metanol da biomassa
obtida da fermentacdo de Streptomyces hygroscopicus ACTMS-9H, estava
armazenada na colecéo de extratos brutos da colecdo de metabdlitos do Laboratério
BIOFARMATOX da Universidade Federal de Pernambuco. Esse extrato estava
acondicionado em um freezer, em temperatura de -20 °C. A obtencéo do extrato EB1
foi realizado previamente pelo grupo. Apés processo de fermentacdo, e posterior
fracionamento dos metabolitos Bioativos, estes extatos brutos foram alvo de estudo
da tese da aluna Sandrine Maria de Arruda Lima sob a orientagdo da Professora
Teresinha Goncalves da Silva. A figura 19 ilustra o processo de obtencéo do extrato
EB1.

Figura 19. Fluxograma da obtencéo de Streptomyces sp. UFPEDA 3370.

Streptomyces sp. UFPEDA 3370

Fermentacdo Submersa Extrato da Fermentagdo Semi-Solida
EMeOH-FS 3370

Composto Extrato da Biomassa Extrato do Liquido Fermentado
Isolado EMeOH-B 3370 EAcOEt-LM 3370
Particédo liquido-liquido

FAcOEt

FH:OII

i

FBuOH Fase MovelGradiente
FH:0 III CHCI3:MeOH (9:1 v/v)
Coluna Flash CHle EMeOH (8 2*»1)
Gel de Slllca CHCIJMGOH (?_33"’-'\')
MeOH
Fi-11 F-12-134 . F135-180
EB1 EB2 EB3M

Fonte: adaptado de Appl Microbiol Biotechnol. 2017, 101, 711.2%?
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4.3.2 Obtencao da nigericina por purificacdo da fracdo ebl

Para purificar a substancia principal presente na fracdo EB1, fragdo obtida
previamente pelo grupo através da fermentagéo da linhagem bacteriana Streptomyces
hygroscopicus ACTMS-9H, uma purificacdo em coluna de silica foi realizada. Para
isso, uma massa solida contendo a fracdo EB1 (1,0 g) foi transferido para um baldo
de fundo redondo com capacidade para 10 mL, e a ele foram adicionados,
sequencialmente, metanol (3 mL) e silica (1,0 g). ApGs agitacdo magnética por cerca
de 10 minutos, o metanol foi removido em um evaporador rotativo, sob vacuo, e o
material suportado em silica foi cuidadosamente colocado sob uma coluna de vidro
(25 cm x 2,5 cm), previamente preenchida com silica (10,0 g). Uma substancia foi
entdo purificada empregando uma mistura de n-hexano/acetato de etila (1:1, 50%)
como eluente, onde as fracdes que apresentaram F.R. = 0,75 foram combinadas.
Essas fracGes foram entdo concentradas em um evaporador rotativo, sob vacuo, e
tiveram a remocéo total do solvente apds operacdo em uma bomba de alto-vacuo.
Destas operacdes, um solido cristalino amarelo muito claro (0,3 g) foi obtido.

Posteriormente esta substancia foi identificada como nigericina.

Dados analiticos da nigericina: Sdlido amarelo claro; Rendimento = 30% m/m
(0,3 g); ponto de fusédo = 183-185 °C; [a]D = +4.2° (c 0.4, MeOH) [a]D da literatura =
+36.2° (c 1.0, CHCI3); Infravermelho (cm™): 3378, 2969, 2877, 1722, 1460, 1378,
1117, 1044, 957; Massa (m/z) encontrada para CaoHssO11Na = 747,4655, obtida por
espectrometria de massas de alta resolucédo (HRMS, ionizagdo por electrospray). Em

acordo com o valor calculado de 747,4659.

4.3.2 Purificacao da elaiofilina da fracdo EB1

Da mesma etapa de purificacdo da fragdo EB1, como mencionado
anteriormente, pdde-se obter 0,02 g de outra substancia (elaiofilina) como um sdélido
cristalino branco. Para esta etapa, um aumento na polaridade do solvente empregado
foi feito para n-hexano/acetato de etila (1: 2), onde entéo as fragcbes com F.R. = 0,2
foram separadas. Dados analiticos da elaiofilina: Soélido branco; Rendimento = 2%
m/m (0,02 g); ponto de fusdo = 179-183 °C; [a]D = =102 (c 0.1, MeOH).
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4.3.3 Atividade antiproliferativa

4.3.3.1 Células tumorais

As linhagens de células HCT 116, HL 60 e MCF 7 foram cultivadas em meio
RPMI-1640 e as linhas de células cancerosas NCIH 292, P 815 e L 929 foram
cultivados em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Ambos os meios
foram suplementados com soro fetal bovino (FBS), em concentragéo final de 10%, e
suplementados com penicilina, estreptomicina como antibioticos (1%) e glutamina
(1%). Em seguida, os meios foram incubados na presenca de atmosfera de CO2 (5%)

por 24 horas, tendo sua temperatura monitorada e mantida a 37° C.
4.3.3.1.1 Avaliacdo da ativiade citotdxica da nigericina (concentragdo Unica)

Inicialmente foi feita uma triagem da atividade citotoxica da nigericina utilizando
uma concentracdo Unica (25 pg/mL). Neste ensaio, apés contagem das células em
Neubauer, as mesmas foram plaqueadas em microplacas de 96 pogos na
concentracdo de 3x108 e mantidas sob incubacdo na presenca de atmosfera de CO:2
(5%) a 37 °C por 24 horas. Apés periodo de incubacdo, uma solugcdo de nigericina
purificada, previamente preparada em DMSO a 1% foi adicionada (concentracao final
de 25 ug/mL). As microplacas foram entdo incubadas por um periodo de 72 horas a
37 °C. Apos permanecer incubada por 72 h, ao meio foram adicionados 25 uL de MTT
(de uma solucdo 5 mg/mL) em cada poco, e a placa permaneceu em incubacao por
um periodo adicional de 3 horas. Em seguida, o excesso de MTT foi aspirado, seguido
da adicdo de 100 puL de DMSO para solubilizar os cristais de formazan. As microplacas
lidas em espectrofotdmetro, e a deteccao foi medida a 560 nm. Os ensaios foram
realizados em quadruplicatas, usando doxorrubicina (5 pg/mL) como controle positivo,
e a inibicdo calculada usando Graphpad Prism verséo 5.0 para Windows (GraphPad

Software, San Diego, California, EUA).

