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RESUMO

7

O céancer é caracterizado por ser um conjunto dacgadseque envolve crescimento
descontrolado, surgimento e espalhamento de céanasmais, e é considerada uma das
principais causa de morte por doenca no mundo.dhscie microorganismos marinhos séo
proficuos produtores de substancias com atividadxica e antitumoral. Estudos preliminares
com a ascidi&udistoma vannamei, endémica do nordeste brasileiro, identificaram paiznte
atividade anticancer de seu extrato e, a partie,dsolaram-se esteuroporinas inéditas.
Curiosamente, tais moléculas sdo comumente praakipdr bactérias. No presente trabalho, os
extratos dos microorganismos isolados da ascidenfeestados quanto a sua citotoxicidade e o
mais potente deles foi selecionado e indentificadmo actinomiceto pertencente ao género
Streptomyces sp. A partir da purificacdo desse extrato, folada uma ditiolpirrolona citotéxica
gue apresentou valores de concentragdo inibitogdianvariando de 1,05 a 6,38M, em
diferentes linhagens tumorais. Estudos realizado@ulas de carcinoma prostatico humano
metastatico indicaram que a ditiolpirrolona causi@spolarizagdo mitocondrial e induziu o
aparecimento de figuras mitéticas, apos 24 e 48shde tratamento. Além disso, detectou-se
alterac&o no ciclo celular, como atraso nas fased flo ciclo, S e G2/M. A ditiolpirrolona
alterou a expressdo de algumas proteinas rela@enad ciclo celular e principalmente a
citocinese, como Prcl, Plk-1 e RhoA, tais proteiratio diretamente envolvidas com a

formacédo do anel contratil, imprescindivel par@actusdo da divisao celular.

Palavras chavesbDitiolpirrolona, citotoxicidade, células PC-3I&reptomyces sp.
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Abstract

Ascidians and marine microorganisms are prolifiedoicers of cytotoxic and antitumor
compounds. As part of a study to examine Braz#ipecies, we examined microbiota associated
with ascidian Eudistoma vannamei as potential sources for active natural produatiseEarlier
revisions with this specie showed a potent antieaactivity of its extract; and two unpublished
staurosporines were isolated. Curiously, thesesetasf compounds are generally produced by
bacteria. So, in order to evaluate the biomedicaémtial of these compounds the microbiota
associated to the ascidi&udistoma vannamel was investigated. From this effort we isolated a
number of bacterial strains and after screeningytotoxicity using a panel of tumor cell lines,
we identified a Sreptomyces sp.,that presented significant bioactivity. Usibgactivity
fractionation, we identified the active compounddithiolopyrroloneN-(4,5-dihydro-5-oxo-1,2-
dithiolo[4,3-0] pyrrol-6-yl)-N-methyl-formamide also know as VD846. The compopresented
ICso values ranging from 1.1 to 64M across a panel of cell lines. Further biologistidies,
indicated that this compound induced cell cyclestrduring mitosis, an observation that was
confirmed by evaluating the effects on a seriesdlif lines using mitotic index analyses, flow
cytometry, and confocal microscope. Western blalyses indicated that cells treated with
VD846 resulted in reduced expression of Plkl and/ARhproteins that are necessary for

cleavage furrow assembly and exit from cytokinesis.

Key words: Dithiolopyrrolone, cytotoxic, PC-3M cell§reptomyces sp.



INTRODUCAO

1. Produtos Naturais Marinhos e Cancer

13

Os produtos naturais fazem parte do arsenal tetiepéd milhares de anos, seja

através do uso de “preparacfes” naturais por zagbes antigas, seja em sua utilizacao para fins

terapéuticos na clinica, visto que compdem ou faepia maioria dos medicamentos atuais

(Harvey, 2008). A contribuicdo dos produtos natiss faz particularmente importante no caso

do céncer, pois mais de 60% dos quimioterapicasdorzidos na clinica entre 1940 a 2010

foram obtidos a partir de fontes naturais (FigyréNewman & Cargg, 2012).

S*/NM, 8, 4%

§*,20,10%

S/NM, 18, 9%
|

S, 44,21%

=B mN mNB mND

V.5,2%

S

S/NM mS*

B, 26, 13%

S*/NM

v

INB, 1, 0°

o

Figura 1 — Numero de substancias isoladas a plrjirodutos naturais entre 1965 a 2006 utilizadasatamento

do cancer. “B” Biolégico, geralmente uma proteirsmlada de um organismo ou produzido por meios

biotecnolégicos; “N” Produto natural; “NB” misturdgfinidas derivadas de planta ; “ND"derivado semtético

de produto natural; “S” totalmente sintético, nommente modificada a partir de um agente pré-exieteis*”

originado por sintese total mas com grupo farma@mf@e produto natural; “V” vacina; “NM” Mimico ficional

de um produto natural (Newman & Cargg, 2012).

Historicamente, os produtos naturais marinhos &wanm pouco mais de tempo para

deslancharem na indastria farmacéutica quando caps aqueles extraidos de plantas, por
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exemplo. Somente a partir da década de 50, o atebmearinho foi efetivamente reconhecido
como fonte de produtos naturais com potencial érdégo e essa exploracdo tardia
provavelmente se deu devido ao dificil acesso @ esgssistema e a falta de equipamentos de
mergulho capazes de explora-lo de forma mais demses (Gerwick & Moore, 2012). O
desenvolvimento de equipamentos de mergulho mademos e seguros, comoagualung,
disponibilizado comercialmente em 1946, foi crugakra acessar as profundezas do mar e,
consequentemente, seu potencial farmacoldgicoalaltio de Bergmann e Feeney foi um dos
pioneiros nesse assunto e revelou o isolamentoadasinonucleosideos espongotimidina e
espongouridina da esponja cariber®gptotethya crypta (Tethyidae), (Bergman & Feeney,
1951). Estes compostos estes que serviram de ipmigdra o desenvolvimento de uma nova
classe de anélogos, Ara-A (Vidarabina, Vidarabirlofh e Ara-C (Citarabina, Alex&h
Udicil®), utilizados na clinica para tratamentos de irfleqgor virusHerpes simplex e de cancer
(Koéning & Wright, 1996; Schwartsmarahal., 2001).

Posteriormente, a pseudopterosina, substanciadesala gorgonid&seudopterogorgia
elisabethae, foi o primeiro registro de substancia isoladaude fonte marinha utilizada como
cosmeético. Ela tem atividade anti-inflamatoria esada até os dias atuais a fim de abrandar
reacdes alérgicas inflamatérias topicas (Lebkl., 1986; Fenical, 2006). Em meio a adventos
nas técnicas de pesquisa, equipamentos de mergudli® seguros, avancos na tecnologia
analitica e na quimica combinatéria, os esforcoalzdos para a pesquisa de produtos naturais
marinhos, lancou o primeiro farmaco provenienterdwo, o Prialf (ziconotida), somente muitos
anos depois. Essa substancia, extraida a pamirotlsscoConus magus, € comercializada desde
2004 nos EUA e é utilizado na clinica para o tratatm de dor neuropatica cronica moderada a
grave (Molinskiet al., 2009; Mayet al. 2010) No decorrer dos anos, 0 nimero de substncia
isoladas do ambiente marinho cresceu bastanter@FR)u comprovando a consolidacdo desse

ecossistema na pesquisa e na terapéutica.
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Figura 2 —Numero de substancias isoladas a partir de prochatsais marinhos entre 1965 a 2(C
(Costa-Lotufoet al. 2009).

Até entdo, diversosomposto foram descritos e muitos outresté« em fase de teste ou
foram aprovadas para usbnicc, mostrados na Tabela 1 (Schwartsmeinal., 2001; Mayeret
al., 2010).Como pode ser visto, grande parte dos compostosigiem marinha aprovados pz

uso ou em testes clinicos séo indicados para testi@mnade neoplasic
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Tabela 1 - Compostos isolados ou inspirados enef$omiarinhas aprovados ou em fase de testes cliihtzyer et
al., 2010; Gerwick & Moore, 2012). *NA — Nao aplicavel

Status Composto Nome Suposto produtor Classificacéo Doenca tratada
clinico comercial quimica
Aprovado Cytarabina, Ara-C | Cytosar-Ul Esponja/bactéria Nucleosideo Cancer
Vidarabina, Ara-A Vira-Al Esponja/bactéria Nucleosideo Anti-viral
Ziconotideo Prialt Molusco Peptideo Dor
Mesilato de eribulin{ Halaven Esponja/bactéria Policetideo Cancer
(E7389)
Omega-3 etil ester] Lovasa Peixe Acido graxo Hipertrigliceriademia
Brentuximab vetodif Adcetris | Molusco/cianobactérig Anticorpo conjugadd Céancer
(SGN - 35) a droga
Trabectedina (ET-43] Yondelis Tunicado/bactéria Alcaloide Cancer
Fase lll Plitidepsina Aplidina Tunicado/bactéria Depsipdpt Cancer
Soblidotina (TZT NA Bactéria Peptideo Cancer
1027)
Fase Il Zalipsis (PM00104) NA Nudibranquio/bactériz Alcaléide Cancer
Glembatumumab NA Molusco/cianobactérig Anticorpo conjugado Cancer
vedotin (CDX-011) a droga
DMXBA (GTS-21) NA Minhoca Alcaléide Esquizofrenia
Plinabulina (NPI- NA Fungo Diketopiperazina Céancer
2358)
Elisidepsina PM1004| Irvalec Molusco/bactéria Depsipeptideo Cancer
Tasidotina Zalipsis Nudibranquio Alcal6ide Cancer
Fase | SGN - 75 NA Molusco/cianobactéria  Anticorpo conjdgd Cancer
a droga
ASG - 5ME NA Molusco/cianobactéria Céancer
Sintadotina (ILX-651) NA Bactéria Peptideo Cancer
Pseudopterosina NA Coral Diterpeno Cicatrizagéo
glicosilado
Bryostatina 1 NA Briozoario/bactéria Policetideo nCér, Alzheimer
Hemiasterlina (E7974 NA Esponja/bactéria Tripeptideo Cancer
Salinosporamida A; | Marizomib Bactéria B-lactonay- Cancer
NPI-0052 lactamico

Apersar do arsenal terapéutico existente e do so@ks tratamento em alguns tipos de

cancer, a mortalidade devido a esta doenca contmraceitavelmente alta. Diversas pesquisas

sao feitas a fim de identificar compostos com miscaos de acdo inéditos, menos toxicos e
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mais seletivos para células neoplasicas (Radjaah, 2011). Em meados da década de 60, o
Instituto Nacional de Cancer dos Estados UnidoslNi€u inicio a um grande programa de
screening em busca de possiveis candidatos a agentes amitisniMann, 2002). A partir dai, a
pesquisa voltada para o tratamento do cancer, dasga produtos naturais, realizou descobertas
inéditas, incluindo novos agentes antineoplasicosio o taxol, a vimblastina e a vincristina, na
clinica. Estima-se que cerca de metade dos farmaitiaados na quimioterapia do cancer sejam
provenientes de produtos naturais ou derivadostatitente e indiretamente, deles (Newman &
Cragg, 2012).

Segundo a Sociedade Americana de Céancer, o canoer éonjunto de doencas que
envolve crescimento descontrolado, surgimento eallesmento de células anormais
(http://www.cancer.org/cancer/cancerbasics/whaaiscer, acessado em 28/03/2013). O
processo de formacdo de células neoplasicas pede itBuitos anos e € resultado de um
acumulo de mutagbes ndo reparadas no DNA, mutagdes que afetam principalmente
oncogenes, genes supressores de tumor e outros gelaeionados a proliferagdo celular
(Rieger, 2004). No Brasil, a incidéncia de canceastante relevante, com mais de 250 mil casos
por ano tanto para homens quanto para mulheresA(IRC12). A Figura 3 mostra a distribuicao

dos 10 tipos de canceres mais incidentes no paéf

Locallzagdo primaria  Casos novos percentual Localizagdo primaria €As0s NOVOS  percentual

T e 080 ey Mama Feminna 52680  27.9%
Traqueiz, Bringuio e Pulmao 17.210 g8% Homens Mulheres .10 4o Utero 17.540 9,3%
Colon & Reto 14.180 7.3% Cilon e Reto 15.960 8,4%
Estémago 12.670 6,5% Gldndula Tirecide 10.590 5,6%
Cavidade Oral 9.990 5,1% Traqueia, Brénguio e Pulmao 10,110 5,3%
Esfifago 7.770 4,0% Estdmago 7.420 3,9%
Gexiga 6.210 3,2% Ovério 6.190 3,3%
Laringe 6.110 3,1% Corpo do Utero 4,520 2,4%
Linfoma nac Hcdgkin 5190 2, % Sistema Nervoso Central 4.450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% o Linfoma ndo Hodgkin 4.450 2,4%

Nimaroas-anadondadcs para 10 ou miifiplos da 40

Figura 3 — Distribuicdo proporcional dos dez tiplescancer mais incidentes no Brasil estimados pai2 por

sexo. *exceto ndo melanoma (http://www.inca.goedtimativa/2012/tabelaestados.asp?UF=BR)
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Os maiores problemas encontrados na terapéuticardmer sdo a falta de seletividade
dos quimioterapicos para as células tumorais gaataka de resisténcia a mdultiplas drogas
adquirida pelas células neoplasicas, enquanto quetlalas normais, permanecem sensiveis
mesmo apos tratamento prolongado (Dueskeal, 2007). Como as células neoplasicas séo, de
alguma maneira, semelhantes aquelas normais, osogetiapicos apresentam efeitos colaterais
relevantes que, muitas vezes, inviabilizam a pssgie do tratamento, principalmente naqueles
tecidos que apresentam uma taxa maior de prolderapmo a pele, a mucosa do estbmago e o
foliculo piloso. Isso acontece porque uma grandte s farmacos utilizados na quimioterapia
age via ciclo celular, visto que células neoplasigpresentam alta taxa de proliferacdo. Sendo
assim, bons candidatos a drogas anti-neoplasicesndeéer como alvo principalmente as
caracteristicas mais marcantes das células tum@iigisra 4), que sdo: auto-suficiéncia para os
fatores de crescimento, evasdo de supressoresedeingento, evasdo do sistema imune,
proliferacdo ilimitada, inflamacédo, invasdo tecidea metastase, angiogénese, instabilidade
gendmica e mutacdes, resisténcia a morte celuldeseegulacdo metabdlica (Hanahan &
Weinberg, 2011).

Auto-suficiéncia Evasio de
de fatores de supressores de
crescimento crescimento

Desregulagio |
energética

Evasio do
sistema imune

Evasao da
apoptose

Replicagdo
ilimitada

Instabilidade
gendmicae

- Inflamagao
mutagio

Inducio de Invasao e
angiogénese metastase

Figura 4 — Caracteristicas adquiridas pelas cétula®rais e seus respectivos alvos molecularespiada
de Hanahan & Weinberg, 2011).
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2. Ciclo celular

O ciclo celular € um conjunto de processos queleawciclo de divisdo da célula. Ele

se dividido em mitose e interfase, estagio entrdidsdes no qual a célula cresce, duplica o
DNA e prepara-se para dividir. Nesse periodo éssgec® que a célula duplique seu DNA a fim
de, futuramente, transferi-lo igualmente para asafilhas. A replicacdo do material genético
ocorre na fase S (sintese), que se intercala doiseintervalos (do inglés - Gap) do ciclo, G1 e
G2. Nessas etapas, a célula prepara-se para ddgicdo DNA e para fase M (mitose),
respectivamente, e é quando detectam e resolvesivpissanormalidades no DNA duplicado,
além conferir se as condi¢cdes do meio externo pémpaadas para duplicagdo. A mitose, por
sua vez, € basicamente composta por quarto fas@Ess@, metafase, anafase e teldéfase. Na
realidade a maior parte das células dos organismuiscelulares encontram-se em um estado
quiescente chamado de GO, periodo esse no qualla néo se divide e que pode ser reversivel
ou ndo (Vermeulest al., 2003; Fischeet al., 2004; Williams & Stoeber, 2012).

