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Resumo

Os compostos bioativos naturais obtidos de microrganismos tém despertado especial interesse da indastria nos ultimos anos. Esta
atenc@o ocorre em um momento em que o esgotamento de recursos naturais é pronunciado, € a aquisi¢do de novos insumos e
produtos bioativos de origem vegetal representa um desafio para as proximas geragdes. Neste sentido, a prospeccdo para a producdo
e uso em larga escala dos pigmentos bacterianos tem representado uma importante estratégia para o desenvolvimento de novos
produtos. Uma grande variedade de propriedades foi atribuida a estas substancias, entre elas, o potencial terapéutico contra doengas
importantes, como o cancer. Existe um consenso de que os protocolos quimioterapicos disponiveis sdo conhecidos por afetarem
negativamente a fertilidade de pacientes com céancer. Grande parte dos efeitos deletérios da quimioterapia esta relacionado a
citotoxicidade das drogas usadas para este fim, que além das células cancerosas, afetam as células normais. Nesse sentido, as
propriedades naturais atribuidas aos pigmentos bacterianos associadas a baixa citotoxicidade e relevante seletividade, os
qualificaram como potenciais drogas anticancer. No entanto, pouco se tem de informacao a respeito da toxicidade reprodutiva destes
novos e promissores compostos. Dessa forma, a presente revisdo tem o objetivo de abordar os principais pigmentos bacterianos,
suas utilizagdes potenciais como drogas anticancer, bem como os seus possiveis efeitos toxicos, sobretudo, sobre a gonada feminina.
Palavras-chave: cancer; quimioterapia; fertilidade; compostos bioativos; bactéria

Abstract

Natural bioactive compounds obtained from microorganisms have awakened particular interest in the industry in recent years. This
attention comes when the depletion of natural resources is pronounced, and the acquisition of new inputs and bioactive products of
plant origin represents a challenge for the next generations. In this sense, prospecting for the large-scale production and use of
bacterial pigments has represented a necessary strategy for the development of novel products. A wide variety of properties have
been attributed to these substances, among them, the therapeutic potential against important diseases, such as cancer. There is
consensus that available chemotherapy protocols are known to detrimentally affect the fertility of cancer patients. A considerable
part of the deleterious effects of chemotherapy is related to the cytotoxicity of the drugs used for this purpose, which, in addition to
cancer cells, affect normal cells. In this sense, the intrinsic properties attributed to bacterial pigments associated with low
cytotoxicity and relevant cell selectivity certified them as potential anticancer drugs. However, little information is available about
the reproductive toxicity of these new and promising compounds. Thus, the present review aims to address the main bacterial
pigments, their potential uses as anticancer drugs, and their possible toxic effects, especially on the female gonad.

Keywords: cancer; chemotherapy; fertility; bioactive compounds; bacteria

Recebido : 30 de maio de 2022. Aceito: 22 de agosto de 2022. Publicado: 21 de setembro de 2022.

Este é um artigo de Acesso Aberto distribuido sob os termos da Creative Commons Attribution License, que permite uso, distribuigio e reprodugao irrestritos
oY em qualquer meio, desde que o trabalho original seja devidamente citado


http://dx.doi.org/10.590/1809-6891v23e-72911P
https://www.revistas.ufg.br/vet
https://www.revistas.ufg.br/vet
https://orcid.org/0000-0002-2125-9471
https://orcid.org/0000-0002-5139-0964
https://orcid.org/0000-0002-5251-9598
mailto:andreconceicao.mv@gmail.com

Santos AL C et al.

Introducao

O ovario mamifero, assim como quaisquer 6rgaos que
compdem um organismo, estd continuamente sujeito ao
efeito de diversos fatores citotoxicos que podem vir a afetar e,
consequentemente, modificar suas fungdes biologicas. Uma
das principais consequéncias da exposi¢do continua dos
ovarios a agentes citotoxicos ¢ a insuficiéncia ovariana
prematura [IOP!]. ATOP pode ser a consequéncia direta ¢ o
principal efeito colateral dos quimioterapicos atualmente
utilizados para o tratamento do cancer®.

A lesdo ovariana, com consequente infertilidade
permanente, ¢ um dos efeitos colaterais mais comuns que
ocorre durante o tratamento quimioterapico em mulheres
acometidas por certos tipos de cancer como, por exemplo, o
linfoma de Hodgkin®. Visando mitigar os efeitos danosos
dos quimioterapicos sobre a fertilidade feminina, estudos tém
investigado o efeito de diversas substancias com potencial
atividade anticancer, incluindo compostos naturais bioativos
com baixa citotoxicidade e agdo quimioprotetora, tais como o
resveratrol®; licopeno®?®; extrato de erva doce!?;
melatonina'!'?, entre outros.

Os compostos naturais bioativos podem ser extraidos
de fontes de origem vegetal e animal®®. No entanto,
atualmente, o0s microrganismos representam as mais
importantes ¢ promissoras fontes destes compostos!*!>, Os
compostos naturais bioativos apresentam uma variedade de
propriedades terapéuticas, que podem ser exploradas como
uma alternativa ao uso de quimioterapicos altamente
citotoxicos ou como adjuvantes aos quimioterapicos. Os
microrganismos (fungos e bactérias) sdo importantes fontes
de compostos bioativos com atividade anticancer3'9, sendo
eximios produtores de pigmentos [piocianina’®!”;
prodigiosina®'®;  carotendides®V].  Os  pigmentos
produzidos por microrganismos, € mais especificamente por
bactérias, podem colaborar para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas no tratamento do cancer e/ou na
preservagdo da fertilidade feminina. Assim, este trabalho tem
como objetivo abordar os principais pigmentos bacterianos,
suas utilizagdes potenciais como drogas anticincer bem
como seus possiveis efeitos toxicos sobre o aparelho
reprodutor feminino.