4.3.3.1.2 Determinagéo da ci50 frente a células hct 116

A atividade citotoxica da Nigericina foi realizada, empregando diferentes
concentracdes da substancia pelo ensaio MTT. As células HCT 116 foram empegadas
em concentracdo de 3 x10° células/mL, e foram plaqueadas e incubadas por 24 h a
37 °C. Apo6s periodo de incubacdo, uma solucdo de nigericina em DMSO
(concentracdo de 1%) foi pipetada para as microplacas de 96 pocos, onde as
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concentracbes variaram de 0,0007ug/mL até 25ug/mL. Nesta etapa, 0 meio
empregado para as linhagens de células HCT 116, HL 60 e MCF 7 foi o RPMI-1640,
ja para as células NCIH 292, P 815 e L 929, o meio empregado foi o DMEM. O
procedimento seguiu a metodologia descrita no item 4.3.3.1.1.ApGs as placas terem
sido incubadas a 37 °C por um periodo adicional de 72 horas, MTT foi adicionado
(25uL, de uma solucdo de 5mg/mL). O meio reacional foi entdo deixado reagir sob
incubacéo durante 4 horas, centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm, e aspirado para
retirada do excesso de MTT no sobrenadante. Para calcular a viabilidade celular, 100
ML de DMSO foram adicionados para dissolver os cristais de formazan formados, onde
em seguida foi realizada a leitura do soluto em um espectrofotometro de placa usando
um comprimento de onda de 560 nm.

Os ensaios foram realizados em triplicata, empregando a doxorrubicina como
controle positivo, onde a concentracdo correspondente a 50% de inibicdo da
viabilidade (Clso) foi calculada por analise de regressao usando Graphpad Prism
versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

4.3.3.2 Isolamento de células pbmcs

As células de PBMC (peripheral blood mononuclear cells) que incluem linfocitos
e mondcitos, foram obtidas a partir de coleta de sangue periférico humano, de
voluntarios saudaveis de meia-idade. A coleta do sangue foi realizada em frascos
heparinizados, por profissionais capacitados da UFPE (Unidade do hospital da
Universidade Federal de Pernambuco), utilizando seringas esterilizadas e
descartaveis com volume de 5 mL, de acordo com as normas aprovadas pelo Comité
de ética em pesquisa com seres humanos da Universidade Federal de Pernambuco
(processo n° 61757616.0.0000.508).

Neste ensaio, a amostra de sangue periférico foi transferida assepticamente
para tubos com capacidade para 50 mL, seguido de lavagem com solucéo salina
(NaCl 0,85% + CaCl2 10 mM), e centrifugacéo (3000 rpm, 5 min). Em seguida, 3 mL
de Ficoll foram adicionados, onde o meio foi centrifugado por 30 minutos a 1500 rpm,
empregando gradientes Ficoll-Hypaque® (Sigma-Aldrich, Reino Unido). Apds
centrifugacéo, as células foram colhidas, lavadas com tampéo fosfato (PBS) até o
volume de 11 mL e centrifugado por 20 min a 1000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o pellet de linfocitos ressuspendido em 2 mL de meio RPMI 1640,
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suplementado com 20% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL
estreptomicina. Utilizando camara de Neubauer, as células foram contadas e
plagueadas em placa de 96 pocos na concentracdo de 1x10°% e mantidas sob
incubacédo na presenca de atmosfera de CO2 (5%) a 37 °C por 24 horas.

4.3.3.2.1 Avaliacao da nigericina contra células pbmc em concentracéo Unica

As células mononucleares do sangue periférico, mantidas a 37 °C, por 24 horas
em meio RPMI-1640, foi adicionada Nigericina, previamente dissolvida em DMSO e
pipetada para os pogos, para uma concentracao final de 25 ug/mL. Em seguida, as
placas de pocos foram incubadas nos mesmos 37 °C por um periodo adicional de
mais 72 horas, onde entéo foi adicionado MTT (25uL, de uma solugéo de 5mg/mL). O
meio reacional foi deixado reagir durante 4 horas, centrifugado por 10 minutos a 1500
rom, e entdo aspirado para retirada do excesso de MTT no sobrenadante. Para
calcular a viabilidade celular, 100 yL de DMSO foram adicionados para dissolver os
cristais de formazan formados, onde em seguida foi realizada a leitura do soluto em
um espectrofotbmetro de placa usando Graphpad Prism versdo 5.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA) usando um comprimento de onda
de 560 nm. Para comparacdo, os ensaios foram realizados em triplicata usando

doxorrubicina (5 pg/ml) como controle positivo.

4.3.3.2.2 Avaliacao da nigericina contra viabilidade celular de pbmc

Para determinar a viabilidade celular, as células mononucleares do sangue
periférico, mantidas a 37 °C por 24 horas, foi adicionado uma solucdo de Nigericina,
previamente dissolvida em DMSO. A solucdo foi pipetada para microplacas de 96
pocos, onde a concentracao final da Nigericina variou de 0,0007ug/mL até 25ug/mL
(concentragao final), em meio RPMI-1640. Em seguida, as placas de pogos foram
incubadas nos mesmos 37 °C por um periodo adicional de mais 72 horas, onde entéo
foi adicionado MTT (25uL, de uma solucdo de 5mg/mL). O meio reacional foi deixado
reagir durante 4 horas, centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm, e entdo aspirado para
retirada do excesso de MTT no sobrenadante. Para calcular a viabilidade celular, 100
ML de DMSO foram adicionados para dissolver os cristais de formazan formados, onde
em seguida foi realizada a leitura do soluto em um espectrofotdmetro de placa usando
um comprimento de onda de 560 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata,

empregando a doxorrubicina como controle positivo, onde as analises de regresséao
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foram realizadas usando Graphpad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad

Software, San Diego, California, EUA).