O ciclo celular € regido pela producao e degraddedaroteinas chamadas ciclinas, que
desempenham sua fun¢do através da ligacdo conina®teonstitutivas da célula, as quinases
dependentes de ciclinas (Cdk — Cyclin dependeratskis). Essas, por sua vez, sao ativadas em
determinados momentos do ciclo através de proteitiaedoras e inibidoras. Para que ocorra a
progressdo do ciclo celular e a transicdo adeqpada cada fase, a ativacdo das Cdks é
cuidadosamente regulada através do acoplamentocedimas especificas, juntamente com
mecanismos de fosforilacdo (Vermeulgnal., 2003; Fischer et al., 2004). Essa fosforilacao,
normalmente um mecanismo inibitério, é realizadé gedk ativadora de quinase (CAK),
comumente formada por um complexo trimérico: Cdkudb(nidade catalitica), ciclina H
(subunidade reguladora) e MAT1, que axilia na ngerna e na interacdo do complexo com seu
substrato. CAK participa entédo da regulacéo e pssgio do ciclo celular através da fosforilagéo
de residuos de treonina das Cdks (Tassah, 1994; Nigg, 1996).

Fatores de crescimento estimulam a transcricdactiaacD que, por sua vez, se liga a
Cdk4 e Cdke6, formando um complexo que promove mssfio para G1, aonde a célula se
prepara para sintetizar o DNA. A formacéo do compleiclina E/Cdk2 permite a transicdo do

ciclo de G1 para S. A progressao para a proxima, f8sé marcada pela sintese da ciclina A,
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que, por sua vez, se liga a Cdk2 e assim permaaieca fase G2. Apos a degradacdo do
envelope nuclear, a ciclina A é também degradditéaxio a ligacdo da ciclina B a Cdkl e esse
complexo ativo é responsavel pela entrada daacéllifase M do ciclo celular e, finalizando a
diviséo, a citocinese (Figura 5). Além da particBmdas ciclinas e Cdks, em células normais, o
ciclo celular é rigidamente vigiado e reparado, ngiga necessario, pelos mecanismos dos
checkpoints (pontos de checagem). Suas fungdes sédo garardgirogDNA seja fielmente
duplicado e transferido para células filhas comesso e que todo esse processo ocorra somente
em condi¢des ideais a fim de garantir a integricdmenaterial genético. QGheckpoints podem
atrasar a progresséao do ciclo celular afim de eparentuais danos ao DNA e, se o dano nao
for reparavel, a célula é induzida & morte. A gfwadas proteinas Chk ocorre por fosforilagéo
via ATM em decorréncia a dano de DNA em fita duptansequentemente promovendo
bloqueio no ciclo celular e eventualmente apopt@eomplexo ciclina B/Cdk1l, mencionado
anteriormente, € regulado pela proteina Cdc25Qivagio de Chkl e de Chk2 inativa Cdc25C
que, por sua vez, deixa de ativar o complexo @dBiCdkl, impedindo entdo a progressao do
ciclo celular e entrada na mitose (Maddgal., 2007; Williams & Stoeber, 2012).

Ciclinas mitéticas — CDKs
Ciclina A-Cdk1

Ciclina B-Cdk1
Ciclinas inicio G1 — CDKs

)cna D-Cdka/Cdk6

Ciclinas S— CDKs
Ciclina A-Cdk2

Figura 5 — Ciclo celular representando as respethiclinas e Cdks ativadam em cada fase. Os magsapretos
indicam os pontos de checagem do ciclo.

Com o funcionamento normal das vias que coordenagiclo celular e apds o
cumprimento das etapas citadas anteriormente, caimdd com a separacdo dos cromossomos
na anafase e com a degradacéo da ciclina B pelplesmAPC, a célula finalmente encontra-se
em condicfes de finalizar a divisédo através daragfa do citoplasma a fim de originar duas

células-filhas com caracteristicas idénticas, psaechamado de citocinese. Apesar de ser o
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estagio final da mitose, a citocinese conta compastdastante complexas e interdependentes.
Elas sédo coordenadas juntamente com os outrosasstigmitose, especificamente no inicio da
anafase, onde ocorre o estabelecimento do plactivdgem da célula com a definicdo do eixo
central, através do deslocamento e posicionamentprateinas especificas, tais como Prcl e
MAP (proteina associada a microtibulos). Nesse mtom€rcl, previamente inativada ainda no
inicio da mitose via fosforilacdo pelo complexdio@ B/Cdk1, € entdo desfosforilada e se liga a
outra proteina importante para a determinacao»dn ende ird se formar posteriormente o anel
contratil, a PIk-1 folo like kinase) (Figura 6). Esse processo entdo desencadeacaubaraento

de proteinas para seus respectivos locais aléntivlec@ da Rho, sendo a RhoA a mais
importante em células animais. A RhoA tem papetiaiina separacdo das ceélulas, visto que é
responsavel por auxiliar no posicionamento e nandgéo da estrutura do anel contratil,
basicamente composto de actina e miosina. Em segoedrre entdo o aprofundamento de um
sulco, guiado pelo anel contratil, culminando cofarenacdo de uma seccao centraildpody) e

a completa separacédo das células filhas (Glotd@&3;2007; Sagona & Stenmark, 2010).

Metafase

l Cdk1

Degradacdo de ciclina B

Anéafase

Plk1
\ Pki _
'p E— Prct B - Formacdo do eixo central
T prey ™ /
»-gkn > .. T W _ g
GAP = N-term
Ingressdo do sulco de clivagem HsCyk-4 l Ect2
= AhoA <, (R
‘ e, f ————

Formacao do anel contratil Figura

6 — Figuras esquemética da formagado do sulco nmida citocinese (Adaptado de Tatetkal., 2008)
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3. Invertebrados marinheg=udistoma vannamei

A producdo de metabdlitos secundarios, como sutisgmara comunicacdo e para
defesa quimica no oceano, € abundante dentre edgbvados marinhos, sendo particularmente
importantes aqueles que nao dispdem da possilelidadocomocao (Radjastal., 2011). Mais
de 200 alcaldides com atividade farmacoldgica @s®ainte ja foram isolados de tunicatos
marinhos. Ascidias, em especial, sdo conhecidanpeatiitoras de substancias com atividade
citotoxica e antitumoral, além de serem relativaimertessiveis pois habitam abundantemente
locais mais perto da costa, o que facilita a cotktamaterial. Alguns acaldides isolados de
ascidias demonstraram atividade promissora, tamotq agentes farmacoldgicos tanto quanto
ferramentas bioquimicas (Bowned, 2000; Faulknedp2Radjasat al., 2011).

Nos anos 80 a didemnina B, isolada da ascidididemnum solidum, foi o primeiro
produto natural marinho a entrar para testes déniPorém, apesar de sua atividade promissora,
os estudos foram interrompidos na fase Il, pois aaesentou toxicidade neuromuscular
relevante. Entretanto, um analogo da didemninadiad® da ascidigdplidium albicans, a
aplidina ou plitidepsina, atualmente encontra-séasa Il de testes com o nome de Aplién
(Rinehartet al., 1981; Costa-Lotuf@t al., 2009; Molinskiet al., 2009). Mais recentemente, em
2007, o Yondeli$ (Ecteinascidina - 743), alcaldide isolado da asc@diribenhaEctenascidia
turbinata, foi aprovado para uso na clinica e € utilizad@matratamento de sarcomas de tecidos
moles, além de estar em fase de ensaios clinicasgdamento de outros tipos de cancer (Erba
et al., 2001; D’Incalci et al., 2003). A Tabela 2 mostra outros compostos comidaiie
antitumoral que foram isolados a partir de asciBabwartsmanet al., 2001).
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Tabela 2 — Exemplos de produtos naturais marinbos atividade citotoxica ou antitumoral isoladosadeidia

(Adaptado de Bowden, 2000; Mayer & Gustafson, 2006)

COMPOSTO CLASSE QUIMICA
Aplinina Disipeptideo
Ascididemina Alcaléide
Bistratamida J Peptideo
Biselida A Policetideo
Clavaminol Policetideo
Diazonamida A Peptideo

Didemnina B Depsipeptideo
Ecteinascidina - 743 Alcaldide
Eudistominas Alcal6ide
Eudistomidinas Alcal6ide

Fucoxantinol

Carotendide

Haouamida A Alcaldide
Haterumaimida N-Q Alcaldide
Isogranulatimida (sintético Alcaléide
Lamelarina Alcal6ide
Lissoclibadina Alcaloide
Lissoclinotoxina A Alcal6ide
Ningalinas Alcaléide
Shishijimicina A-C Alcaléide
Varacina Alcaldide

Eudistoma vannamei (Figura 7) é uma das espécies de ascidia maigiahtenno litoral

cearense. Estudos preliminares demonstraram queexdeato, do qual foram isolados duas
estaurosporinas inéditas, apresentou potente adi@ictitotoxica frente a diversas linhagens
neoplasicas. Estaurosporinas sdo alcaldides gumugmosatividade antifingica, hipotensiva e
citotoxica via inibicdo da proteinas quinase C (PK&ausando parada em G2, além de inibir a
invasao celular e o crescimento de células tumdeasisa acdo em PKC pode ser uma ferramenta
atil na clinica, visto que a expressdo dessa p@tencontra-se alterada em alguns tipos de
neoplasias, tal fato esta relacionado com a pratjfeo descontrolada de células e com aumento
de resisténcia a drogas. Dois analogos da estawnospUCN-01 e CGP 41251, ja estdo em



24

estudos de fase Il e fasgrespectivament como possiveis candidatos a agentes antic
(Gescher, 2000; Jimenetzal., 2008; Andrécet al., 2012).

Figura 7 — Ascidid&udistoma vannamei coletada na Praia da Taiba.

O primeiro relatode estaurosporin foi em 1977, em espécies bactérias do género
Sreptomyces terrestresPosteriormente, alguns analoce derivadosde estaurosporina fora
tambémisolados de organismos marin e apresentaram atividade igual superior a propria
estaurosporina (Omuret al., 1977; Tamaokket al., 1986; Gadboist al., 1992; Steubet al.,
2003).

Microorganismos pode viver em associagdo com outragimais marinhosAlguns,
inclusive, crescem melhor na presenca de determirbacté&ia, provavelmente vido a
existéncia de certos metdibds produzidosem decorrBcia de pressdes ecgicas que 0S
microorganismos sofrem para se ctarem ao ambiente marinh&iflarreal-Gémezet al.,
2010). Diverss estudos mostram que a sujcie de animais marinhos pode abr uma grande
diversidadede espécies de barias, sendo elas detentoras getencial de producdo
substancias bioativas. @icrcambiente criado pelo “hospedeireticariotogera condi¢cdes de
adaptacdo mais estaveis quando comparquelascondi¢des enfrentadas por microorganisi
plancténicos, o qal pode resulti em comunidadesnicas e especificas para cada es|, além
de favoreceruma resposta adaptativa mais especifica e sofistipor parte da microbiot
associada (Muscho$ilberhorr et al., 2007; Penesyasat al., 2010). Tal relacdo, hospedeiro



25

microorganismos, pode se tornar tdo proxima queiaas metabdlicas podem ser confundidas,
guando existe a tentativa de se descobrir quahag@ produziu determinado metabdlito. De
fato, estima-se que bactérias e cianobactériagesponsaveis por cerca de 80% dos compostos
marinhos (ou derivados) que se encontram em teBtesos ou que ja foram aprovados como

agentes terapéuticos (Gerwick & Moore, 2012).

Essas substancias geralmente despertam grandeessderfarmacoldgico nos
pesquisadores devido ao enorme leque de possdebdderapéuticas e de propriedades
bioldgicas interessantes. Antes de serem explorado® potenciais drogas, os metabolitos
secundarios desempenham papel ecoldgico, tais pootecdo contra predadores, comunicacao
entre espécies, competicdo por territorio, entteosuCroteatet al., 2000; Huntet al., 2006).
VariacOes nos padrbes de crescimento de micro@masi como temperatura, concentracao de
gases, tipo de meio de cultura e até stress, padetar a producdo desses metabdlitos pelas
bactérias. Além disso as fontes de nutrientesocarle nitrogénio disponiveis estao diretamente
relacionados com o crescimento e com a producdwedabdlitos bioativos. Em um estudo feito
analisando diferentes condicfes de cultivi§ateptomyces staurosporeus, bactéria produtora da
estaurosporina, observou-se alteracbes em vardgm como morfologia da cultura e dos
esporos, pigmentacdo e alteracdo na producdo debdlisds de acordo com as fontes de
carbono e de nitrogénio disponibilizadas no meiecw&ira (Omureet al., 1977). Outro estudo
com Saccharothrix algeriensis, uma bactéria produtora de ditiolpirrolona com ppiedade
antibiotica, observou-se que a adicédo de diferdifies de acidos organicos no meio de cultura
alterou a producdo dessa substancia para maisraumgEnos, de acordo com o tipo de acido

organico disponibilizado no meio (Bourgsal., 2007).

Dito isso, a presenca de um composto conhecidanpeatiuzido por microorganismo,
como as estaurosporinas encontrado na as&idannamei sugere que a producdo dessas
substancias pode estar relacionada a microbiotaiagsa ao invertebrado. Tal sugestdo ganhou
forca quando Andréo e colaboradores (2012), rem@ortao isolamento de uma cepa de
Sreptomyces sp. (Figura 8) associadeEavannamel e a ocorréncia de estaurosporina no extrato

organico da bactéria.
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Figura 8 —Streptomyces sp isolado da ascidi&udistoma vannamei. A parte marrom representa o actinomiceto e a
parte branca mostra os esporos produzidos por ele.

4. Microorganismos marinhos

Os microrganismos carregam um importante legadgaksuirem compostos com
estruturas interessantes e singulares. Atualmenatis, de dez mil produtos naturais derivados de
microorganismos séo conhecidos, dentre eles, anm farmacos que fazem parte do arsenal
terapéutico, como doxorubicina, ciclosporina A, tamicina, mitomicina, bleomicina,
actinomicina D e tantos outros (Bérdy, 2004; Olera., 2009; Zotchev, 2011).

A sustentabilidade € um fator relevante em terneopeabquisa de medicamentos, visto
gue sdo necessarios diversos testes para pesqueagar qualquer medicamento no mercado,
desde a elucidacdo da estrutura, passando petss dastestes pré-clinicos e clinicos. Alguns
microorganismos podem ser facilmente ser cultivashodaboratorio e manipulados em grandes
bioreatores, resolvendo assim o problema de fatendterial. O mesmo ndo acontece com 0s
invertebrados marinhos ja que as vezes faz-se s@@®s coleta de uma grande quantidade de
material para a identificacdo de substancias, pahmente moléculas peculiares, j& que muitas

vezes a complexidade das estruturas inviabilizatase quimica dos compostos isolados.

Microorganismos marinhos estao presentes em qodse s tipos de habitats, desde
aguas congeladas de regides polares, manguess, frgiss profundas, limpas ou poluidas, até
aguas escaldantes de fontes termais. Estima-s& ajuendancia microbiolégica marinha € cerca

de 16 bactérias/ml de 4gua do mar e esse nimero sobelfabactérias/ml de agua do mar
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guando consideramos sedimentos do fundo oceénito.e&bssistemas como esses, ou em
recifes de corais, por exemplo, a diversidade rhiotégica marinha pode chegar a ser maior do
gue a das florestas tropicais (Fenical & Jense®62@am, 2006). Dentre as atividades
famacologicas dos produtos do metabolismo de migamismos marinhos pode-se citar
atividade antibidtica, antituberculdsica, antivirantiparasitaria, antimalaria, anticoagulante,
anti-inflamatdria, antidiabética e antitumoral (€&b3) (Sayed2000; El Sayedtt al., 2000;
Kaiseret al., 2002; Donia & Hamann, 2003; Mayetral., 2007; Mayeret al., 2010; Waterst

al., 2010).