Quimioterdpicos e mecanismos de a¢do anticancer

Quimioterapico ¢ como sdo denominadas as drogas
comumente usadas nos protocolos terapéuticos para o
tratamento dos mais variados tipos de cancer. Os
quimioterapicos sdo, geralmente, substincias semissintéticas
ou sintéticas de diversas origens, tais como plantas e
microrganismos®. Atualmente, existem quatro classes de
agentes anticancer derivados de plantas, a saber: alcal6ides da
vinca (vincristina, vimblastina e vindesina),
epidopofilotoxinas (etoposideo e tenoposideo), taxanos
(paclitaxel e docetaxel) e derivados da camptotecina
[camptotecina e irinotecano®]. Outros quimioterapicos
derivados de antraciclinas, oriundas de microrganismos,
como a doxorrubicina (DOX), por exemplo, sdo altamente
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eficazes no tratamento de diversos tipos de tumores®”. Estas
drogas, no entanto, apresentam alto grau de toxicidade para
células ndo cancerosas, visto que os mecanismos de agdo dos
quimioterapicos ndo sdo seletivos e causam também a
deplecao de células normais, principalmente aquelas com alto
grau de atividade proliferativa®-9,

Especificamente com respeito ao trato reprodutivo,
drogas como a DOX, causam danos induzidos por apoptose
sobre a reserva de foliculos primordiais, induzindo a quebra
de cadeias de dupla fita do DNA e causando morte celular
estromal, bem como danos microvasculares que induzem
hipoxia tecidual, contribuindo para a perda precoce de
foliculos ovarianos®”. Ja outros quimioterapicos, como a
ciclofosfamida, sao metabolizados no figado e transformados
em metabolitos alquilantes ativos!'?. Estes metabolitos
induzem a ativagdo de isoformas DNAPK - yH2AX-
checkpoint quinase 2 (CHK?2), p53/TAp63a, proteina quinase
B (AKT) e forkhead box O3 (FOXO3a) no nucleo dos
oocitos. Tais proteinas estdo envolvidas no dano e reparo do
DNA e nos processos de apoptose e autofagia celular®®. A
tabela 1 apresenta os principais mecanismos € a
gonadotoxicidade dos principais quimioterapicos.

Tabela 1. Principais classes de quimioterapicos, mecanismos de
acdo anticancer e gonadotoxicidade

qui%?gtssrggiscos Féarmacos Mecanismo de agdo | Gonadotoxicidade
Carboplatina Impedem a divisio Induzem quebras de
Cisplati celular por meio da fita dupla em
__Lisplatina 30,030 cruzada de fitas oocitos: ll))ano 20
A Oxaliplatina  de DNA. Sua atividade o
gentes o hio depende da sinteso DNA que interfere
Alquilantes Ciclofosfamida P com a transcrigdo e

de DNA nas células-
alvo. A ciclofosfamida,
também inibe a sintese
de DNA

replicagdo celular,
levando a morte do
odcito

Ifosfamida

Altretamina

5-Fluorouracil .
—————— Inibem os processos

_ Metotrexato  metabglicos necessarios

Antimetabdlitos  Capecitabina para a sintese de Risco gonadotoxico

v e . T baixo
Gencitabina _ Purinas, pirimidinas e
————  acidos nucléicos
Pemetrexed
Dactinomicina Regulam

positivamente a

Atuam via intercalagdo  proteina p53 que

do DNA, interferindoa  induz apoptose;
sintese de acidos  quebras de dupla fita

Bleomicina
Antibidticos
antitumor

Doxorrubicina nucleicos de DNA levando a
ativagdo de ATM,
que inicia apoptose
Vimblastina
Alcaldides Vinca  Vincristina Risco gl;)ani?:(i)omxwo
Vinorelbina A e @
Taxanos Paclitaxel montagem, Risco gonadotoxico
Docetaxel desmontagem e baixo e transitorio

estabilizagdo normais

dos microtabulos  Risco gonadotoxico

Epipodofilotoxina  Etoposidio baixo em nao

gestantes
Epotilona Ixabepilona N/A
Topotecano N/A
Andl d Inibem a topoisomerase Alto risco
¢ nalogos de I, induzindo quebras de ~ gonadotoxico
amptotecina [rinotecano  DNA de fita simples ~quando combinado

com diversos
quimioterapicos

Fonte: Adaptado®-3»
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Citotoxicidade dos quimioterdapicos no sistema
reprodutor feminino

Dentre as estruturas que compdem o sistema
reprodutor feminino, os foliculos ovarianos e seus
respectivos odcitos sdo altamente sensiveis aos efeitos
deletérios dos quimioterapicos, que por sua vez aceleram
a atresia folicular e promovem o esgotamento da reserva
ovariana®. O efeito gonadotoxico dos quimioterapicos
pode ocorrer em virtude de trés fatores conhecidos: 1-
devido a falhas nos mecanismos de dano e reparo do
DNA. Estas falhas resultam na ativagdo da proteina Tap
73, um modulador p53 regulado positivamente na
apoptose, que também ativa a proteina pré-apoptdtica
p63. Tap 73 e p53, por sua vez, recrutam e ativam as
proteinas pro-apoptoticas Bax e Bak, induzindo a
apoptose®?; 2- efeito “Burnout” - causa destrui¢do dos
foliculos/esgotamento da reserva folicular por meio da
redugdo da secre¢do do hormonio anti-mulleriano (AMH)
que, em sintese, inibe a ativacdo e consequentemente o
recrutamento dos foliculos primordiais®**>. Assim, a
reducdo dos niveis de AMH na corrente sanguinea
culmina por amplificar a ativa¢do e deplegdo folicular ¢9;
3- promocao de danos vasculares a nivel arterial ovariano.
Estudos demonstraram que quimioterapicos como a DOX
induzem danos vasculares®?. Este efeito ¢ refletido por
uma queda do fluxo arterial ovariano, que induz hipéxia e
atrofia ovariana acompanhada de fibrose cortical, perda
folicular e redugdo significativa da fungdo ovariana e, por
conseguinte, da fungdo reprodutiva . A redugdo precoce
da fungdo ovariana em decorréncia do wuso de
quimioterapicos para o tratamento do cancer pode
caracterizar a insuficiéncia ovariana prematura em
pacientes oncologicos.