4.3.3.2.3 Ensaio de morte celular por anexina /iodeto de propidio

Para realizar o ensaio de morte celular empregando anexina V/iodeto de
propidio (IP), uma suspenséao de células de carcinoma de célon humano (HCT 116),
mantidas a 37 °C por 24 horas e contendo 0,3 x 10° células/mL foi plaqueada em uma
microplaca de 24 pocos, e submetidas a reacdo de coloragdo usando um kit anexina
V-FITC (AnnV-FITC) (Calbiochem), de acordo com as recomendac¢fes do fabricante.
Apos transferir o reagente AnnV-FITC ao meio celular, 0 mesmo foi incubado a uma
temperatura de 37 °C, por 48 h, na presenca de 5% de CO2, e exposto a diferentes
concentracdes de nigericina (concentragdo da Clso, metade da Clso e duas vezes a
Clso).

4.3.4.3 Microscopia eletronica de transmissao

Para realizar os ensaios de microscopia eletronica de transmissdo, uma
suspensdo de células HCT 116 (0,3 x 108 células/mL) foi empregada. Assim, tanto
células controle quanto células tradadas por 48 h com a concentracdo de 0,0138 uM
de Nigericina foram empregadas. Apds o periodo de incubacédo, as células foram
fixadas por 2 h com uma solugéo contendo glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4%,
em solucdo tampao cacodilato 0,1M. Apdés fixacdo, as amostras foram lavadas duas
vezes no mesmo tampao e pés-fixadas em uma solucao contendo tetroxido de ésmio
1%, cloreto de célcio 2 mM e ferricianeto de potassio 0,8%, em pH 7,2. O meio
reacional foi entdo desidratado em acetona e incorporado usando um kit Fluka Epoxy
Embedding (Fluka Chemie AG, Buchs, Suica). A polimerizacéo foi realizada a 60 °C
durante 24 h, onde cortes ultrafinos (70 nm) foram colocados em grades de niquel de
300 mesh e, em seguida, contrastados com acetato de uranila a 5% e citrato de
chumbo. A amostra foi entdo analisada por microscopia eletrénica de transmissao
(Tecnai Spirit Biotwin, FEI Company, Hillsboro, OR, EUA).

4.3.4.4 Ensaios de inibicdo de quinase

A atividade da quinase foi realizada, empregando a proteina como substrato na
presenca de ATP (10 uM), em um volume final de 6 pL, usando o kit de ensaio ADP-
GloTM e o tampéo MgCI2 10 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, Tris-HCI| 25 mM pH 7,5,
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heparina 50 pg/mL. No ensaio, os controles foram realizados com diluicdes
apropriadas de DMSO, onde os substratos peptidicos foram obtidos da Proteogenix
(Schiltigheim, Franca). Um painel de cinco proteinas quinases recombinantes foi
usado durante este estudo: HsCDK9/CyclinT; HsGSK3-B; HsCK1e; HsJAK3 e
HsABL1. Todas as proteinas, de origem humana, foram expressas via DNA
Recombinante em baculovirus empregando células de inseto Sf9.

4.3.5 Estudo in silico

As estruturas de JAK3 e GSK3-3 foram obtidas através do repositorio Protein
Data Bank (rcsb.org), sob os cédigos 6AAK e 1Q41, respectivamente. A estrutura da
nigericina foi obtida no banco de dados DrugBank (drugbank.ca, codigo: DB14056).
Para fins de comparacdo em abordagens in silico, as moléculas peficitinibe (que é a
referéncia como ligante cocristalizado na estrutura 6AAK) e indirubina (um derivado
monoximal, que € a referéncia como ligante cocristalizado na estrutura 1Q41) também
foram usadas. A adicdo de atomos de hidrogénio ausentes e a geracdo da
conformacdo 3D para a nigericina foram feitas usando o software Marvin Sketch
20.10.0. Os célculos de docking molecular foram realizados usando o software
AutoDock 4.2, usando valores aumentados para dois parametros importantes da
busca do algoritmo genético: i) ga_run: aumentado de 10 para 50; e ii) ga_num_evals:
aumentou de 2.500.000 para 25.000.000. As coordenadas centrais da caixa da grade
do espaco de busca foram definidas nos respectivos ligantes cocristalizados para
cada alvo, e o valor padrdo (0,375 A) para o espacamento entre os pontos da grade
foi usado. Para JAK3: coordenadas centrais determinadas pelo ligante peficitinibe
(Center X: 39.439, Center Y: 6.199 e Center Z: 36.168) e o tamanho do espaco de
busca foi definido como um cubo de 40 pontos em cada dimenséo (40 x 40 x 40). Para
GSK3-B: coordenadas centrais determinadas pelo ligante indirubin-3'-monoxime
(Center X: 11.811 Center Y: -38.319 e Center Z: 49.192) e o tamanho do espaco de
busca foi definido como um retangulo (40 x 54 x 62). A adicao de hidrogénios polares,
cargas gasteiger e ramos de tor¢do, para todos os ligantes, foram obtidos usando o
software AutoDock Tools [57]. A fim de levar em consideracdo alguns graus de
liberdade importantes do receptor e, assim, simular melhor o fenbmeno de ajuste
induzido na farmacodinamica, os seguintes residuos de aminoacidos foram tratados
como flexiveis durante os calculos: i) para JAK3, os residuos LEU828, VAL884,
TYR904, ARG953, ASN954, LEU956 e ASP967; e ii) para GSK3-B, os residuos
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LYS85, LEU132, THR138, ARG141, LEU188, CYS199 e ASP200. Em seguida, o
software BINANA foi utilizado para analisar as interacdes intermoleculares presentes
nas solucdes de docking. Finalmente, o software PyMol foi usado para gerar as
imagens de interagcbes moleculares. Todas as ligacbes de hidrogénio sé&o

apresentadas em distancias doador-aceitador e estio medidas em Angstrons (A).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PURIFICACAO DA NIGERICINA A PARTIR DO EXTRATO EB1

Para isolar as substancias contidas na fracdo EB1, fracdo mais ativa presente
na fermentacdo da linhagem bacteriana Streptomyces sp. UFPEDA 3370,2%2 uma
andlise qualitativa prévia em CCD foi realizada. Nela, foi possivel observar a presenga
de duas substancias (Figura 20). Esta operacdo foi necessaria ndo apenas para
verificar a existéncia das substancias, mas também para dimensionar a melhor
polaridade da mistura de solventes a ser empregada na purificacdo dos compostos
em coluna de silica.

