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RESUMO

Doencgas complexas como o cancer estdo entre as principais causas de morte ao redor
do mundo. Por possuirem diversas vias envolvidas em sua patogénese, essas
enfermidades podem responder melhor a moléculas que agem em mais de um alvo
terapéutico. Nessa perspectiva, os produtos naturais (PNs) sdo uma importante fonte
de moléculas, pois possuem uma natureza multi-target que pode ser util no tratamento
de diversas doencgas. O processo classico de descobrimento e desenvolvimento de
novos medicamentos, porém, € caro e demorado, podendo levar décadas desde a
identificacdo do composto ativo até sua aprovagdo por agéncias regulatérias.
Abordagens in silico podem contribuir para a investigagdo de compostos bioativos,
permitindo a identificacdo de varios possiveis alvos de maneira concomitante. O
MicroMarin € um banco de microrganismos que possui aproximadamente 1.400 cepas
de bactérias marinhas de vida livre obtidas a partir de sedimentos ou associadas a
invertebrados coletados na Amazénia Azul. Aproximadamente, 15% dos extratos
organicos de culturas de bactérias do MicroMarin testados apresentaram atividade
citotoxica contra células tumorais. Este trabalho objetivou realizar o levantamento,
catalogagdo e a investigagdo, por meio de ftarget fishing, de possiveis alvos
moleculares para PNs de origem marinha pertencentes ao MicroMarin. Foram
identificadas 97 moléculas, de pelo menos 17 classes quimicas, relativas a 30 cepas
de bactérias. Trés plataformas foram utilizadas para a identificacao de alvos proteicos
através de ftarget fishing: TargetNet, MolTarPred e PassOnline, e permitiram a
identificacdo de um total de 2662 alvos. Dentre o extenso numero de alvos possiveis,
foram identificadas, posteriormente, aquelas moléculas que interagiram com alvos em
mais de um banco de dados com probabilidade de interagao >90. As dicetopiperazinas
Ciclo (Trp-trans-Pro) e Ciclo (Trp-cis-Pro) interagiram com o receptor opidide do tipo
kappa, enquanto as moléculas estaurosporina, hidroxi-estaurosporina, N-metil-
estaurosporina, N-metil-hidroxi-estaurosporina e N-carboxamida-estaurosporina
interagiram com cinco proteinas do tipo quinase. A investigacdo das moléculas
identificadas no MicroMarin permitiu a atualizagdo do banco de microrganismos, a
caracterizagao das cepas presentes e dos trabalhos realizados com as bactérias. A
prospeccao do potencial farmacoldégico das moléculas dos extratos citotoxicos
agregou maior potencial biotecnoldgico ao banco. Estudos posteriores para avaliar a



interagdo alvo-ligante, bem como a relevéncia biolégica da mesma precisam ser

conduzidos para confirmar os resultados aqui obtidos.

Palavras-chave: Produtos naturais marinhos; bactérias marinhas; bioinformatica;

bioprospeccao in silico; citotoxicidade; potencial anticancer.



ABSTRACT

Complex diseases, such as cancer, are among the leading causes of death around the
world. As they have several pathways involved in their pathogenesis, these diseases
could respond well to molecules which bind to more than one therapeutic target. From
this perspective, natural products (NPs) are an important source of molecules,
because these molecules usually have a multi-target nature, which is useful as
medicine for a variety of diseases. The discover and development of new drugs is
expensive and time-consuming and can take decades from the identification of the
active compound until its approval by regulatory agencies. Thus, in silico approaches
can contribute to the investigation of bioactive compounds, allowing the identification
of several possible targets concurrently. MicroMarin is a marine bacterial collection
with approximately 1,400 strains from the Blue Amazon, the Brazilian Economic
Exclusive Zone. Approximately 15% of the organic extracts of bacteria from MicroMarin
tested so far showed cytotoxic activity against tumor cells. This work aimed to carry
out the survey, cataloging and investigation, through target fishing, molecular targets
of NPs of marine origin belonging to MicroMarin. Ninety-seven molecules of at least 17
chemical classes were identified, identified among 30 bacteria strains. The three
platforms used for protein targets through target fishing, TargetNet, MolTarPred and
PassOnline, allowed the identification of a total of 2662 targets. Among the large
number of possible targets, molecules that interacted with targets in more than one
database with interaction probability >90 were chosen. Some interesting hits were
Cyclo (Trp-trans-Pro) and Cyclo (Trp-cis-Pro) diketopiperazines interacted with the
kappa-type opioid receptor. Additionally, staurosporine, hydroxy-staurosporine, N-
methyl-staurosporine,  N-methyl-hydroxy-staurosporine and  N-carboxamide-
staurosporine interacted with five kinase-like proteins. This in silico prospection of
pharmacological potential added greater biotechnological potential to the bank. Further
studies to assess the interaction between target and ligand, as well as its biological
relevance, need to be conducted to confirm the results obtained here.

Keywords: marine natural products; marine bacteria; bioinformatics; in silico

bioprospecting; cytotoxicity; anticancer potential.
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1. INTRODUGCAO

O processo de desenvolvimento de medicamentos, desde a descoberta do
composto ativo a aprovacéo pelas agéncias reguladoras, pode levar entre 10 e 15
anos, necessitando de um grande investimento de tempo e recursos (FDA, 2019). Em
todas as etapas desse processo, candidatos a medicamentos sdo descartados,
principalmente por apresentarem toxicidade e/ou levarem ao desenvolvimento de
efeitos adversos, principalmente em fases tardias dos estudos clinicos (GALATI et.
al., 2021).

Galati et. al. (2021) discorre em seu trabalho sobre o paradigma que tem
guiado a farmacologia moderna, baseado na relagdo “uma droga, um alvo, uma
doenga”. Nessa abordagem, considera-se que um farmaco deve modular apenas um
alvo, o que se assemelha a visdo de que uma doenca qualquer seria causada por
apenas um produto génico, que determinaria a presenga ou auséncia do fenotipo
(ANIGHORO; BAJORATH; RASTELLI, 2014).

Apesar desse paradigma voltado a especificidade entre farmaco-alvo, a
maioria das moléculas possuem propriedades polifarmacolégicas, podendo tanto
atuar em diversos alvos, quanto no mesmo alvo de tipos celulares distintos, levando
ao desencadeamento de cascatas metabdlicas diferentes (KATZUNG, 2017).

Sobre o termo polifarmacologia (do inglés “polypharmacology”), embora em
seus primérdios tenha se confundido com o conceito de polifarmacia, possui hoje um
significado distinto na literatura. Enquanto o segundo termo esta relacionado ao uso
concomitante de 4 ou mais medicamentos pelo paciente (WHO, 2017), o primeiro se
relaciona a moléculas que podem se ligar a mais de um alvo biolégico (JALENCAS;
MESTRES, 2012).

Nesse ambito, definiremos o termo “molécula promiscua”. Anighoro,
Bajorath e Rastelli (2014) discute que a promiscuidade de uma molécula esta
relacionada ao fato de ela se ligar a diferentes alvos, caracteristica chave da
polifarmacologia. Entretanto, enquanto um estudo de polifarmacologia considera os
multiplos alvos terapéuticos, a investigacdo da promiscuidade também aborda a
ligagdo com os nao-alvos (off-targets’). No levantamento bibliografico deste trabalho,

foi possivel identificar que os termos se misturam em varios artigos, de modo que

" Termo utilizado para alvos nao terapéuticos, geralmente relacionados aos efeitos adversos.
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alguns autores os consideram sinbnimos e outros, termos distintos. SinGnimos ou n&o,
as caracteristicas polifarmacoldgicas das moléculas biologicamente ativas n&o s&o
apenas capazes de explicar os efeitos colaterais de um farmaco, como expandem a
possibilidade de que um unico composto possa modular produtos génicos ligados a
mais de uma doenga, ou a mais de uma via de uma doenga complexa.

Quando caracterizamos as doengas com maior incidéncia e impacto
socioecondmicos na populagdo mundial, evidenciamos que, excetuando aquelas
causadas por mutacgao ou eliminagado de genes especificos, a grande maioria possui
uma patogénese multifatorial ou complexa (COSTANTINO; BARLOCCO, 2013).
Exemplos de patologias complexas s&o o cancer, as doengas cardiovasculares e
inflamatorias, a obesidade, a ansiedade e a depressdo. Dados da Organizagao
Mundial da Saude apontam que canceres no trato respiratorio causaram a morte de
1.8 milhdes de individuos e ocuparam a sexta posicdo entre as causas de morte em
2019 (WHO, 2020).

Doencas complexas constantemente tendem a ser resistentes a
perturbagdo quando um unico alvo € modulado, visto que vias alternativas podem ser
ativadas, levando ao aparecimento de mecanismos compensatérios (BARBOSA.
2014). Ademais, Barbosa (2014) enfatiza o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia, que ocorrem, em sua maioria, por meio da indugado de mutagdo em genes
especificos, do aumento da producdo de proteinas alvos e da ativagcdo de vias
alternativas de sinalizagao.

O paradigma “uma droga, um alvo, uma doenga” contribuiu para o
desenvolvimento de farmacos extremamente especificos nas ultimas décadas, além
de ter contribuido para a compreensao das interagdes entre alvo e farmaco. Porém,
as constantes falhas na aprovagao de medicamentos para o tratamento de doencas
complexas parecem indicar que esse método n&o deve ser o unico considerado para
investigar a rede de interagdes entre farmacos, seus multiplos alvos terapéuticos e
seus efeitos adversos (CHAUDHARI et. al.,, 2017). Portanto, metodologias de
investigacdo de moléculas polifarmacologicas sdo essenciais no processo de
prospecgao de novas moléculas com potencial terapéutico.

Ziegler et. al. (2013) cita os métodos convencionais de investigacédo de
moléculas multi-targets. Os experimentos podem envolver diversas abordagens com
modelos fenotipicos, enzimaticos, cromatografia de afinidade e subsequente analise
por espectrometria de massas, além de outros métodos como estudos da producgao
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de mRNA. Tais abordagens, embora apresentem bons resultados, também possuem
um custo elevado e podem despender muito tempo de realizagao.

Proporcionando uma abordagem abrangente do potencial farmacéutico
com velocidades de execucdo menores e custos mais baixos, a pesquisa de
moléculas multi-targets com ferramentas in silico surge como uma alternativa
promissora, que pode guiar o futuro da quimica medicinal. As duas formas principais
de prospeccao in silico s&o o virtual screening (VS) e o target fishing (TF). No primeiro,
procura-se nos bancos de dados moléculas candidatas a se ligarem a um alvo
especifico, cuja estrutura 3D é geralmente conhecida. Com base nas informacgdes
tridimensionais do alvo de interesse e dos candidatos a ligantes, os programas de VS
selecionam candidatos para ensaios posteriores in vitro (MAIA et. al., 2020).

O target fishing, por sua vez, possui um processo inverso: moléculas de
interesse, apelidadas de query molecule, sédo adicionadas em bases de dados a fim
de prever sua interagdo com uma gama de possiveis alvos. Essas analises podem ser
focadas no ligante ou no receptor. A figura 1, adaptada de Galati et. al. (2021),
esquematiza os tipos distintos de TF. As analises focadas no ligante partem da
premissa de que a estrutura de uma molécula € essencial para o desenvolvimento de
sua funcgéo biologica, e de que moléculas semelhantes possuem fungdes - e alvos

moleculares - parecidos (GALATI et. al., 2021).
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Figura 1. Tipos de Target fishing.