IOP e uso de animais como modelos para o estudo de
disturbios reprodutivos

A IOP afeta aproximadamente 1% das mulheres
com menos de 40 anos de idade, sendo a causa primaria
de distirbios reprodutivos, tais como: anovulagdo e
hipoestrogenismo, amenorreia primaria ou secundaria,
infertilidade, defici€ncia de esteroides sexuais e elevacao
de gonadotrofinas®”. O surgimento da IOP geralmente é
idiopatico“”. No entanto, diversos mecanismos nio
fisiologicos podem  estar associados ao seu
desenvolvimento, o que pode incluir distirbios genéticos,
autossOmicos, autoimune, metabdlicos e doengas
infecciosas®). Adicionalmente, tratamentos anticancer
baseados em quimioterapia e radioterapia sdo as causas
iatrogénicas mais conhecidas para o estabelecimento e
desenvolvimento deste distarbio“?.

A IOP trata-se de uma condi¢do humana, que nio
¢ relatada em animais. No entanto, os animais domésticos
e, especialmente os ruminantes, compartilham
semelhangas importantes com a espécie humana no
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tocante aos aspectos reprodutivos, tais como: duragdo do
ciclo ovulatorio (mulher: 24-30 dias, vaca: 17-24 dias,
ovelha: 13-19 dias), nimero de ovula¢des por ciclo
(mulher: 1, vaca: 1, ovelha: 1-2), durag@o da fase luteal
(mulher: 14-16 dias, vaca: 15-18 dias, ovelha: 12-14
dias), diametro do foliculo ovulatério (mulher: 18-20 mm,
vaca: 15-20 mm) e duragdo da gestagdo [mulher: ~ 9
meses, vaca: ~ 9 meses®?]. Além disso, o sistema
reprodutivo dos animais pode estar igualmente suscetivel
aos distarbios que promovem direta ou indiretamente a
disfungdo reprodutiva. Dessa forma, devido as
semelhancas que compartilham com a espécie humana em
relagdo aos aspectos reprodutivos, alguns animais
domésticos podem servir de modelos experimentais para
os estudos da fertilidade e da toxicologia reprodutiva
feminina 34249,

Relevancia dos pigmentos bacterianos

Devido a cito/gonadotoxicidade dos
quimioterapicos existentes, diversos estudos tém
investigado o uso de novas terapias baseados na
descoberta de substancias para a prevencao, tratamento e
controle do cancer. Esses estudos buscam substancias que
possuam um maior indice de seletividade para células
cancerosas ou que sejam utilizados como adjuvantes aos
quimioterapicos, atenuando os efeitos toxicos e
auxiliando a preservacdo de tecidos saudaveis (134440,
Nesse sentido, as cepas bacterianas sdo capazes de
produzir naturalmente uma infinidade de metabdlitos.
Dentre esses metabolitos, alguns sdo classificados como
pigmentos, devido ao fato de apresentarem algum tipo de
coloragéo no espectro visivel de luz®”. Esses pigmentos
geralmente apresentam uma gama de fungdes e
propriedades que, de modo geral, atuam como fatores de
viruléncia (determinando a patogenicidade de diferentes
cepas bacterianas), conferindo resisténcia térmica e
luminosa contra a radiagdo ultravioleta e promovendo o
balango redox [prevenindo contra o estresse oxidativo“®].

Os pigmentos bacterianos tém despertado o
interesse da industria em diversas frentes: no ramo
alimenticio, como corantes e aditivos antioxidantes
naturais“?; na producdo de novas geragdes de antibioticos
e antifungicos, em decorréncia da multipla resisténcia de
microrganismos as substéncias rotineiramente prescritas
pela comunidade médica ©”; na area cosmética, para a
geracdo de novas formulagdoes fotoprotetoras e
antioxidantes®); na formulagdo de suplementos
alimentares e na alimentagdo, aumentando a performance
e o desenvolvimento animal®>>%; e no tratamento do
cancer, gragas a sua eficacia contra diversas linhagens de
células cancerosas em animais e humanos, sendo
considerados potenciais quimioterdpicos naturais. A
figura 1 ilustra as principais e potenciais aplicagdes dos
pigmentos de origem bacteriana.

O uso de pigmentos bacterianos na biotecnologia
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e na farmacéutica ¢ uma tendéncia mundial. Os pigmentos
sdo compostos altamente bioativos e que exibem uma
gama de propriedades de interesse social e econdmico.
Além disso, a producdo e a obten¢do de pigmentos
bacterianos oferecem varios beneficios que justificam tal
interesse, assim como a possibilidade de producdo em
larga escala, uma vez que a incubagdo de bactérias é
relativamente simples e estimula o desenvolvimento de
milhdes e milhdes de colonias “®. Adicionalmente, o
dominio sobre a manipulag@o genética de microrganismos
pode permitir seu continuo aprimoramento, gragas a
transgenia e a edigdo genética. Neste sentido,
quimioterapicos de origem vegetal, como os alcaloides
vinca — vincristina e vimblastina — extraidos de
Catharanthus roseus, ¢ taxanos - paclitaxel - por
exemplo, foram sintetizados de novo com sucesso por
leveduras® e biossintetizados por uma variedade de
bactérias®®, respectivamente. Ainda, gragas a tecnologia
de DNA recombinante, bactérias Escherichia coli ndo
produtoras de violaceina modificadas com plasmideos,
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que expressavam operons sintéticos vioABCDE -
envolvidos na sintese do pigmento — produziram com
sucesso o referido pigmento, que possui vasto potencial
farmacoldgico®?.