Figura 20. Da esquerda para a direita elaiofilina (padréo) e a fracdo EB1. Eluente n-
hexano/acetato de etila (1:1)

Fonte: o autor, 2020

Primeiramente, os componentes foram purificados usando uma mistura de n-
hexano/acetato de etila (1:1) como eluente. Por termos o padrdo da Nigericina no
laboratorio (F.R =0,2), as fragbes com F.R. = 0,75 foram combinadas onde se obteve
um sélido cristalino amarelo muito claro. De forma surpreendente, a purificacdo dos
compostos em coluna de silica levou a obteng&o da Nigericina em grande proporgéo
em relagdo a massa do extrato EB1 bruto (30% m/m). Ou seja, em 100% do extrato
bruto, foi possivel purificar 30% em massa de Nigericina. Esse fato foi determinante
para darmos continuidade ao trabalho, uma vez que varios experimentos seriam
necessarios para determinar se esta substancia teria potencial frente as células de

cancer em ensaios bioquimicos.
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5.2 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DA NIGERICINA COMO ACIDO LIVRE

Apds a obtencdo de 300 mg do composto puro (300 mg), iniciou-se a
caracterizagcdo completa da estrutura da substancia, com analise por espectrometria
de massa de alta resolucao, utilizando fonte de ionizacao por electrospray. A analise
dos dados do composto mostrou uma boa resposta de ionizagdo no modo positivo
(ESI+), com um pico com m/z = 747,46554. Essa massa levou a formula molecular
Ca0Hes0O11Na, confirmada pelo padréo isotépico 748,46852 m/z e 749,47112 m/z, para

os is6topos 13C e B0, respectivamente (Figura 21).

Figura 21. Padrdo de massa obtido da formula molecular CaoHesO11Na
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Fonte: o autor, 2020

Com a massa e a férmula molecular do composto obtidas, iniciou-se uma
pesquisa na literatura, baseada em metabdlitos produzidos por Streptomyces
hygroscopicus?33. Essa revisdo nos levou a sugerir a nigericina como possivel
metabdlito isolado de Streptomyces hygroscopicus ACTMS-9H. Com a semelhanca
dos dados, ap6s comparacdo dos dados analiticos, continuou-se a identificacao,
realizando uma analise por Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR), para analise dos
grupos funcionais presentes na molécula (Figura 22). Dentre os valores de vibracao
resultantes, e que ajudaram a elucidar os grupos funcionais da molécula, podemos
destacar uma forte banda de absorcdo em 3378 cm™ que indica a presenca de grupos
hidroxila, bem como uma absorcdo em 1722 cm que é caracteristica de ligacdo C=0
de acido carboxilico. Outros estiramentos importantes aparecem em 1117 cm?; 1063
cm? e 1044 cm™ que sdo caracteristicos para a vibracdo C-O, e que indicam a

presenca de grupos éter na molécula.
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Figura 22. Estiramentos do padréo espectral da Nigericina por I.V.
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Na sequéncia, tanto a analise por ponto de fusédo (183-185 °C), quanto a
andlise polarimétrica [a]?°D = +4.2°, (c 0.4, MeOH), foram idénticos aos relatados
na literatura®®. A confirmacéo estrutural da nigericina como substancia isolada de
Streptomyces hygroscopicus ACTMS-9H foi realizada ap6s analise por RMN, onde
analises uni e dimensionais foram realizadas. Na Tabela 4 estdo representados os
valores e linhas espectrais de 'H e 13C da nigericina, em comparacédo com dado da
literatura. Os dados analiticos permitiram concluir a identificacdo, inclusive a
estereoquimica e confirmar a estrutura da nigericina como uma das substancias
isoladas da fragéo EBL1.
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Tabela 4. Comparacao de sinais por RMN da Nigericina com dados da literatura.

Nigericina
Carbono 'H 500 MHz / 3C 125 MHz Exp. 'H 800 MHz / **C 200 MHz NMR (DMSO-d6)
NMR(CDCI3) Lit.?*
dC oH dC oH

1 1775s - 176.55 s -
2 44.2 d 2.22 (m) 42,6 d 2.20 (m)
2a 13.06 q 1.24 (m) 12.95¢ 0.93(s)
3 73.0d 3.63 (M) 73.14 d 3.65 (M)
4 275d 1.49 (m) 26.98 d 1.71 (m)
4a 10.8q 1.05 (m) 10.88 q 0.84 (d)
5 25.7t 1.42 (m) 25.12t 1.86 (m)
1.49 (m) 1.39 (m)
6 23.1t 1.74 (m) 21.2t 1.73 (m)
- 1.25 (m)
7 69.0d 3.84 (m) 68.34 d 3.98 (m)
8 35.2t 2.50 (m) 36.20 t 1.92 (m)
1.13 (m) 1.40 (m)
9 60.3d 4.03 (m) 60.26 d 3.75 (M)
10 31.7t 1.90 (m) 33.95t 1.86 (m)
- 1.16 (m)
11 78.0d 3.27 (m) 77.8d 3.24 (m)
MeO-11 57.4q 3.34 (s) 57.16 q 3.19 (s)
12 37.1d 1.49 (m) 36.90d 1.65 (m)
12a 13.13 q 1.12 (m) 12.63q 0.87 (d)

13 108.2 s - 107.06 s -
14 39.0d 1.74 (m) 39.39d 2.25 (m)
14a 13.3 ¢ 0.88 (m) 13.25q 0.82 (d)
15 43.2t 1.49 (m) 39.09 t 2.01 (m)
1.42 (m) 1.23 (m)

16 815s - 83.06 s -
16a 28.0¢ 2.18 (s) 24.94 q 1.03 (m)
17 82.4d 3.36 (M) 81.65d 3.65 (M)
18 26.1t 1.49 (m) 27.76 t 1.73 (m)
1.42 (m) 1.49 (m)

19 31.0t 1.75 (m) 3459t 1.97 (m)
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5.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Assim como todos os ensaios antiproliferativos, o ensaio de concentracao unica

foi realizado pelo método MTT. Este ensaio tem como principio, quantificar as células

viaveis, ou seja, as células capazes de transformar o substrato brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) no composto E,Z- 1-(4,5-dimethilthiazol-2-

il)-1,3-difenilformazan.

reducao

bioldgica,

promovida pelas

enzimas
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oxidorredutase (dependentes de NAD (P) H), presentes nas mitocondrias, de leva a
formacédo de uma solucéo de coloracdo azul escura, que € mensurada com o auxilio
de um epsctrofotdmetro usando fonte de luz com comprimento de onda de 490 nm.
Sendo assim, quanto mais células viaveis estiverem presentes apés incubacdo do
meio com MTT, mais azul fica o0 meio. A Figura 23 ilustra a transformacdo do MTT

(amarelo claro) em formazan (azul escuro).

