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“Nature herself must be our advisor;

the path she chalks must be our walk.

For as long as we confer with our own eyes,

and make our ascent from lesser things to higher,

we shall be at length received into her closest-secrets.”

William Harvey

(De Generatione Animalium, 1651)
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BIOPROSPECCAO DE SUBSTANCIAS COM POTENCIAL ANTITUMORAL EM
ASCIDIAS DO LITORAL CEARENSE: ESTUDOS COM Eudistoma vannamei
MILLAR, 1977 (UROCHORDATA, ASCIDIACEA) Dissertacdio de Mestrado. Autor:
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RESUMO

Este trabalho avaliou, inicialmente, a citotoxicidade dos extratos hidroalcoolicos das
10 espécies de ascidias mais abundantes do litoral cearense através dos seguintes métodos:
toxicidade aguda em larvas de artemias, inibi¢do do desenvolvimento dos ovos de ourigo-do-
mar, potencial hemolitico e inibi¢do da proliferagdo celular de linhagens tumorais. A espécie
Eudistoma vannamei mostrou-se a mais ativa em 3 dos 4 ensaios realizados, sendo, portanto,
selecionada para prosseguir com a caracteriza¢do quimica e farmacoldgica de seus principios
ativos. O extrato foi particionado em diversos solventes e fracionados por cromatografia em
silica gel 60 e sephadex LH-20. A atividade das amostras foi monitorada pelo método do
MTT. Das 60 amostras coletadas, 15 foram ativas. A Cls, dessas 15 amostras foi verificada,
novamente pelo método do MTT, em 5 linhagens celulares tumorais: CEM, HL-60, MCF-7,
HCT-8 e B-16. As fragdes DCM-14 a DCM-18, derivadas da fase diclorometanica e
quimicamente muito semelhantes entre si, como evidenciado por CCDC, foram as mais
ativas, apresentando Cls, de até 1,0 pg/mL na maioria das linhagens. A dicetopiperazina 6-
etilamino-1-metil-piperazina-2,5-diona foi isolada da fase CH,Cl, e detectada como o
componente majoritario, no entanto, foi inativa sobre a proliferagdo celular. O espectro de
H'RNM das fragdes DCM-14 a DCM-18 indicou, como componentes minoritarios, uma série
de derivados desta dicetopiperazina, que nao foram identificados. O estudo dos efeitos das
fragdes sobre a viabilidade (exclusdo por azul de tripan), prolifera¢do (incorporagdo de BrdU
e curva de crescimento) e inducdo de morte (morfologia celular — coloragdo por H/E —
anexina e coloragdo por BE/AO) nas células HL-60 demonstrou que DCM-16 ¢ DCM-17
foram as mais fortes redutoras da proliferacdo celular. DCM-16 apresentou um pronunciado
efeito inibitério sobre a incorporagdo de BrdU, o que pode indicar uma interferéncia na
duplicagdo de DNA. DCM-17 inibiu satisfatoriamente a incorporacao de BrdU, mas a indugao
de apoptose ¢, aparentemente, seu mecanismo predominante. DCM-14 ¢ DCM-15 também
apresentam perfis de indutoras de apoptose celular, sendo que a tltima demonstra alguns
indicios de atividade necrética. Os efeitos de DCM-18 foram pouco pronunciados. As
atividades apresentadas por essas fragdes sdo concentragdo-dependente e o aumento do tempo

de contato intensifica o efeito citotoxico.
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BIOPROSPECTION OF POTENTIAL ANTICANCER COMPOUNDS IN
TUNICATES FROM THE COAST OF CEARA: STUDIES ABOUT Eudistoma
vannamei MILLAR, 1977 (UROCHORDATA, ASCIDIACEA) Master’s Dissertation.
Author: Paula Christine Jimenez. Advisor: Dr. Leticia Veras Costa Lotufo. Departamento de

Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Ceara. Approved on May 10th, 2004