Ademais, a producdo de pigmentos derivados de
bactérias com potencial farmacologico diverso, entre eles,
anticincer, tem impacto positivo para o meio ambiente,
visto que o cultivo bacteriano extingue a necessidade do
plantio de extensas areas de  monoculturas
tradicionalmente utilizadas para a obtengdo dos
quimioterapicos de origem vegetal®. Reduzindo, por
conseguinte, o uso de fertilizantes e pesticidas para o
controle de pragas, que sdo conhecidos por afetar
negativamente a saiide humana e a fertilidade feminina®®.
Por esses motivos, a produgdo e o uso de pigmentos
bacterianos representam uma janela para avangos
promissores nas proximas décadas. A seguir serdo
abordados os principais pigmentos bacterianos com
potencial anticAncer conhecidos atualmente.

3.Aplicacoes
potenciais

Indistria alimenticia

» Corantes alimenticios

« Aditivos naturais

» Antibiofilme

* Alimentagaoanimal
(suplementagao)

Indiistria cosmética

* Formulagoes
fotoprotetoras

* Formulagoes
antioxidantes

Indistria farmacéutica

» Nova geragao de
antibidticos

* Antifangicos

» Antivirais

» Antiinflamatorios

» Anticancer

2. Obtencdo do
pigmento

1. Cultura de
bactérias

Figura 1. Aplicacdes potenciais para o uso comercial dos pigmentos bacterianos.
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Carotendides

Os carotendides sdo uma grande variedade de
biomoléculas naturais produzidas por plantas, algas,
leveduras, fungos e bactérias. Eles possuem diversas
coloragdes, variando desde vermelho, amarelo a laranja,
e pertencem & subfamilia isoprenéide®). Os
carotendides sdo classificados em dois grupos
principais: os hidrocarbonetos puros, carotenos, por
exemplo, a-caroteno, [B-caroteno e licopeno e os
derivados oxigenados, xantofilas, por exemplo, luteina,
zeaxantina, astaxantina®”. Em  bactérias, os
carotendides sd3o metabolitos secundarios que
desempenham papéis fundamentais na adaptabilidade
celular, protegendo-as da radiagdo ultravioleta e do
dano oxidativo, assim como atuando nos mecanismos
de manuten¢do da fluidez da membrana celular®®.
Diversos géneros de bactérias foram relatados como
produtores de pigmentos carotenodides, tais como o
astaxantina, P-caroteno, zeaxantina, cantaxantina e
licopeno©@?,

Os carotenodides sdo amplamente conhecidos por
sua capacidade antioxidante®>¢:%2 e por serem
precursores naturais da vitamina A (retinol), uma
vitamina lipossoluvel envolvida na divisdo e
diferenciagdo celular, no desenvolvimento dsseo e na
fun¢do reprodutiva®>®», O efeito antioxidante dos
carotenoides foi investigado em testes in vivo e in vitro
envolvendo estruturas do sistema reprodutor feminino
de diferentes espécies domésticas. Exemplificando, em
um estudo in vivo, que avaliou o efeito da
suplementacdo com [-caroteno na funcgdo ovariana,
cabras suplementadas com 50 mg/dia de -caroteno em
associacdo a dieta durante 34 dias pré e 17 dias pods
ovulacdo apresentaram aumento da atividade ovariana
caracterizada pelo aumento do numero total de
foliculos, da taxa de ovulacdo e do numero total de
corpos lateos®?.

In vitro, a suplementacdo com licopeno no meio
de cultivo de fragmentos ovarianos de galinhas idosas,
reduziu o estresse oxidativo através da ativacdo de
antioxidantes e da via Nrf / HO-1, aumentou a
prolifera¢do celular e reduziu as taxas de apoptose”.
Durante a maturagdo in vitro (MIV) de complexos
cumulus-odcitos (CCO) bovinos, a suplementagdo com
licopeno, outro carotenoide, reduziu as taxas de
apoptose e os niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROS) oocitario, resultando em maiores taxas de
clivagem, bem como aumento no numero de células
totais do trofectoderma e da massa celular interna de
embrides produzidos apos a fertilizagdo in vitro®.

A suplementacdo de licopeno durante a MIV de
CCO bovinos também impactou na produgdo de
blastocistos com taxas significativamente maiores e
uma razdo de células apoptoticas menor em comparagao
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aos grupos de MIV tratados sem licopeno. Além disso,
grupos tratados com licopeno apresentaram um total de
296 genes expressos diferencialmente, apos analise
transcriptomica, em que as vias associadas a fun¢do
celular, metabolismo, reparo de DNA e anti- apoptose
foram reguladas positivamente no grupo licopeno®.

Além do licopeno, a adigdo de carotendides
como f-caroteno e cantaxantina foi avaliada durante a
MIV de odcitos murinos e porcinos, respectivamente.
Durante a MIV de murinos, o B-caroteno bloqueou a
inibicdo da maturagdo oocitaria induzida pelo Rosup,
um reagente que estimula a produgdo de EROS. Desta
forma, B-caroteno melhorou a ativagdo partenogenética
de odcitos de camundongos expostos a EROS, reduziu
o nivel de apoptose e restaurou a expressdo de actina e
a distribui¢do de granulos corticais nos oocitos expostos
a Rosup®. A adicdo de cantaxantina, por sua vez,
aumentou as taxas de clivagem e formacdo de
blastocistos de odcitos porcinos ativados
partenogeneticamente, aumentou os niveis de
glutationa, um antioxidante hidrossolivel reconhecido
como o tiol ndo proteico mais importante nos sistemas
vivos, e reduziu drasticamente os niveis de EROS®Y,