Figura 23 - Conversdo do MTT em formazan.
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Fonte: o autor, 2020
A vantagem do método MTT, é a transformacé@o de um sal hidrossoluvel e a
relativa simplicidade com que as operacfes sao feitas, o que permite sua replicacao

de forma confiavel em rotina de laboratério.

Sendo assim, apos adicionar o sal MTT aos micropoc¢os contendo a nigericina
purificada e as células cancerigenas, que reagiram por 72h, em uma dose de
concentracéo fixada em 25 ug/mL, foi possivel observar alta porcentagem de inibicéo
frente a todas as células testadas (Tabela 5). Os resultados iniciais apresentados na
Tabela 5 mostram que a nigericina apresentou citotoxicidade acima de 95% para
todas as células testadas, com destaque para as linhagens HCT 116, HL 60 e L 929.
Esse fator foi de extrema importancia, uma vez que substancias que apresentaram
uma inibicdo do crescimento celular acima de 75%, na dose de 25 pg/mL sé&o

consideradas ativas23°.
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Tabela 5 - Ensaio de citotoxicidade da nigericina (25 pug/mL) por MTT ap6s 72 h.

Entrada Linhagem celular % inibicao % inibicao
(nigericina) (doxorrubicina)
1 HCT 116 100 £2.41 92.7x1.4
2 MCF 7 97625 748+2.1
3 NCIH 292 98 +0.2 94.2+1.9
4 HL 60 100 £0.21 98.2+0.7
5 P 815 95.1+0.7 91.8+0.9
6 L 929 100 £ 0.56 93.8+1.2

E importante salientar, que apesar da nigericina apresentar um amplo espectro
de atividade bioldgica e estar envolvida em estudos relacionados a atividade
anticancer, até o presente momento, a aplicacdo desta substéncia esta limitada ao

uso do sal de s6dio comercial, associada a outras substancias.

Como os ionéforos em geral tém a capacidade de acidificar o meio intracelular
do citoplasma, e com isso ser usado para sensibilizar células cancerigenas, o0s
resultados apresentados nesta sessao representam dados importantes, se
comparado com o uso do sal, como encontrado na literatura. Isso se deve ao fato de
ndo encontrarmos dados na literatura que reportassem a nigericina pura como

substancia capaz de ser citotoxica contra células cancerosas.

Além disso, por saber de sua caracteristica em se difundir do meio extracelular,
dados adicionais sobre o tipo de morte celular causada seriam de grande relevancia,

uma vez que esta substancia é bastante difundida em ensaios bioquimicos.

Por se tratar de um modelo humano e apresentar porcentagem quantitativa de
inibicdo frente a nigericina no ensaio de concentragdo Unica (Tabela 5, entrada 1)
além de apresentar poucos dados na literatura se comparados com células HL 60, por
exemplo, as células HCT 116 foram escolhidas para dar continuidade nos ensaios de
morte celular e mecanismo de acdo, onde os ensaios bioquimicos indicaram que o

acido livre de Nigericina induz morte celular por apoptose e autofagia.

Como todas as células testadas nos ensaios de inibicdo por concentragéo Unica
foram sensiveis a nigericina, inclusive apresentando alta atividade citotoxica com

valores de inibigdo do crescimento celular entre 95 a 100%, os ensaios de Clso foram
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realizados com todas as células de cancer. Nestes ensaios, onde a doxorrubicina foi
empregada como controle positivo, os valores de Clso também foram usados para se

determinar os indices de seletividade frente as células PBMC (Tabela 6).

Tabela 6. Ensaios de Clso e valores calculados de indice de Seletividade

Clso (LM)* Clso (NM)** S+
Célula Nigericina DOX Nigericina DOX Nigericina DOX
HCT 116 0.01 0.23 13.8 423.1 3.33 5.9
(0.007-  (0.12-0.43)
0.015)
MCF 7 0.08 0.45 110.4 827.7 0.06 3.0
(0.003-  (0.32-0.62)
0.023)
NCIH 292 0.03 0.13 41.4 239.1 0.6 3.3
(0.02-0.05)  (0.07-0.24)
HL 60 0.001 0.37 14 680.6 75 3.6
(0.001-  (0.25-0.54)
0.002)
P 815 0.009 0.08 12.4 1471 15 16.9
(0.006-  (0.04-0.17)
0.01)
L 929 0.22 0.71 303.6 1306.0 0.13 1.9
(0.18-0.28)  (0.54-0.99)
PBMC 0.03 1.36 41.4 2501.7 ] ]
(0.01-0.09)  (0.06-0.09)

Fonte: o autor, 2020
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*Valores de Clso (MM) em linhagens de células tumorais ou células PBMC calculado usando
regressdo nao linear no GraphPad Prism 5.0 ap6és 72 h; ** SI = Clso (PBMC) / Clso (célula

cancerosa)

A citotoxicidade da nigericina também foi avaliada em células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs), a fim de determinar se ha efeito pronunciado em
comparacao com linhas de células tumorais. Um procedimento usual de seletividade
€ a comparacao dos testes de proliferacédo de células de cancer com células normais,
que inclui linfécitos e mondcitos. Portanto, a partir do resultado do ensaio realizado, o
indice de seletividade pode ser calculado a fim de demonstrar a razdo de Clso entre
células, e assim estimar a seguranca presuntiva do composto (Tabela 6). O objetivo
deste teste é avaliar a seletividade do composto, o que € um fator importante na
descoberta de novos farmacos, uma vez que a intenséo é observar alta seletividade
das substancias contra células de cancer, e diminuir a0 maximo possiveis efeitos

adversos em células saudaveis236.