TARGET FISHING
ABORDAGENS BASEADAS NO LIGANTE ABORDAGENS BASEADAS NO RECEPTOR

BUSCA POR SIMILARIDADE APRENDIZADO DE MAQUINA DOKING REVERSO TRIAGEM DE FARMACOFORO

&?@ % A

Query molecule Query molecule Query molecule Query molecule
|:| € :
Comparagdo com moléculas Modelos de Inteligéncia S
semelhantes artificial Andlise da estrutura de targets em bancos de dados

N\ l l ./

ALVOS MOLECULARES CANDIDATOS

Fonte: Adaptado de Galati et. al. (2021). Abordagens focadas no ligante ndo necessitam de uma
estrutura 3D, embora algumas plataformas considerem essa forma de entrada. As abordagens focadas
no receptor necessitam geralmente de informagdes tridimensionais dos possiveis alvos e da molécula

que se deseja investigar.

Essas analises focadas no ligante podem ser realizadas por meio de
buscas por similaridade em bases de dados ou por meio de programas que envolvam
inteligéncia artificial. A primeira metodologia pode utilizar bancos que comportem
informagdes em 2D ou 3D, ou ainda uma mistura das duas abordagens. As analises
bidimensionais sdo as mais utilizadas, visto que ndo necessitam que o pesquisador
possua todas as informacgdes tridimensionais das queries molecules. Por nao
considerar as informagdes tridimensionais, essa abordagem costuma gerar uma
grande quantidade de dados, de modo que costuma ser utilizada apenas como uma
triagem inicial de alvos candidatos a estudos posteriores (GALATI et. al., 2021).

As similaridades entre moléculas sao geralmente evidenciadas pela analise
de fingerprints. O termo, que pode ser traduzido como impressao digital, € uma forma
de assinatura digital das moléculas em bancos de dados. O principal tipo de fingerprint
utilizado € o de Morgan, ou ECFP-4 (Extended Connectivity FingerPrint). Esse modo

de assinatura considera cada atomo e seus vizinhos estruturais circulares. Desse
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modo, os ECFPs adicionam bits que representam cada subestrutura de uma molécula,
podendo conter milhares ou milhdes de bits para descrever uma unica estrutura de
interesse (NETTLES et. al., 2006).

Entre as principais moléculas multi-targets que interessam a pesquisa
farmacéutica, estdo os produtos naturais (PN). Elrayess e El-Hak (2019), definem os
PN como moléculas produzidas por organismos vivos, que comumente apresentam
baixo peso molecular, embora algumas moléculas como peptideos possam possuir
um peso consideravel. Essas moléculas possuem uma alta complexidade, com um
espectro de atuacdo e uma diversidade funcional extremamente superior as moléculas
sintetizadas em laboratoério (ALMASRI, 2018).

A natureza promiscua dos produtos naturais, além da diversidade de
estruturas entre as diferentes espécies ao redor do mundo, os torna 6timos candidatos
para as pesquisas farmacologicas. Em termos de representatividade clinica, Newman
& Cragg (2020) apontam que, até 2019, quando consideradas as moléculas de baixo
peso molecular, os produtos naturais e seus derivados representavam cerca de 65%
do total de estruturas aprovadas para o tratamento de neoplasias (NEWMAN &
CRAGG, 2020).

Entre a grande diversidade de PNs, os organismos marinhos s&o uma
importante fonte de moléculas bioativas candidatas para o desenvolvimento de
farmacos. Wali e colaboradores (2021) apontam que o inicio do interesse em estudar
o potencial farmacologico de moléculas marinhas se iniciou em meados dos anos
1940. Jimenez et. al. (2020), por sua vez, aponta que, dos sete produtos naturais de
origem marinha utilizados na clinica, quatro s&o utilizados no tratamento anticancer, a
citarabina, a trabectedina, a eribulina e o brentuximab. Os quatro medicamentos
fizeram parte de um grupo de cinco farmacos em testes clinicos nos ultimos 14 anos.
O quinto candidato, a plitidepsina, foi aprovada em alguns paises, como a Australia,
entretanto, seu uso ainda néo é permitido na Europa. A taxa de aprovacéao satisfatéria
desses produtos em menos de duas décadas reflete o potencial farmacoldgico
escondido entre as aguas dos ecossistemas marinhos (JIMENEZ et. al., 2020).

Os oceanos compdem cerca de 70% da superficie terrestre, apresentando
uma biodiversidade riquissima, embora ainda pouco conhecida. E digno de nota que
34 dos 36 filos de seres vivos conhecidos sao exclusivamente marinhos, ou possuem
representantes nos habitats oceanicos. O ambiente marinho é caracterizado por uma

série diversa de pressdes seletivas, tais como profundidade, salinidade, temperatura,



23

competigdes intra e interespecificas e predagdo. Boa parte dos organismos marinhos
sdo sésseis, de modo que precisam de artificios quimicos para garantir a
sobrevivéncia, competindo com a mesma espécie ou grupos filogenéticos distintos por
espaco, além de se protegerem da predacao. Essa pressao seletiva leva a sintese de
metabolitos secundarios que podem ter potencial terapéutico (PERDICARIS et. al.,
2013).

Semelhantes aos metabdlitos secundarios produzidos por invertebrados e
plantas, grande parte das bactérias podem produzir moléculas que Ihes conferem
vantagens evolutivas, embora ndo sejam essenciais para o metabolismo primario
desses individuos (HUG; KRUG; MULLER, 2020). Os microrganismos compdem
grande parte da biomassa da Terra, ocupando varios nichos ecoldgicos nos mais
diversos habitats do planeta. Ao se associarem com outros seres vivos, esses
individuos podem ser patogénicos ou viverem como comensais/simbioses
(KORMANEC et. al., 2020). Semelhante aos metabdlitos liberados pelos
invertebrados marinhos, as moléculas provenientes de microrganismos,
especialmente de bactérias, podem ser utilizadas para o tratamento de doencas
complexas como o cancer. Moléculas como a Salinosporamida A, isolada a partir de
cepas marinhas de Salinospora tropica e discutida posteriormente neste trabalho, é
um importante exemplo de PNs marinhos provenientes de microrganismos com
utilidade para o cancer.

Uma vantagem da utilizacdo de microrganismos se da pela maior
sustentabilidade da produgéo, visto que esses organismos podem ser cultivados em
laboratdrio de forma mais viavel e menos danosa as comunidades marinhas (WILSON
et. al., 2014). Essas caracteristicas de diversidade de espécies e potenciais
inexplorados tornam os oceanos uma fonte promissora de produtos biotecnoldgicos e
farmacéuticos.

O Brasil possui sob sua jurisdicdo 3,5 milhdes de quildbmetros quadrados
de espaco maritimo. Esse territério € chamado de Amazbnia Azul, visto que sua
extensédo pode ser comparada a Amazoénia Legal Brasileira, que possui cerca de 5
milhdes de quildmetros quadrados. Além da extensao territorial, a Amazénia Azul
guarda uma biodiversidade de valor e importancia ecoldgica inestimaveis. Esse
espaco é considerado uma Zona Econdémica Exclusiva (ZEE) do pais, e € utilizada
para navegacao, geracao de energia, turismo, e obtengdo de recursos, p.ex. através
da pesca, obtengdo de combustiveis fosseis, como o gas natural e o petroleo, e do
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potencial biotecnolégico da biodiversidade. As atividades desenvolvidas sao
importantissimas para a soberania econémica brasileira. O Brasil reivindica, junto a
Organizagao das Nagdes Unidas, a ampliagdo da Amazdnia Azul, de modo que a area
total se torne superior a 5,6 milhdes de quildmetros quadrados, ultrapassando a
Floresta Equatorial Amazonica (IBGE, 2020; MARINHA DO BRASIL, 2019).

Apesar de extensa, compreendendo areas tropicais e subtropicais, pouco
se conhece da diversidade biolégica presente na Amazénia Azul. Projetos como o
BIOTA e o SISBIOTA foram desenvolvidos para identificagdo e caracterizagcdo da
diversidade de espécies endémicas e culminaram com o descobrimento de espécies
antes desconhecidas, todavia, estima-se que a diversidade conhecida até o momento
seja uma pequena fragao do todo (MILOSLAVICH et. al., 2011). Quanto a descoberta
de produtos naturais marinhos brasileiros, em especial, os antitumorais (figura 2), um
levantamento realizado por Wilke e colaboradores (2021) aponta que das 393
moléculas isoladas entre 1980 e 2020, 63 possuiram potencial anticancer, e destas
31 foram estudadas quanto ao seu mecanismo de acgao.

Figura 2. Mapa-mundi destacando o Brasil e sua Zona Econdmica Exclusiva.

Fonte: Wilke et. al (2021). Os graficos inseridos no mapa permitem a visualizagdo do potencial de
espécies identificadas como produtoras de substancias potencialmente antitumorais, a quantidade de
moléculas isoladas e a fragdo destas que estdo em investigagbes de mecanismos de agado. As fotos
presentes exploram os grupos de seres vivos explorados, entre bactérias e invertebrados marinhos.

O MicroMarin é um banco de microrganismos isolados em diferentes
pontos da Amazdnia Azul, desde o Sul do Brasil até ilhas continentais, passando pelas
regides Sudeste e Nordeste do pais. O banco conta com mais de quase 1400
bactérias isoladas de diferentes fontes, desde sedimentos, até invertebrados marinhos
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como ascidias, esponjas e corais. Apos a identificacdo e catalogacéo, as cepas sé&o
criopreservadas e permitem o estudo do potencial biotecnolégico, como a
citotoxicidade. Dentro de um contexto de tratamento anticancer, a busca de
mecanismos citotdxicos € extremamente util, visto que essas caracteristicas podem
levar as células tumorais a morte. A avaliagcdo da toxicidade de extratos bacterianos
permitiu a identificagdo e o isolamento de diversas moléculas citotoxicas, incluindo
algumas inéditas. Trabalhos do nosso grupo investigam o efeito dessas moléculas

bioativas em linhagens tumorais, e 0 mecanismo de acgéo in vitro.
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Devido a sua natureza polifarmacoldgica, a investigagdo de novos produtos
naturais, especialmente os marinhos, pode fornecer novas opg¢des de tratamento para
doencas complexas. Essas enfermidades, em especial os canceres, ocupam o topo
das causas de morte nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, causando
prejuizos a populacdo mundial e sofrimento aqueles que as enfrentam
(COSTANTINO; BARLOCCO, 2013; WHO, 2020).

O Brasil possui uma area ampla e diversa de ecossistemas marinhos, com
uma biodiversidade ainda pouco conhecida. Projetos visando a caracterizagdo das
especies da Amazbnia Azul, bem como a identificacdo de moléculas bioativas
produzidas, permitirdo o avango de areas como a farmacologia e ecologia, haja vista
que esses compostos possuem fungdes ecologicas e evolutivamente relevantes, mas
tornardo possiveis agcdes de conservacdo da biota presente no espago maritimo
brasileiro (MILOSLAVICH et. al., 2011; WILKE et. al., 2021).