Tabela 3 — Potenciais produtos terapéuticos isselddanicroorganismos marinhos (Adaptado de Williams
2008; Imhoff et al, 2011)

Composto | Atividade biolégica | Uso terapéutico
Cianobactéria

Apratoxina A Antiproliferativo Céancer

Apratoxina D Antiproliferativo Cancer

Coibamida A Antiproliferativo Cancer

Curacina A Antimitético Céancer

Criptoficina Inibicéo da polimerizacdo da tubulina Cancer

Largazola Inibicdo de histone deacitilase Cancer, epilepsia
Actinomicetos

Marinomicina Citotoxico Cancer
Abissomicina Antibidtico Doéncas infecciosas
Proximicina Antiproliferativo Cancer

SS-228Y Antibidtico Doéncas infecciosas
Tiocoralina Anti-proliferativo e anti-tumoral Cancer, doéncas infecciosas
Salinosporamida A Inibidor de proteossoma Cancer, Alzheimer
Proteobactéria

Briostatina | Modulacéo da Proteina quinase q Cancer

Mais de 33.000 metabdlitos secundarios bioativosfofam isolados a partir de
microorganismos, dos quais, quase a metade s&ouzmlod por actinomicetos (filo
Actinobacteria) (Figura 9). Os actinomicetos, bactérias gramitpas e filamentosas, sdo uma

fonte importantissima de novas moléculas com atdedterapéuticas, sendo, sem duvida, a
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ordem dentendora da maioria dos produtos natwgaigdos de microorganismos. Dentre os 140
generos pertencententes a ordAntinomycetales, o géneroSreptomyces é responsavel por
aproximadamente de 80% dos produtos naturais peaves de actinomicetos reportados na
literatura (Figura 9) (Jensehal., 2005; Imhoffet al., 2011).

O géneroSreptomyces, pertencente a esse filo, € responsavel por cdecd600
compostos desse grupo com diversas atividadesgimal) cerca de metade dos antibiéticos
conhecidos é proveniente desse grupo (Subramanialbefsberg, 2010). Esse género foi
primeiramente descrito em 1943 por Waksman & Hemrjcdesde entdo, vem colecionando
trabalhos a seu respeito. Os representantédrgaomyces sp. S840 capazes de povoar 0S mais
diversos e adversos ambientes, sendo eles tesgresti@arinhos. Esses microorganismos podem
ser encontrados em circunstancias extremas deksegaados da Antartica, como é o caso de
Streptomyces fildesensis, até habitats quase inabitados como é o casSirdatomyces deserti,
descoberto recentemente no arido deserto do Ata@laregal., 2011; Santhanamt al., 2012).

Atualmente, contam-se milhares de publicacdes gamdb 0 génerd&reptomyces,
evidenciando uma ampla variedade de atividadesresgantes desses representantes
microbiologicos. Mais de 85% dos antibidticos naisirdescobertos sdo provenientes dessas
bactérias, além da descoberta de outras atividagde®o antifungica, antimalaria,
antituberculosica e anticancer (Bérdy, 2005; Euz2byl; Arasuet al., 2012; Igarashgt al.,
2012; Supongt al., 2012). A estreptomicina foi isolada a partir $eeptomyces griseus em
1943 e € um antibiotico de amplo expectro ainddabés utilizado na clinica, inclusive no
tratamento contra tuberculose (Schettal., 1944; Hinshawet al., 1947). A citotoxicidade de
substancias isoladas 8geptomyces sp. € um atributo ja reportado exaustivamenteteatura.

As antraciclinas, por exemplo, sdo uma classe dgastos consagrada na clinica e sao usadas
no tratamento contra diversos tipos de cancer. ldgmembros dessa familia como a
daunorubicina e a doxoribucina, ambas produzidasSpyeptomyces peucetius, tiveram sua
aplicacao clinica como farmaco antitumoral estaligdena década de 60 e demonstram potente
atividade citotoxica, com mecanismo de acao enwoleelivagem de DNA via topoisomerase

II, além de inducao de espécies reativas de oxag&ianoet al., 2009).

Entre os estreptomicetos de ambiente marinho, dupém de substancias citotoxicas

também é amplamente conhecida, con®reptomyces avidinii, isolado de sedimento marinho e
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produtor de compostastotoxiccs contra linhagem de carcinoma de laringe (S et al., 2012).
Mais recentemente, um grupo da China isolou deStreptomyces sp. marinho a cromomicir
B, um acido aurdito inédito pertencente a familia de antibiétidesnbém com atividad
antitumoral (Luet al., 2012).

M Streptomycetaceae

B Micromonosporaceae
M Outras Bactéria m Pseudonocardiaceae
B Actinomicetos M Streptosporangiaceae
u Fungos B Thermomonosporaceae

B Mycobacteriaceae

W Qutras espécies

Figura 9 —Porcentagem de metabdlitos bioativos isolados &r pd& microorganismoe ndmero de

metabditos bioativos produzidos pActinomicetales (Adaptado de Bérdy, 2005).

Por algum tempo acredit-se que 0s actinomicetos marinhos eram muito siesilaos
terrestres, provavelmente devido aqueles que esmadds ao m pela gua das chuvas que
escoava para 0s oceanoseré?r, a presengaonstante de actinomicetos no ecossistema ma
sugere que tal fato deva s#go mais do que me acaso (Zotchev, 201L1Em 1975, foi isolado,
por Okazaki e colaboradores primeiro composto bioativahamado d SS-228Y, a partir de

um actinomiceto marinh&hainia purpurogena, que apresentaatividade anbidtica.

Em 2005,Maldonadoe colaboradores identificaram novespcies de actinomicetos
estritamente marinhasialinispora arenicola e Salinispora tropica, pertencentea familia
Micromonosporaceae, que requeremgua do mar para crescer. Qraxo desse microorganisr
apresentou potente atividade anncer e, em 20Q3Fenical e colaboradores identifiam a
substancia responsavel pela a atividaSalinosporamida A, umal-lactona inédita cuja
atividade citotoxica envolve a inibigéiseletiva da funcéo catalitica gooteossoma. O sister
proteossoma tratse de um cmplexo protéico capaz de degradiversos tipos de proteir
intra-celulares dentre elas proinas indesejadas ou nfalcionante. Esse sistema tem
participacdo relevante em processos celulares fekais, como modulagdo do sistema -
imune, respost inflamatoria, regulacdo do ciccelular, divisdo celulag apoptose.nclusive, o

proteossoma jfoi reconhecido como alvo impante na quimiterapia d cancer. Atualmente ja



30

existem no mercado medicamentos que agem nessaona € 0 caso da bortezomida
(Velcade), que inibe o proteossoma 26S e € utitizaal tratamento de mieloma multiplo. A
salinosporamida A foi um dos compostos que passarams rapidamente pelas fases de
pesquisa e de testes, com a sua descoberta eaghuwidstrutural, em 2003, até o ingresso na
fase | de testes clinicos, em 2007 (Abayetral., 2007; Maldonato, 2007; Fenicetl al. 2008;
Andeet al., 2009).

Diante da importancia de novas moléculas e alveditos para o tratamento mais
eficaz do céncer, os produtos naturais marinhopecemente aqueles provenientes de
microorganismos, mostram-se fontes prolificas deb@itos secundarios bioativos. O presente
trabalho visou a investigacdo farmacologica de astgs produzidos pd@reptomyces sp., com
foco no isolamento, determinacédo estrutural e gakmente caracterizacdo do mecanismo de
acdo em células neopléasicas. A substancia bioatlada foi posteriormente indentificada como

sendo uma ditiolpirrolona.
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OBJETIVOS

1. Geral:

Fracionamento bioguiado e estudo farmacoldgicaalimomiceto marinh&reptomyces
sp. isolado da ascidiudistoma vannamei visando o isolamento de substancias com potencial

anticancer.

2. Especificos:

- Realizar o fracionamento quimico do extratoStteptomyces sp. e monitorando a atividade

antiproliferativa das amostras obtidas em célulastaisin vitro;

- Estudar o mecanismo de acado envolvido na atieiddtdtoxica de uma ditiolpirrolona isolada

do microorganismo selecionado da asciflidistoma vannamel.
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MATERIAIS E METODOS

As especificacbes detalhadas dos equipamentosentesg e solucdes utilizados
encontram-se no Anexaoll

1. Cultivo e obtencédo do material

A partir de espécies de ascidtadistoma vannamei, coletadas no litoral do estado do
Ceara, na praia da Taiba (S°®8 125 W 03854 469’) as bactérias foram isoladas e
selecionadas em diferentes meios de cultura: S@Ad(acaseina), SWA (agua do mar) e TM
(metais tracos). Aquelas cujas caracteristicagradhavam-se as de actinomicetos foram entéo
isoladas e crescidas em meio Al (amido, extratieviedura, peptona e»B do mar 70% qsp).
Finalmente, uma cepa foi selecionada devido swadatle biologica e identificada através do
sequenciamento do rRNA 16S como pertencente aoc@8meptomyces sp. Para a obtencao de
material para purificagcdo do composto ativo, adactfoi cultivada em meio A1 (10g amido +
49 extrato de levedura + 2g peptongDHysq 1L) durante 7 dias.

2. Curva de crescimento

Foi feita uma curva de crescimentoSiieeptomyces sp. isolado d&udistoma vannamei
a fim de determinar o perfil de crescimento da dréat O experimento foi feito em triplicata,
com 100 ml de meio Al para cada erlenmeyer, tatadla 15 erlemeyers. As extracdes foram
feitas com acetato de etila (1:1) em intervalosddes dias (0, 2, 4, 6, 8, 10). A biomassa
referente a cada dia de experimento foi centrifagdavada com 5 ml de agua destilada e
centrifugada novamente durante 5 minutos, 5000 RBMaterial foi seco em estufa a %D
para determinacdo do seu peso seco. Juntamente estudo de crescimento cinético, foi feito
a avaliacdo da atividade citotoxica em células HQJara todos os dias de extracao, a fim de
analisar a atividade bioldgica. O ensaio utilizgohya avaliar a citotoxicidade foi o MTT,
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descrito no iten®. A partir deste experimento definiu-se o melher gira extracéo e isolamento

dos principios ativos do extrato.

3. Fracionamento Bioguiado

3.1 Obtencao dos extratos brutos

A bactéria foi crescida durante 8 dias e, apds@dshde cultivos, foram adicionados
10g da resina Amberlite® XAD 16 (Sigma)/500ml deionde cultura Al, procedimento este
realizado em 14 L de meio de cultura. O materigbaddo a resina foi extraido com acetato de
etila (AcOEt 1:1). Os extratos permaneceram naédgitpor 3-5 horas na presenca do AcOEt e
0 processo foi repetido trés vezes. Posteriormerggirato ACOEt foi evaporado em evaporador

rotativo, resultando na obtencédo de 371,9 mg datexbruto.

3.2 Fracionamento do extrato AcOEt

O fracionamento bioguiado d&reptomyces sp. isolada d&udistoma vannamel (Figura
10) foi realizado em parceria com o DepartamentdQdémica da UFC, pelas doutorandas
Thiciana Sousa e Patricia Freitas sob orientac@@rdta. Dra. Otilia Pessoa. O meio utilizado
para o crescimento da bactéria foi 0 meio Al exdsagdes foram realizadas n8 8ia de

crescimento através da eluigdo da resina XAD16 acetato de etila (AcOE).

O extrato obtido a partir da concentracdo de 14 IAJOEt obtido da extracdo do meio
de cultura, foi inicialmente cromatografado em Sejgx LH-20, usando como eluente
DCM:ACOEt 1:1, originando cinco fracdes. Essasdescforam testadas em células HCT-8 e os

valores de Gb estdo apresentados na tabela 1 do anexo IlI.

A fracdo 3 foi a mais ativa e, por isso, foi recadografada em cartucho de silica C-18
(SPE), obtendo-se 6 sub-fracdes. A sub-fracdo 2 m@uara foi purificada por CLAE usando
coluna RP-C18 (250 mm x 10 mm i.d. x 5 um) no misdaratico, usando ACNZD (7:3; v/v)

com fluxo de 4.5 mL mih, resultando no isolamento de um pigmento laranja.
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Extrato bruto

Cromatografia Sephadex -20 (DCM:AcOEt 1::

Fracéo 1 Fracdo 2 Fracdo 3 Fracdo 4 Fracdo 5

Cromatografia em cartucho de silic-18 (SPE

[ Sut-Fracdo ] [ Suk-Fragao ] [ Sut-Fragao ] [ Suk-Fragao ] Sut-Fracao | Sut-Frag&o

CLAE CAN:H,O (7:3, viv)

Figura 10: Fracionamento bioguiado do extrato bdet&reptomyces sp. isolada d&udistoma vannamei.

4. Determinacao estrutural

A determinacdo da estrutura da molécula isolad&trptomyces sp. foi realizada no
Laboratorio de Fitoquimica de Plantas Medicinaiadl Departamento de Quimica Orgéanica e
Inorganica da Universidade Federal do Ceara pealtodinda Thiciana Sousa, sob a supervisdo
da Profa. Dra. Otilia Pessoa. Para a determinag&at@wal foram utilizados o espectro de
massas de alta resolucéo, obtido com ionizaca@parospray, o espectro de RMNC-CPD
[125 MHz, piridina], o espectro de RMNH [500 MHz, piridina] e o espectro bidimensional
HMBC.

O compostol isolado (97% de pureza) corresponde ao pico 3 dmatiograma da
Figura 11. O composto corresponde a cristais ghkdaa com as seguintes caracteristicas
quimicas: mp 142-143°C; IR (KBr) 3131, 3065, 298254, 1648, 1576, 1305, 1270, 1108, 821
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cm™; positivo HREIMSm/z 214.9949 (calcd) [M + H](calcd for GH/N20,S,, 214.9949);
MSMS m/z 187.0008 (-CO, calcavz 186.9999), 171.9774 (-GHcalcdm/z 171.9765).

(1a): *H NMR (CsDsN, 500 MHz)5 12.40 (1H, br s), 9.08 (1 H, s), 7.28 (1 H, s223.
(3 H, s, NCH); **C NMR (GDsN, 125 MHz)$ 170.3 (C-5), 162.9 (C-8), 141.8 (C-3a), 136.0
(C-6a), 119.9 (C-6), 110.7 (C-3), 30.3 (C-Ab): *H NMR (CsDsN, 500 MHz)$ 12.22 (1H, br
s), 8.22 (L H, s), 7.18 (1 H, s), 3.59 (3 H, s, NECEC NMR (GDsN, 125 MHz)$ 170.3 (C-5),
162.3 (C-8), 143.0 (C-3a), 136.0 (C-6a), 117.3 JC160.7 (C-3), 34.2 (C-9).

A estrutura correspondente ao composto esta aprdaamaFigura 12 e mais detalhes
do isolamento encontram-se no Anexo Il. Esse métals&cundario, que pertence a classe das

pirrotinas, foi previamente isolado 8eeptomyces sp, por Daehne (1969).