Como é possivel observar na Tabela 6, o valor da concentragéo da Nigericina
que inibe 50% do crescimento celular para as células PBMC apresentou Clso = 0,03
pg/mL. Ao se dividir este valor pelo valor de Clso encontrado para as células HCT 116,
(0,009 pg/mL) um valor de seletividade de 3 é encontrado. E importante salientar que
valores de Seletividade acima de 2 sdo desejaveis??’. As linhagens que apresentaram
indice de seletividade maior que 2 foram HCT 116, HL 60 e P 815. Dos dados obtidos
dos ensaios, e que estao representados na Tabela 6, também é possivel observar que
de todas as linhagens de células testadas na presenca de nigericina, as células
humanas de leucemia promielocitica aguda (HL 60) foram as que apresentaram maior
sensibilidade 0.0014 uM.

Também é possivel obsrvar, que a nigericina apresentou potente citotoxicidade
frente a outras linhagens celularas, como HCT 116 e P 815, com Clso de 0,0138 uM,
e 0.0124 uM, respectivamente. A linhagem NCIH-292 também se mostrou muito

sensiveis a presenca da nigericina, com um Clso de 0,0414 uM.

Apesar da nigericina ter sido mais ativa frente as células citadas acima, esta
também apresentou toxicidade significativa frente a linhagem MCF 7, com Clso de
0,1104 uM. Um efeito menos pronunciado para as células L 929 (0.3036 uM) também

foi observado. Os valores de Clso obtidos no presente trabalho, estdo muito abaixo
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dos valores repostados na literatura, onde valores micromolares bem maiores sao
reportados quando o sal de sodio € empregado foi empregado para o tratamento de

células de cancer?38 €239,

Este comportamento, se deve, provavelmente a diferente permeacéo causada
pela funcéo do acido livre através da membrana mitocondrial interna, se comparado
ao sal de sédio ou ao comportamento intrinseco do acido livre contra as linhagens de
células testadas neste trabalho, o fato € que a propor¢ao da quantidade diminuiu mil
vezes em dose usando &cido livre em vez do sal de sédio correspondente, se
comparado com dados da literatura. De forma interessante, se compararmos 0S
efeitos celulares por essa diferenciacdo, podemos racionalizar que, provavelmente ela
€ direcionada devido a estrutura molecular da nigericina, onde o &cido livre da
nigericina atua como um acido carboxilico molecular n&o dissociado, e com isso pode
atravessar a membrana com mais facilidade. Essa caracteristica, provavelmente é
responsavel por conduzir de forma mais eficiente o proton para o interior da célula
como um trocador de H*, levando acidificacdo do meio interno e consequentemente
levando a morte celular em um ambiente de pH &cido. Além disso, bioquimicamente,
apos diminuir o pH intracelular pela liberacdo do préton, pode ocorrer uma deplecéo
de potassio devido a capacidade da nigericina agir como um ionéforo, em aumentar o

efluxo de K*, perturbando a homeostase do ion intracelular?4°,

Esses resultados nos fornecem dados sobre a nigericina que até entdo nao
foram relatados na literatura. Além disso, apesar de a nigericina ter sido relatada na
literatura e descrita como sendo potencialmente usada em ensaios citotoxicos, até
hoje, seu uso é restrito apenas para o sal de sédio comercialmente vendido pela cia
Sigma-Aldrich.

Outro fator importante, sdo os valores de seletividade obtidos quando linhagens
de células tumorais sdo comparadas com células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs). Para os valores de (Sl), quanto maior for o valor desse indice (usualmente
acima de 1), maior sera a seletividade do composto em relacdo a célula tumoral. No
entanto, valores acima de 2 sdo desejaveis, de modo que o composto pode ser
aplicado no dobro de sua concentragdo sem apresentar toxicidade na célula saudavel.
Da tabela 7, pode-se destacar a comparacgao da avaliagéo da citotoxicidade de células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) com todas as linhagens de células de

cancer testadas. Destes ensaios, foi possivel identificar que a atividade
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antiproliferativa da nigericina frente as células HCT 116 apresentou Clso de 0.0138 uM
e IS = 3,0, também foi possivel observar que a onde 0s ensaios mostraram que a
Nigericina é cerca de 30 vezes mais potente do que a doxorubicina. Por se tratar de
um modelo humano, apresentar resultados de relevancia, como boa seletividade, e
apresentar poucos dados na literatura se comparados com células HL 60, por
exemplo, as células HCT 116 foram escolhidas para dar continuidade nos ensaios de
morte celular e mecanismo de acao envolvendo a nigericina como substancia bioativa.
Além disso, outro fator de extrema importancia, e que corroborou diretamente para
esta escolha desta linhagem de célula para dar continuidade aos estudos bioquimicos,

foi o fato de que o cancer de célon é um dos mais incidentes em humanos.

5.4 DETECCAO DE APOPTOSE POR CITOMETRIA DE FLUXO

Uma ferramenta de grande importancia para estudar o tipo de morte célula € a
andlise da integridade da membrana plasmética. Com isso, para dar inicio aos estudos
do processo de morte celular induzido em células HCT 116, estas foram tratadas com
Nigericina, e apos 48 h de incubacéo, foram duplamente coradas com anexina V e Pl,
seguidas da realizacdo de uma andlise em um aparelho de citbmetro de fluxo. Este
teste se baseia na capacidade do iodeto de propideo se ligar ao DNA das células HCT
116, e emitir fluorescéncia apés incidir laser de argdnio (488 nm)?*l, Outro fator
determinante é que apenas as células em processo de necrose apresentam alteracéo

precoce da membrana.

Sendo assim, apoés tratamento das células HCT 116 com Nigericina, 0 método
permitiu avaliar a viabilidade através da avaliacdo da integridade da membrana
plasmatica, pois a ligacdo do agente de coracdo sO ocorre, se as membranas das
células estejam rompidas. Além disso, a diferenca de emisséo é caracteristica, uma
vez que as células que estejam com a membrana integra, emitem baixa fluorescéncia.
Os valores de Annexin V e PI foram definidos como os eixos horizontal e vertical,
respectivamente, para a constru¢cdo do grafico representativo. Nele, as células
danificadas mecanicamente ou necroticas, células apoptaticas tardias, células viaveis
e células apoptoticas precoces foram localizadas nos quadrantes superior esquerdo,
superior direito, inferior esquerdo e inferior direito do gréafico de pontos de citometria

de fluxo, respectivamente (Figura 24).
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Como pode-se observar na Figura 13, a nigericina nas doses de 0,0138 e
0,0276 pM induziu apoptose em 44,0 e 43,3% das células HCT 116, respectivamente,
enquanto a doxorrubicina na dose de 0,3 ug/mL induziu apoptose em 65,7% das
células. Tanto a autofagia e a apoptose sao processos bioldégicos bem regulados, e
que tém papéis importantes no desenvolvimento e progressdo dos tumores. No
entanto, as vias de transducéo entre autofagia e apoptose nédo é claro?*2.