Os pesquisadores parceiros que mantém o MicroMarin atuam coletando,
catalogando e caracterizando as bactérias presentes nos mares brasileiros, desde as
de vida livre, aquelas associadas aos invertebrados marinhos. Amostras coletadas em
toda a Amazénia Azul tornam o banco um local representativo e possibilita inumeras
investigacdes, tanto relacionadas a diversidade dessas cepas, quanto das moléculas
que podem ser sintetizadas por elas. Haja vista que o foco do grupo é a investigagéo
e prospeccdo de moléculas com potencial citotoxico, a maioria das moléculas
identificadas até o momento passaram por triagens e metodologias que as filtraram
para este propdsito. Quais os outros mecanismos celulares que essas moléculas
podem desempenhar? A pertinéncia desta pergunta esta relacionada principalmente
as limitagdes das metodologias de pesquisa experimentais, que nao investigam com
qualidade as caracteristicas multi-targets dos produtos estudados.

Os métodos de pesquisa convencionais, embora viaveis e indispensaveis
para a descoberta de novos compostos bioativos, limita a capacidade de investigagao
de varios alvos, principalmente por questbes de tempo e recursos. Deste modo,
abordagens in silico podem ser capazes tanto de explorar novas aplicagées para
moléculas conhecidas, quanto filtrar candidatos para abordagens experimentais.
Assim, a investigacao in silico do potencial biotecnolégico das moléculas identificadas
pelas bactérias do MicroMarin podem fornecer novas possibilidades de estudos, tanto



27

relacionados a investigacdo experimental de mecanismos de agdo, quanto de
caracteristicas ainda n&o exploradas das moléculas do banco.

Por fim, alvos que se destacam na abordagem de target fishing podem - e
devem - passar por novas metodologias, computacionais e experimentais, a fim de
concluir se a interagdo ocorre ou ndo. Metodologias subsequentes como docking
molecular podem fornecer informacgdes importantes sobre o perfil de interacdo dos
compostos com seus alvos, guiando pesquisas in vitro que avaliardo se as interagdes
se mantém diante da complexidade dos sistemas celulares e bioldgicos.

Este trabalho contara com dois capitulos. No primeiro, serdo discutidos os
perfis das bactérias presentes do MicroMarin, das moléculas isoladas ou identificadas
nas cepas, € os resultados de target fishing obtidos em trés bancos de dados distintos.
No segundo capitulo, as moléculas e os alvos que se destacaram na primeira fase

serao caracterizados e discutidos com base na literatura.
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3. OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar, por meio de abordagens in silico, possiveis alvos moleculares

das moléculas identificadas ou isoladas de bactérias marinhas do MicroMarin.

3.2. Objetivos Especificos

- ldentificar as cepas produtoras de compostos citotoxicos em trabalhos
relacionados ao MicroMarin;

- Catalogar e caracterizar as moléculas identificadas;

- Desenhar as estruturas quimicas e gerar o codigo SMILES;

- Determinar, por meio de target fishing, o potencial biotecnolégico das
moléculas do banco;

- Discutir, com base na literatura, as moléculas e os alvos em destaque.



29

4. CAPITULO 1 - LEVANTAMENTO, CATALOGAGAO E TARGET FISHING DAS
MOLECULAS IDENTIFICADAS DAS BACTERIAS DO MICROMARIN.

4.1. Consideragodes iniciais

Nesta secdo serdo apresentados os procedimentos iniciais deste
trabalho, desde o levantamento das moléculas e bactérias de interesse, a escolha dos

bancos de dados utilizados aos resultados do target fishing.

4.2. Metodologia

Todos os compostos utilizados neste trabalho foram identificados a partir
de estudos realizados com extratos de bactérias do banco de microrganismos do
grupo, o MicroMarin. O banco conta com 1393 cepas, divididas entre o Laboratério de
Bioprospecgao e Biotecnologia Marinha da Universidade Federal do Ceara (LaBBMar
- UFC) e o Laboratério de Farmacologia Marinha da Universidade de S&o Paulo
(LaFarMar - USP). A curadoria do banco € responsabilidade de trés professores
pesquisadores, o Dr. Diego Veras Wilke (UFC), a Dra. Leticia Lotufo (USP) e a Dra.
Paula Jimenez (Unifesp). As cepas sdo nomeadas como BRAs (UFC) e BRBs (USP),
seguidas de uma ordem numeérica, a fim de identificar o local de armazenamento, e
sao isoladas tanto de invertebrados marinhos, quanto do sedimento da costa brasileira
e de ilhas continentais. As amostras estdo catalogadas em uma planilha criada e
mantida atualizada periodicamente pelos pesquisadores do grupo. Nela sao
cadastradas e atualizadas diversas informag¢des como cédigo, informacgdes da coleta,
caracteristicas morfolégicas e identificagdo da espécie, caso tenha sido utilizada para
o desenvolvimento de um projeto. Ensaios de citotoxicidade realizados também s&o
adicionados a planilha a fim de diferenciar aquelas que se mostraram bioativas. Para
este trabalho serdo consideradas somente as cepas com o codigo BRA, presentes no
LaBBMar.

O MicroMarin conta com dezenas de profissionais parceiros, desde
estudantes de graduagdo em cursos correlatos, como Ciéncias Biologicas,
Biotecnologia e Farmacia; a alunos de pods-graduagdo em programas de quimica,
ecologia e farmacologia que fazem parte da Rede SISBIOTA-MAR. Dentre varios
colaboradores a Dra. Otilia Pessoa, do Departamento de Quimica Orgénica e
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Inorgénica (UFC) desempenha um importante papel no isolamento e identificagdo de
moléculas dos extratos organicos das bactérias do MicroMarin.

Trabalhos anteriormente realizados pelo grupo, incluindo artigos
(ARTHAUD et. al.,, 2012; FERREIRA et. al.,, 2016; FURTADO et. al.,, 2021;
GUIMARAES et. al., 2014; PINTO et. al., 2020; SILVA et. al., 2017; SILVA et. al.,
2019a; SILVA et. al., 2019b; SOUSA et. al., 2012), monografias (FURTADO, 2017;
MARINHO, 2021; NOGUEIRA, 2019), dissertacdes (ABREU, 2013; FLORENCIO,
2017; SAHM, 2014; SIQUEIRA, 2018; SILVA, 2016) e teses (FERREIRA, 2014;
PINTO, 2017) foram consultados para listar as moléculas identificadas em extratos
que apresentaram atividade citotoxica contra células tumorais. A planilha do
MicroMarin foi utilizada para um primeiro levantamento dos trabalhos do grupo, bem
como das informacdes das cepas utilizadas, seus locais de coleta e caracteristicas
morfologicas. As outras produgdes foram encontradas no repositério institucional da
UFC. Por fim, trabalhos ainda n&o publicados também foram utilizados, excetuando
as moléculas inéditas.

Com base no levantamento bibliografico, foi criada uma primeira planilha,
disponivel em sua totalidade no APENDICE A deste trabalho. A figura 3 exemplifica a
organizagéo do levantamento. Na primeira triagem, as moléculas foram catalogadas
com base nos trabalhos onde apareciam. O levantamento se utilizou de informacdes
como as cepas de onde os produtos foram identificados, o nome dos compostos e a
classe quimica a qual pertencem. Nos trabalhos que apresentavam testes de
citotoxicidade também foram consideradas as informagdes experimentais, como 0s
valores da concentragdo inibitéria média (CI50), as linhagens celulares testadas e o

tempo de incubagao do experimento.
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Figura 3. Planilha de levantamento das moléculas identificadas do MicroMarin.

Informacées da Molécula Atividade
Artigos onde aparece CEPA i i
g + Nome Classe Quimica Cltotoxllggg)e {Naloy Linhagem Tempo
Revisdo Wilke et al (2021)

3,7 nM MCF-7, 0.4 nM
HCT-116, 0,8nM 501-

Cromomicina A5 mel, 0,2nM MM-200
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Pinto FCL, Silveira ER, (Carcinoma de
Vasconcelos ACL, Floréncio KGD, 1H4(:1Tnﬂer~m2:§7'm3 gor;M mama), HCT-
Oliveira FAS, Sahm BB, Costa- = 180, n - 116, 501-mel
Lotufo LV, Bauermeister A, Lopes Somoniicina meé.7236 ';':IV"PWéWgPZ‘IUO (melanoma
NP, Wilke DV, Pessoa ODL . -6 nivi -3V metastatico),
Dextrorotatory chromomycins BRA-384 Cromomicinas 133.0 nM MCF-7. 47.3 MM-200 72h
from the marine Streptomyces sp . nM HCT-116. 43.0 nM (melanoma
associated to Palythoa Cromomicina A7 501-mel, 39,1 nM MM- metastatico),
caribaeorum. J Braz Chem Soc 200. n.t. PC-3M PC-3M {Céncer
2020:38:$143-152. 10,5 nM MCF-7, 1.4 nM n(ietpr?s‘tim'
e i HCT-116, 1,6 nM 501- etastatico)
romomicng mel, 0,8 nM MM-200,
88.3 nM PC-3M
4 6.11-trihydroxy-9-propyltetracene-
12-dione 12.7uM
Sousa TS, Jimenez PC, Ferreira 4- methoxy -9- Itet -6,11-
EG. Silveira ER, Braz-Filho R, MEnOXy=SiRpy Simcene=d; >70 uM
Pessoa OD, Costa-Lotufo LV. S
‘Anthracyclinones from BRA 009 7.89.10-1etrahydro—Q-hydroxy-‘?- Antraciclinas " HCT-8 72h
Micromonospora sp. J Nat Prod methoxy-9-propyltetracene-6,11-dione
2012; 75: 489-493 10B-carbomethoxy-7,8,9,10-tetrahydro-
4.6,7a,.9a.11-pentahydroxy-9- 6.2 uM
propyltetracene-5,12-dione
Guimarées LA, Jimenez PC,
Sousa TDS, Freitas HPS, Rocha
DD, Wilke HCT - 116 ( 21.6nM em HCT -116 /
DV, Martin J, Reyes F, Pessoa o wars 48h e 6.3nM em 72h) // MALME-3M r
ODL., Costa-Lotufo LV, BRA-090 Cromomicina A2 Cromomicina MALME-3M (16,7nM em  (melanoma 48h/72h
Chromomycin A2 induces 48h e 18,7nM em 72h) metastasico)

autophagy in melanoma cells

Fonte: Autor.

Apoés a catalogacéo inicial, os compostos foram novamente divididos em
outra tabela, desta vez por classe quimica. Isso possibilitou a remogéo de duplicatas,
além de uma primeira visualizagao da diversidade de compostos do MicroMarin.

Completada a catalogagao das moléculas de interesse, foi iniciada a fase
de desenho das estruturas para obtencdo dos cddigos SMILES, utilizados
posteriormente para a prospeccao in silico dos compostos. A constru¢cao da estrutura
das moléculas foi realizada com o auxilio da plataforma ChemDraw online

(https://chemdrawdirect.perkinelmer.cloud/js/sample/index.html#). Semelhante ao

aplicativo para Desktop, o ChemDraw permite o desenho de moléculas por meio de
elementos pré-definidos, como ligagées simples, anéis aromaticos, entre outros. Os
desenhos das estruturas quimicas das moléculas foram revisados pelo Dr. Francisco
das Chagas Lima Pinto, do Laboratério de Analise Fitoquimica de Plantas Medicinais
(LAFIPLAM), do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Ceara,
colaborador do grupo. A representagdo das estruturas como SMILES dos compostos,
descritos a seguir, foi criada também no ChemDraw para que pudéssemos analisa-
los nos bancos de dados.