Muito dos efeitos positivos alcangados pelo uso
de carotendides em meios de cultivo celular ou na
alimentacdo animal, na forma de suplemento, se deve
ao potencial antioxidante destes compostos. E sabido
que o cancer, assim como 0s quimioterapicos ¢ os
poluentes ambientais, foram relatados por promoverem
aumento significativo dos niveis de EROS, atuando
como fatores pro-oxidantes para o restante do corpo,
afetando a homeostase e propiciando danos. Neste
sentido, compostos como os carotenoides auxiliam a
promover o equilibrio redox©%¢7,

Além de beneficiar os sistemas bioldgicos gracas
a seu potencial antioxidante, os carotenoides possuem
atividade anticancer direta. Em um estudo com modelo
intraperitoneal, a metastase tumoral em murinos
implantados com células de cancer de ovario foi
atenuada pela administragdo oral de licopeno, que
reduziu significativamente os niveis de fatores pro-
tumorais, como o ki67¢®. Em outro estudo, a
administragdo oral de astaxantina promoveu a apoptose
em cancer de colon induzido por DMH em murino,
modulando as expressdes de fator nuclear-kB (NFxB),
ciclooxigenase-2 (COX-2), metaloproteinase (MMP) 2
e 9, antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e
serina/treonina  proteina quinase (ERK), fatores
presentes na carcinogénese®®. In vitro, por sua vez, o
licopeno induziu a apoptose de células de cancer de
mama humano” e reduziu os niveis intracelular e
mitocondrial de EROS, bem como induziu a apoptose
de células de cancer pancreatico (Panc-1) pela ativagdo
de caspase e aumento de Bax"V,
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Melanina

Melanina ¢ um termo geral para um grupo de
pigmentos heterogéneos, geralmente insoluveis em
agua, acido aquoso e solventes organicos comuns que
geralmente aparecem na coloragdo preta ou marrom
escura, podendo também produzir cores avermelhadas
ou amareladas®”. Esses pigmentos sdo produzidos por
organismos de todos os dominios de seres vivos, desde
bactérias até mamiferos. A biossintese de melanina
em bactérias ocorre pela polimerizacdo oxidativa de
compostos fenodlicos, predominantemente, por duas
vias, 1,8-dihidroxinaftaleno e 3,4-dihidroxifenilalanina,
resultando em diferentes tipos de melanina:
eumelanina, feomelanina, alomelanina, piomelanina e
neuromelanina”. As melaninas podem apresentar uma
variedade de fungbes em bactérias ambientais e
patogénicas, conferindo vantagens adaptativas e
aumentando sua aptiddo e sobrevivéncia em muitas
condigdes de estresse’®. Dentre as variadas fungdes
bioldgicas da melanina, destacam-se: a conferéncia de
resisténcia ao estresse térmico ocasionado por radiagdo
e ao estresse oxidativo ocasionado pelo desequilibrio
redox, e resisténcia a compostos téxicos e metais
pesados™®. Tais vantagens conferem a esta substancia
uma gama de aplicagdes em potencial, como composto
natural antioxidante e anticancer.

A melanina ¢ um polimero com acgdo
antioxidante pois interage prontamente com radicais
livres e outras EROS, proporcionando a transferéncia
simples de elétrons®®. Em um estudo in vitro, a
melanina produzida por por Schizophyllum commune,
um fungo, demonstrou um efeito dose dependente sobre
a inibigdo da proliferagdo de linhagens celulares de
carcinoma de laringe epidermoéide humano (HEP-2) e
alta atividade na eliminagdo de radicais livres de 2, 2-
difenil-1-picrilhidrazil em uma concentracdo de 50 pg/
mL®?. Ja em outro estudo, a melanina produzida por
bactérias Streptomyces glaucescen demonstrou potente
atividade citotoxica in vitro contra a proliferagdo e
sobrevivéncia de linhagem celular de cancer de pele
(HFB4), demonstrando uma taxa de mortalidade de
81,3% das células cancerosas, quando expostas a
concentracdo de 100 pg/mL durante 24 horas. Além
disso, se mostrou altamente segura ao apresentar baixa
citotoxicidade em células normais (fibroblasto
pulmonar humano e células amnidticas humanas) em
comparagdo com quimioterapicos usuais, como 0 5-
fluorouracil®®. Além do efeito anticdncer, a melanina
extraida de S. glaucescen exibiu um efeito antioxidante
comparavel ao do acido ascoérbico. Nesta mesma linha,
recentemente, pesquisadores extrairam melanina
produzida por Bacillus licheniformis e testaram seu
efeito in vitro em diversas linhagens de células
cancerosas. Eles observaram uma promissora atividade
anticincer do pigmento contra linhagem celular de
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cancer de mama (MCF-7), linhagem celular de
carcinoma hepatocelular humano (HepG2), e linhagem
celular de carcinoma de co6lon (HCTI116).
Adicionalmente, foi observada baixa citotoxicidade da
melanina quando utilizada in vitro em baixas
concentragdes sobre células saudaveis como, por
exemplo, em fibroblastos humanos [HFB49].