Figura 24. Efeito da nigericina sobre as células de coélon humano apés 48 h. A
doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo.
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Além disso, varios estudos demonstram que a autofagia tem um papel anti-
apoptético em varios tipos de cancer?#3, enquanto outros estudos relataram seu papel
pré-apoptético essencial em certos tipos de cancer, que incluem, por exemplo células
de cancer colorretal?**. Além disso, foi relatado que o tratamento empregando
iondforos que sinalizam inibidores das quinases GSK-3 tém induzido autofagia, no
entanto o0 mecanismo de acdo ainda é pouco conhecido?#°. Dos ensaios de deteccdo
de apoptose por citometria de fluxo, além do ensaio mostrar comprometimento na
integridade da membrana mitocondrial, pode-se inferir que a nigericina causou

apoptose e autofagia.

5.5 ANALISE ULTRAESTRUTURAL

Como o percentual de células em apoptose foi abaixo de 50% quando tratadas
com a nigericina, levantamos a hipdtese de que outro tipo de morte celular poderia
estar envolvido na acdo da nigericina. Diante disto, foi realizada uma analise
ultraestrutural. Esta andlise, é uma importante operagcdo de comparacao morfoldgica,

onde as células sédo analisadas em ensaios de microscopia eletrénica de transmissao.

As células de HCT 116 utilizadas como controle, sem adicdo da nigericina,
apresentaram morfologia caracteristica, como nucleo redondo, numerosas
mitocondrias, saculos do reticulo endoplasmatico e Complexo de Golgi. Em contraste,
as células HCT 116 que foram tratadas com nigericina, nas concentracdes de 0,0138
MM ou 0,0276 uM (que correspondem ao valor de Clso e 2 vezes o valor de Clso,
respectivamente), exibiram varias alteracdes morfopatologicas. As observacdes do

resultado da analise ultraestrutural estdo representadas na Figura 25.

A analise por microscopia 6ptica revelou diversas alteracdes morfoldgicas
induzidas, onde é possivel observar as mitocondrias com inclus6es semelhantes a
depdsitos osmiofilicos e perda de cristas, nucleo contendo inclusdo osmiofilica
redonda e vesiculas de membrana dupla, bem como invaginacbes tubulares
nucleares. E interessante perceber que houve, além disso, inclusdo de contetdo
osmiofilico dentro do reticulo endoplasmatico liso (SER), fragmentacdo de SER e
Complexo de Golgi e presenca de estruturas semelhantes a autofagossomos
circundadas por saculos de membrana semelhante a ER, nessas células. As células,
também continham organelas osmiofilicas citoplasméaticas juntamente com parte do

citoplasma. Essa analise também revelou que o tratamento ocasionou aumento do
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volume celular e da quantidade e tamanho de vesiculas no citoplasma das células,

indicando a provavel ocorréncia de autofagia.

Figura 25. MEV das células HCT 116 tratadas com nigericina. Visualizacdo com
aumento em 10.000 x. N= nudcleo, G= Complexo de Golgi, M= mitocondria, V=
vacuolo. Figura A: Controle Células HCT 116 [ 0,0138 uM ] Figura B: Inclusdo Nuclear
Osmiofilica. Figura C: Vesiculas nucleares de membrana dupla. Figura D:
Invaginacbes tubulares da membrana nuclear (seta grande) e mitocondrias
osmiofilicas (setas finas). Figura E: Complexo de Golgi inchado e fragmentado. Figura
F: Estrutura semelhante a autofagossomo.

Fonte: o autor, 2020
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5.6 ENSAIOS DE INIBICAO DE QUINASE

Dentre os diversos reguladores da autofagia, destacam-se a proteina-quinase
MTOR (do inglés, mammalian target of rapamycin: proteina alvo da rapamicina em
mamiferos) e a proteina-quinase AMPK (proteina cinase ativada por AMP), as quais

atuam sobre as taxas de formacéo de vesiculas autofagicas?4®,

Sendo assim, neste trabalho, a nigericina foi testada frente a cinco proteinas
quinases diferentes e que estao envolvidas em varios distarbios humanos, incluindo
cancer e doencas inflamatérias®*’. O estudo com a nigericina apresentou resultados
significativos de atividade inibitéria nas quinases HsJAK3 e HsGSK3[3 com valores de
Clso de 8,82 uM e 5,38 uM, respectivamente. Além disso, a nigericina mostrou-se
menos ativa frente a HsCDK9, HsCK1¢ e HsABL1. Os resultados sdo apresentados
na Tabela 7. A nigericina também foi testada contra as quinases HsSCDK5/p25, Haspin
e HsPIM1, no entanto, ndo apresentou atividade inibitoria significativa (dados néo
apresentados). Além disso, até onde se sabe, este € o primeiro estudo que mostra a
acao da nigericina, em sua forma como acido livre, em ensaios frente a proteinas

quinases.

Tabela 7. Atividade da nigericina frente a proteinas quinases.
Quinase HsCDK9/CyclinT  HsJAK3 HsCK1e  HsGSK3B HsABL1

Clso (M) 36.12 8.82 23.03 5.38 14.73

Valores de Clso expressos de ensaios em triplicata

Fonte: o autor, 2020

Sabe-se que a quinase GSK-3 é capaz de inibir a autofagia através do alvo
mamifero (MTOR) complexo 1 (MTORC1) pela rapamicina. Na verdade, a
superexpressao de GSK-3a ou GSK-3B ativa mTORC1 e suprime a autofagia em
células de cancer de mama MCF-7. De maneira oposta, o tratamento de células com
inibidores de GSK-3 inibe a atividade de mTORC1 e aumenta o fluxo autofagico?*.
Esses estudos corroboram, pelo menos em parte, com nossos resultados in vitro no
alvo GSK-3B. Como houve aumento da autofagia causada pela presenca da nigerigina
na forma do acido livre, € mais provavel que ela atue via mTOR. Além disso, 0

direcionamento da sinalizacéo PISK/AKT/mTOR pode ndo apenas induzir a apoptose
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para inibir a proliferacdo de células tumorais, mas também induzir a autofagia, no

entanto, as vias de transducéo entre essas duas vias ainda ndo é claro?*.