O SMILES, do inglés “simplified molecular input line entry specification” é
um modo de representagao de estruturas quimicas somente com caracteres normais,
tipicos de teclados alfanuméricos. A descrigdo das estruturas é feita de forma unica,
de modo que moléculas diferentes ndo possam ter um codigo igual. A IUPAC adota o
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InChi (International Chemical Identifier) como o padrdao de representagdo de
estruturas, contudo, grande parte dos bancos de dados existentes utilizam os
SMILES. Desse modo, ao inserir o codigo SMILES nos bancos de dados, ele é
convertido em informagdes estruturais, que por sua vez sdo comparadas com a
estrutura de outras moléculas das plataformas, a fim de obter, por meio da
similaridade, possiveis alvos moleculares.

A fase seguinte ao desenho/obtengédo dos SMILES foi a prospecgao in silico
do potencial biotecnoldgico. Trés bancos de dados distintos, TargetNet, MolTarPred e
PassOnline foram utilizados.

O TargetNet (http://targetnet.scbdd.com/calcnet/index/), desenvolvido por

Yao e colaboradores (2016) verifica a interagdo da molécula inserida pelo usuario com
pelo menos 623 proteinas, presentes no banco de dados UniProt. Semelhante as
outras bases de dados consultadas para este trabalho, a plataforma se baseia no
metodo de relagéo estrutura-atividade (QSAR, do inglés Quantitative structure-activity
relationship). Ao adicionar a query molecule, por meio do codigo SMILES, a plataforma
calcula a possivel interagdo com as proteinas do banco e gera um arquivo
comparando a probabilidade de ligagdo com as 623 proteinas. Por se tratarem de
valores de probabilidade, os numeros variam entre 0.0 e 1.0, sendo 0.0 sem interagao
e 1.0 com maior probabilidade de o alvo ser verdadeiro (YAO et. al., 2016).

O TargetNet permite diferentes tipos de analises dentro do universo da
plataforma, podendo ser alterados tantos os modelos de analise, quanto o tipo de
fingerprints utilizados. Neste trabalho, foi utilizado o modelo AUC e o ECFP4
fingerprints. Yao et. al. (2016) sinaliza em seu artigo que o AUC €& o modelo com
melhores resultados, e o que melhor se relaciona com o ECFP4, que por sua vez € o
fingerprint mais popular, sendo sugerido pelo artigo como o que obtém as melhores
predigdes. Foi adicionado um limiar de corte de 0.9, a fim de filtrar uma quantidade
menor de targets e uma maior probabilidade de interacdo.

O MolTarPred (https://moltarpred.marseille.inserm.fr/), desenvolvido por

Péon e colaboradores (2019), por sua vez, utiliza o banco de dados ChEMBL para a
obtencéo de dados de pelo menos 4.550 targets e de mais de 600.000 biomoléculas
para comparacgéao de estrutura. Apds a entrada da query molecule por meio do cédigo
SMILES, a plataforma compara a estrutura inserida com as presentes no banco de
dados e gera um resultado relacionado as 10 moléculas mais semelhantes a inserida.

Os autores do site discorrem em seu artigo que pesquisas realizadas pelo grupo
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apontam que utilizar as 10 moléculas mais relacionadas aumentam a confiangca da
analise, de modo que se utilizada uma quantidade menor, pode-se prever menos alvos
que os esperados, e se utilizadas mais de uma dezena, aumenta-se a taxa de erro da
predicdo (PEON et. al., 2019).

Sobre os resultados no MolTarPred, apds o sistema escolher as moléculas
semelhantes, analisa os possiveis targets e gera um resultado com base na
confiabilidade (no termo em inglés, reliability), numa escala de 1 a 10. Onde o primeiro
nivel significa que 10% das moléculas comparadas geram hits com o alvo, e o ultimo
significa que todas as moléculas comparadas geraram hits. Moléculas que obtém um
valor 10 nas analises, possuem cerca de 93% de chances de serem um target
verdadeiro (PEON et. al., 2019). A fim de padronizar os resultados nas trés bases de
dados, consideramos neste trabalho apenas os targets que obtiveram notas 9 e 10 de
confiabilidade na plataforma.

Por fim, o PassOnline (http://www.way2drug.com/passonline/predict.php)

(FILIMONOV et. al., 2014) prevé a possivel atividade bioldgica, incluindo toxicidade,
das moléculas inseridas. Os calculos baseados na relagao estrutura-atividade utilizam
moléculas de varios bancos de dados, em fases clinicas e pré-clinicas de estudo, de
modo que contenham informacdes sobre os efeitos terapéuticos e adversos. Ao invés
de utilizar os fingerprints para representagcao das moléculas, o site utiliza um método
de representagao desenvolvido pelos proprios autores, a “vizinhangas multiniveis de
atomos”, ou MNA, do inglés multilevel neighborhoods of atoms. Nesse método de
assinatura, os tipos de ligacdo nao sao considerados e os hidrogénios podem ou nao
ser incluidos, a depender de sua valéncia e carga parcial (FILIMONOQV et. al., 2014).

Além de prever a possivel atividade bioldgica, e ndo apenas os targets, o
PassOnline tem como diferencial a geragado de duas probabilidades: A de a molécula
ser ativa (Pa) para a funcdo, e a de ser inativa (Pi). Os calculos para a obtencéo
dessas estatisticas se baseiam na abordagem Bayesiana e é matematicamente
discutida no artigo de langamento da plataforma (FILIMONOV et. al., 2014).

Os métodos de saida do site permitem adicionar thresholds de
probabilidade de Pa maiores que 0,3 e maiores que 0,7, sendo esta ultima a escolhida
por grande parte dos trabalhos que utilizam a plataforma por ser mais estringente.
Também é possivel selecionar apenas moléculas cuja probabilidade de ser ativa
supera a de nao o ser. Para este trabalho, consideramos apenas os hits cuja Pa fosse
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maior que Pi e maior que 0,9, com o intuito de padronizar com as outras duas
plataformas utilizadas.

Os resultados foram adicionados em tabelas, considerando os resultados
de cada molécula obtida no levantamento bibliografico em cada uma das trés
plataformas. De modo a organizar a planilha, as estruturas catalogadas também foram
divididas em secbes com 1 ou mais classes, a depender da quantidade de
representantes. Esses primeiros resultados permitiram a visualizagdo do potencial
biotecnolégico geral das moléculas do MicroMarin. O primeiro capitulo deste trabalho
propde uma analise inicial da riqueza e diversidade quimica e biotecnolégica das
bactérias produtoras de compostos citotdxicos do banco de microrganismos do grupo

de pesquisa.
4.3 Resultados

4.3.1. Levantamento Bibliografico

Para a construcao deste trabalho, foram consultados 21 trabalhos, sendo 9
artigos publicados em perioddicos, 3 monografias, 5 dissertagdes, 2 teses e 2 artigos
ainda nao publicados. Esses trabalhos foram escolhidos por se tratarem de
publicagdes de membros do grupo de pesquisa que envolvem moléculas identificadas
em bactérias marinhas. A relacdo dos trabalhos, incluindo as publicacbes onde
aparecem, as cepas utilizadas e as moléculas estdo presentes no APENDICE A.
Informacgdes de citotoxicidade das moléculas isoladas também foram adicionadas,
bem como as linhagens testadas e o tempo de incubac&o dos ensaios. No APENDICE
A também estdo presentes moléculas de artigos ainda n&o publicados, que foram

considerados para esta monografia por ndo se tratarem de moléculas inéditas.

4.3.2. Perfil das bactérias do banco

Trinta cepas foram utilizadas pelos trabalhos consultados, como ilustra a
tabela 1. Encontram-se microrganismos isolados a partir de sedimentos ou de
invertebrados marinhos como as espécies de ascidias (Chordata, Ascidiacea)
Eudistoma vannamei e Euhermania sp. e dos corais (Cnidaria, Anthozoa) Palythoa
caribaeorum, Palythoa variabilis e Zoanthus sociatus. As amostras foram coletadas ao
longo do nordeste brasileiro, desde praias do Ceara, como Taiba, Pecém e Mucuripe,
aos arquipélagos de Sao Pedro e Sdo Paulo (ASPSP) e de Fernando de Noronha,
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pertencentes ao Estado de Pernambuco. As unicas cepas representadas que nao
pertencem ao Nordeste s&o provenientes das ilhas de Trindade e Martim Vaz, territorio
do Estado de Espirito Santo, na Regido Sudeste do Brasil.

Tabela 1. Relagao das cepas utilizadas nos trabalhos consultados. (continua)

Cepa Género da Bactéria Onde foi isolada Local
BRA - 006 - Eudistoma vannamei Taiba-CE
BRA - 007 | Pseudoalteromonas Sedimento Taiba-CE
BRA - 010 Micromonospora Eudistoma vannamei Taiba-CE
BRA - 016 Streptomyces Sedimento Mucuripe - CE
BRA - 022 Micromonospora Sedimento Pecém-CE
BRA - 034 - Palythoa caribaeorum Taiba-CE
BRA - 035 Streptomyces Palythoa variabilis Taiba-CE
BRA - 036 - Palythoa variabilis Taiba-CE
BRA - 060 Streptomyces Palythoa variabilis Taiba-CE
BRA - 090 Streptomyces Sedimento Paracuru-CE
BRA - 132 Salinispora Sedimento ASPSP
BRA - 177 Actinomadura Sedimento ASPSP
BRA - 199 Streptomyces Sedimento ASPSP
BRA - 203 Halomonas Sedimento ASPSP
BRA - 213 Salinispora Sedimento ASPSP
BRA - 342 Pseudovibrio Euherdmania sp. Taiba-CE
BRA - 346 Streptomyces Euherdmania sp. Taiba-CE
BRA - 383 - Palythoa variabilis Paracuru-CE
BRA - 384 Streptomyces Palythoa caribaeorum Paracuru-CE

: Fernando de
BRA - 399 Streptomyces Sedimento Noronha-PE
. Trindade e Martim
BRA - 479 - Palythoa caribaeorum Vaz-ES
. Trindade e Martim
BRA - 480 - Palythoa caribaeorum Vaz-ES
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Tabela 1. Relagao das cepas utilizadas nos trabalhos consultados. (conclusao)

. Trindade e Martim
BRA - 481 - Palythoa caribaeorum Vaz-ES
BRA - 489 Micromonospora Palythoa caribaeorum UIIAEEGSE & M
Vaz-ES
) Trindade e Martim
BRA - 490 - Palythoa caribaeorum Vaz-ES
, Fernando de
BRA - 535 - Zoanthus sociatus Noronha-PE
BRA — 551 - Zoanthus sociatus Fernando de
Noronha-PE
BRA - 585 - Palythoa variabilis Taiba-CE
BRA - 612 Pseudovibrio Sedimento Taiba-CE
BRA - 617 - Zoanthus sociatus Atol das Rocas-RN

Fonte: Autor.

Dos sete géneros de bactérias identificados, quatro (Actinomadura,

Micromonospora, Salinispora e Streptomyces) sao actinomicetos, bactérias Gram-

positivas que apresentam crescimento filamentoso. Os outros trés géneros

(Halomonas, Pseudoalteromonas e Pseudovibrio) sao bactérias Gram-negativas.