ABSTRACT

The study, initially, evaluated the cytotoxity of the hydro-alcoholic extracts of the 10
most abundant ascidian species from the coast of Ceara (Brazil), through the utilization of the
following methods: brine shrimps lethality assay; inhibition of sea urchin eggs development;
hemolytic potential, and inhibition of in vitro tumor cell growth. In three out of the four
assays performed, the Eudistoma vannamei specie proved to be the most active one, and it
was, therefore, selected for chemical and pharmacological characterization of its active
principles. The extract was particionated by various solvents and fractionated by
chromatography in silica gel 60 and sephadex LH-20 columns. The samples’ activities were
monitored through the MTT method. Of the 60 collected samples, 15 were active. The 1Cs of
the 15 samples was evaluated through the MTT method, in 5 tumor cell lines: CEM, HL-60,
MCF-7, HCT-8 e B-16. The fractions DCM-14 to DCM-18, derived from the CHCI, phase
and chemically very similar to each other, as indicated by CTLC were the most active ones,
with an ICsy under 1,0 pg/mL in the majority of lines. The diketopiperazine 6-ethylamino-1-
methyl-piperazine-2,5-dione was isolated from CH,Cl, phase and identified as the major
component, however, it was inactive upon cell proliferation. The H'RNM spectra of DCM 14
to DCM 18 fractions showed a number of compounds derived from that major
diketopiperazine, which were not identified, as minor components. The study about the
fractions effect upon HL-60’s viability (exclusion by trypan blue), proliferation (BrdU uptake
and growth curve) and cell death induction (cell morphology - H/E staining — annexin and
BE/AO) revealed DCM-16 and DCM-17 as the most potent cell proliferation reducers. DCM-
16 displayed a pronounced BrdU uptake inhibitory effect, which may indicate interference in
the DNA duplication process. DCM-17 showed a satisfactorily inhibition upon BrdU uptake,
however, the apoptosis induction seems to be its main mode of action. DCM-14 and DCM-15
also displayed a cell apoptosis inductor profile, while the latter indicated some signs of
necrotic activity. The activities presented by these fractions are concentration and time

dependent since longer periods under cell contact intensifies its cytotoxic effect.
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INTRODUCAO

1. O Estudo de Produtos Naturais Marinhos

A natureza ¢ uma atrativa fonte de compostos com fungdes terapéuticas e a
utilizagdo de produtos naturais como medicamentos ¢ reconhecida desde a
antiguidade. A grande diversidade quimica distribuida em milhdes de espécies de
plantas, animais, fungos e demais microorganismos reflete o impacto da evolugdo na
selecdo e conservagcdo de mecanismos de defesa para repelir ou destruir predadores
(Farnsworth et al., 1985; Cragg et al., 1997; Faulkner, 2000). A exploracdo dos
metabolitos secundarios de organismos vivos ¢ certamente um aspecto de
incontestavel valor para a ciéncia, por suas aplicacdes farmacoldgicas diretas, como
prototipos para o desenvolvimento de novos fdrmacos ou como instrumentacio

cientifica.

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populacao
mundial utiliza-se diretamente de recursos naturais no tratamento de doengas
(Farnsworth ef al.,, 1985; Cragg & Newman, 1999). Agentes medicamentosos
derivados destes produtos respondem pelos cuidados em saude dos restantes 20% da
populacdo, principalmente em paises em desenvolvimento, onde mais de 50% dos
farmacos em uso clinico tém sua origem em fontes naturais (Balandrin et al., 1993;

Cragg & Newman, 1999).

De todas as fontes naturais de farmacos, o ambiente marinho é certamente a
ultima grande fronteira. Evitado por muito tempo, apenas recentemente o ecossistema

marinho foi reconhecido como fonte de produtos naturais com potencial terapéutico,



tendo, os pesquisadores, ai descoberto um ambiente de biosintese totalmente distinto,
com novas estruturas quimicas e reagdes enzimaticas peculiares. O resultado foi o
reconhecimento dos organismos marinhos como detentores de um significativo

potencial na geracdo de novos farmacos (Davidson, 1993; Fenical, 1998).

O trabalho pioneiro de Bergmann e Feeney, no inicio da década de 50, com o
isolamento dos arabinonucleosideos espongotimidina e espongouridina da esponja
caribenha Cryptotethya crypta (Tethyidae), despertou o interesse nos produtos
naturais marinhos e em seu potencial biomédico (Bergman & Feeney, 1951; Munro et
al., 1999; Schwartsmann et al., 2001). Esses nucleosideos serviram de prototipo para
o desenvolvimento de uma nova classe de analogos - Ara-A e Ara-C. A atividade da
arabinosil citosina (Ara-C) deriva de sua conversdo em arabinosil citosina trifosfato e
sua subseqliente incorporacdo ao DNA, havendo inibicdo da DNA polimerase. Ara-C
(Citarabina), e Ara-A (Vidarabina) sdo os unicos derivados sintéticos de produtos
naturais marinhos atualmente utilizados em tratamentos clinicos de viroses e tumores

(Koéning & Wright, 1996; Schwartsmann et al., 2001).

A citotoxicidade parece ser a atividade mais comum dos compostos de origem
marinha, o que ratifica a hipotese de que esses metabolitos tém uma fungdo defensiva
(De Vries & Beart, 1995; Faulkner 2000). Segundo estatisticas do Instituto Nacional
do Cancer dos Estados Unidos (US-NCI), os invertebrados marinhos apresentam
maior ocorréncia de substincias citotoxicas do que outras fontes avaliadas, como
plantas, animais e microrganismos terrestres (figura 1) (Garson, 1994; Munro et al.,

1999).