Violaceina

A violaceina ¢ um pigmento bacteriano de cor
violeta, sintetizado a partir do triptofano por uma via
que envolve a acdo sequencial de cinco enzimas
diferentes (codificadas pelos genes vio 4, B, C, D e vio
E). Ela ¢ produzida pelas espécies Chromobacterium
violaceum e Janthinobacterium lividum, que sdo
bactérias gram-negativas encontradas em ambientes
terrestres e aquaticos, como as margens do Rio Negro,
no Brasil®¥, Estudos in vitro indicaram que a violaceina
apresenta uma gama de efeitos terapéuticos, como:
antibiotico®, antiprotozoario”™ e antiviral’”. Além
disso, o pigmento foi relatado como um indutor de
apoptose em diversas linhagens de células cancerosas,
indicando o seu uso como um potencial agente
anticancer. A citotoxicidade da violaceina para células
do Tumor de Ascite de Ehrlich, por exemplo, ¢ mediada
por uma rapida (8-12 h) produ¢do de EROS e uma
diminuicdo nos niveis de glutationa intracelular,
provavelmente devido ao estresse oxidativo“?. J4 em
linhagem celular de leucemia humana (HL-60) a
citotoxicidade da violaceina demonstrou ser precedida
por ativagdo de caspases, transcri¢do de genes alvo do
fator nuclear kappa-B (NF-kappaB) e ativagdo da
proteina quinase ativada por mitégeno [MAP"®]. Em
linhagens de células de cancer de colon humano (Caco-
2), a violaceina medeia a produg¢do de EROS, seguida
pela ativagdo da caspase-3, liberagdo de citocromo C, e
liberacdo de célcio para o citosol, conduzindo a morte
das células Caco-2 pela via de apoptose’®. Outro estudo
constatou que o pigmento produzido pela espécie
Janthinobacterium lividum foi capaz de inibir, in vitro e
in vivo, o crescimento de linhagens celulares de
carcinoma de cabeca e de pescogo. Nesse estudo, a
violaceina inibiu o crescimento celular e induziu a
autofagia e a apoptose, sendo constatado o seu efeito
sobre a inibi¢do de vias de proliferag@o celular (ERK1
e ERK?2), bem como pelo aumento da razdo Bax/Bcl-2
ligada a apoptose, a inducdo da degradacao de p53, ao
acamulo de NF-kappaB e a produ¢do de EROS®Y, Em
estudo realizado in vivo em camundongos BALB/c, a
injecdo intratumoral de 0,75 mg/kg de violaceina
dissolvida em DMSO e diluida em PBS, assim como a
injecdo de 1 mg/kg durante 35 dias foram seguras e ndo
alteraram os niveis hematimétricos dos animais“®.

Além de induzir a apoptose em células
cancerosas, a violaceina promoveu alteracdes
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morfolégicas em linhagens de células de tumor cerebral
(U87) causando, com isso, impacto em sua capacidade
migratdria, interferindo no processo metastatico deste
tipo de cancer®). Finalmente, um estudo in vitro
constatou que a violaceina atua sinergicamente com o
quimioterapico  S-fluorouracil, = aumentando a
citotoxicidade ¢ a indug¢do de apoptose, assim como
interferindo a transdug@o de sinal mediada por Akt em
linhagens celulares de cancer colorretal humano™.

Prodigininas

Dentre a classe de pigmentos Dbacterianos
descobertos e amplamente estudados ao longo dos anos,
as prodigininas podem ser consideradas as mais
notaveis, curiosas e importantes desta categoria. O
nome “prodiginina”, associado a “prodigio, milagre”,
tem origem de sua suposta ligagdo com relatos que
remontam do ano 322 a.C, quando soldados da
macedodnia noticiaram o aparecimento de supostas gotas
de sangue no interior dos pdes usados para a
alimentacdo, evento tido como profético pelos videntes
do imperador Alexandre Magno. O conhecimento e
estudo destes pigmentos procurou justificar eventos
miraculosos ocorridos ha mais de 700 anos, tal como o
Milagre de Bolsena, origem da Festa de Corpus Christi,
quando supostas gotas de sangue foram observadas na
hostia durante a celebragdo de uma missa presidida por
um padre que lutava contra a falta de fé¢2,

Além dos rumores envolvendo essa classe de
pigmentos, que sdo formados por colonias de bactérias
que se assemelham a goticulas de sangue, a classe das
prodigininas compreende um grupo de pigmentos
vermelhos, alcaloides, estruturalmente caracterizados
como tripirrois heterociclicos, ou seja, contém trés anéis
pirrélicos interligados [A, B ¢ C*]. Este grupo de
pigmentos inclui a prodigiosina, a metacicloprodigiosina,
a  undecilprodigiosina, a nonilprodigiosina, a
cicloprodigiosina, a ciclononilprodigiosina e a
butilcicloheptilprodiginina®9. Convenientemente,
devido a similaridade das isoformas dessas substancias,
vem se tornando um consenso a utilizagdo do termo
“prodiginina”, para caracterizar a classe desses
alcaloides, e “prodigiosina”, para se referir aos nomes
particulares dos pigmentos vermelho ou magenta®. As
prodigininas sdo metabodlitos secundarios que foram
extraidos e caracterizados pela primeira vez da bactéria
gram-negativa Serratia marcescens®. Além de S.
marcescens, o pigmento também foi isolado de diversas
espécies gram-positivas e gram-negativas®%9, Entre as
espécies produtoras do pigmento, a S. marcescens se
destaca por ser de facil cultivo, proporcionando a
producdo em massa do referido bioativo®?.

As prodigiosinas apresentam coloragdo sensivel
ao pH, sdo fotossensiveis, insoliveis em 4agua,
moderadamente soliveis em alcool e éter e soluveis em

2022, Cienc. Anim. Bras., V23, e-72911P

cloroformio, metanol, acetonitrila e DMSO®-%),
Embora o mecanismo pelo qual esses compostos agem
seja complexo e, provavelmente multifatorial, uma
ampla variedade de estudos demonstrou importantes
propriedades associadas ao pigmento. As prodigiosinas
exibiram variadas atividades, a saber: 1- antiviral,
inibindo especificamente ao menos as vias de
sinalizagdo de NF-kappaB e Akt, que promove a morte
celular acelerada em células infectadas com Herpes
simplex virus®?; 2- atividade antimicrobiana, com
atividade inibitoria de 30% para Candida albicans,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus®; 3-
atividade anti-inflamatoria, identificada como um
potencial inibidor da proteina COX-20¥ ¢ 4- atividade
antioxidante, com potencial de eliminagdo de radicais
DPPH de ~78 % e de radicais ABTS de ~71% na
concentragdo de 500 pg/mL®7.