4.3.3. Moléculas identificadas

O levantamento realizado permitiu a catalogacdo de 97 moléculas,

pertencentes a 17 classes quimicas distintas. As figuras seguintes apresentam as

moléculas apresentadas por classe quimica. A figura 4 ilustra as prodigininas, das

quais sete moléculas foram avaliadas nos trabalhos consultados.
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Figura 4. Prodigininas identificadas no MicroMarin.
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Fonte: Autor.

A figura 5 representa as estruturas das seis piericidinas encontradas nos
trabalhos consultados. A figura 6 ilustra as 13 dicetopiperazinas que apareceram nos

diversos trabalhos publicados pelo grupo



Figura 5. Piericidinas identificadas no MicroMarin.

OH
OH ) 28
x X Z 2 o

7 - desmetil - piericidina A1

Piericidina D1

Fonte: Autor.

Piericidina C1

OH

HOLA g P

N ™ = N~ O

Glucopiericidina A1

38



39
Figura 6. Dicetopiperazinas identificadas no MicroMarin.
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Fonte: Autor.

As figuras 7 e 8 representam as cromomicinas identificadas nos trabalhos
do grupo.
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Figura 7. Cromomicinas (parte 1) identificadas no MicroMarin.
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Figura 8. Cromomicinas (parte 2) identificadas no MicroMarin.
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As figuras 9, 10 e 11, apresentam, na ordem, as estruturas das

antraciclinonas, estaurosporinas e salinicetais. A figura 12 apresenta as rifamicinas.

Figura 9. Antraciclinonas identificadas em bactérias do MicroMarin.
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Fonte: Autor.

Figura 10. Estaurosporinas identificadas em bactérias do MicroMarin.
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Fonte: Autor.
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Figura 11. Salinicetais identificados em bactérias do MicroMarin.
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Figura 12. Rifamicinas identificadas em trabalhos do MicroMarin.
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As figuras 13 e 14 apresentam as estruturas das isatinas e das

nafitoquinonas identificadas nos trabalhos com bactérias do MicroMarin.

Figura 13. Isatinas identificadas em trabalhos do MicroMarin.
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Figura 14. Nafitoquinonas identificadas em trabalhos do MicroMarin.
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A figura 15 apresenta as estruturas das moléculas derivadas de

aminoacidos identificadas nos trabalhos do MicroMarin.

Figura 15. Bases nitrogenadas identificadas do MicroMarin.
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Fonte: Autor.

A figura 16 apresenta a estrutura das enterocinas e acidos biliares.



Figura 16. Estrutura das enterocinas e acidos biliares identificados no

MicroMarin.
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Fonte: Autor.
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As figuras 17 e 18 apresentam as amidas identificadas em trabalhos do

MicroMarin.



Figura 17. Amidas identificadas no MicroMarin. Parte 1.
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Figura 18. Amidas identificadas no MicroMarin. Parte 2.
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Por fim, a figura 19 apresenta as moléculas diversas identificadas no

MicroMarin.
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Figura 19. Moléculas de classes diversas identificadas no MicroMarin.
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A distribuicdo das moléculas entre as diferentes classes quimicas esta
representada na figura 20. As classes mais representativas foram as cromomicinas e
as dicetopiperazinas e as amidas, ambas com 13,4% do total de compostos. Bases
nitrogenadas também foram representativas, totalizando 9,3% do total. As

prodigininas representam 7,2%.
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Figura 20. Distribuicdo das moléculas identificadas por classe quimica.
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Fonte: Autor.

O APENDICE B apresenta a lista das moléculas identificadas, as cepas

onde aparecem e os codigos SMILES utilizados para o target fishing.

4.3.4. Prospecgao de possiveis alvos por target fishing

O APENDICE C deste trabalho retine os resultados da prospecgcéo in silico
do potencial biotecnoldgico das moléculas identificadas. As moléculas foram divididas
em secgdes agrupadas por classes quimicas e cada estrutura contém os hits de cada
uma das trés plataformas utilizadas.

Utilizando um Threshold de 0.9 para as plataformas TargetNet e
PassOnline e um valor de confianca acima de 9 para o MolTarPred, foram
identificados um total de 2662 alvos nas trés plataformas, considerando que um
mesmo alvo pode se repetir em diferentes moléculas. A figura 21 ilustra os numeros
de hits considerando cada uma das trés bases de dados. O TargetNet apresentou a
maior quantidade de alvos, relacionando as moléculas adicionadas com 2329
possiveis alvos moleculares; a segunda plataforma com mais resultados foi o
PassOnline, com 314 hits. Por ultimo, com apenas 19 resultados entre as 97
moléculas, esta a plataforma MolTarPred.
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Figura 21. Numero de hits por banco de dados.
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Fonte: Autor.

Uma analise mais aprofundada entre os alvos no TargetNet, permitiu a
construgéo da figura 22, que ilustra as diferentes classes proteicas que interagiram
com as moléculas do grupo. Das 1358 proteinas distintas apresentadas em nosso
levantamento, 626 (46,1% do total) pertencem a classe dos receptores, 231 (17%) sao
hidrolases e 187 (13,8%) s&o translocases.

Utilizamos o TargetNet para esta caracterizagao por se tratar da plataforma
mais representativa em nossas investigagdes. Dos 626 receptores identificados, 367
(58,7%) interagiram com as dicetopiperazinas. Essas moléculas também foram as
mais representativas quando analisadas as interagdes com hidrolases: Entre os 231
targets identificados, 72 (31,2%) apresentaram interagdes com a classe. Por fim, entre
as 187 translocases presentes na analise, 116 (62%) demonstraram interagdo com as

estaurosporinas.
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Figura 22. Classe proteica dos targets identificados na plataforma TargetNet.
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4.4. Discussao

4.4.1. Bactérias do MicroMarin

Entre os sete taxons de bactérias identificados neste trabalho, quatro
géneros - Actinomadura, Micromonospora, Salinispora e Streptomyces - pertencem
as bactérias Gram-positivas, especificamente ao grupo dos actinomicetos ou
actinobactérias.

O grupo, pertencente a ordem Actinomycetales, esta entre as maiores
unidades taxondmicas do dominio Bacteria. Elas s&o, na sua maioria, organismos de
vida livre, e podem ocupar uma ampla variedade de ecossistemas, terrestres e
aquaticos. O grupo é considerado uma forma transicional entre bactérias e fungos,
devido a capacidade de alguns de seus representantes de formarem micélios e se
reproduzirem por esporulagdo. Apesar dessas semelhangas ecoldgicas, toda a
morfologia celular e organizagdo do material genético desses individuos é
caracteristico dos procariontes, apresentando um DNA circular disperso no citoplasma
e uma parede de peptidoglicano, caracteristico das bactérias Gram-positivas (BARKA
et. al., 2015).
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Os actinomicetos existem em uma grande variedade de habitats, de modo
que O grupo possui uma extensa faixa de tolerancia entre diversas variaveis
ambientais, tais como umidade, temperatura, valores de pH, salinidade, entre outros
(ZENOVA et. al., 2011). A maioria dos actinomicetos conhecidos habita nos solos,
especialmente nos alcalinos, com uma faixa de pH entre 6 e 9, sendo uma parte
importante da microbiota desses locais (BARKA et. al., 2015). Todavia, muitas dessas
bactérias sdo adaptadas para a vida no ar e nos corpos aquaticos, marinhos e de agua
doce. Alguns actinomicetos possuem caracteristicas mais extremofilas, sendo
possivel encontrar espécies termofilas vivendo em ambientes como a Antartica
(MEVS et. al., 2000).

Alguns actinomicetos podem se associar a organismos marinhos, tanto a
invertebrados como corais, esponjas e equinodermos, quanto a vertebrados como o
baiacu. Essas interagdes podem ter sido essenciais para a evolugido da producgao de
metabdlitos secundarios, importantissimos para relagées ecolégicas como defesa
quimica e competicdo intra e interespecificas (JAGANNATHAN et. al., 2021). Além da
interagcdo com invertebrados marinhos sésseis, actinomicetos também podem ser
encontrados no pléncton e em biofilmes (GHANEM et. al., 2000).

Dentro do contexto biotecnoldgico, a produgao de metabdlitos secundarios
pelos actinomicetos € extremamente explorada por diversos ramos da industria, desde
a agricultura a aplicagbes medicinais. O grupo é especialmente importante na
producdo de antibidticos, de modo que cerca de 80% desses metabdlitos séo
produzidos por bactérias do grupo, especificamente pelo género Streptomyces, dos
quais 50% dos antibidticos clinicamente relevantes foram identificados (VAN DER
HEUL et. al., 2018).

Moléculas encontradas neste levantamento, como a salinosporamicina A,
produzida pela cepa BRA-213, pertencente ao género Salinospora, sdo conhecidas
pela literatura por seu potencial anticancer. Um potente inibidor de proteassoma, a
salinosporamicina A pode atuar evitando a degradagao de proteinas importantes na
regulagéo do ciclo celular, evento comum de ocorrer na desordem celular ocasionada
pelas neoplasias (FELING et. al., 2003). Outras moléculas com potencial antitumoral
foram identificadas de actinomicetos, tais como actinofuranonas e dicetopiperazinas
como a ciclo (L-Pro-L-Met) (JAGANNATHAN et. al., 2021).
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Além dos actinomicetos, o levantamento bibliografico dos trabalhos
relacionados ao MicroMarin permitiu a identificagcdo de trés outros géneros de
bactérias, todas gram negativas: Halomonas, Pseudoalteromonas e Pseudovibrio.

O género Halomonas é composto por bactérias estritamente aerdbicas ou
anaerobicas facultativas, halofilicas ou halotolerantes. As cepas desse grupo s&o
isoladas de ambientes marinhos, ou de aguas com salinidade alta ou hipersalinas. Do
ponto de vista biotecnoldgico, o género € explorado para a producdo de
exopolissacarideos, emulsificantes e ainda ¢é utilizado em processos de
biorremediagdo (VENTOSA et. al., 2021). A literatura ainda indica que o género é
conhecido por possuir caracteristicas antibiéticas e citotéxicas (DIAZ-CARDENAS et.
al., 2017). Mata et. al. (2016) associa a produgéo de exopolissacarideos a muitas das
atividades biologicas do género. A cepa 203 do MicroMarin é associada a bactéria
Halomonas sp., e permitiu a identificagdo de dicetopiperazinas, acidos biliares e
derivados de aminoacidos.

O género Pseudoalteromonas consiste em bactérias marinhas, Gram-
negativas flageladas. O grupo é conhecido pela produgao de prodigininas, metabdlitos
secundarios com coloragdo avermelhada conhecidos pelo potencial antibi6tico,
antitumoral, entre outros. O género também aparece na literatura como produtor de
tambjaminas, moléculas com coloragdo amarelada, semelhantes as prodigininas em
estrutura. As bactérias do género estdo geralmente associadas a organismos como
algas, tunicados e esponjas, mas podem ser de vida livre (SAKAI-KAWADA et. al.,
2019). A cepa BRA-007 foi identificada como uma espécie de Pseudoalteromonas, e
esta relacionada ao isolamento da molécula prodigiosina, do grupo das prodigininas.