Crorratograita
EWS 1063 3 F. Ac0B comn resihg OO0\ Thicima EWA 1063EYA 1063 3 F. Ac 0 corh Tesing colets 12.10d
]
LIDUD -+ PLA Mokt 1
500+
i e
T T T T T T T
n.n 2.5 50 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5
ik
Peal Tahle
[PLG Chl 210k - $00rem dren
Pregkit Ret. Time ey Height Area ¥ Height %
1 2314 2560041 312500 7.000 13798
2 3861 1035599 377510 3.006 22.709
3 fi.550 363537 21074 1.007 1.268
4 8.158 30595007 229302 04,738 53406
] 0.233 243942 16652 0676 1.002
f 11.371 031256 32373 2.570 1.947
7 15.423 326923 12971 0.905 0.730
Tital 36110229 1662386 100.000 100.000

Figura 11: Cromatograma da sub-fragé@o 1 isoladareptomyces sp.
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C7HeN 023,
(calcmfz 213.9871)

Figura 12 — Estrutura da ditiopirrolona N-(4,5-dihidro-5-oxa24ditiolo[4,3-b]pirrol-6-il)-N-metil-formamida

isolada a partir do extrato acetato do actinomiSgtgptomyces sp., coletado da ascidtadistoma vannamei.

5. Cultivo das células

Nesse trabalho foram utilizadas seis linhagendarels descritas Tabela 4. As células
foram cultivadas em frascos plasticos para culf@arning, 25 crfi volume de 50 mL para
células aderidas e 75 énvolume de 250 mL para células em suspensdoantiio o meio de
cultura RPMI 1640 complementado com 10% de soml feivino e 1% de antibioticos (100Ul
penicilina/10Qug/ml estreptomicina). As células foram mantidas estufa a 37 °C com
atmosfera de 5% de G® 95 % de umidade, seguido da observacéo do cresciroelular com

auxilio de microscépio invertido diariamente.

Tabela 4- Linhagens celulares tumorais utilizadesensaios de citotoxicidadevitro.

Procedéncia . R Concentracgédo de
. Tipo Histologico do
Linhagem Celular A ; Plagueamento
Cancer/Origem

(cels/mL)

HCT-116 ATCC Carcinoma de célon 5x*10
HCT-8 ATCC Carcinoma de célon 5x“10
OVCAR-8 NCI-USA Carcinoma ovariano 5 x*10

NCI H358 NCI-USA Carcinoma bronqueo alveolar 110
PC-3M NCI-USA Carcinoma prostatico metstatico 5% 1
HL-60 NCI-USA Leucemia promielocitica 5 x40

SF-295 NCI-USA Gliobastoma 5x40
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6. Avaliacédo da atividade citotoxica em células tumoiain vitro— MTT

O método do MTT consiste em uma analise coloricetindireta, baseada na
conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-dife?tH brometo de tetrazodlio (MTT), de cor
amarela, para o formazan, composto de cor azukeada. Essa conversdao do MTT em
formazan ocorre apenas em células viaveis e métabwnte ativas, através da acdo da enzima
succinil-desidrogenase presente nas mitocondriastadforma a quantificacdo indireta da
porcentagem de células vivas pode ser mensuradespectofotometro e a partir desses dados,

calcula-se a Gyg.

Procedimento experimental

As células foram plaqueadas em placas de 96 potaaglas com a ditiolpirrolona
durante 72 horas, em concentracdes variando dé& @®EuM, sob as mesmas condi¢des de
cultivo ja descritas. Trés horas antes do fim dop® de incubacdo o sobrenadante foi
descartado e, em seguida, em cada poco foi addwoh8OuL da solucdo de MTT 10% em
meio RPMI 1640, e novamente incubada por 3 horag@islesse periodo o sobrenadante foi
descartado, permanecendo somente o precipitadadazidrmazan. Esse precipitado foi entao
ressuspendido em 1560 de DMSO e agitado por cerca de 10 minutos até caumapleta
dissolucdo. As absorbancias foram medidas no esfméimetro de placa, no comprimento de
onda de 595 nm.

Analise dos dados

As amostras foram testados em diluicdo seriadajugaiicata, e suas gl(concentragédo
inibitéria média capaz de provocar 50% do efeitaimd) e respectivos intervalos de confianca
de 95% (IC 95%) foram determinados a partir dee®gfio ndo-linear utilizando o programa

Prism verséo 4.0 (GraphPad Software).
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7. Avaliacéo da atividade antiproliferativa através daexclusao por azul de

Tripan

Este ensaio consistiu em avaliar a cinética decenesito de células PC-3M tratadas
com a ditiolpirrolona em estudo e assim poder avaliefeito antiproliferativo desta substancia
apos 24 e 48 horas de incubacao.

O ensaio com azul de Tripan permite a distincadviddal das células viaveis das ndo-
viaveis, onde o corante penetra em todas as cgpdesm somente as células viaveis conseguem
bombear o azul de Tripan para fora, fazendo com apieélulas mortas apresentem uma

coloracéo azulada.

Procedimento experimental

Células PC-3M foram plaqueadas em placas de 24spogoconcentracéo de 5 x*10
células/mL, e incubadas com ditiolpirrolona nascemtracdes de 1; 2,5 ; 50 e 10 uM. A
estaurosporina (0,pM) foi utilizada como controle positivo. Apos o fmo de incubacéo, foi
retirada uma aliquota de 90 pL da suspenséo dias@wadicionado a 1 do azul de Tripan.
Em seguida uma aliquota de {0 foi colocada em uma camara de Neubauer e asasélul

puderam ser diferenciadas entre viaveis e ndo igig@eontadas.

Analise dos dados

O numero de células contadas em cada experimengxgoesso como a média * erro
padrdo da média de trés experimentos independeRtas. verificacdo da ocorréncia de
diferencas significativas entre os grupos, os dadosriplicata foram comparados por analise de

variancia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, covel de significancia de 5% (p < 0,05).



39

8. Andlise morfolégica - Coloragdo por May-Grunwald-Gemsa e

determinac&o do Indice mitético

A coloracdo por May-Grunwald-Giemsa baseia-se deragdes eletrostaticas entre os
corantes e moléculas-alvo. Ela possui azul de emeti(corante basico), eosina (corante &acido),
entre outros componentes basicos que permitermglisti 0 citoplasma e o nucleo, sendo
possivel analisar morfologicamente a célula quamtsua integridade nuclear, bem como
alteracdes no citoplasma.

Com o proposito de quantificar e verificar difer@aagio nimero de figuras mitoticas
induzidas pela ditiolpirrolona em células PC-3Mj feita a contagem do indice mitético
utilizando as laminas coradas por May-Grunwald-GnCélulas com um ndcleo bem definido,
formato alongando ou triangular e sem condensagdoNA, foram consideradas em interfase.
J& as células arredondadas, com DNA condensadoamsud®a um nucleo, foram consideradas
figuras mitéticas. Células em processo mitoticaforcontadas e agrupadas em suas respectivas

fases da mitose: préfase, metafase, anafase agelof

Procedimento experimental

Células PC-3M foram plaqueadas em placas de 24spogoconcentracéo de 5 x*10
células/mL, e incubadas por 24 e 48 horas com@pmditolona nas concentracdes de 1; 2,5; 5,0
e 10uM. O controle negativo foi tratado apenas do DMS®estaurosporina (0}BM) foi usada
como controle positivo. Para observar a morfoladpa células, laminas foram preparadas e
coradas com May-Grunwald, por 10 segundos, seglead@iemsa por 10 segundos. As laminas

prontas foram fixadas e montadas com balsamo dadaan

Analise dos dados

Para avaliagdo da morfologia celular, as laminaadas foram levadas ao microscépio
e comparadas ao controle negativo. O registro ttasagdes celulares foi feito através de

fotografias com um aumento de 400X.
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Para determinacdo do indice mitdtico, foram corgati@00 células por lamina em
duplicata. Os dados foram comparados pelo testpidquadrado, com nivel de significancia de

5% (p< 0,05) a fim de verificar diferencas sigrafizas entre os grupo.

9. Determinacéo da Integridade da Membrana por citomgia de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica versatil e peee utilizada na investigacao de
inUmeras alteragfes e caracteristicas de everdligyizios. O citdbmetro possui um feixe de luz
(laser) e um detector que € capaz de distinguir o dedsiduz causado pelas células que o
atravessam. As alteragfes morfoldgicas das céhddem ser quantificadas através da analise
das ateracdes no espalhamento frontal (FSC), daeedacionado ao tamanho relativo entre as
células em conjunto com as alteracbes no espalttanteeral ouside scatter (SSC) que esta
realacionado com a complexidade interna, ou graiddde relativa entre as células. As células
com tamanho reduzido em relagdo ao grupo contegativo estabelecido pela populacdo sem

tratamento s&o consideradas apoptoticas.

E comum a utilizacdo de corantes que se ligam aaulzls especificas e, quando
excitados pelo laser, emitem florescéncia vermedipmz de ser detectada pelo citbmetro, como
€ 0 caso do iodeto de propidio que se ligam ao DREa determinacdo da integridade de
membrana utilizou-se iodeto de propidio. Este n@tmhsiste na capacidade dos corantes de se
ligarem ao DNA de células cuja membrana plasma&t@ja rompida, como nos casos de
apoptose tardia e necrose, emitindo uma alta fheérecia quando excitado pelo laser. Nas
células cuja membrana permanece integra (céluéa®ig), o iodeto de propidio ndo consegue
penetrar e, portanto emite uma fluorescéncia maisabcom isso as células vivas podem ser

diferenciadas das ndo viaveis.

Procedimento Experimental

Células PC-3M foram plaqueadas em placas de 24spogoconcentracéo de 5 x*10
células/mL, e incubadas por 24 e 48 horas com@pmditolona nas concentracdes de 1; 2,5; 5,0
e 10,0uM e comparadas ao controle negativo. A estauraspqi0.5 uM) foi usada como

controle positivo. ApGs o periodo de incubacdo atfguota de 100 puL da suspenséo de células
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foi transferida para um tubo de microcentrifugd deml e incubada por mais 30 minutos com 10
pL de iodeto de propidio (50 pg/mL). Em seguidarasstras foram analisadas em citbmetro de
fluxo (EasyCyte da Guava Tecnologies). As célulaspdpulacdo padrdo foram selcionada
através de ungate, a saber, “Gated cells”, e analisadas quanto martbho (FSC +orward
scater) e granulosidade (SSCSde scater).

Andlise dos dados

Em cada experimento foram contados 10000 eventda@os foram expressos como a
média + erro padrdo da média de trés experimentiependentes realizados em triplicata. Para
verificacdo da ocorréncia de diferencas signifiesi entre os grupos, os dados foram
comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguyde Teste de Dunnet, com nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).

10.Avaliacéo do tipo de morte celular via potencial Tansmembranico de
MitocOndria e viabilidade de membrana

A mitocOndria tem um papel central da via de apsptimtrinseca. Em condicdes
normais, ha uma diferenca de cargas na face ingeexéerna da membrana mitocéndrial que faz
com que se estabeleca um gradiente elétrico eatqraria a realizacdo de suas funcdes. A
formacdo de poros na membrana externa da mito@mmimite a saida de fatores pro-
apoptoticos, tais como citocromo ¢, que ira contripara o desdobramento de rotas apoptéticas.
Através destes poros também ocorre um efluxo deHbninduzindo uma alterac&o no potencial
transmembranico da mitocondria. A rodamina 123, eorante fluorescente nucleofilico, &
sequestrado para dentro da mitocondria quandoagsésenta seu potencial transmembranico
inalterado. Assim, as células viaveis emitirdo filtarescéncia verde devido a maior quantidade
de rodamina ligada as cargas positivas internasiagiig que as mitocondrias das células
apoptoticas terdo menos afinidade pelo corantegandger eventos que emitirdo menor
fluorescéncia. Como descrito anteriormente no Beratravés da utilizacdo de corantes que se
ligam ao DNA, como o iodeto de propideo (Pl), pedetracar o perfil da integridade da

membrana plasmatica da célula. Sendo assim, cébalas alta florescéncia verde e baixa
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florescéncia vermelha caracterizam células videiguanto que aquelas que apresentam baixa
florescéncia verde e vermelha caracterizam céapagptoticas. A apoptose tardia e a necrose séo
caracterizadas pelo aumento de florescéncia vean{ell), podendo ser diferenciadas através da
florescéncia verde, baixa em apoptose tardia emitaecrose. E possivel entdo, através de dupla
marcacao com esse corantes, unir essas informagdesstigar o perfil de morte celular como

sendo, apoptose, apoptose tardia ou necrose.

Procedimento Experimental

Células PC-3M foram plaqueadas em placas de 24pnacconcentracéo de 5 X*10
células/mL, e incubadas por 24 e 48 horas comi@gitolona nas concentracdes de 1; 2,5; 5 e
10 uM e comparadas ao controle negativo (C-). A esspaona (0.5uM) foi usada como
controle positivo. Apos o periodo de incubacéo atiguota de 50 puL da suspensédo de células
foi transferida para um tubo eppendorf e incubaolanpais 15 minutos com 200 pL de uma
solucdo de rodamina 123 g@/mL em alcool), na auséncia de luz e a 37 °C. Appsriodo de
incubacao as células foram centrifugadas e o sabeene foi descartado. O precipitado foi
ressuspendido em solucéo de Pl (50 pg/mL), e readmpor mais 30 minutos e analisadas por

citometria de fluxo (EasyCyte da Guava Tecnologies)

Analise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventoda@ss foram expressos como
a média + erro padrdo da média de trés experimentiependentes realizados em triplicata.
Para verificacdo da ocorréncia de diferencas sigivas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados por analise de variancia (ANOV&Quida por Teste de Dunnet, com nivel
de significancia de 5% (p < 0,05).

11 Avaliacdo do ciclo celular

Esse método consiste na capacidade do iodeto géedpm(Pl) se ligar ao DNA das
células, cuja membrana plasmatica foi primeiramésgela por um detergente para permitir a

entrada do corante no nucleo. O ciclo celular é&timido pelas seguintes fases; 6, G e M.
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Durante o periodo de crescimento celular (fageu@a célula dipléide apresenta um contetdo
2n (n — contetdo de um conjunto hapldide de croames) em DNA nuclear. Durante a fase S
ocorre a duplicacdo do genoma nuclear (2-4n) easa $eguinte (fase,jGocorre o segundo
periodo de crescimento celular, durante o qualmecmlo em DNA nuclear € mantido no nivel
4n. Em seguida ocorre a mitose (fase M, 4n) na gudlula se divide, originando duas células
filhas, cada uma com um conteddo 2n em DNA. Aslaglgue ndo se encontram em divisdo
celular (@) apresentam um conteudo 2n em DNA. Assim, asdlifes fases do ciclo celular
podem ser determinadas a partir do contetdo de UdRelas apresentam (Fiscleeal., 2004;
Foster, 2008).

Quando as células se apresentam com a cromatindercsada e/ou DNA
fragmentado (sub-G1), a quantidade de PI incorpo@dmenor, e, portanto emitem uma

fluorescéncia mais baixa.
Procedimento Experimental

Células PC-3M foram plaqueadas em placas de 24pnacconcentracéo de 5 X'10
células/mL, e incubadas por 24 e 48 horas comi@gitolona nas concentracdes de 1; 2,5; 5 e
10 uM e comparadas ao controle negativo (C-). A esspoona (0.5uM) foi usada como
controle positivo. Apos o periodo de incubacdo atiguota de 50 uL da suspensédo de células
foi transferida para um tubo eppendorf e incubanlanpais 30 minutos com 100 pL de uma
solucdo de lise contendo Pl (50 pg/mL), Triton X010,1%) e citrato de sédio (0,1%). Em
seguida as amostras foram analisadas em citometfloxd (EasyCyte da Guava Tecnologies),
onde foram obtidas histogramas representando didade de células em cada fase do ciclo

celular (G, S e G/M) e a quantidade de células com DNA fragmentado.
Analise dos dados
Em cada experimento foram contados 10000 eventssdados foram expressos

como a meédia + erro padrdo da média de trés exeeti® independentes realizados em

triplicata. Para verificacdo da ocorréncia de difigas significativas entre os diferentes grupos,
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os dados foram comparados por analise de varifABI®VA) seguida por Teste de Dunnet,

com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

12. Analise do citoesqueleto - Microscopia Confocal

O microscopio confocal de fluorescéncia por vamradulaser capta fluorescéncia para
a aquisicdo das imagens. A fluorescéncia é umdipemissao de luz na qual um corpo absorve
luz e ap6s um curto intervalo de tempo emite esga Compostos quimicos chamados
fluoréforos ou fluorocromos séo usados para produftiorescéncia do material em estudo.