Microorganismos
Plantas marinhas
Animais marinhos

Plantas terrestres

Animais terrestres

Porcentagem

Figura 1 — Distribui¢do de amostras com significativa citotoxicidade no screening pré-clinico realizado
pelo US-NCI. O nimero absoluto de amostras estd representada ao lado de cada barra. Fonte: Munro et

al., 1999.

Avangos tecnologicos em coletas de profundidade e aqiiicultura trouxeram um
grande nimero de novas moléculas aos testes pré-clinicos e clinicos (Schwartsman,
2000; Schwartsman ef al., 2001; Berlinck ef al., 2004). Com relagdo ao tratamento de
neoplasias os estudos encontram-se bastante adiantados. Nas trés ultimas décadas,
cerca de 3000 novos compostos foram isolados de organismos marinhos e essas novas
moléculas vém demonstrando atividade citotoxica contra diversos tipos de tumores
(Rinehart, 2000). A tabela 1 resume os principais compostos derivados de fontes

marinhas em fase experimental ou de testes clinicos para o tratamento do cancer.



Tabela 1: Alguns compostos derivados de fontes marinhas em fase de testes para o tratamento do

cancer.
Situacgio
Composto Espécie Mecanismo de Acdo
Experimental
Citarabina Cryptotethya crypta Inibigao da sintese de DNA Fase III/IV
Briostatina 1 Bugula neritina Ativacdo de PKC Fase 111
ET-743 Ecteinascidia turbinata Alquilagdo de DNA Fase 111
Inibicdo da sintese protéica Fase 11
Didemnina B Trididemnum solidum )
Apoptose (retirada)
Aplidina Aplidium albicans Bloqueio do ciclo celular em G1 Fase II
Inibigdo de microtiubulos
Dolastatina Dolabella auricularia Fase II

Halicondrina B

Discodermolida
Eleuterobina
Curacina A
Criptoficina
Acido ocadaico

Aplironina A

Jaspamida

Dercitina
Macaluvaminas
Neoanfimedina
Naamidina A
Agosterol A
Deidrotirsiferol

Isogranulatimida

Fonte: Mayer, 1999; Schwartsmann et al, 2001.

Halichondria okadai
Lissodendoryx sp.
Discodermia dissoluta
Eleutherobia sp.
Lyngbya majuscula
Nostoc sp.
Prorocentrum lima

Aplysia kurodai

Jaspis splendens

Dercitus sp.

Zyzzya sp.

Xestospongia carbonaria

Esponja
Alga vermelha
esponja

Didemnum granulatum

Apoptose

Interagdo com tubulina

Estabiliza¢do da tubulina
Estabilizagdo dos microtibulos
Interagdo com tubulina
Hiperfosforilagdo de Bcl-2
Interagdo com fosfatases protéicas

Inibi¢ao de polimerizacdo da actina

Inibicao de polimerizagdo da actina

Intercalagdo no DNA
Inibigdo da topoisomerase I1
Inibigdo da topoisomerase I1

Inibigdo de EGF
Reversdao de MDR
Inibi¢ao da sintese de DNA

Bloqueio do ciclo celular em G2

Pré-clinica

Pré-clinica
Pré-clinica
Pré-clinica
Pré-clinica
Pré-clinica
Pré-clinica

Pré-clinica

(retirada)
Pré-clinica
Pré-clinica
Pré-clinica
Pré-clinica
Pré-clinica
Pré-clinica

Pré-clinica




Depois da citarabina, o primeiro composto a entrar nos testes clinicos foi a
didemnina B, isolada do tunicado Trididemnum solidum, por meados da década de 80.
Alcancou a fase II, mas foi retirada por ter demonstrado alta toxicidade cardiaca e
neuromuscular. Um composto relacionado, a dehidrodidemnina B ou aplidina, isolado
do tunicado Aplidium albicans demonstrou uma maior atividade em estudos pré-

clinicos e encontra-se em fase II (Rinehart, 2000; Rocha et al., 2001).

As briostatinas formam um grupo de moléculas isoladas do briozoario Bugula
neritina. A briostatina 1 encontra-se em fase II de testes clinicos contra melanoma,
linfoma ndo-Hodgkins, cancer renal e colo-retal, mas continua em avaliagdo de fase 1
para uso em combinagdo com outras drogas. Possui baixa mielotoxicidade e promove
efeitos imunoestimulantes, aumentando a producdo de interferons e interleucina-2.

(Pettit, 1991; Rocha et al., 2001).

As dolastatinas, isoladas do molusco Dolabella auricularia, possuem potente
atividade citotoxica e, dentre elas, a dolastatina 10 tem recebido o maior interesse por
parte da clinica. Ja em fase II dos testes clinicos, tém demonstrado pouca atividade

contra diversos tipos de tumores solidos (Poncet, 1999; Rocha et al., 2001).