Por fim, o género Pseudovibrio € composto por bactérias marinhas,
heterotréficas, Gram-negativas e anaerdbicas facultativas (SHIEH et. al., 2004). O
grupo foi notificado como produtor de prodigininas, como a heptilprodigiosina
(SERTAN-DE GUZMAN et. al., 2007). Bacteérias desse grupo foram identificadas tanto
a partir de amostras de sedimento (cepa BRA-612) quanto associadas a ascidias do
género Euherdmania (cepa BRA-342). A cepa coletada em sedimento levou a
identificacdo da molécula de heptilprodigiosina, enquanto a bactéria associada ao

tunicado levou a identificacdo de prodigiosina.
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4.4.2. Moléculas identificadas

Todas as moléculas identificadas neste trabalho foram provenientes de
extratos citotoxicos. A investigagcado do potencial citotoxicidade € decorrente da area
de pesquisa dos laboratorios membros do MicroMarin, que buscam produtos naturais
marinhos potencialmente citotdxicos para o combate a neoplasias.

De fato, grande parte das moléculas identificadas, apos passarem pela
investigacao de target fishing interagiam com alvos relacionados a proliferagéo celular,
ou eram denominados como antineoplasicos pela plataforma PassOnline, que
relaciona a molécula inserida com possiveis atividades biologicas. Alvos como a
Caspase 9, que interagiu com as prodigininas e € responsavel pela regulacdo dos
processos de apoptose (BRENTNALL et. al.,, 2013) apareceram durante todos os
resultados.

Entre as classes identificadas, destacam-se as dicetopiperazinas, as
amidas, as cromomicinas e as prodigininas. Essas classes, juntas, correspondem a
quase metade de todas as estruturas identificadas neste trabalho.

As dicetopiperazinas sao os derivados de aminoacidos mais comuns
encontrados na natureza. Essas moléculas consistem em dois ou mais aminoacidos
unidos por ligagdes néo peptidicas. Por serem moléculas relativamente simples e
estaveis, as dicetopiperazinas sao vistas como potenciais para o desenvolvimento de
moléculas terapéuticas. Estudos em painéis de células tumorais demonstraram que
essas estruturas possuem efeitos citotoxicos (VAN DER MERWE et. al., 2008).

As amidas sdo compostos nitrogenados importantes dentro da quimica. As
amidas derivadas de nafitoquinonas ativas sao conhecidas da literatura por
apresentarem diversos potenciais biotecnologicos, desde antimicrobiano a antitumoral
(JORDAO et. al, 2013; SILVA et. al, 2020) Estudos como o de Sreelatha e
colaboradores (2014) evidenciam, através de estudos em linhagens celulare HelLa e
SAS e de metodologias in silico, o potencial citotoxico de amidas derivadas de
naftoquinonas (SREELATHA et. al., 2014).

As cromomicinas, especialmente a cromomicina A3 é um conhecido
antibiotico com potencial anticancer. Essas moléculas sdo capazes de formar dimeros
com cations divalentes como o magnésio, ligando-se nas sequéncias ricas de
citosinas e guaninas no DNA, impedindo sua transcrigao e replicagao. Devido a alta
toxicidade, o produto natural ndo € indicado no tratamento de neoplasias (MURASE
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et. al., 2018), entretanto, estudos do grupo tém indicado que algumas dessas
moléculas podem ter mecanismos de morte especificos, como a cromomicina A5, que
pode induzir morte celular imunogénica em melanoma metastatico (FLORENCIO et.
al., 2021) e a cromomicina A2, que induz autofagia, também em células de melanoma
(GUIMARAES et. al., 2014). O MicroMarin tem permitido a identificag&o/isolamento de
cromomicinas, como as 13 moléculas adicionadas no levantamento deste trabalho.
Moléculas aparentemente inéditas estdo sendo identificadas pelo grupo.

Um fato interessante a discutir em relagdo as cromomicinas € que essas
moléculas sdo conhecidas por interagir com o material genético, e ndo com compostos
proteicos. Desse modo, os bancos de dados utilizados neste trabalho ndo conseguem
prever alvos tradicionalmente relacionados a essas estruturas. Todavia, a pesquisas
de targets nas bases de dados relacionaram as estruturas identificadas por nosso
grupo a molécula HSP90 - alpha. Esta proteina € uma chaperona que promove a
maturagdo, manutengao estrutural e regulacao de proteinas envolvidas no controle do
ciclo celular e na transdugéao de sinais (MITAL; RAJALA, 2020). A HSP90 — alpha esta
relacionada tanto a processos imunes, quanto inflamatérios, levando a secregao por
monocitos de moléculas importantes para a morte celular, como o TNF, ou fator de
morte tumoral (GALLUZZI et. al., 2020). O trabalho de Floréncio e colaboradores
(2020), evidenciou a indugédo de morte celular imunogénica pela cromomicina A5, sem
especificar com certeza os alvos envolvidos no processo. Na investigacdo deste
trabalho, a cromomicina A5 pareceu interagir com a HSP-90. Investigagbes futuras
podem determinar se este alvo € modulado pela cromomicina A5 durante o processo
de morte imunogénica.

As prodigininas s&o conhecidas da literatura por induzir apoptose por meio
da acidificacdo do meio intracelular. Essas moléculas atuam no simporte de H+/CI-
através de membranas bioldgicas (KAWAUCHI et. al., 2008). Estudos recentes como
o de Zheng et. al. (2021) também relacionam essas moléculas a deflagracdo de morte
por autofagia. Sete moléculas da classe foram catalogadas na realizagdo deste
trabalho.

Quanto a abordagem de target fishing, a maioria das moléculas de uma
mesma classe interagia com os mesmos hits, muitas vezes tendo apenas o valor
estatistico alterado. Esse resultado corroborou com o esperado pela literatura, pois
como Galati et. al. (2021) afirma, é esperado que moléculas com estruturas

semelhantes, desenvolvam fung¢des bioldgicas parecidas.
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A vasta quantidade de dados obtida, mesmo com um threshold de 0,9 é
uma das caracteristicas do target fishing por comparagdo de similaridade. Nosso
trabalho levantou 2662 alvos entre as 97 moléculas. Essa alta quantidade de variaveis
pode levar a descoberta de falsos targets (GALATI et. al., 2021; MAIA et. al., 2020). A
fim de diminuir a probabilidade de erros, escolnemos para a discussao no capitulo
posterior apenas os targets que apareceram em mais de uma plataforma para a

mesma molécula.
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5. CAPITULO 2 - CARACTERIZAGAO E DISCUSSAO DOS TARGETS EM
DESTAQUE

5.1. Introducgao

Pode-se definir cancer com um conjunto heterogéneo de mais de 100
doengas que culminam com o crescimento desordenado de células, que podem
invadir tecidos vizinhos ou se espalhar, por meio da corrente sanguinea, para 6rgaos
distantes (INCA, 2020). O cancer pode se desenvolver em praticamente todas as
partes do corpo, visto que o processo de divisao celular € natural para a maioria das
células saudaveis. Células normais crescem e sofrem divisao, formando novas células
quando necessarias. Ao envelhecerem ou apresentarem algum erro no
desenvolvimento, elas morrem e sdo substituidas por outras. Quando esses
mecanismos s&o prejudicados, células danificadas podem se proliferar, levando a
formagdo de tumores. Enquanto tumores benignos (ndo considerados cancer)
possuem um crescimento n&o invasivo, geralmente em taxas baixas e apresentam-se
bem delimitados por uma capsula fibrosa, os tumores malignos possuem natureza
infiltrativa, células indiferenciadas e geralmente apresentam taxa de crescimento
superior aos benignos (NCI, 2021).

Células malignas sao diferentes de células saudaveis em diversos
aspectos. Primeiramente, enquanto células normais necessitam de estimulos para
que iniciem o processo de replicacao celular, as cancerosas crescem na auséncia
desses sinais, e sdo capazes de ignorar sinais que as guiariam para a morte celular
programada (apoptose) ou interrup¢do do ciclo celular. Células danificadas
normalmente s&o eliminadas pelo sistema imunoldgico, todavia, alguns tumores sao
capazes de se esconder das células de defesa, ou até convencé-las a proteger o
tumor ao invés de ataca-lo (NCI, 2021).

Hanahan & Weinberg (2011) determinaram as marcas registradas do
cancer, com o intuito de promover um principio organizador capaz de facilitar o
entendimento da complexidade das doencas neoplasicas (figura 23). A medida que
células saudaveis vao se tornando malignas, elas adquirem essas caracteristicas por
meio de varias etapas. Em suma, adquiri-las é essencial para que as células tumorais
possam continuar crescendo, vencendo as defesas do sistema imune e colonizando
tecidos e 6rgaos (HANAHAN & WEINBERG, 2011).
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Figura 23. Marcas registradas adquiridas pelas células malignas.
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Fonte: Traduzido de Hanahan & Weinberg (2011).

O cancer € considerado o principal problema de saude publica do mundo,
habitando entre as quatro principais causas de morte prematura - antes dos 70 anos
de idade - na maioria dos paises. A incidéncia tem aumentado em parte pelo aumento
e envelhecimento da populagdo, como pela mudancga na distribuigao e prevaléncia de
fatores de risco associados. Ao observar as estatisticas da doenga em paises em
desenvolvimento, € possivel notar o declinio de canceres relacionados a processos
inflamatdrios, ao ponto que os relacionados a habitos associados a urbanizagao
(alimentacdo inadequada, sedentarismo, entre outros) aumentam. Esses fatores de
risco estdo associados também a doencgas cardiovasculares, outra das principais
causas de mortalidade ao redor do mundo (INCA, 2020).

O triénio 2020-2022, estimativa vigente para os casos de cancer no Brasil,
aponta que ocorrerao cerca de 625 mil novos casos da doenca. O cancer de pele nao
melanoma sera o mais incidente, seguido pelos de mama e prostata, colon e reto,
pulmao e estbmago. A figura 24 relaciona os tipos de céancer, excetuando o de pele
nao melanoma, considerando o sexo dos pacientes. Individuos do sexo masculino
sofrerdo mais com canceres de prostata, colon e reto, pulmao, estbmago e cavidade

oral. Individuos do sexo feminino lidardo principalmente com canceres de mama,
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célon e reto, colo do utero, pulmao e tireoide. O cancer de pele ndo melanoma
acometera cerca de 29,5% das pacientes femininas, enquanto a taxa em homens

devera representar 27,1% do total de neoplasias (INCA, 2020).

Figura 24. Distribuigcdo proporcional da previsado de incidéncia de cancer, exceto de

pele ndo melanoma, para o triénio 2020-2022 por sexo.

Prostata 65.840 29,2% Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e Reto 20.540 9,1% Homens Mulheres Colone Reto 20470  92%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.760  7,9% Colo do utero 16.710  7,5%
Estéomago 13.360 5,9% Traqueia, Bronquio e Pulmao 12440 5,6%
Cavidade Oral 11.200  5,0% Glandula Tireoide 11.950 54%
Eséfago 8.690 3,9% Estémago 7870 3,5%
Bexiga 7590 3,4% Ovario 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5450 2,4%
Leucemias 5920 2,6% Sistema Nervoso Central 5230 2,3%

* Nameros arredondados para mdltiplos de 10

Fonte: INCA (2020).

Os produtos naturais tém sido amplamente pesquisados como alternativas
multi-targets para o tratamento de doencas multifatoriais. Sabendo que doencas
complexas possuem grandes chances de desenvolverem mecanismos de resisténcia
quando a perturbagcdo se da em apenas um alvo, os PNs podem ser alternativas
viaveis para o tratamento de enfermidades como o cancer.