A grande vantagem da microscopia confocal é a Ipiidaide de se obter luz
exclusivamente a partir de um Unico plano, ondeauificio, chamado pinhole’, consegue
separar apenas a luz proveniente do ponto focagmedindo assim que a luz refletida/emitida
por outros pontos fora de foco chegue até o detecto

O microscopio de varredura a laser varre a amasijaencialmente ponto a ponto e
linha a linha em diferentes planos focais da arapggradando imagens com alto contraste e alta
resolugcdo nos eixos X, Y e Z. Todas essas inforesacgio entdo processadas por um

computador e assim imagens tridimensionias podemesadas e manipuladas digitalmente.

Procedimento experimental

Células PC-3M foram plaqueadas sobre laminulasplanas de 6 pocos na densidade
de 5 x 10 células/mL. A ditiolpirrolona foi incubada por 2448 h, nas concentracdes de 1 e 5
MM, em estufa a 37°C com atmosfera de 5% deeC¥B % de umidade.

ApGs o periodo de incubagéo, o meio foi retiradocéulas foram lavadas com PBS,
fixadas em paraformaldeido (4,7 % em PBS) e, emidagpermeabilizadas com Triton X-100
(0,25 % em PBS). AplOs esses procedimentos, asaséfatam incubadas com marcadores
especificos para actina (faloidina/Alexa Fluor® $8&ubulina (Antia-Tubulina/Alexa Fluor®
643) (Molecular Probes,ife Technologies CorporatignO nucleo foi corado com DAPI e apés
extensas lavagens com PBS o material foi montatboe slaminas utilizando VectaShield e

analisados em microscopio confocal LSM 710 (Caisge
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13. Deteccao de proteinas - Western blot

Western blot € uma técnica utilizada para detectar uma detadairproteina em uma
amostra. Neste estudo, esta metodologia foi ulifizeara verificar a expressao aumentada ou
diminuida de proteinas-chave associadas ao cididacee a vias de sinalizacdo celular
relacionadas a citocinese.

O protocolo dewvestern blot é realizado em diversas etapas onde constamrag@ate
posterior quantificacdo de proteinas totais dasdagkubmetidas a cada tratamento, a separacdo
das proteinas desnaturadas de acordo com o pessrutanl em eletroforese vertical de
poliacrilamida, a eletrotransferéncia das proteimaslisposicdo em que separaram no gel para
uma membrana com capacidade de ligar proteinateteacdo da proteina especifica através de
sondas do anticorpo respectivo, que serd postezidemrevelado de modo colorimétrico,
baseado na reacdo da enzima fosfatase alcalina sobubstrato NBT/BCIP produzindo um
precipitado parpura que marca a membrana (adamtadmétodo original de Towbiet al.,
1979).

Para os experimentos deestern blot foram empregados os seguintes anticorpos
primarios: ciclina A e ciclina B1, RhoA, Prcl, Plk(Santa Cruz Biotechnology, Incgiclina
D2, ciclina E2, ciclina H, Chkl, Chk2, Cdkl1, Cdik2e{l Signalling). A marcacao cofiractina
(Abcam) foi usada como controle positivo. Os ampos secundarios anti-mouse 1Gg (Cell
Signalling) ou anti-rabbit IGg (Cell Signalling)ghdos a enzima fosfatase alcalina foram

utilizados na etapa de deteccao.

Extracdo de proteinas

Células PC-3M tratadas com DMSO, estaurosporirmmlmlirolona (1 e 5 pM) foram
incubadas por 24 e 48 horas antes da extracamtiEras totais. Inicialmente, as células foram
lavadas 2 vezes com PBS e foi adicionado o tampBé Rysis Buffer (Sigma). As células
foram deixadas em gelo por 40 minutos, homogend@as amostras a cada 20 minutos. Foi
utilizada a proporcdo aproximada de 1mL de tamp&ARompleto para cada 1@élulas/mL.

Ao final da incubacéo, as amostras foram centrdaga(Hettich, modelo Rotina 380) a 5000

rpm por 10 minutos a°€. O sobrenadante foi coletado, aliquotado e arnzaiea -7€C.
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Quantificacao de proteinas

A quantificacdo do extrato total de proteinas fmalizada por método colorimétrico
similar & dosagem proposta por Lovetyal., 1951, valendo-se do kit DC Protein Assay (BioRad
Laboratories) e executado como descrito pelo fabtecem microplacas de 96 cavidades. Uma
curva padrdo com BSA (0,2 — 2mg; Sigma) diluidotampédo RIPA completo foi preparada
para a calibracdo do método. O tampao RIPA foizatllo para marcar o branco experimental.
Em seguida, 5uL de cada amostra foi plagueado eaticdtas e adicionado 25uL do reagente
A’ (20uL do reagente S para cada 1mL do reagentsefyido por 200uL do reagente B. As
amostras foram incubadas por 10 minutos, sob @gitégve e lidas em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 620nm.

A concentracdo de proteinas em cada amostra feindietada a partir da curva gerada
pelo BSA, tendo sido plotado o grafico absorbamsiaquantidade de proteinas. A curva foi
gerada a partir de regresséo linear no programph®ead Prism 4.0 e os valores de absorbancia
obtidos para cada amostra foram substituidos nacéquda curva para determinar as respectivas

concentracdes de proteina dos tratamentos.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para a separacdo das proteinas do extrato toeddmso peso molecular, as amostras
foram submetidas a eletroforese vertical em ggdaacrilamida descontinuo (Laemmli, 1970,
com modificagBes). Apos a montagem do sistemacatrfiAmershan Biosciences, modelo
miniVE completo) o gel de resolucéo foi confeccmaara uma concentracao final de 12,5%
ou 7,5% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 1,50 8,8. O gel de concentracéo foi
montado sobre este, com 5% de poliacrilamida erpdariris-HCI 0,5M, pH 6,8.

De cada amostra, 15ug de proteina total carregamiaoctampédo Blue Juice 5X (5:1
v/v; Invitrogen) foi aplicado nos pogos do gel dmeentragdo 12,5%. O marcador de peso
molecular Full-Range Rainbow Marker (12 — 225 ki€ Healthcare) foi usado sempre no
primeiro poco a esquerda e nbpdco da esquerda para direita para monitorar aagim das
proteinas. A corrida eletroforética foi realizadaraa voltagem constante de 100 V e 30 mA
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(para duas placas; fonte elétrica Amershan Biosegmmodelo ES301) a temperatura ambiente,

utilizando o tampao de corrida para eletroforesteripo de corrida foi de 2h.

Eletrotransferéncia

As proteinas separadas foram transferidas para memille PVDF Hybond-P (GE
Healthcare). Para tanto, o gel foi colocado ematontom a membrana previamente lavada em
MeOH entre esponjas e papéis de filtro banhados solcdo de transferéncia. A
eletrotransferéncia foi realizada pelo modo de s@erAmershan Bioscience, blot module para
miniVE) a voltagem constante de 100 V e 300 mA pa20 a 4°C (fonte elétrica Amershan
Biosciences, modelo ES301).

Imunodetecgéo

Apés a transferéncia, as membranas foram bloqugeaddd em solucdo de NFDM 5%
em TBS. Em seguida, foram lavadas (3 vezes, 10tosraada lavagem) com TBS-Tween 0,1%
(TBS-T) e incubadas sob agitagéa@rnight a 4°C com o anticorpo primario diluido em solugédo
de BSA 5% 1:1000, em TBS-T. Apés lavagem com TB@-Vezes, 10 minutos cada lavagem),
as membranas foram incubadas com o anticorpo s&éan@l:2000) acoplado a enzima
fosfatase alcalina diluido em solugdo de NFDM 2@&% TBS-T por 2h, sob agitacdo. Apos
lavagem com TBS-T (3 vezes, 10 minutos cada lavagem seguida, as membranas foram
reveladas com NBT (0,33mg/mL; Sigma) e BCIP (0,168nk; Usb Corporation). A reacao foi

suprimida com banho da membrana em agua destilada.

Andlise dos dados

A documentacdo das membranas reveladas foi realiead captador de imagens (GE
Healthcare, modelo ImageQuant® 300) utilizando,apaquisicdo e edicdo, 0 programa
ImageQuant® 300 (GE Healthcare).



O fluxograma de desenvolvimento deste trabalhoikestiado na Figura 13.
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RESULTADOS

1. Curva de crescimento cinético

Incialmente, realizou-se um estudo do crescimemtdactériaStreptomyces sp. em
condicbes de cultura no laboratério para determimado tempo 6timo de crescimento para
isolamento do(s) principio(s) ativo(s) (Figura 1@pserva-se a fase de crescimento exponencial
ocorrendo do dia 0 ao dia 4. A partir dai, entrélias 4 e 6, observa-se um platd que poderia ser
descrito como fase estacionéria, seguindo entdoacdiminuicdo da biomassa do sexto dia ao
décimo dia de experimento. A linha pontilhada repnea os valores de 4l(ug/ml) obtidos
pelo ensaio do MTT (Tabela 5). Pode-se observarneghacdo no valor da §slcom o decorrer
dos dias, ou seja, um aumento de citotoxicidade,pguece se estabilizar a partir do oitavo dia
de experimento. O menor valor de;gIbi no dia 8 (1,78g/ml) e, por isso, as demais extracdes
foram realizadas nesse dia. O estudo quimico datextla bactéria levou ao isolamento de uma
ditiolpirrolona como descrito na sec¢do de mategiahétodos, este estudo foi realizado pelo

grupo da Prof. Dr. Otilia Pessoa do DepartamenQuenica Organica e Inorganica da UFC.
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Figura 14— Curva de crescimento @&reptomyces sp. (linha continua) em g/L versus atividade oiata do extrato
bruto (linha pontilhada) atraves dos valores dg (Ab/ml) em células HCT-8 com 72 horas de incubagéo.

Tabela 5- Valores de G}, (ug/ml) da curva de crescimento Seeptomyces sp. em células HCT-8 com 72 horas de
incubagédo

Gp 72h

Dias | 2 4 6 8 10

ug/ml | >50| 9,9 3,34 1,78 2,69
9,15 - 10,7| 2,2 - 5,06| 1,42 - 2,25| 1,78 - 4,07
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2. Estudo de citotoxicidade e viabilidade celulam vitro

A ditiolpirrolona isolada do extrato dg&reptomyces sp. apresentou-se citotoxica frente
as linhagens testadas. Os valores dg foram determinados através do ensaio do MTT e
variaram de 1,05 a 6,38M, ap0s 72 horas de incubacao, sendo bastantepatiaaas linhagens
de prostata metastatica (PC-3M) e carcinoma dem(@VCAR-8) (Tabela 6). A linhagem PC-
3M foi escolhida para o prosseguimento do estudatdé@ade da ditiolpirrolona por ser uma
linhagem de alta incidéncia e violenta devido sapacidade metastatica. Além disso, a

ditiolpirrolona mostrou-se bastante cototoxica pssa linhagem.

Tabela 6 — G} da ditiolpirrolona isolada a partir do extrato Steeptomyces sp. avaliada em linhagens tumorais
pelo tese de MTT. Os resultados apresentados caiwwes de Gl tem intervalo de confianca de 95% de

confianga determinados por regressao nao lineargeframa GraphPad Prism 5.0.

Linhagem celular | PC-3M HCT-116 | OVCAR-8 | NCI H358 | HL-60 SF-295

pg/mi 0,35¢ 0,49( 0,22¢ 0,447 1,36¢ 0,327
0,24-0,53 0,44 -0,54 0,18 - 0,27, 0,42 -0,48 0,78 — 2,38 0,23 - 0,45

KM 1,6¢€ 4,67 1,0¢ 2,1 6,3¢ 1,52
11-2,47| 2,06-5,5/0,87-1,27 19-2,2 |3,66—-11,11,09-2,12

A fim de avaliar o efeito da ditiolpirrolona naabilidade e no niamero de células, foi
realizado o ensaio do azul de Tripan com 24 e 48shde incubacéo nas concentracfes de 1;
2,5; 5 e 1QuM (Figura 15), em PC-3M. O controle positivo utildo a foi a estaurosporina (0,5
puM). De acordo com os experimentos, a ditiolpirrolomaidui 0 nimero de células viaveis de
maneira concentracdo dependente, a partir da cwacdo de 1uM. Esse efeito mostrou-se
intensificado com o0 aumento do tempo de tratam@@b). No entanto, o nimero de células ndo
viaveis ndo sofreu alteracdo significativa, comeg&o da concentracdo de {18, com 24 de

incubacao, que aumentou significativamente.
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Figura 15— Efeito da ditiolpirrolona na viabilidade de célulR€-3M determinado por exclusdo de azul de tripan
apos 24(A) e 48(B) horas de incubacgdo. O controle negativo (C-)ritialo apenas com o veiculo utilizado para a
diluicdo da substancia (DMSO 1,6 %). A estauros@o(5T), 0,5.M foi utilizada como controle positivo. As barras
brancas correspondem ao nimero de células viaeasdarras azuis correspondem ao nimero de cablitagiaveis.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de expeimérdependentes (n = 3)p < 0,001 comparado ao controle
por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls test.
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3. Andlise morfologica e indice mitotico - Coloracéo @r May-Grunwald-

Giemsa.

As alteracdes morfologicas foram avaliadas atra#&soloracdo por May-Grunwald-
Giemsa em células PC-3M, com 24 e 48 horas dentest® com a ditiolpirrolona nas
concentracdes de 1; 2,5; 5 e|l\.

As células de carcinoma prostatico normalmente g#andes e apresentam
prologamentos, ramificagdes do citoplasma, o gselteeem um formato alongado ou triangular.
Elas contém um unico ndcleo bem definido, como Emteobservado no controle negativo (C-)
das Figuras 16 e 17, caracterizando morfologia abpara essa linhagem. A grande parte das
células tratadas com a estaurosporina (SfiNd)sapresentaram, em grande ndmero, mais de um
ndcleo por célula, além de algumas figuras mitéticeos dois tempos de incubacdo. Houve
também é a diminuicdo do numero de células, quaesasificou apos 48 horas de tratamento.

Quando tratadas com a ditiolpirrolona, as célulpsesentaram um significativo
aumento do numero de figuras mitéticas em todasoasentracdes, com 24 e 48 horas de
incubacdo (Figura 13 e 14). Além disso, algumasila@®lexibiram variacdo do numero de
ndcleos, algumas vezes com até mais de 3. Acresitkso, houve uma diminuicdo da
guantidade de células de maneira concentracdo depen Com o aumento do tempo de
tratamento para 48 horas, ainda haviam figurasticas) porém a grande maioria das células
tratadas exibiam anormalidade na quantidade deeosicNa concentracdo de iM, com 48

horas de incubacao, pode-se perceber grande dgamna quantidade de células (Figura 14).