Numerosas ecteinascidinas foram isoladas do tunicado Ecteinascidia
turbinata. Dentre elas, a ecteinascidina 743 (ET-743) demonstrou toxicidade em
diversas linhagens tumorais em concentragdes sub-nanomolares. No momento,

encontra-se em fase III (Rinehart, 2000; Rocha et al., 2001).

Intimeros outros compostos encontram-se em fase pré-clinica, derivados de
varios grupos e com diferentes alvos celulares. A discodermolida ¢ um metabolito
isolado da esponja Discodermia dissoluta. Inicialmente foi descrita como um agente
imunossupressor € citotoxico. Sua potente atividade antiproliferativa ¢ devido a
estabilizacdo de microtibulos e encontra-se em fase pré-clinica de desenvolvimento.
A eleuterobina, isolada do coral Eleutherobia sp., também em fase pré-clinica, age

pela mesma via. Curacina A, de Lyngbya majuscula, um inibidor da polimerizagao da



tubulina, ¢ um forte agente antitumoral in vitro, mas ndo vem demonstrando sucesso

em experimentos in vivo.

As macavulaminas A - F s3o pirroloiminoquinonas citotoxicas isoladas de
esponjas do género Zyzzya sp. Exibem forte citotoxicidade contra a linhagem de
carcinoma de c6lon humano HCT-116, agindo sobre a enzima topoisomerase II. A
jaspamida, também conhecida como jasplaquinolida, foi isolada da esponja Jaspis
splendens e € um potente inibidor da polimerizagdo da actina. No entanto, induziu
uma toxicidade intoleravel e foi retirada na fase de testes pré-clinicos. A aplironina A,
de Aplysia kurodai também age por essa via, mas ndo se sabe ainda se essa alta

toxicidade é comum a todos os inibidores de actina.

O 4cido ocadaico foi inicialmente isolado da esponja Halichondria okadai e
posteriormente provou ser sintetizado pelo dinoflagelado Lyngbya majuscula. Esse
composto ¢ um forte agente citotoxico e apresenta uma potente atividade antitumoral,
além de ser um inibidor seletivo das fosfatases protéicas I e Ila. Essa ultima
propriedade lhe proporcionou um extenso uso como uma ferramenta cientifica em
experimentos na area de farmacologia e bioquimica (revisado por Schmitz et al.,

1998; Carte, 1996; Mayer, 1999; Faulkner, 2000; Sennett, 2001; Blunt ez al., 2003).

A halicondrina B foi primeiramente isolada da esponja Halichondria okadai e
mostrou-se muito potente contra a proliferacdo das linhagens P-388, B-16 e L1210 in
vivo, também agindo sobre a tubulina. Essa esponja fornecia apenas uma pequena
quantidade da substincia ativae, em tentativas de cultivo artificial, a sintese era
diminuida. Posteriormente foi detectada a presenca de halicondrina B na esponja
Lissodendoryx sp., juntamente com um analogo, a iso-homo-halicondrina B. Essa
espécie teve sucesso na aqiiicultura e fornece a quantidade suficiente, tanto de
halicondrina B como de iso-homo-halicondrina B, para a condugdo dos testes pré-
clinicos (Hirata & Uemura, 1986; Litaudon et al., 1994; Battershill et al., 1998;
Faulkner, 2000).



Além da atividade anticancer, os produtos naturais marinhos vém sendo
também investigados como potenciais imunossupressores. Dentre estes, podemos citar
a monoalida, isolada da esponja Luffariella variabilis, que se encontra em fase I e a
pseudopterosina A, da gorgdnia Pseudopterogorgia elisabethae, atualmente em fase

pré-clinica (Fenical, 1997; Faulkner, 2000).

Os estudos do potencial anti-infeccioso dos produtos marinhos encontram-se
também bastante adiantados. Jaspamida, isolada da esponja Jaspis sp. ¢ um potente
antifingico e tem se mostrado altamente toxico contra Cdndida albicans. Como
exemplo de agentes anti-micobacterianos podemos citar a 8-hidroximanzamina, a
axisonitrila-3 e o litosterol, os primeiros isolados de esponjas e o ultimo derivado de
um coral. Estas substancias sdo fortes inibidoras de Micobacterium tuberculosis. A
atividade anti-protozoaria pode ser exemplificada pelos peroxidos ciclicos com
atividade leishmanicida isolados da esponja Plakortis aff. angulospiculatus.A busca
por novos agentes antibacterianos no ambiente marinho resultou na descoberta das
cribostatinas e jorumicina e pestalona, que demonstraram intensa atividade contra
Neisseria gonorrheae, Bacilus subtilis e Staphilococcus aureus e Enterococcus
faecium, respectivamente. Os compostos papuamida A, avarona e microspinosamida,
derivados de esponjas, representam a classe dos antivirais que exibem uma

promissora atividade anti HIV (revisado por Donia & Hamann, 2003).