Na oncologia, a pesquisa por produtos naturais permitiu que a classe se
tornasse responsavel por cerca de 65% dos farmacos anticancer. Farmacos como a
doxorrubicina, o paclitaxel, a vincristina e a vimblastina sdo geralmente utilizados
como primeira escolha para algumas neoplasias. Dentro da classe dos PNs, os
produtos de origem marinha tém ganhado atengdo nas ultimas décadas. Como
discutido na introdugcdo desta monografia, as caracteristicas ambientais unicas
enfrentadas por organismos marinhos, permitiram a formagdo de uma ampla
diversidade de substancias citotoxicas, que podem ser utilizadas como forma de
tratamento de canceres (JIMENEZ et. al., 2020; PERDICARIS et. al., 2013).

A prospeccéo in silico de candidatos a moléculas anticancer tem se tornado
cada vez mais util, a fim de economizar recursos e tempo. Diversas formas de target
fishing podem ser aplicadas na pesquisa de alvos, entre eles a mineracéo de dados

(do inglés data mining), docking reverso, e pesquisas de similaridade molecular, como
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utilizado neste trabalho. Plataformas publicas como o PubChem e o banco de dados
do NCI podem fornecer estruturas para programas de docking ou alimentar sites de
analise de similaridade (JENKINS et. al., 2006). Exemplos como o trabalho de Chen
e colaboradores (2017), que previu por docking reverso a acao antitumoral de
produtos naturais marinhos, sinalizam que aplicagdes in silico podem ser importantes
ferramentas para filtrar candidatos a abordagens experimentais ou promover o
reposicionamento de drogas nao aprovadas pelas agéncias regulatorias de
medicamentos (CHEN et. al., 2017).

Este € o primeiro trabalho do grupo do MicroMarin a investigar o potencial
biotecnolégico das moléculas identificadas no banco por meio de ferramentas in silico,
visto que o interesse principal das pesquisas no grupo € a investigacao in vitro do
potencial citotoxico dos extratos bacterianos, visando o isolamento e caracterizagao
de compostos com atividade antitumoral. Moléculas em destaque nesta monografia
poderao ser utilizadas em outras abordagens in silico e/ou novos experimentos in vitro

a fim de melhor caracterizar seus mecanismos de agao.

5.2. Resultados

A secéao de resultados do capitulo anterior apresenta os dados obtidos apés
o target fishing das moléculas sintetizadas pelas bactérias do MicroMarin. Utilizando
em trés plataformas distintas um threshold similar de 0,9, foi possivel obter um vasto
universo de possiveis alvos moleculares, relacionados ou ndo a natureza citotoxica
dos extratos nos quais as moléculas foram identificadas. Para este capitulo, vamos
discutir de forma mais detalhada apenas os destaques da primeira fase deste projeto.
Entre as 17 classes quimicas levantadas, duas obtiveram os mesmos hits em mais de
uma plataforma de target fishing, as dicetopiperazinas e as estaurosporinas.

A tabela 2 relaciona as moléculas que apresentaram hits duplicados, suas
classes quimicas, os alvos moleculares com os quais interagiram e as plataformas em
que as interagdes ocorreram. Enquanto somente duas entre as 13 dicetopiperazinas
apresentaram interagbes com o mesmo receptor (o opidide do tipo kappa), as
estaurosporinas interagiram com cinco targets distintos, e apresentaram algumas
interse¢des entre as cinco moléculas identificadas, de modo que todas foram ativas
em pelo menos um alvo molecular. Todos os cinco alvos identificados para as

estaurosporinas sdo quinases, sendo trés subtipos de quinases C e uma quinase
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ribossomal do tipo S6. O quinto alvo molecular € um receptor do fator de crescimento

epidérmico erbB1.

Tabela 2. Moléculas cujos alvos se repetiam em mais de uma plataforma de farget
fishing.

Molécula Classe Quimica Alvos Plataformas

Ciclo (Trp-trans-Pro
clo (Trp ) _ . _ Receptor opidide do tipo TargetNet e
Dicetopiperazinas

Ciclo (Trp-cis-Pro) kappa MolTarPred

N-metil-estaurosporina Receptor do fator de TargetNet e

crescimento epidérmico

MolTarPred
erbB1;Proteina
. ] (Fator erbB1);
ribossomal S6 quinase
o _ TargetNet e
N-metil-hidroéxi- beta-1; Quinase C do )
. _ _ PassOnline
estaurosporina tipo beta, Quinase C do .
_ _ . (demais
tipo epsilon, Quinase C
alvos).

do tipo gama

Estaurosporina Estaurosporinas Proteina ribossomal S6

quinase beta-1; Quinase
C do tipo beta, Quinase

N-carboxamida- . _
C do tipo epsilon,

estaurosporina
° Quinase C do tipo gama 1argetNete

PassOnline

Proteina ribossomal S6

o . quinase beta-1; Quinase
Hidroxi-estaurosporina . ,

C do tipo beta, Quinase

C do tipo epsilon

Fonte: Autor.

Todos os alvos identificados possuem relagdo com o surgimento de
neoplasias, e podem ser alvos potenciais para o tratamento de canceres. Na secao

seguinte, eles serdo discutidos com base na literatura.
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5.3. Discussao

As dicetopiperazinas (DKP) s&do os menores peptideos ciclicos existentes
na natureza, e sdo formadas pela reagcdo de condensacao de dois alfa-aminoacidos.
Essa reagao € catalisada por duas enzimas principais, a nao-ribossomal peptideo
sintetase (NRPS) e a ciclopeptideo sintetase. Quando comparadas com os peptideos
lineares, as DKPs exibem uma maior estabilidade enzimatica e rigidez molecular.
Zhao et. al. (2020) discute que o anel 2,5 dicetopiperazina, estrutura base do grupo,
apresenta muitos locais que permitem a formagéao de ligagdes de hidrogénio, incluindo
tanto sitios aceptores, quanto doadores. O autor ainda discute que as ligagdes de
hidrogénio sdo uma das interagdes intermoleculares mais importante na relagéo entre
farmacos e seus alvos moleculares, visto que sao ligagdes fortes, mas temporarias
(SONG et. al., 2021; ZHAO et. al., 2020).

Na natureza, essa classe de moléculas é produzida por bactérias para a
realizacao de quorum sensing. Esses processos visam a comunicagao celular entre
0s microrganismos, a fim de responder metabolicamente as condigbes ambientais
oscilantes (ZHU et. al., 2019). As moléculas sinalizadoras liberadas pelas células
nesse processo podem ser denominadas de autoindutores. Em situagdes
desfavoraveis, quando a concentracdo de autoindutores atinge um patamar critico,
podem levar a regulagédo da expressao génica nessa populagao, fazendo com que os
diversos organismos se comportem como um superindividuo (ZHU et. al., 2019).

As caracteristicas quimicas, e a disponibilidade das moléculas de DKPs
permitiram que as estruturas tenham sido bastante estudadas ao redor do mundo, de
modo que até agosto de 2012, cerca de 150 patentes globais estavam relacionadas a
classe quimica e seus derivados sintéticos. Embora as DKPs sejam globalmente
pesquisadas, existem poucas revisdes sintetizando as descobertas cientificas dos
compostos, a menos quando relacionados a nichos especificos. Por exemplo, a ultima
revisdo sobre o grupo é da autoria de Song e colaboradores (2021), e o artigo se
atenta a discutir as DKPs provenientes dos ecossistemas marinhos. Haja vista que os
trabalhos de nosso grupo de pesquisa possuem justamente o foco de prospecgéo de
produtos naturais provenientes do mar, esta revisdo permitiu um vasto entendimento
das DKPs. (APOSTOLOPOULOS et. al., 2021; SONG et. al., 2021; WANG et. al.,
2013).
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As DKPs possuem um amplo espectro de atividades biologicas, desde
moléculas antivirais, antimicrobianas, anti-inflamatérias, antiplasmidiais e antitumorais
(BHATTACHARYA et. al., 2019; BUEDENBENDER et. al., 2016; OU et. al., 2016).
Dentro do recorte do potencial anticancer, podemos citar a plinabulina (Figura 25), um
farmaco com potencial neoplasico em processo de aprovagdo pelas agéncias
reguladoras. A molécula, derivada de uma dicetopiperazina isolada do fungo
Aspergillus sp., € um potente agente despolimerizador de microtubulos, apresentando
otimos resultados de citotoxicidade em diversas linhagens tumorais, desde cancer de
cbélon em camundongos, a carcinomas de pulmao humano. Estudos recentes também
apontam que a molécula pode atuar na polarizagao de macrofagos, fazendo com que
monocitos tendam a se diferenciar em macrofagos do tipo M1, considerados um
fendtipo com caracteristicas antitumorais. A polarizacdo desses macréfagos pode
culminar com a regress&o do tumor por meio de processos imunologicos (NATOLI et.
al., 2021; NICHOLSON et. al., 2006; SONG et. al., 2021; ZHAO et. al., 2020).

Figura 25. Estrutura da Plinabulina (NPI1-2358).
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Fonte: Nicholson (2006). A plinabulina é um derivado da dicetopiperazina NPI-2350 com bons
resultados em pesquisas anticancer. A molécula esta na fase Il dos testes clinicos e tem sido estudada
tanto em monoterapia, quanto combinada a outros produtos naturais.

Quanto a diversidade de organismos marinhos capazes de sintetizar DKPs,
podemos diversos géneros de bactérias e fungos marinhos, de vida livre ou
associados a esponjas, algas, tunicados, entre outros (SONG et. al., 2021). Grupos
como os dos actinomicetos, e fungos como os dos géneros Aspergillus e Penicillium
sdo alguns dos representantes produtores (WEI et. al., 2020; YU et. al., 2017). As
dicetopiperazinas produzidas pelas bactérias do MicroMarin foram sintetizadas por
cepas de actinomicetos dos géneros Streptomyces (BRA-016, BRA-060, BRA-199 e
BRA-399) e Salinospora (BRA-213) e pela bactéria Gram-negativa Halomonas sp.
(BRA-203). Algumas cepas que produziram DKPs n&o foram identificadas, mas

apresentaram caracteristicas de actinobactérias. Quanto a natureza das bactérias,
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algumas das cepas foram isoladas de sedimentos, enquanto outras estavam
associadas aos corais das espécies Palythoa caribaeorum e Palythoa variabilis.

As dicetopiperazinas Ciclo (Trp-trans-Pro) e Ciclo (Trp-cis-Pro)
apresentaram interagdes in silico com a proteina receptor opioide do tipo kappa. Esse
receptor € um peptideo membranar acoplada a proteina G, que desempenha fungdes
relacionadas a percepcao da dor e pode também desempenhar papéis relacionados
a excitagao e regulacéo de fungdes autonémicas e neuroenddcrinas. Ao interagir com
o ligante endogeno ou alguns opidides sintéticos, tem sua conformacao alterada e
desencadeia processos de sinalizacdo via proteina G, modulando a atuacido de
efetores a jusante, como a Adenilato ciclase, inibida pela acdo do receptor opiodide
kappa ativado. A inibicdo da adenilato ciclase, por sua vez, inibe a liberagdo de
neurotransmissores, reduzindo as correntes de ions de calcio e aumentando a
conduténcia de ions de potassio (WU et. al., 2012).