Figura 16— Morfologia de células da linhagem PC-3M ap6s 24hirtubacdo com ditiolpirrolona, coradas por May-
Grunwald-Giemsa e visualizadas por microscopiacapths células do controle negativo (C-) foramattias com o veiculo
utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 1)6 &testaurosporina (0fgM) foi utilizada como controle positivo e a
ditiolpirolona foi utilizada nas concentragbes de&2,b; 5 e 10uM. Aumento = 400x. As setas pretas evidenciam aslul

polinucleadas e as setas vermelhas evidenciamafiguitéticas.
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Figura 17— Morfologia de células da linhagem PC-3M ap6s 48hiritubacdo com ditiolpirrolona, coradas por May-
Grunwald-Giemsa e visualizadas por microscopiacéptis células do controle negativo (C-) foramattias com o veiculo
utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 1)6 &estaurosporina (0j8M) foi utilizada como controle positivo e a
ditiolpirolona foi utilizada nas concentragbes de2b; 5 e 10uM. Aumento = 400x. As setas pretas evidenciam aglul

polinucleadas e as setas vermelhas evidenciamafiguititicas.
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Os dados obtidos a partir da contagem do indicétiocot mostram claramente um
aumento no numero de figuras mitoticas em todaasentracdes avaliadas (Figura 18), com
24 e 48 de tratamento. Na contagem diferencialfateess da mitose observa-se principalmente
um aumento no numero de células em préfase e éfagel Além de um notavel aumento do
namero de células polipldides com 48 horas de nratdo. A estaurosporina (0ygM) foi
utilizada como controle positivo. No tempo de 48asondo foi possivel contar as células

tratadas com fM, pois o nimero de células mortas ja era muitodga
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Figura 18- Efeito da ditiolpirrolona no indice mitético de ks PC-3M nas concentragdes de 2,5; 5; gM@la
ditiolpirrolona, apos 24X e C) e 48 B e D) h de incubagdo. O controle negativo (C) foi wlatapenas com o
veiculo utilizado para a diluicdo da substancia @M1,6 %) e a estaurosporina () foi utilizada como
controle positivo. Foram contadas 1000 células pada tratamento.
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4. Estudos do Mecanismo de agéo.

4.1 Morfologia e Integridade de Membrana por citometria de fluxo.

O numero de células e a integridade de membraamfdeterminados por citometria de
fluxo utilizando o corante PI. As células PC-3Mdar tratadas por 24 e 48 horas com 1; 2,5; 5; e
10 uM da ditiolpirrolona. A estaurosporina (0,81) foi usada como controle positivo. Como
pode ser observado na Figura 19, ndo houve altesgéificativa da integridade de membrana
com 24 horas de tratamento. Com 48 de incubac&mbpidrolona diminui significativamente a
integridade da membrana de maneira concentrac&ndepte a partir da concentracdo de 2,5
uM. A estaurosporina 0,pM néo alterou a integridade de membrana em nenhasrteinpos

testados, entretanto.
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Figura 19 — Nimero de células e avaliagdo da iitade de membrana em células de PC-3M nas concéetrae
1; 2,5; 5; e 1QuM da ditiolpirrolona, apods 2¢A e C) e 48(B e D) h de incubagéo. O controle negativo (C-) foi
tratado apenas com o veiculo utilizado para agliluida substancia (DMSO 1,6 %) e a estaurospo®ma (0,5
puM) foi utilizada como controle positivo. A analidei realizada por citometria de fluxo com 10000 rees,
utilizando PI. Os dados estao apresentados coraloses de média + erro E.P.M. de experimentos iedgntes (n
=3)." p < 0,05 comparado com o controle por ANOVA segyidr Student Newman-Keuls.
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A morfologia celular foi analisada por citometri@ luxo utilizando o iodeto de
propideo (Pl) e os parametros de tamanho (FSCreulgisidade (SSC). As células PC-3M
foram tratadas por 24 e 48 horas com 1; 2,5; B;j@VLda ditiolpirrolona. A estaurosporina (0,5
pMM) foi usada como controle positivo. Como mostradd=igura 20, a maior parte da populacéo
de células encontra-se dentro dgate’ no controle negativo, mais de 90%. Quando foram
tratadas com estaurosporina houve um deslocamenfmpulacdo de células para esquerda e
para baixo, e esse efeito se intensificou com 48at@mento. As células foram entdo incubadas
com as concentracdes de ditiolpirrolona e houvebéamdeslocamento da populacédo para a
esquerda e para baixo do grafico de maneira cag@a dependente, ou seja, diminuicdo do

FSC e do SSC.
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Figura 20— Avaliacdo morfologica por citoemtria de fluxo edludas de PC-3M nas concentracdes de 1; 2,5; 5; e
10 uM da ditiolpirrolona, ap6s 24 e 48 h de incubagaaontrole negativo (C-) foi tratado apenas conefzwo
utilizado para a diluigdo da substancia (DMSO 1,6 éestaurosporina (0,BM) foi utilizada como controle
positivo. O experimento foi realizado por citomeidie fluxo, utilizando PI.



58

4.2 Avaliacao do tipo de morte celular via potencial Tansmembranico

de Mitocondria (A¥m).

O tratamento com ditiolpirrolona em células PC-3MNerau significativamente o
potencial transmembrana mitocondrial, aumentandtespolarizacdo com 24 e 48 horas de

incubacéo, exceto nas concentragdes de 18/ 8o menor tempo (Figura 21).

A B
% 604 -F * % 601 ?
€ 40- Z x E 401
£ 20- / £ 20- / . pm
=l Inls =1 Iull

ditiolpirrolona ditiolpirrolona

Figura 21— Avaliacdo do potencial transmembrana mitocondmalcélulas de PC-3M nas concentracdes de 1; 2,5;
5; e 10uM da ditiolpirrolona, apés 2@A) e 48(B) h de incubacéo. O controle negativo (C-) foi tlatapenas com

o veiculo utilizado para a diluicdo da substanbiBI$O 1,6 %) a estaurosporina (ST) (PJ4) foi utilizada como
controle positivo. A andlise foi realizada por nitetria de fluxo com 5000 eventos, utilizando Pbgamina 123.

Os dados estdo apresentados com os valores de média E.P.M. de experimentos independentes (i =8<

0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido$toident Newman-Keuls.

A dupla marcacdo com Pl e rodaminal23 (Figurar2@3trou que houve diminuicdo
significativa do numero de células vidveis em todsstratamentos, com 24 e 48 horas de
incubacéao, exceto conul de diolpirrolona em 48 horas. A estaurosporirtuaiu 0 aumento
de apoptose nos dois tempos de tratamento e deoapofardia apenas com 48 horas de
incubacdo. O tratamento com a ditiolpirrolona induo aumento de morte celular,
principalmente de apoptose tardia. Na menor coregi (AM), houve apenas aumento de
apoptose com 48 horas de tratamento. Ja na coac&ot?,fiM houve aumento de apoptose e
de apoptose tardia com 48 horas de incubacdo. @ivhe51QuM de ditiolpirrolona, houve
aumento nos trés tipos de morte avaliados: apgpapegptose tardia e necrose, com 24 e 48

horas de incubacéo, mostrando alta citotoxicidade.
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Figura 22— Avaliagao do tipo de morte utilizando dupla maézagom Pl e rodaminal23 em células de PC-3M nas

concentracdes de 1; 2,5; 5; e dd da ditiolpirrolona, apds 20A) e 48(B) h de incubagdo. O controle negativo

(C-) foi tratado apenas com o veiculo utilizadoapardiluicdo da substéncia (DMSO 1,6 %) e estaorosp (0,5

uM) foi utilizada como controle positivo.
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4.3 Avaliacao do ciclo celular.

Para determinar se a ditiolpirrolona (1; 2,5; S0qu¥) induz altera¢des na progressao
do ciclo celular, células PC-3M foram avaliadas gitometria de fluxo, utilizando o iodeto de
propideo (PI), com 24 e 48 horas de incubacao (&ig8 e 24).

Com 24 horas de incubacao, houve diminuicdo datigizale de células em GO/G1 e
aumento da porcentagem de células em S, excet@marmoncentracdo. Apenas a concentracao
de 5uM de ditiolpirrolona foi capaz de alterar o percatde células em G2/M. Observa-se
também aumento significativo de fragmentacdo cel(fiiguras 23, B) nas duas maiores
concentracdes (5 e 10). O percentual de células poliploides ndo so&keracao significativa
com o tratamento com a ditiolpirrolona (Figura €3,
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Figura 23— (A) Analise do ciclo celular em células PC-3M nas eomi@cdes de 1; 2,5; 5; e 1M da
ditiolpirrolona, apés 24 horas de tratamef®p Fragmentagdo celulé€) Poliploidia. O controle negativo (C-) foi
tratado apenas com o veiculo utilizado para agdituida substancia (DMSO 1,6 %) a estaurosporinp((BFuM)
foi utilizada como controle positivo. A analise feializada por citometria de fluxo com 10000 eventdilizando
PI. Os dados estéo apresentados com os valoreédia terro E.P.M. de experimentos independentes3n” p
< 0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido$tudent Newman-Keuls.
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Com 48 horas de tratamento o efeito foi semelhaatgatamento de 24 horas, porém
mais acentuado, em relacdo a GO/G1 e S, com digdioulo percentual de células em GO/G1 e
aumento em S, com excecdo da concentracédodd. Em relacdo ao G2/M, apena a menor
concentracdo nao alterou significativamente o peued de células, ao passo que todas as outras
iduziram aumento do percentual de células em G3mente as concentragfes de 5 @0
induziram aumento de fragmentacdo com 48 horasaddacao (Figura 24, B). A ditiolpirrolona
induziu também o aumento do percentual de céludbgl@ides com 2,5; 5 e 10M (Figura 24,
C).
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Figura 24— (A) Analise do ciclo celular em células PC-3M nas eom@cdes de 1; 2,5; 5; e 1M da
ditiolpirrolona, apds 48 horas de tratamefBd Fragmentacao celul4€) Poliploidia. O controle negativo (C-) foi
tratado apenas com o veiculo utilizado para agdituida substancia (DMSO 1,6 %) a estaurosporinp((BFuM)
foi utilizada como controle positivo. A andlise feializada por citometria de fluxo com 10000 eventdilizando
PI. Os dados estdo apresentados com os valoreédia terro E.P.M. de experimentos independentes3n” p
< 0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido$tudent Newman-Keuls.
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4.4 Microscopia confocal.

Com o intuito de avaliar se as alteracdes obsesvadteriormente no ciclo celular sdo
de caréter estrutural ou bioquimico, foi feita aleme das celulas PC-3M através da microscopia
confocal. Os marcadores utilizados (DAPI, Amiubulin e faloidina) permitiram a distingdo do
ndcleo, da actina e da tubulina. A tubulina é umtagina indispensavel para a manutencédo da
forma da célula, pois participa da composicao tmesgueleto. Além disso, ela é a proteina que
compbe o fuso mitético, que participam da separai@® cromossomos durante a divisdo

celular. Sendo assim, alteracdes na tubulina pdelesin a defeitos no ciclo celular.

As analises por microscopia confocal, mostradag-itagas 25 e 26, mostraram figuras
mitGticas e células polinucleadas, caracteriséiaabservada nos experimentos anteriores, porém
a actina e a tubulina encontram-se bem organizagapalhadas normalmente por toda a célula,
ndo apresentando nenhuma alteragdo quando compaada o controle negativo. A
estaurosporina, usada como controle positivo, eptes alteracdes na actina e no formato da
célula. Com 24 horas de incubacdo, na menor cargdat, pode-se observar figuras mitéticas
(quadrado branco) e o aumento do niumero de nudkessconcentracdes de 2,5 g\, além de
células polinucleadas, é possivel notar uma dimauwida densidade celular. Em 48 horas de
tratamento, as figuras mitoticas persistem e h&arencia de células grandes com varios

nucleos.
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Figura 25— Analise por microscopia confocal de células PC-&h ¢ratamento (C-) e tratadas com 1; 2,5 Ble
ditiopirrolona com 24 horas de incubacgdo. A estsuwana (ST) (0,5uM) foi utilizada como controle positivo.
Observa-se em azul o DNA, corado por DAPI, em vexr@detina corada por faloidina, em vermelho a inbulO

guadrado evidencia uma célula em divisdo e os qdadrvermelhos mostram células polinucleadas.
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Figura 26— Analise por microscopia confocal de células PC-&h sratamento (C-) e tratadas com 1; 2,pi Sla
ditiopirrolona com 48 horas de incubagdo. A estspwdna (ST) (0,54M) foi utilizada como controle positivo
Observa-se em azul o DNA, corado por DAPI, em verdetina corada por faloidina, em vermelho altnhuOs

quadrados brancos evidenciam células polinucleadigsiras mitéticas.
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4.5 Western blot.

As proteinas avaliadas por western blot foramr@ch, ciclina B1, ciclina D1, ciclina
D2, ciclina E2, ciclina H, Cdkl, Cdk2, Chkl1, Chkgie participam da regulagéo do ciclo celular
e PLK-1, Prc-1 e RhoA, que estéo relacionadasainise.

Pode ser observado na Figura 27 a expressdo dgnaotde celulas PC-3M tratadas
com 1 e pM da ditiolpirrolona durante 24 e 48 horas de traato. A expressdo de Cdkl
apresentou um discreto aumento nas duas concegdgrdedditolpirrolona em 24 horas e apenas
na menor concentragdo com 48 horas de tratamergrpressao da ciclina A diminuiu em todos
os tratados, principalmente com 48 horas de inédads outras proteinas quantificadas
referentes ao ciclo celular, ciclina H, ciclina @iglina E, ciclina B1 e Cdk2 praticamente néo

sofreram alteracéo.

Nesse trabalho avaliou-se também a expresséo tEnar€Chk2, que participa de vias
de resposta ao dano em DNA. De acordo com a FRyyra expressao de Chk2 nédo se mostrou
alterada quando células PC-3M foram tratadas com 5M da ditiolpirrolona apos 24 e 48

horas. (Figura 27).

Em relacdo as proteinas relacionadas diretamegi®@nese, a expressado de Prc-1
mostrou-se aumentada, exceto cqnuvem 48 horas de tratamento. Ao passo que a edwress
de PIk-1 e de RhoA diminuiram em ambos os temposcgacao, principalmente com 24
horas de tratamento.
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Figura 27-Western blot mostrando a expressao de ciclina dinei B1, ciclina D2, ciclina E2, ciclina H, Cdk1,

Cdk2, Chk2,Prc-1, Plk-1 @-actina, usada como controle positivo. As célul@s3® foram tratadas durante 24 e 48

horas com a ditiolpirrolona (1 eu1).
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DISCUSSAO

Os produtos naturais marinhos ganharam destaggidllitimos anos e tem despertado
cada vez mais interesse dos pesquisadores e datrinddevido aos achados inéditos e
promissores. O estado do Ceara pode se benefigsartte por ter uma privilegiada costa e
acesso a uma grande biodiversidade mariBbdistoma vannamei, a espécie de ascidia da qual
foi isolada cepa d&reptomyces sp. desse estudo, € um exemplo disso. Essa egpéstemica
do Ceara e tem apresentado resultados animadeérestab (Jimenea al., 2003; Jimeneet al.,
2008; Andrecet al., 2012).

No presente trabalho investigou-se o extratoSueptomyces sp. isolado da ascidia
Eudistoma vannamei e identificou-se, através de fracionamento biatia do ensaio do MTT,
uma ditiolpirrolona com potente atividade citot@iem linhagens tumorais, a N-(4,5-dihidro-5-
0xo0-1,2-ditiolo[4,3-b]pirrol-6-il)-N-metil-formamid, com Cid, na ordem depuM. As
ditiolpirrolonas s&@o conhecidas de longa data, doarprincipalmente por sua atividade
antibidtica, porém existem poucos estudos refeatesa citotoxicidade em células tumorais.
Elas séo tipicamente constituidas de um nucleailbéte, sendo esse nucleo formado por um
anel pirrdlico e um anel ditidlico, podendo serupgrdas em duas familias, pirrotinas ou

holotinas, de acordo com a natureza do grupamigatdd ao nitrogénio do anel pirrdlico.