As neoplasias malignas sdo a segunda causa de mortes em humanos, superadas
apenas pelos acidentes cardiovasculares (Ministério da Saude, 2004). Apesar do
consideravel arsenal de drogas ja existente para o tratamento de neoplasias e o sucesso
terapéutico em varios tipos de tratamentos, ainda ndo se chegou a um composto ideal.
Por isso, a busca incessante por novos compostos mais seletivos, com menos efeitos
colaterais, maior poténcia terapéutica e menor indice de resisténcia ¢ de extrema

relevancia.

Novas estruturas quimicas sdo requeridas para gerar inovagoes terapéuticas. A
quimica combinatéria ¢ a exploragdo da diversidade estrutural obtida de origem
natural servem de guias para descoberta e sintese de novas moléculas. A maior

vantagem do uso de produtos naturais marinhos como fonte para a descoberta de



novas drogas ¢ a diversidade estrutural dos compostos ali reconhecidos, alguns com
estruturas jamais encontradas em fontes terrestres e detentores de potentes atividades

biologicas (Ireland et al., 1988; Konig & Wright, 1996; Munro et al., 1999).

Dentre os invertebrados marinhos, os tunicados, juntamente com as esponjas e
os briozodrios, tém sido os grupos de maior destaque na quimica de produtos naturais
marinhos devido a presenga de adaptagdes para sobrevivéncia em ambientes de
intensas pressoes seletivas relacionadas a ocupagdo do substrato e a predacdo (Munro
et al., 1999). Com relagdo aos tunicados, de acordo com levantamento feito
recentemente, existem 63 espécies de ascidias desde a Bahia ao Ceara, muitas das
quais nunca foram estudadas com relagdo a presenga de substincias bioativas (Lotufo,

2002).

2. As Ascidias

2.1. Sistematica

As ascidias pertencem ao Subfilo Urochordata (ou Tunicata) que, juntamente
com Cephalochordata e Vertebrata, constituem o Filo Chordata. Sdo caracteristicas
comuns a todos os cordados a presenca de uma notocorda ou eixo de sustentagdo
corporal, fendas branquiais na faringe, endostilo (tiredide, nos vertebrados), tubo
nervoso dorsal oco e cauda poés-anal em pelo menos um dos estagios da vida (Rocha,
2002). Dentre os urocordados ou tunicados, a Classe Ascidiacea representa o grupo
mais numeroso de cordados inferiores, com aproximadamente 90% do ntimero total
de espécies. Encontram-se distribuidas em duas ordens, Enterogona e Pleurogona, ¢
trés subordens: Aplousobranchia, Phebobranchia e Stolidobranchia (Rodrigues et al.,

1998; Ruppert & Barnes, 1996; Monniot et al., 1991).



2.2. Biologia

As ascidias sdo animais exclusivamente marinhos, bentdnicos, na maioria
sésseis. Externamente, sdo revestidas por uma tinica que envolve completamente o
individuo, no caso das ascidias solitarias, ou podem formar uma cobertura comum, em
espécies coloniais (figura 2). A tinica ¢ um tecido vivo cujas principais fungdes sao
fixagdo ao substrato, sustentacdo e prote¢do. Sua matriz organica contém agua,
proteinas e polimeros de carboidratos chamados de tunicina (Rodrigues et al., 1998;
Rocha, 2002). O actimulo de acido sulfurico na tunica lhe confere um baixo pH além
de um sabor impalatavel, o que pode constituir uma barreira primaria contra a

predagdo (Stoecker, 1980).

sifao branquial

sifao atrial

endoéstilo

manto

estomago tanica

Figura 2 — Desenho esquematico de uma ascidia solitaria.



Por serem animais filtradores, alimentam-se do microplancton existente nas
correntes marinhas. Possuem um sifado branquial, por onde entra a d4gua e um atrial,
por onde ela ¢ eliminada juntamente com fezes e outra excretas. O tubo digestivo ¢
completo e a digestdo ¢ extracelular (Rodrigues et al., 1998; Rocha, 2002). O sistema
circulatorio € do tipo aberto e o plasma sangiiineo ¢ isotonico ou ligeiramente
hipertonico em relagdo a d4gua do mar. O sangue das ascidias desperta grande interesse
pelo acumulo de metais pesados como ferro, nidbio, tantalio, titdnio e, principalmente,
vanadio (Rodrigues et al., 1998; Rocha, 2002). As trocas respiratorias sdo realizadas,
em grande parte, na parede da faringe, mas, por serem sésseis, ndo necessitam de

muito oxigénio (Rocha, 2002).

O ciclo de vida da grande maioria das espécies de ascidias ¢ indireto e envolve
a formacdo de uma larva girindide (Rodrigues et al., 1998) nas quais a presenca
conjunta de uma cauda com notocorda e tubo nervoso dorsal oco evidencia a
proximidade entre ascidias e cordados. As larvas, que representam a fase de disperséo,
ao encontrarem um local para se fixar, sofrem uma metamorfose que envolve a
reabsor¢do da cauda e a tor¢do do tronco em aproximadamente 180 graus (Rocha,

2002).