Além das propriedades citadas acima, a
prodigiosina exibiu relevante e potente acdo anticancer
contra varias linhagens de células cancerosas por meio
de mecanismos distintos. Em linhagem celular de
leucemia (K562), ela inibiu a proliferagdo, aumentou o
indice de EROS, induziu apoptose, provavelmente pela
indu¢do do aumento de proteinas prd-apoptoticas,
caspase-3-clivada, 8 e 9, e inibiu a autofagia.
Identificou-se ainda que a cascata ERK ativada
desempenha papel primario na apoptose induzida por
prodigiosina em células K562%%. Ja em linhagens
celulares de cancer hematopoiético (células Jurkat-
linfocitos T derivado de leucemia de linfocitos T, NOS-
linhagem celular modelo derivada de mieloma murino,
HL-60, células RAMOS- derivada de linfoma de
Burkitt), a prodigiosina afetou as taxas de proliferagdo
celular e apoptose, que foi -caracterizada pela
diminui¢do dose-dependente sobre o nimero de células
viaveis, e aumento de células apoptdticas em todas as
linhagens celulares de cancer estudadas®?.

Outra linhagem celular de cancer estudada foi
de carcinoma pulmonar mucoepidermoéide humano
(NCHI-292), linhagem HEP-2, MCF-7 e HL-60, em
que o pigmento isolado de Serratia marcescens
produziu efeitos citotoxicos significativos em todas as
linhagens celulares, com uma concentracdo inibitoria
(IC,))de 3.6,3.4,5.1 e 1.7 pg/mL, respectivamente®.
Na linhagem celular de cancer cervical (HeLa), a
prodigiosina inibiu a proliferagdo e induziu apoptose,
gragas a regulacdo positiva de Bax e caspase-3, com
uma IC, de 2.1, 1.2 € 0.5 ug/mL apds 24, 48 € 72 h de
exposi¢ao®. Adicionalmente, a associagdo de
prodigiosina com diferentes substancias também foi
bem-sucedida, por exemplo, em associacdo com
Zelavespib (PU-H71), um inibidor experimental de
chaperona Hsp90, a prodigiosina isolada ou em
combinagdo, regulou positivamente a expressao de Bax
sem afetar a de Bcl-2. A combinag¢do também aumentou
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a expressdo de caspase-3, 8 ¢ 9, induzindo a apoptose
e inibindo a adesio de linhagens celulares de
adenocarcinoma mamario [MDA-MB-23119], Efeitos
semelhantes foram obtidos com a associagdo de
prodigiosina e cisplatina, em que prodigiosina
aumentou a sensibilidade de linhagens de carcinoma
urotelial resistentes a cisplatina®”. Curiosamente,
apesar de ser eficaz contra uma grande variedade de
células cancerosas, a prodigiosina possui pouca, ou
nenhuma citotoxicidade contra células normais!>1%%%,

Piocianina

A piocianina ¢ um metabdlito secundario redox
ativo e um importante fator de viruléncia de bactérias
gram-negativas Pseudomonas spp®®. Trata-se de um
pigmento azulado que compde uma familia de
compostos triciclicos, fenazinas, podendo existir na
forma oxidada ou reduzida, sendo a ultima instavel e
altamente reativa com o oxigénio molecular?.
Diferente de outros pigmentos com agdo antioxidante,
a piocianina parece induzir o estresse oxidativo em
sistemas celulares e, por este motivo, pode induzir a
citotoxicidade em células cancerosas por meio da
geracdo de EROS ¢ dano oxidativo celular
progressivo®.

Existe um consenso de que niveis balanceados
de EROS estdo envolvidos com os processos de
formagdo, manuten¢do e progressio tumoral®®. O
desbalanco de EROS, caracterizando um estresse
oxidativo induzido pelos quimioterapicos esta
associado a deplecdo tumoral®, pois o estresse
oxidativo induz a peroxidagdo lipidica, gerando
numerosos aldeidos eletrofilicos que podem atacar
diversos alvos celulares!D, Dessa forma, o aumento
desbalanceado das EROS associado ao acumulo de
danos no DNA, senescéncia e morte celular induzida
por agentes como a piocianina, pode ser uma estratégia
para a deple¢do de tumores em crescimento!??. Por
outro lado, o efeito pr6 ou antioxidante da piocianina
pode estar mais relacionado a sua concentragdo e
biodisponibilidade, visto que, em um estudo a
atividade in vitro de eliminagdo de radicais livres da
piocianina foi superior & do acido ascorbico. Neste
mesmo estudo, a substancia isolada de Pseudomonas
aeruginosa, nao afetou significativamente a viabilidade
de fibroblastos humanos, mesmo em altas
concentragdes (100 pg/mL) indicando, por exemplo,
seguranga de seu uso, inclusive para a fabricacdo de
alimentos, ja que possui atividade antibiofilme contra
patégenos alimentares como Salmonella enteriditis e
Vibrio diabolicus%.

A baixa citotoxicidade da piocianina em células
normais, associada a sua acdo anticancer, a coloca no
Hall dos pigmentos bacterianos atuando como
compostos naturais anticancer. Os efeitos citotéxicos
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dose-dependente in vitro da piocianina foram relatados
pela primeira vez em células de hepatoma humano
[HepG2U™] e contra a linhagem celular Panc-1. De
modo semelhante a outros pigmentos bacterianos, a
piocianina induz a apoptose celular, provavelmente
devido ao aumento de EROS, danos ao DNA, ativagao
da caspase-3 e aceleragdo da senescéncia e
apoptose1®19 Um breve resumo com os principais
pigmentos abordados nesta revisdo, incluindo a
piocianina, o potencial farmacolégico diverso, bem
como o potencial anticincer em linhagens distintas de
células cancerosas ¢ apresentado na tabela 2.