Um dos primeiros registros de ditiolpirrolona oearna década de 50, quando Tanner e
colaboradores isolaram a molécula tiolutina, aipdet culturas d&reptomyces albus (Walteret
al., 1955). Outras ditiolpirrolonas foram encontradasibém em extratos de bactérias dos
génerosXenor habdus, Alteromonas, e em actinomicetos do géneaccharothrix e Streptomyces
(Shiozawaet al., 1993; Paiket al, 2001; Merrouchest al., 2010; Merrouchest al., 2011). Na
década de 90, pesquisadores relataram a ocord@addiopirrolonas no ambiente marinho em
bactérias da espéoftteromonas rava, indentificada como tiomarinol. Pouco tempo depesse
mesmo grupo encontrou diversas variacdes da maléeuliomarinol, a saber, A, B, C,D, E, Fe
G (Shiozawat al., 1993; Shiozawat al., 1995; Shiozawat al., 1997)

Outros antibidticos pirrolinicos como aureotricinalotina, holomicina, tiolutina,

demonstraram atividade ndo sO bactericida, comobédam atividade contra fungos e
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protozoarios. Essa classe de moléculas apreserda atividade anti-alérgica e anti-agregante
plaguetaria e, mais recentemente, estudos reporigua as ditiolpirrolonas tem capacidade de
estimular a producdo de globulos brancos, podeedditd no tratamento de HIV, doencas
sanguineas e na recuperacao de pacientes mielossiasr que passaram por quimioterapia
(Ninomiyaet al., 1980; Stahét al., 1988; Gucet al., 2008; Guoping & Quanhai, 2009; Guoping
et al., 2010; Merroucheet al., 2010; Merroucheet al., 2011). As atividades bioldgicas das
ditiopirrolonas podem variar de acordo com a natudos radicais que podem ligar-se aos anéis
pirrélico e ditidico. Em 2007, Li e colaboradorézsefam substituicbes aromaticas no nitrogénio
do anel pirrélico de uma ditiolpirrolona isolada Xenorhabdus sp. com o intuito de observar
alteracOes relacionadas a estrutura e atividadedegararam com o aumento da citotoxicidade
contra células de cancer de pulmdo. Outras ditmlpmas mostraram-se citotoxicas frente a
linhagens tumorais humanas, como linhagens de c@ecenama e de colon (Websttral.,
2000). Porém, o conhecimento em relacdo a atividmat@umoral das ditiolpirrolonas é
relativamente pequeno e, dentre elas, a tiolutinam@& das mais estudadas. Além de ser
citotoxica para linhagens neoplasicas, essa sudiatdrum potente inibidor de RNA polimerase
em bactérias e leveduras, outros estudos indicardaague essa substancia tem efeitos
preventivos na malignizacdo das células, como eess@o da angiogénese (Jimeetest,. 1973;
Tipper, 1973; Webstest al., 2000; Folkman, 2002).

Além da citotoxicidade comprovada pelo ensaio do TMHnalisou-se o efeito
antiproliferativo da ditiolpirrolona através doteesle exclusao pelo azul de Tripan em linhagens
PC-3M, confirmando a diminuicdo no niumero de célgam praticamente alterar o nimero de
células com membrana nao integra, ou seja, naeisiaZuriosamente, os dados da citometria
referentes a integridade de membrana mostraranmgiigdio da integridade nas concentracdes de

2,5;5 e 1QuM, com 48 horas de incubacéo, fato que nao foirobse pelo teste do Tripan.

A integridade da membrana pode ser relacionadgpaaé morte sofrida pela célula. A
morte celular € um processo rigidamente controladadispensavel para a homeostase dos
organismos multicelulares. Isso porque a perpetude&élulas defeituosas pode estar associada
a diversas patologias, inclusive cancer (Mueoa., 2005; Kryskeet al., 2008). Dentre 0s tipos
mais estudados de morte, estdo a necrose e a spogte diferem entre si de forma molecular,

bioguimica e morfologica.
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As células necroticas apresentam algumas cardidasipeculiares. Durante o processo
h& um inchacgo das organelas, consequentementdutta @@mo um todo, resultando em ruptura
do nucleo, mitocondria e membrana plasmatica. @exsamento do conteudo citoplasmatico
para os tecidos alerta o sistema imune do organigoatendo desencadear inflamacéo. (Setrle
al., 1982; Mckall, 2010). Por outro lado, células @pticas diminuem de tamanho, o DNA se
condensa e nao ha rompimento da membrana plasmatitae outras organelas, ao invés disso,
a célula vai se compartimentalizando em pequengsscapoptoéticos, que serdo futuramente
englobados por células vizinhas e macréfagos ddenses imune do organismo.
Consequentemente, esse tipo de morte ndo causmagio. Entretanto, quando a apoptose néo
ocorre em condi¢gbem vivo, ou seja, fora do organismo, essa “limpeza” dasstiintes
celulares deixa de acontecer e, ao final do processnembrana plasméatica da célula termina
por se romper. Alguns autores chamam esse fendrden@poptose tardia ou “necrose
secundaria” (Proskuryakost al., 2003; Faddel & Orrenius, 2005). Além da integrielatke
membrana, outra caracteristica que pode ser igaelstiem relacdo a apoptose € o potencial
transmembranico da mitocOndria, visto que altermciesse potencial (depolarizacdo),
ocasionadas por mudancas na permeabilidade da @meanimitocondrial, marcam um ponto sem
volta em direcdo a morte celular programada. Esgmnela pode fornecer infomacdes
relevantes, pois tem papel fundamental no deserdelaias apoptoticas, especialmente na via
intrinseca, através da liberacdo de fatores pr@téapoos, como citocromo ¢ (Green & Reed,
2005; Indraret al., 2011).

Gracas as essas diferencas morfologicas entreseeer@apoptose, € possivel detectar
variacbes no tamanho e na granulosidade das célitags do padrédo de espalhamento da luz
emitida, via citometria de fluxo. Os fotodetectods equipamento percebem alteracdes no
padrédo da luz e processam essa informacao, quem@sentadas pelo FSEofward Scatter),
interpretado como sendo o tamanho da célula e S%d& Ecatter), interpretado como
granulosidade celular. Em estagios iniciais de tgz@p o FSC diminui enquanto que o SSC
pode aumentar ou ficar inalterado. Em caso de secro FSC aumenta e o SSC diminui,
representando entdo o inchaco celular nas célidasdticas e a retracdo nas apoptépticas
(Verneset al., 2000).
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Somadas a esses resultados, as andlises de iatesgdé membrana e as analises do
potencial transmenbranico de mitocondria em célB@s3M tratadas com ditiolpirrolona com
24 e 48 horas de incubacao, pode-se ter uma ideipalde morte sofrida. O citdmetro de fluxo
mensura essas caracteristicas por meio de corseliEts/os e deteccdo de fluorescéncia. Os
resultados observados neste trabalho podem segé#io morte por apoptose devido a mudanga
no tamanho da célula, exibida pela diminicdo do FS@o SSC, concentracdo e tempo
dependente, somada a manutencao da integridaderdarana e a despolarizacdo mitocondrial.
Sendo assim esses resultados poderiam estar si@epoptose tardia no maior tempo de
tratamento com a ditiolpirrolona, o que corrobasens resultados obtidos através das analises
de dupla coloragéo (PI+RODA), por citometria dexdluA inducéo de vias apoptéticas € um dos
mecanismos pelos quais grande parte dos agentesotprapicos age, sendo essa via, muitas
vezes, responsavel pela acdo citotoxica de algwmms antitumorais. E importante lembrar
gue defeitos ou desregulacdes nas vias apopt@kciesn levar ao um prognostico ruim devido a
ineficacia do tratamento e a resisténcia das &lalaguimioterapia (Lowe & Lin, 2000;
Johnstonet al., 2002).

Além da inducao da apoptose, outro alvo bastamikedo na terapéutica do cancer é

o ciclo celular, pois, devido ao acumulo de mutagieersas, células neoplasicas apresentam
taxas de proliferacdo bem superiores que aquelaéldis normais, além de, muitas vezes, nédo
precisarem receber estimulos externos para entnaoepnocesso de divisdo celular. O cancer é
caracterizado, dentre outros aspectos, por tertarsmde proliferacdo excendente a de morte
celular, 0 que desregula a homeostase do tecidol® @sultar na formacéo de tumores. Essas
particularidades das células tumorais sao resaekatd mal funcionamento e da desregulacéao do
ciclo celular. Em células neopléasicas, o estimel@mscimento é constante e auto-suficiente, ou
seja, elas ndo requerem necessariamente um sitain@xpara iniciarem o ciclo e,
consequemente, entrarem em G1. Além disso, viasnddéizacdo de deteccdo e eliminagcdo de
danos também podem estar comprometidas em camtesdis, com isso, 0 dano néo é reparado
e é passado entdo para a proxima geracao, resukam@cumulo de mutacdes diversas (Foster,
2007).

A compreensao do ciclo celular em células neo@as& de extrema importancia e,

felizmente, esta relativamente bem estabelecidabifio que a desregulacéo da divisdo celular
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no céncer é responsavel por lhe conferir caratta$sque o fazem escapar das defesas do
organismo, porém as diferencas nas taxas de pegife entre células neoplasicas e normais &
algo que pode ser explorado como alvo terapéu#d¢oalmente, existem diversas drogas
utilizadas na quimioterapia do cancer que agemasramente no ciclo celular. De fato, grande
parte delas dispde desse mecanismos de acao. laticappor exemplo, € um agente alquilante
indicado para o tratamento de vatios tipos tumdits.se intercala no DNA, interferindo na
divisdo celular na fase S e G2 e culminando emtapepProdutos isolados de fontes marinhas,
como a trabectidina (Yondelis), também estdo np@me drogas que agem no ciclo celular,
bloqueado especificamente a fase G2, sendo inelusiNzada em associagdo com outras drogas
(NCI; D’Incalci et a., 2003; Mayer & Gustafson, 2008; Williams & Stoet012).

No presente trabalho, tanto as laminas das cdR@a3M tratadas com ditiolpirrolona e
coradas por May-Grunwald-Giemsa quanto a contagermdice mitotico exibem claramente
células binucleadas e muitas figuras mitéticasesndo que a substancia em estudo estaria
alterando, de alguma maneira, a progressao docstitar, suspeita que foi comprovada através
da avaliacao direta do ciclo celular por citomediéafluxo. Tal fato fez com que a pesquisa fosse
direcionada, de forma mais aprofundada, para asilgagao de algumas vias que participam ou

influenciam a divisao celular.

Existem relatos na literatura de susbtancias issladpartir d&treptomyces sp. que séo
capazes de interferir no ciclo celular de formailsinrevelada pela ditiolpirrolona, € o caso da
estaurosporina, utilizada como controle positivgseetrabalho. Dependendo da concentragéo
utilizada, essa molécula blogueia a entrada nasmito que resulta em acumulo de células
poliploides ou tetraploides. Outro feito interedsata estaurosporina seria a inducao de bloqueio
na teléfase. Falhas na citocinese devido ao blogo@isaida da divisdo celular, resultaria em
acumulo de células nessa fase (M), culminando emptape. Inclusive, analogos da
estaurosporina estdo em fase de teste clinicosspaean potenciais agentes anticancer. Dentre
outros mecanismos de acdo dessa molécula, podéae as alteragcdes causadas no
citoesqueleto. Em 2009, Sarkar e colaboradores mistnamam que a estaurosporina altera a rede
de filamentos de tubulina, proteinas que comp&emiostibulos, e que isso pode contribuir
para o bloqueio em G2/M no ciclo celular (Swe & $897; Gesher, 2000).
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Os microtubulos sdo formados pela polimerizacaeersdvel da tubulina e tém o
importante papel de compor o citoesqueleto, e dsganica precisa funcionar perfeitamente.
Inclusive, mutacdes nos genes que codificam masalg tubulina podem acarretar em defeitos
na citocinese. Nas células eucariticas o citodstpudesempenha funcbdes essenciais, tais como
mobilidade, sinalizacdo celular, distribuicdo déstancias, manutencdo da forma da célula e
participacdo na divisdo. Durante a mitose, a redenitrotibulos que forma o citoesqueleto é
desmontada para dar lugar ao fuso mitético, armagagpual os cromossomos duplicados irdo se
ancorar. Essa estrutura serve pra orientar 0os @@nms no equador da célula durante a
metafase, a fim de que eles sejam igualmente lliglos para as células filhas nas fases
seguintes da mitose (Jordan & Wilson, 1998; Zhetual, 2002). Algumas substancias
antitumorais agem exatamente nesse alvo. Drogas odaxol e a vimblastina podem ligar-se a
tubulina ou aos microtubulos, suprimindo a dindmima citoesqueleto e inviabilizando a
progressao do ciclo celular através de acao norfugico. Bloqueios persistentes nessa fase da
divisdo levam a formacao de células polinucleadageucao de apoptose, como mecanismo de
contencdo de dano celular (Jorehal., 1993; Jordaset al., 1996; Almeideet al., 2005).

Apesar de os dados da microscopia confocal coraobor com aqueles mostrados
previamente, sugerindo que a ditiolpirrolona eatatierando o ciclo celular e aumentando a
guantidade de figuras mitdticas e de células poleadas, ela ndo parece alterar o
comportamento da tubulina e da actina nas cél@aSN. Isso sugere que 0 mecanismo de acao

da ditiolpirrolona em estudo nao estaria relacioradlteracdes diretas nessas proteinas.

A progressdo para cada fase do ciclo celular édepada através da expressdo das
ciclinas e interagbes com as Cdks. Dentre as diserautacdes acumuladas em células
neoplasicas, varias acometem o ciclo celular densgmaneira (Foster, 2008; Malumbres &
Barbacid, 2009). De acordo com os dados obtidas getagem de proteinas pastern blot,
pode ser proposto que a ditiolpirrolona (1 eM» n&do alterou o inicio do ciclo, visto que a
expressao de ciclina D2, ciclina E, que sdo prateque participam dessas fases, encontram-se
em niveis normais. Nota-se ainda um discreto atemsdS, G2 e M devido a diminuicdo da
expressado de ciclina A (emuM) e leve aumento de Cdkl, que modulam essas fases,

respectivamente. A diminuicdo da expressao denaidh pode estar causando o atraso em S,
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observado no ciclo celular, visto que essa proteigada a Cdkl, é necesséria para a transicao
de S para G2/M.

Os dados anteriores mostram claramente que asaséRC-3M tratadas com
ditiolpirrolona ndo encontraram dificuldade de dicgl seu material genético. Corroborando
com esses dados, foi visto um leve aumento de Catkigina importante nas fases finais do
ciclo, na transicdo de G2 para M. Em condi¢des amnos niveis de ciclina B1, ativadora de
Cdk1, devem comecar a cair no final da mitose, rmpesisamente na anafase, haja vista que
esse evento esta intimamente relacionado a inatbvdg complexo ciclinaB/Cdk1, crucial para
saida da mitose. Wolf e colaboradores, (2006) seralin os efeitos de diferentes concentractes
de ciclina B1 n&do degradavel em diferentes linhagesiulares humanas e, interessantemente,
acharam que variadas concentracdes de ciclina Bhoabloqueio em fases distintas da mitose.
Altos niveis de expressdo constante dessa pradearactam acumulo de células em metafase
enguanto que niveis baixos, porém persistentesiciaacB1, bloqueiam apenas os estagios

finais da mitose, causando um atraso em telofase.