O comensalismo ¢ bastante comum entre as ascidias e outros animais devido a
suas cavidades branquiais e atriais amplas, auséncia de defesa mecéanica efetiva e
habito filtrador, o que gera um suprimento continuo de alimento e dgua. A simbiose €
freqiientemente observada, principalmente entre ascidias coloniais e algas unicelulares
proclorofitas. Dentre os predadores das ascidias, destacam-se caranguejos, poliquetas,
estrelas-do-mar, gastropodes, turbelarios, peixes e mamiferos, ente eles, o homem

(Rocha, 2002).

2.3. Consideragdes sobre a defesa quimica

As ascidias sdo organismos dominantes em muitas comunidades. De acordo
com alguns autores, elevados niveis de vanadio e o baixo pH da tunica constituiriam

uma barreira primaria contra a predacdo ou epibiontes, uma vez que a tunica libera
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acido sulftirico ao ser lesada e o vanadio, a ndo ser em concentracdes residuais, ¢ um
veneno metabolico para um grande numero de organismos (Stoecker, 1980). No
entanto, o acido sulftirico ¢ rapidamente neutralizado na 4gua do mar e a hipotese de
que o acumulo de vanadio deteria a predacdo ndo ¢ aplicavel a todos os membros da
classe: altas concentragdes de vanddio sdo encontradas apenas nos organismos
pertencentes a subordem Phlebobranchia e em alguns Aplousobranchia; ja nos

Stolidibranchia o vanadio nao ¢ encontrado (Parry, 1984).

Em estudos realizados por Davis e Wright (1989) com duas espécies de ascidia
do género Eudistoma (Aplousobranchia, Polycitoridae) verificou-se que algumas
colonias de E. capsulatum possuiam até 60% de suas superficies cobertas por
organismos epibiontes, enquanto que a as colonias de E. olivaceum estavam livres de
epibiontes. Os membros da familia Polycitoridae acumulam tanto vanadio quanto
acido sulfurico na tinica. A medida do pH da tinica de E. olivaceum estava proximo
de 6 enquanto que a tinica de E. capsulatum estava mais préximo de 1, demonstrando
que a acidez da tunica ndo ¢ um mecanismo de defesa muito efetivo. Além disso,
também foi observado que extratos de E. olivaceum apresentaram potentes atividades
citotoxica, antimicrobiana e antiviral, enquanto que estas bioatividades ndo foram

significantes para os extratos de E. capsulatum (Stoecker, 1980).

Visto que ha espécies de ascidias que acumulam uma alta quantidade de
vanadio e acido sulfurico e sdo intensamente predadas, como as da subordem
Phlebobranchia, as que ndo acumulam quantidade alguma de vanadio ou é&cido
sulftrico ¢ ndo sdo predadas, como as da subordem Stolidobranchia, e a auséncia de
defesa mecanica (com a exce¢do de algumas familias que apresentam espiculas
calcéreas), o sucesso evolutivo das ascidias seria também atribuido a capacidade de
acumular ou sintetizar metabolitos secundarios, caracteristica que se encontra
amplamente espalhada dentro de um determinado grupo de ascidias (Lindquist et al.,
1991), que seriam responsdveis por inibir o crescimento de epibiontes e reduzir o

numero de predadores.

11



2.4. Importancia Farmacologica

As ascidias estdo entre os invertebrados marinhos mais estudados pelos grupos
que trabalham com produtos naturais. Por serem animais sésseis, de corpos moles e
aparentemente desprotegidos, sdo fortes candidatos a produtores de metabolitos
secundarios bioativos, ja que esta producdo estd supostamente associada a
mecanismos quimicos de defesa contra a predacdo, desenvolvimento de epibiontes, e
protecdo contra a radiagdo ultravioleta (Pawlik, 1993). Compostos nitrogenados, em
geral alcaldides, peptideos e outros derivados de aminoacidos, respondem por 85%
dos produtos do metabolismo secundario ja isolados de ascidias; os 15% restantes sdo
compostos provenientes da rota do acetato e, em muito menor extensdo, da rota do
acetato-mevalonato (Monniot et al., 1991; Davidson, 1993; Molinski, 1993; Ireland et
al, 1993; Watters & van den Brenk, 1993; Dietzmann, 1997).

A quimica de produtos naturais de ascidias teve inicio em meados da década
de 70 quando Fenical e colaboradores isolaram o primeiro metabolito de uma ascidia,
a geranil-hidroquinona da espécie Aplidium sp.. Este composto apresentou uma
atividade quimiopreventiva contra algumas formas tumorais em cobaias. A ocorréncia
de um agente anticancer em um organismo marinho unido a auséncia de neoplasmas
em ascidias muniram os quimicos com incentivos para expandir a pesquisa com esses

animais (Davidson, 1993).