5.7 MODELAGEM MOLECULAR

A nigericina, por apresentar atividade inibitoria da quinase em JAK-3 (Clso =
8,82 W/M), nos levou a estudar estes resultados em uma simulacdo computacional,
em um método in silico, que foi realizado pelo Prof. Marcelo Zaldini Hernandes, do
Laboratério de Quimica Teérica da UFPE 2. A familia Janus quinase (JAK) de
proteinas tirosina-quinases ndo receptoras consiste em JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2
(tirosina quinase-2), todos os quais desempenham um papel em diferentes citocinas
e vias de sinalizacdo mediadas por receptor de fator de crescimento?®! Janus quinase
3 (JAK3) pertence a uma familia de tirosina quinases citoplasmaticas nao receptoras.
Além disso, as mutacdes de ativacdo de JAK3 que resultam na ativacao persistente
da sinalizacdo JAK-STAT foram descritas em varias leucemias e linfomas. A
desregulacéo de JAK-STAT resulta em doencgas autoimunes, como artrite reumatoide,
colite ulcerosa e doenca de Crohn. A desregulacao JAK-STAT também desempenha
um papel na patogénese da mielofibrose, policitemia vera e outras doencas
mieloproliferativas?®?. A ativacdo de JAK também inicia a ativacdo da AMPK, PI3K e
AKT / alvo de rapamicina de mamifero (mTOR)?>3, sugerindo JAK3 como um alvo
potencial para terapia contra o cancer.

Os resultados destacados nas quinases JAK3 e GSK3 in vitro nos levaram a
estudar as posicoes de ligacdo da nigericina. Para o alvo JAK3, pode-se imaginar que
nigericina realiza trés ligacdes de hidrogénio, com distancias de 2,8A (GLN827), 2,9A
(LYS830) e 2,7A (ARG953), e contatos hidrofébicos com os residuos LEU828,
GLY829, VAL836, ALA853, GLY908, CYS909, ASN954, ILE955, LEU956, ALA966 e
ASP967 (Figura 26). Assim, € possivel concluir que, além da nigericina realizar trés
ligacdes de hidrogénio, ela também realiza contatos hidrofébicos com outros onze
residuos. Esse “encaixe”, por exemplo, leva a uma maior afinidade da nigericina pela

enzima, e consequentemente uma forte inibicdo competitiva pelo sitio ativo.

Continuando a analise das interacdes intermoleculares com o sitio de ligacao
de JAKS3, é possivel perceber que a nigericina formou duas pontes de hidrogénio com
o residuo LEU905 e uma com o residuo ASP967. J& para o alvo GSK3-8, a nigericina
formou trés ligacbes de hidrogénio, com distancias de 3,3A (VAL61), 3,2A e 3,4A
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(ambos com ASP200), uma ponte salina (ARG141) e contatos hidrofébicos com
residuos ILE62, GLYS63, ASN64, VAL70, LYS85, TYR134, GLU137, THR138,
GLN185, LEU188 e CYS199 (Figura 27).

Fonte: o autor, 2020
Figura 26. Interacdo da nigericina com GLN827, LYS830 e ARG953.

Fonte: o autor, 2020
As interacOes intermoleculares parecem explicar novamente as afinidades

previstas dessas moléculas com este alvo. Desta forma, parece que um bom
candidato a farmaco direcionado para GSK3-B poderia se beneficiar realizando
interagcBes intermoleculares com esses dois residuos. Apesar de ser um estudo

preliminar, as evidéncias apontam para um mecanismo de autofagia envolvendo a via



89

do o, onde a interacdo da nigericina com JAK-3 e GSK3-B pode convergir para a
inibicdo de MTOR, entretanto, outros experimentos precisam ser realizados para

confirmar esta hipotese.
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6 CONCLUSAO

Uma nova fonte, com producéo de uma quantidade apreciéavel, de nigericina foi
identificada em uma cepa de Streptomyces hygroscopicus UFPEDA 3370, isolada da
rizosfera da Paullinia cupana (Amazonia, Brasil). Através de fracionamentos e
purificacdo por cromatografia em silica gel, foi possivel isolar a nigericina, um
composto bioativo promissor, a partir do extrato EB1, que é a fracdo metandlica de
Streptomyces hygroscopicus UFPEDA 3370. A nigericina iolada, foi caracterizada em
sua forma de acido livre, e através dos testes in vitro, foi possivel confirmar que seu
amplo espectro antiproliferativo contra uma série de linhagens celulares. Além disso,
a Nigericina apresentou particular eficiéncia e seletividade na inibicdo de células HCT
116 (carcinoma de célon humano) e HL 60 (humano leucemia promielocitica aguda).
Bioguimicamente, a nigericina foi responsavel por causar morte celular por apoptose
e autofagia, onde definiu-se também, sua atividade nas quinases JAK3 e GSK3-.
Através de estudos tanto in vitro quanto in silico, essas descobertas FORNECERAM
uma base de dados para futuras investigagées, onde uma possivel aplicacdo da

nigericina no combate ao cancer colorretal € uma opcao com grande potencial.
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ANEXO A - AMPLIACAO ESI(+)-FTMS ENTRE 720 E 730 M/Z
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ANEXO B - AMPLIACAO ESI(+)-FTMS ENTRE 740 E 750 M/Z
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ANEXO C - RMN 1H COM AMPLIACAO DA FAIXA 0,5 E 7,5 PPM
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ANEXO D - RMN 13C COM AMPLIACAO DA FAIXA 5 E 190 PPM
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ANEXO E - RMN COSY HH
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ANEXO F - RMN NOESY
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ANEXO G - RMN HSQC CH (FOLDADO)
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ANEXO H - RMN HMBC
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