A ativacdo completa das quinases dependentes liigacse da pelas interacdes com
suas respectivas ciclinas acrescida de fosforilag@o residuos de treonina pelo complexo
ativador de quinases (CAK = Cdk7 + Ciclina H + Ma#xperimentos mostraram que a inibicdo
seletiva de Cdk7 em G1 impede a ligacédo de ciclin&lk2, atrasando a fase S. Essa mesma
inibicdo, dessa vez em G2, foi capaz de desfaigagio do complexo ciclina/Cdk, bloqueando
a entrada da célula na mitose (Larochetlal., 2007). Imprescindivelmente, a degradacédo da
ciclina B deve ocorrer no final da anafase e inid# tel6fase, sendo indispensavel para a
inativacdo de Cdk1, o que promoveria entdo a skdaitose. A degradacao da ciclina B € entédo
desencadeada pelo complexo ARDaphase promoting complex), que marca essa ciclina via
ubiquitinacdo de forma que ela seja posteriosmemenhecida e destruida por outras proteinas
(Irniger, 2002).

Para que a mitose se complete com sucesso, & &egeasformacdo de um anel
contratil que ira separar as duas células filhaarde a citocinese. Essa fase € bastante complexa
e conta com a participacao de pelo menos 20 paesteAlgumas dessas proteinas jA comecam a
se mobilizar no inicio da anafase e é exatameatacao de quinases mitodticas, como a Cdkl,

gue assegura que o inicio da citocinese ocorrasraento preciso. O controle é feito através de
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inativacdo via fosforilacdo de proteinas chavesittinese, mediada por Cdkl. A degradacgéo
proteolitica da ciclina B, culminando em inativacde quinases mitéticas, ativa entdo as
proteinas responsaveis pela montagem do eixo teltcal no qual o anel contrtil ira se
posicionar. Sendo assim, Cdkl precisa estar dasatig a ciclina B, degradada, caso contrario,
diversos eventos da citocinese sdo impedidos¢tam® formacao do eixo central e agregacéao de
microtubulos (Glotzer, 2005; Normand & King, 201Bxperimentos com células de rim de rato
mostraram que a inativacdo de Cdkl € essencial amécio da citocinese, no entanto sua
inativagdo precoce pode prejudicar o andamentaadtto aelular. Em 2007Raulsormostrou que
guando Cdkl é inibida em célul&®&§ 210 de rato estabilizadas em metafase, as cééda
capazes de retornar ao estado interfasico. Elenahseque houve descondensacdo dos
Cromossomos Sem que ocorresse a segregacao €inesiey porém o material genético estava
duplicado haja visto que as outras fases da mftosen cumpridas. Curiosamente, as ceélulas
resultantes desse experimento foram capazes deletampm novo ciclo celular, duplicando
novamente seu DNAOutros estudos mostraram ainda que a ativacaospmrs de Cdkl ndo
causa bloqueio em metafase, mas sim uma concemtlagéélulas no final da anafase, sem que
a separacao dos cromossomos fosse inibida (Holletvaly 1993; Wheatlewt al. 1997). Esses
efeitos celulares sdo similares aos que foram alggervados quando as células PC-3M foram
tratadas com a ditiolpirrolona em estudo, o quesigue essa substancia esteja modulando vias

moleculares das fases finais do ciclo celular.

Além de depender do sucesso das fases anteriodlescerreto posicionamento de
proteinas que orquestram a formacao do anel cibntidtras proteinas modulam os processos da
citocinese. Os dados desse trabalho mostraram qespeessao de Plk-1 apresentou-se
diminuida, e, porteriormente, 0 mesmo ocorre cool Rtom 48 horas de tratamento. Tal fato se
da, provavelmente, devido a interagdo entre PRIk no final da mitose (Rape, 2007). A Prcl
é inibida durante o inicio da mitose atraves ddofilacdo, por Cdk, em dois sitios de acgéo:
T470 e T481, inclusive, mutacdes nesses sitiosopesw o recrutamento prematuro de PIk-1 por
Prcl, ocasionando arraste em prometafase e blomaejorogressédo da mitose (Nefal.,
2007). Entretanto, experimentos com microinjecacae-Prcl demostraram que a separacao
celular é bloqueada, sem influenciar a separacéleany ou seja, que essa proteina é necesséria
para a separacao celular (Jiasgal., 1998). Além disso, Plk-1 possibilita seu proprio

acoplamento em Prcl através de fosforilagdo no $802. Essa ligagéo ird desencadear, dentre
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outros processos, a ativacao de outras proteinagtamtes para a formacgéo e ingresséo do sulco
e do anel contratil, dentre elas a RhoA. Sua pgesestimula o recrutamento e a organizacéo

dos filamentos de actina e sua inibicdo bloguaprofundamento do sulco (Drechsel, 1996).

Grande parte das proteinas envolvidas na fase dmahitose tem um tempo exato de
funcionamento, ou seja, desempenham seu papel daimsafase, ou depois dela. Para aquelas
gue agem em ambas as fases, faz-se necesséario odwdagdo mais complexa, temporal e
apropriada, como é o caso da Plk-1, que estd edaotem diversas outras fun¢des no decorrer
do ciclo celular, além de seu papel como reguladiarecitocinese. Vale ressaltar que essa
proteina encontra-se superexpressa em diversos dipaumores, estando relacionada a um
prognostico ruim e sendo entdo considerada um taapéutico particularmente interessante
(Takaiet al., 2005).

Dentre outras funcdes, a Plk-1 esta associadaradantia mitose, a bipolarizacdo dos
microtubulos, a segregacdo dos cromossomos, a aggdutio deslocamento de proteinas para a
formacdo do eixo central da célula, crucial parforanacdo do anel contrétil composto por
miosina e actina e, consequentemente, a citocitdém dos diferentes papéis exercidos pela
Plk-1, sua regulacdo varia dependendo do momentoidio® e de sua localizagdo na célula
(Sumareet al., 2002; Yoshidat al., 2006; Petronczlat al., 2008). A inibicdo de PIk-1 ocasiona
um atraso na entrada da mitose seguido de arrasteefafase (Sumara at al, 2004; Burkard et
al., 2006). Entretanto, Brennan e colaboradore®7R€mbém utilizaram inibidores de PIk-1,
desta vez ap0s metafase, e demonstraram que gémitbessa proteina bloqueiou a formacgéo do
anel contratil e do sulco de clivagem devido a ittefena localizacdo de RhoA, ao passo que a
segregagcdo dos cromossomos ocorreu normalmenéeedaintemente, tal fato ndo impede a
saida da mitose e o retorno das células ao estgaltasico. De fato, diversos trabalhos revelam
gue a inibicdo de PIk-1 prejudica a ligacdo de Rlof outras proteinas, tais como Ect2, que
participam da finalizacdo da citocinese. Consequmehte, células com inibicdo de PIk-1
apresentam defeitos na citocinese (Burlkardl., 2006; Petronczkét al., 2007; Wolfeat al,
2009).

De acordo com os dados obtidos, pode-se sugeriagliminuicdo da ciclina A e da
ciclina B1, associada a diminuicdo da expressaelkid¢, Prcl e RhoA, estdo relacionadas com

arraste no final do ciclo celular e blogueio nafida mitose. Sendo assim, a célula passa pela
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transicdo de G2 para mitose, porém nao consegu®ugoa citocinese, pois niveis baixos de
Prcl, Plk-1 e RhoA inviabilizam a formacdo do eoantral, sulco e anel contratil. Como as
células PC-3M ndo conseguem concluir a citocinesesultado sdo células polinucleadas que

irdo eventualmente sofrer morte por necrose e ppnaintemente, por apoptose.
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CONCLUSAO

A ditiolpirrolona isolada d&reptomyces sp. mostrou potente atividade citotoxica frente
a linhagens tumorais, em especial células PC-38a E®lécula aumentou claramente o nimero
de figuras mitéticas nas laminas, sugerindo alferaw ciclo celular, provavelmente por vias
bioquimicas, haja vista que ndo houve alteracatulmalina. Além disso, a substancia parece
alterar a expressdo de proteinas essenciais pa@nausdo da citocinese. Entretando, €
necessaria a elucidacdo mais aprofundada e conggstanecanismos de acdo da ditiolpirrolona

do presente trabalho.
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ANEXO |

Equipamentos

» Agitador de tubo, Donner AD 8850

* Camara de fluxo unidirecional Filtracom Mini Flow |

e Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212

» Citdbmetro de fluxo, Guava EasyCyte mini

» Citometro de fluxo, BD Acuri

» Espectrofotometro de placa DTX-880, Beckman Coulter

* Fluxo laminar, VECO

* Fluxo laminar, Esco Labculture Class Il Type A2 IBgcal Safety Cabinet
* Incubadora de células, (CO2 Water-Jacket Incub&lOAIRE TS Autoflow
* Incubadora de células, (CO2 Multi-gas IncubatorNS®

* Maquina fotografica digital, Olympus C-7070

* Microscopio optico de inverséo, Nikon Diaphot

» Microscoépio confocal LSM 710 (Carl Zeiss)

* Microscopio de fluorescéncia, Olympus

* pHmetro, Micronal B474

* Pipetas autométicas, Gilson



Reagentes e solucoes

Cultura de células

» PBS Phosphate buffered saline, Sigma.)
* RPMI 1640 (Gibco)

Estudos por citometria de fluxo

* Solucéo PI-ciclo

lodeto de propideo (Sigma).................. 50mg/ml em PBS
Citrato de SOdi0..........coevvvviviieciennn, 0,2%
Triton X-100......cooviiiiiiiiie e 0,1%

* Solucdo de Rodamina 123
Solucao estoque:
Rodamina 123 (Sigma).................... 1mg/ml em EtOH

Solucdo de UsO.......ccvvvvvvveiniiennnnn. 1:1000 em PBS

Analise da morfologia celular

» Kit Panotipo rapido (Centerkit)

Western blot

» Acrilamida 30% (Bio-rad)

» Tampao de corridaOx Tris/Glycina (Bio-Rad Laboratories)

* Tampao de transferéncl@x SSC Bio-RadLaboratorie¥

» Solucéo de revelacdo NBT/BCIP (Bio-Raaboratorie¥

* Tampéao RIPA (Sigma)

» TampaaoBlue Juice (10X, Invitrogen)

» Kit para dosagem de proteinas Bfbtein Assay (Bio-RadLaboratories)
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ANEXO I

Tabela 1: CJ, das fragBes d&treptomyces sp. em celulas HCT-8 com 72 horas de incubacéo.

Amostra Gdpg/ml

Extrato Bruto 33,7 (28,1 — 40,43)
Frac&o 1 6,38 (4,9¢- 8,16)
Fracao - 6,05 (4,55 7,96)
Fracao : 1,07 (0,9¢- 1,16)
Fracéo ¢ 6,18 (5,22-7,32)
Fracao & >5C

Tabela 2: CJy das Sub-fracdes d&reptomyces sp. em celulas HCT-8 com 72 horas de incubacéo.

Amostra Gdpg/mi

Sub-fragcéo 1 22,7 (17,3-29,9)
Sut-fragéo 2 1,2€(0,9¢-1,69)
Sut-fracdo 2 9,5¢(6,8¢-13,7)
Sut-fracdo 4 17,35 (13,2-22,¢)
Sut-fracdo £ 1,31(0,8¢-1,99)

Suk-fracéo € 18,16 (8,06-41,1
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Determinacgéo estrutural da ditiolpirrolona em estud (S-1)

O fracionamento por CLAE do extrato AcOEt da c@tdeStreptomyces sp. resultou no
isolamento de 49,0 mg de cristais laranjas comgodatfusdo na faixa de 142-143 °C, e com

absorcbes maximas de 218 e 368 nm no espectro dddddgminado de S-1

O espectro de absorcdo na regido do IV (Fig. 3sgmtou absorcéo em 3131 ¢rtipica
de deformacdo axial de ligacdo N-H; absorcdo enP 296" caracteristica de vibracdes de
deformacao axial de ligacdo C-H; absorcOes refeseatdeformacéo axial de ligacdo C=0 em

1648 cni" e ainda absorcdo em 1576 tmorespondentes & deformac&o axial de ligacdo C=C.

O espectro de massas de alta resolucao (Fig. #ootxdm ionizacac ectrospray e no
modo positivo, mostrou um pico referente a moléqratonada [M+ H] em vz 214,9953
(calculada 214,9948) indicando a férmula molec@atsN,O,S,. Adicionalmente foi observado
um pico emmvz 236,9764 (calculada 236,9768) referente ao adeteddiio da molécula [M+
NaJ’. No modo negativo foi observado o pico referenten@lécula desprotonada emz
212,9837 (calculada 212,9792).

O espectro de RMNH [500 MHz, GDsN] (Fig. 5), mostrou sinais para dois prétons
formamida enmdy 9,08 (s, H-8) e 8,26 (s, H-8') e dois sinais plaidrogénios olefinicos ey
7,27 (s, H-3) e 7,18 (s, H-3). Exibiu também sinsingletos integrados para trés hidrogénios em
dn 3,29 (s, N-Me) e 3,57 (s, N-Me’), caracterizandiscdgrupos metilas. Os sinais em 12,41

(s) e 12,23 (s) foram atribuidos a hidrogéniosognados.

O espectro de RMNPC-CPD [125 MHz, @DsN] (Fig. 6), apresentou 12 linhas
espectrais, sendo o sinal em aproximadaméptd36,0 coberto pelo solvente. Através da
comparacao deste com o espectro bidimensional HE@C?7), foi possivel inferir a molécula a
presenca de dois grupos metilas &n184,4 (C-9') e 30,3 (C-9), dois carbonos metinisgsem
d¢c 110,6 (C-3 e C-3') e seis carbonos nao hidrogenhadw: 117,2 (C-6’), 119,9 (C-6), 136,0
(C-6a e C-6a’), 141,8 (C-3a), 143,0 (C-3a’) e 11C> e C-5'). Os sinais e 162,3 (C-8’) e
162,9 (C-8) foram atribuidos a carbonilas de amidbserva-se que o numero de carbonos
exibido no espectro de RMRKC nado corresponde com a férmula molecular proppsta
espectro de massas. A presenca de dois gruposisnetilois prétons nos levam a sugerir que o

metabdlito S-1 trata-se de uma mistura de doisesdésnconfiguracionais.
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Essa mistura foi confirmada através do experimdatoorrelacdo heteronuclear HMBC.
O grupo metila na cadeia lateral da amida foi corddo pelas correlacdes entre os prétons
metilicos 64 3,59 (trans) e 3,22 (cis) com os carbonos #ad62,3 (C-8) e 162,9 (C-8),
respectivamente. Observou-se também dos prétoriBooeicom os carbonag 117,2 (C-6') e
119,9 (C-6). O experimento HMBCH-">N) mostrou correlaces dos prétons n-metil e dos
prétons formamida com o nitrogénio @r80,2 (N-7) e ainda exibiu a correlacdo dos hidragen
emdy 7,18 e 7,27 com o nitrogénio & 04,3 (N-4). Essas correlacdes sao exibidas nadigu
abaixo.

Figura 1: Importantes correlacdes obs?gvadas nueviexentos de HMBCGH-'°C (preto) €'H-
N (azul).

As correlacdes acima mencionadas foram cruciageterminacédo da estrutura completa
de S-1, a qual foi estabelecida como 5-oxd8retilformamida)-4,5- dihidro-1,2-ditiol[4,3-
b]pirrol (Figura 2).

H
CHs
N _ CHz—N 3
- L = _
P P
O | N

Figura 2: 5-oxo-64{-metilformamida)-4,5- dihidro-1,2-ditiol[4,3-b]piot
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Tabela 3 Dados de RMN d&H e **C dos metabdlitos S-1a e S-1b egHEN

S-1a S-1b
8¢ &y (multip, J 4 4) 8¢ &y (multip, J 4 4)
1 - 1’ -
2 - 2’ -
3 110,6 7,27 (s) 3 110,6 7,27 (s)
3a 141,8 3a’ 143,0
4 - & -
5 170,3 5’ 170,3
6 119,9 6’ 117,2
6a 136,0 6a’ 136,0
7 - 7’ -
8 162,9 9,08 (s) 8’ 162,3 8,26 (s)
9 30,3 3,29 (s) 9’ 344 3,57 (s)
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