Em expedi¢ao realizada ao Caribe, em 1978, observou-se que extratos da
ascidia Trididemnum solidum apresentaram potente atividade antineoplésica,
citotoxica, imunomoduladora e antimicrobiana. A posterior investigagdo quimica
desse animal levou ao isolamento de uma série de depsipeptideos ciclicos,
denominados didemninas (Rinehart et al., 1981, 1988; Li et al, 1992; Sakai et al.,
1996), das quais a mais interessante ¢ a didemnina B. (figura 3). In vitro, assim como
in vivo, demonstrou significativa atividade contra o virus Herpes simplex tipos 1 e II.
Foi testada também contra uma gama de tumores em camundongos além de linhagens
celulares humanas, também demonstrando significativa atividade anti-cancer, com
Clso variando entre 1 ¢ 50nM. O mecanismo de acdo da didemnina B permanece

parcialmente incompreendido. Sabe-se apenas que ela age pela inibicdo da sintese
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protéica durante a fase G1 - S do ciclo celular (Ireland, 1993). Chegou a completar a
fase II dos testes clinicos em pacientes com tumores avangados de rim, mama e pele,
mas teve de ser retirada por ndo demonstrar terap€utica significativa além de ter alta
toxicidade cardiaca e neuromuscular (Rossof ef al., 1989; Faulkner, 2000). Os estudos
realizados com as didemninas nos tltimos 20 anos foram recentemente revisados por

Vera & Joullié (2002).

CH3

OCH;

Figura 3 — Estrutura quimica da didemnina B.

No entanto, a dehidrodidemnina B ou aplidina (figura 4), isolada de Aplidium
albicans, entrou como um substituto da didemnina B,demonstrando ainda maior
poténcia em estudos pré-clinicos. A aplidina é também um depsipeptideo ciclico
formada pelos mesmos aminoacidos que a didemnina B, mas sua féormula molecular
difere daquela da didemnina B por conter mais dois 4&tomos de hidrogénio, diferenca
essa que lhe confere uma redugdo na toxicidade (Sakai et al, 1996; Geldof et al.,
1999). A sua toxicidade ¢ devido ao bloqueio do ciclo celular na fase Gl e a
diminui¢do da expressdo de receptores de flt-1 o fator de crescimento de endotélio
vascular (Erba et al., 1999; Broggini et al., 1999). Encontra-se em fase II dos testes
clinicos com atividade comprovada para o tratamento de melanomas, linfoma nao-
Hodgkins e carcinomas de rim, estdmago e colos-retais. Em pacientes tratados com
aplidina ndo foi demonstrado qualquer sinal de mielotoxicidade, nem mesmo nas mais
altas doses toleradas, mas uma toxicidade neuromuscular e¢ hepatica foi registrada,

além de uma prolongada emese (revisado por Albella et al., 2002).
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Figura 4 — Estrutura quimica da aplidina.

A ecteinascidina 743 (ET-743) (figura 6) ¢ uma tetraidroisoquinona isolada da
espécie Ecteinascidia turbinata (Rinehart et al, 1990). A atividade antitumoral de
extratos dessa ascidia € conhecida desde 1969, sendo que o isolamento e a elucidagdo
estrutural do principio ativo provou ser extremamente dificil (Siegel et al., 1969).
Atua como um agente alquilante seletivo para residuos de guanina do DNA (Moore et
al., 1998), induzindo apoptose nao-dependente de p53 e bloqueando o ciclo celular na
fase G2-M (Erba et al., 2001). Também foi observada uma interacdo entre ET-743 e
proteinas nucleares (Minuzzo et al, 2000). Atualmente, encontra-se no terceiro
estagio de testes clinicos em humanos com atividade comprovada em cancer de mama
e sarcoma de tecidos moles. A hematotoxicidade ¢ o fator limitante para a utilizagdo
da ET-743 (Jimeno et al., 1996). Outro composto desse grupo, a ecteinascidina 729,
apresentou forte atividade em modelos tumorais murinos e encontra-se em avaliacdo

pré-clinica em linhagens tumurais in vitro (Sakai et al., 1992).
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Figura 5 — Estrutura quimica da ecteinascidina 743.

3.5. O Género Eudistoma

A maioria das substancias com atividade bioldgica tém sido isoladas de
ascidias aplousobranquias, principalmente daquelas pertencentes as familias
Didemnidae e Polycitoridae. Varios grupos de compostos ja foram isolados de
espécies do género Eudistoma (Polycitoridae) (Waters & van den Brenk, 1993), sendo

que os alcalodides estdo entre os grupos quimicos mais relevantes.