Perspectivas futuras e limita¢des

Esta revisdo evidencia a relevancia para o
estudo e aplicagdes praticas do uso de pigmentos
bacterianos. Os microrganismos, e mais
especificamente as bactérias, sdo fontes infindaveis
destes e de outros compostos bioativos pouco
conhecidos e de vasto potencial farmacologico. Dessa
forma, esses pigmentos podem colaborar para o
desenvolvimento de novas abordagens terap€uticas no
tratamento do céincer, como alternativa ao uso de
quimioterapicos altamente citotoxicos ou como
adjuvantes aos quimioterapicos. Além disso, o dominio
da manipulagdo de microrganismos associado aos
avangos na engenharia genética, possibilitam avangos
consideraveis na atualidade, bem como para as
proximas décadas.

Assim, a identificacdo, o isolamento e o estudo
destes e de outros pigmentos bacterianos ¢ metabdlitos
bioativos constituem importantes alternativas para a
geracdo de novas drogas anticdncer que apresentem
menores efeitos colaterais, ou seja, maior seletividade
contra células cancerosas e menor citotoxicidade para
as células normais. Dentre os efeitos colaterais dos
protocolos quimioterapicos utilizados atualmente para
o tratamento do cancer podemos destacar os disturbios
reprodutivos, como a insuficiéncia ovariana prematura.
No entanto, apesar dos avangos em estudos para o uso
potencial de pigmentos bacterianos como drogas
anticancer, pouco se testou o efeito destes pigmentos
sobre o aparelho reprodutor feminino, goénadas,
gametas e embrides. Neste sentido, o uso de modelos
animais para o estudo da toxicidade reprodutiva destas
substancias representa uma valiosa alternativa, visto
que as biotecnologias disponiveis possibilitam a
obtengdo de grande parte do material bioldgico
necessario, seguindo os principios éticos de pesquisa.
Com isso, estudos com cultivo in vitro de foliculos
ovarianos, maturagdo in vitro de gametas e produ¢ao in
vitro de embrides podem ser usados como ferramentas
para o estudo dos efeitos destes compostos sobre a
reproducdo em fémeas.
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Tabela 2. Potencial farmacoldgico diverso e potencial anticancer das principais categorias de pigmentos bacterianos

Potencial anticincer

SECIERLC |G R (D farPn(l);iI(:f;)alico Sistema Modelo animal
g Linhagem celular / Tipo de tumor 5 oo g
experimental (in vivo)
Flavobacterium spp.,
Agrobacterium spp., MICVO?OCF”S L. $2,61,62) Células OV-MZ-6 de cancer de
spp., Pseudomonas aeruginosa, Antioxidante( R C68) i A
. ; P : o) ovario®), células de cancer de mama . - .
Carotenodides Serratia marcescens, anti-inflamatorio®, 0 In vitro e in vivo Murino
Chromobacterium spp. anticancer®*7) MDA-MB-468™, células Panc-1 de
Rheinheimera spp. o céancer de pancreas’"
Arthrobacter spp®”
Serratia marcescens®, Hahella
chejuensis, Pseudomonas Células K562 de leucemia®, células
magnesiorubra, Vibrio spp., i s o) Jurkat, NOS, HL-60, RAMOS de
Antiviral®?, n i 04
Streptomyces spp, antibacteriane cancer hematopoiético®, células
Streptoverticillium rubrireticuli, antifin ico(”)’ NCHI-292 de carcinoma pulmonar,
Prodigininas Actinomadura madurae, 55 gico™. To3) Células HEP-2 de carcinoma de In vitro N/A
anti-inflamatorio®?, y . A
Saccharopolyspora sp., - 7 laringe, células MCF-7 de cancer de
: i antioxidante®”, ©5) 4 A
Actinomadura pelletieri, anticAncer(13$:9436 mama®, células HeLa de cancer
Alteromonas rubra, cervical®), células MDA-MB-231 de
Pseudoalteromonas denitrificans e adenocarcinoma mamario'>
Hahella chejuensis®59
3 o (103) .
An:g_’gggzz{?m ’ Células HepG2 de carcinoma
Piocianina  Pseudomonas aeruginosa®'% panti fiingico® ’ hepatocelular'®, células Panc-1 de In vitro N/A
an ticéncemw_lgs) cancer de pancreas®’
Streptomyces glaucescen™, 1 .Cehﬁ%s H]IEI;-Z de carc&nm}la de d
g Y e - aringe”, células HFB4 de cancer de
: . 49 Antioxidante®®4®), pele®®, célula MCF-7 de céncer de .
Melanina Pseudomonas aeruginosa™, B (46.47,74) Células HenG2 d p In vitro N/A
Burkholderia xenovorans anticancer“+7- mama, Células Hep e carcinoma
Levionella pnewmo hila”é) hepatocelular, células HCT116 de
8 P P céncer de colon™
Células do tumor de Ehrlich®®, células
Antibacteriano,  HL-60 de leucemia, células Caco-2
Chromobacterium violaceum”™ antiviral 7, de cancer de colon, células CAL-27
Violaceina ’ antiprotozoario™,  de carcinoma da lingua, células FaDu In vitro e in vivo Murino

Janthinobacterium lividum™®” S P
antioxidante™®,

anticancer+45 78-8)

de carcinoma de faringe®”, células
U87 de tumor cerebral®V, células
HCT116 de cancer de colon™®

N/A: ndo aplicavel.

Conclusao

A prospeccdo para a produgdo em larga escala de
compostos  bioativos  naturais  extraidos  de
microrganismos, assim como os pigmentos bacterianos,
constitui uma das grandes alternativas para a obtengdo de
substancias com alto potencial de aplicagdo industrial e
farmacéutica. Neste sentido, dado a escassez de estudos in
vitro e in vivo avaliando os efeitos destas substincias no
aparelho reprodutor feminino, novas investigagdes a
respeito do impacto destes promissores pigmentos sobre
o desenvolvimento de foliculos ovarianos, gametas e
embrides, sdo de relevante importancia.
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