Sob uma perspectiva anticancer, além de serem utilizados na clinica para
aliviar a dor de pacientes internados com canceres como de pulméo, colorretal e de
mama (ZHOU et. al., 2021), estudos recentes apontam que os opidides podem
promover a proliferacdo, migragéo, invasao e angiogénese em culturas de células
tumorais e modelos animais em estudos in vivo (ORRIACH et. al, 2020; USTUN,
2010). Esses estudos podem parecer contraditérios, uma vez que enquanto alguns
apresentam que opidides como a morfina podem aumentar a progressao de
neoplasias, outros afirmam que essas moléculas podem desempenhar um papel
inibitorio na progressao dessas doengas (GONG et. al., 2020; ORRIACH et. al., 2020).
Inibidores ou promotores da proliferagao de células malignas, a presenga de opidides
e seus receptores em células tumorais, com diferentes niveis de expressao, a
depender do tipo de tumor avaliado, foram amplamente divulgadas na literatura, como
nos estudos de Chatikhine et. al. (1994) investigando cancer de mama, Zagon, Hytrek
e Mclaughlin (1996) em céncer de colon, Hatzoglou et. al.(1995) com céncer de
endométrio e Lennon et. al. (2012), que apontou a superexpressado de receptores
opidides em cancer de pulméo.

Apesar de ser expresso principalmente em células nervosas, o receptor
opiodide do tipo kappa esta presente em células do coracgao, renais, da medula adrenal,
no trato digestivo, na placenta e em células de defesa, como linfocitos T e macréfagos
(MACHELSKA; CELIK, 2020; SIMONIN et. al., 1995). A diversidade de tipos celulares

distintos que expressam esses receptores, e a diferengca na expressao nos diversos
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tipos de cancer podem permitir o uso de moléculas que interagem com receptores
opidides, a depender do cancer diagnosticado. De todo modo, os receptores do tipo
kappa tém emergido na pesquisa de antineoplasicos como um alvo de interesse
terapéutico, devido a quantidade de atividades biolégicas relacionadas aos
receptores, desde respostas imunes e inflamatorias a percepcao da dor e aplicagdes
antitumorais (SHI et. al., 2021; ZHOU et. al., 2021). Outras abordagens in silico podem
ser utilizadas para investigar a relacdo entre as dicetopiperazinas identificadas em
nosso trabalho e o receptor opidide, entre elas, o Docking molecular. Pesquisas in
vitro também podem ser realizadas posteriormente.

As estaurosporinas pertencem a classe dos alcaldides indolocarbazéis.
Essas moléculas sdo compostos heterociclicos que apresentam nitrogénio em sua
estrutura e possuem inumeros estudos recentes investigando seu potencial de agéo
em diversas aplicagdes, tais como antitumoral, antiviral e antibacteriano (JANOSIK et.
al., 2018). O primeiro registro de isolamento da estaurosporina (Figura 26) remete ao
género Streptomyces staurosporeus e tem a autoria de Omura e colaboradores
(1977). A molécula é um conhecido inibidor de proteinas quinases, especialmente de
tirosinas-quinases, sendo potente, mas n&o especifica. A molécula é extremamente
hidrofébica,e possui sua estrutura derivada de duas moléculas de triptofano, com sua
regiao polar derivada de moléculas de glicose e metionina (OMURA; ASAMI; CRUMP,
2018). A interagao da estaurosporina com as proteinas quinases torna a molécula um
tipico agente apoptotico, de modo que tanto a molécula original, quanto produtos
naturais derivados s&o estudados buscando aplicagdes na terapia anticancer (MALSY
et. al., 2019).
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Figura 26. Estrutura da estaurosporina.

Fonte: PubChem.

Derivados da estaurosporina que apareceram nos trabalhos do grupo
também ja foram caracterizados na literatura como principios anticancer ativos. A
hidroxi-estaurosporina, no trabalho de Lien et. al. (2017), induziu mecanismos de
resposta a dano no DNA e autofagia na linhagem de osteosarcoma U2-OS. Proteinas
relacionadas aos mecanismos de resposta a dano no DNA, como a ATM
serina/treonina quinase pertence a superfamilia das quinases e diante de um dano ao
material genético, sinaliza para a parada do ciclo celular e promogéao do reparo da
dupla fita (ECKARDT, 2003).

A proteina quinase ribossomal S6 € uma serina/treonina quinase que
compde a subunidade ribossomal 40S e € uma das quinases melhores caracterizadas
da totalidade de efetores ribossomais. A proteina esta relacionada ao controle da
proliferagdo celular e sobrevivéncia da célula (ZHANG et. al., 2019). Em sua forma
fosforilada, liga-se, em uma de suas subunidades, a proteina pr6 apoptotica BAD,
inibindo sua atividade. Estudos recentes apontam que a superexpressdo da S6
quinase pode contar como um fator para prognostico de diversos canceres, e pode
ser um importante alvo para o combate a neoplasias (BAHRAMI et. al., 2014; OCANA
et. al., 2014; WIESWEG et. al., 2018).
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As proteinas quinases C (PKCs) também pertencem ao grupo das
serina/treonina quinases e sua estrutura é evolutivamente conservada entre os
diversos filos de seres vivos. As fungdes bioldgicas desempenhadas por este grupo
tém sido amplamente investigadas, tanto em condigdes fisiolégicas normais, quanto
em situagdes patologicas. Sabe-se que as PKCs possuem um papel importante na
regulacdo dos processos de expressao de genes, progressdo do ciclo celular,
proliferagdo, migragao e diferenciagéo celular e nos processos de apoptose (ISAKOV,
2018; NISHIZUKA, 1984). Condi¢cbes patologicas como diabetes, Alzheimer e
Parkinson, doencgas inflamatorias e alérgicas e doengas autoimunes podem ser
decorrentes de alteragdes ou auséncia de PKCs (CHENG et. al., 2012; ISAKOV, 2018;
MIYAMOTO et. al., 2002). A pesquisa de linhagens tumorais identificou a expressao
aumentada de algumas isoformas de PKCs em células malignas de cancer de pulmé&o,
mama, ovarios, cérebro e rins. Por ser uma caracteristica comum a diversos tipos de
cancer, é possivel que as PKCs desenvolvam um papel importante na transformagao
de células saudaveis em malignas. Isakov (2018) discorre que, devido ao papel
importante dessas quinases na manutencdo da homeostase, € possivel que
alteragcbes na propor¢cao normal dessas proteinas possam contribuir para a evolugao
das neoplasias.

Um dos subtipos mais estudados na oncogénese é o epsilon. Bae e
colaboradores (2007) apontam que essa PKC é expressa em altas quantidades na
maioria dos canceres de pulmao de células ndo pequenas em seu estagio inicial. Essa
superexpressao da PKC epsilon culmina com o aumento do crescimento celular
ancoragem-independente e o aumento da taxa de divisao celular, quando comparadas
as células sem expressdo exagerada (BAE et. al., 2007). E sabido que este subtipo
também esta relacionado a regulagcéo da apoptose, interagindo com moléculas como
o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa). Acredita-se também que a quinase
interage impedindo vias mitocondriais que culminam com a apoptose. Estudos como
o de Gillespie et. al. (2005) identificaram que células de melanoma com baixa
expressao de PKC epsilon eram mais suscetiveis a morte induzida pela citocina TRAIL
do que as que apresentavam uma superexpressdo. Células tumorais que
superexpressao a quinase também possuem mais probabilidade de sofrer metastases
(ISAKQV, 2018).

Outra isoforma presente nos resultados deste trabalho foi a PKC do tipo
beta. O subtipo também tem sido relacionado a progressao de cénceres como o de
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mama, célon e préstata. O subtipo também parece estar relacionado a processos de
angiogénese. O subtipo gamma, que também parece interagir com as
estaurosporinas, possui estudos apontando sua participacédo indireta na motilidade
das células tumorais e formagcdo de metastases (YANG et. al, 2014). As
estaurosporinas sdo consideradas moléculas que competem com o ATP no sitio de
ligacdo das quinases C, evitando a ativagcdo dessas moléculas. Apesar da inibi¢ao
potente, em concentragdes de nanomolar, essas pequenas moléculas também
interagem com todos os outros tipos de serina/treonina quinases, sendo pouco
especificas (KARAMAN, 2008).

Por fim, o ultimo alvo identificado no target fishing para as estaurosporinas
foi o receptor epidermal do fator de crescimento erbB1. O receptor pertence a familia
das tirosinas-quinases e possuem uma por¢ao extracelular glicosilada, uma porgéo
transmembrana hidrofébica e uma porgao intracelular, proxima a membrana que
possui 0 dominio quinase, além de uma cauda carboxiterminal (ROSKOSKI, 2014).
Esses receptores sao expressos em células epiteliais, mesenquimais e neuronais. O
receptor ERBB1, semelhante as outras quinases, desempenha papéis importantes
relacionados a proliferacdo e manutencao do ciclo celular, e esta relacionado aos
canceres como o de pulmdo. Herbst et. al. (2008) aponta que a superexpresséo
desses receptores ocorre em cerca de 60% dos canceres de pulmao de células nao
pequenas, e que até 40% do total de amostras possui receptores mutados. Por
pertencer a familia das tirosinas quinases, a interagdo do receptor do fator de
crescimento com as estaurosporinas foi esperada.

A analise dos receptores e moléculas na literatura permitiu constatar que
as mesmas moléculas, ou estruturas semelhantes as identificadas nos trabalhos do
grupo apresentaram interagdes com os alvos identificados em pesquisas in vitro. Haja
vista que nossa analise de target fishing se baseou na metodologia de busca por
afinidade, é possivel que os targets encontrados sejam de fatos verdadeiros. Para
aumentar a certeza dessa afirmacéo, é necessario o emprego de outras abordagens
in silico ou in vivo, como a utilizagcdo de docking molecular ou de procedimentos
experimentais como cromatografias de afinidade (GALATI et. al., 2021; ZIEGLER et.
al., 2013). Devido aos achados promissores neste trabalho, estudos posteriores
poderao ser realizados utilizando metodologias in silico, como o docking molecular, a
fim de prover mais certezas a investigacao dos targets, ou preé-clinicos, in vitro ou in

vivo, para confirmar a participacado dos alvos identificados e sua possivel relacdo com
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0 mecanismo de ag&do das moléculas. Estudos posteriores também podem investigar
outros alvos, como acidos nucleicos, através de target fishing nao discutidos neste
trabalho.
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6. CONCLUSAO

A catalogacdo das cepas de bactérias marinhas e moléculas oriundas de
extratos com atividade citotoxica contra células tumorais permitiu a atualizagdo dos
dados do MicroMarin e a descricdo do perfil quimico de metabdlitos secundarios de
extratos bactérias. A triagem in silico de possiveis alvos moleculares proteicos para
as moléculas identificadas de cepas de bactérias marinhas do MicroMarin
incrementou o potencial biotecnolégico do inventario. Alvos relacionados aos
processos de proliferacdo e morte celular foram identificados na maioria das classes
quimicas identificadas, em concordéancia com o perfil citotoxico dos extratos de onde

foram isoladas.
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APENDICE A - LEVANTAMENTO DAS MOLECULAS IDENTIFICADAS NOS
TRABALHOS DO MICROMARIN

Link para a planilha: Apéndice A - Monografia Yuri Silva (2022).
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APENDICE B - MOLECULAS IDENTIFICADAS, CEPAS E CODIGOS SMILES

Link para a planilha: Apéndice B - Monografia Yuri Silva (2022).



APENDICE C - TARGET FISHING DAS MOLECULAS IDENTIFICADAS NO
MICROMARIN

Link para a planilha: Apéndice C - Monografia Yuri Silva (2022).
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