As eudistominas sdo uma série de alcaloides P-carbolinicos derivados de
aminoacidos, isolados, inicialmente, da ascidia caribenha Eudistoma olivaceum. Desta
espécie foram isoladas as eudistominas A — T, que apresentaram atividades
antibioticas, antivirais, antileucémicas, indutoras da libera¢do de Ca* pelo reticulo
endoplasmatico e antagonistas da calmodulina, dentre outras (Rinehart et al, 1984;
1987; Kinzer e Cardellina, 1987; Kobaiashi et al., 1990). As eudistomidinas sdo outro
grupo de compostos isolados de espécies do género Fudistoma, estruturalmente e
farmacologicamente relacionados as eudistominas. Da espécie Eudistoma glaucus
foram isoladas as eudistomidinas A — F que demonstraram atividades relacionadas a
liberagdo de Ca®" ¢ ao antagonismo da calmodulina (Kobaiashi et al., 1990; Murata et

al., 1991).
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O fracionamento biomonitorado do extrato citotoxico de Fudistoma gilboverde
levou ao isolamento de trés alcaldides [-carbolinicos N-metilados: 2-
metileudistomina J, 2-metileudistomina D e 14-metileudistomina C, sendo que este
ultimo apresentou potente atividade citotoxica perante quatro diferentes linhagens de

células tumorais (Clso < 1,0 pg/mL) (Rashid ez al., 2001).

De outra espécie do género Eudistoma, foi isolado um alcaldide do tipo
ergolina, o primeiro advindo de uma fonte marinha, nomeado pibocina. Este
composto demonstrou atividade citotoxica contra células do carcinoma de Ehrlich em

ratos (DEso 12,5 pg/mL) (Makarieva ef al., 1999).

Do tunicado Eudistoma cf. rigida foram isolados os macrolideos de 24
membros, nomeados iejimalidas A e B, ambos com moderada atividade citotoxica
(Kobayashi et al, 1988). Também foram isolados macrolideos sulfatados com
atividade antineopldsica, os quais foram nomeados iejimalidas C e D. Tais substancias
apresentaram potente citotoxicidade in vitro frente a células de carcinoma
epidermodide humano KB [Clsy de 4,2 (C) e 0,2 (D) pg/mL] e a células do linfoma
murino L1210 [Clso de 1,0 (C) e 0,58 (D) png/mL] (Kikuchi et al., 1991). Rigidina, um
alcaldide pirrolopirimidinico antagonista da calmodulina, também foi isolado de

Eudistoma cf. rigida (Kobayashi et al, 1990).

Adesanya et al. (1992) isolaram de Eudistoma album o composto eudistalbina
A, com potente atividade citotdxica. Acredita-se que este composto € um derivado
biossintético do triptofano e da leucina, indicando a habilidade desta ascidia em unir
varios aminoacidos com o triptofano. A hidroxi-estaurosporina foi isolada da ascidia
ndo identificada Eudistoma sp. coletada na Italia. Este composto induz uma potente
inibicdo da proteina quinase C, maior at¢ do que a estaurosporina, um metabdlito
isolado de fungo muito utilizado como ferramenta no estudo da PKC (Kinnel e
Scheuer, 1992). Seis novos alcaldides foram isolados da ascidia Eudistoma sp.—
segolinas A e B, isosegolina A, norsegolina ¢ debromosegolina A ¢ elaitina — mas
registros farmacoldgicos ndo foram produzidos (Rudi & Kashman, 1989). A tabela 2

resume algumas substancias isoladas de ascidias do género Eudistoma.
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Tabela 2: Quadro-resumo de algumas substancias isoladas de ascidias do género Eudistoma sp.

Espécie (Referéncia)

Composto

Estrutura

Eudistoma sp
(Van Wagoner et al., 2001)

1,3 ,07-trimetilisoxantopterina

o
HiC N
SN ‘ X
PP
HN T N OCHj
CH,

Eudistoma sp
(Perry et al., 2001)

1,3,7-trimetilguanina

(o]
/CHs
Y5
2\ N/
HN l\‘l
CH

3

Eudistoma gilboverde
(Rashid et al., 2001)

eudistomina C (R;=Br e R,=H)
eudistomina E (R;=H e R,=Br)

Ry

Rz N
R I
2-metileudistomina D (R;=Br e HO /r\P—CH3
Eudistoma gilboverde R,=H) A\
(Rashid et al., 2001) 2-metileudistomina J (R;=H e N
R,=Br) Re H
Br ——
HO N
. . AN / S—CH,
Eudistoma gilboverde 14-metileudistomina C
(Rashid et al., 2001) N N
e New,
HsC. N/CH3
Eudistoma sp Pibocina
(Makarieva et al., 1999) | N
N
H
N X
H4CO, ‘
Eudistoma bituminis Segolina C l‘ O
(Viracaoundin et al., 2001) @
CHs
O/ m (o)
Eudistoma cf. rigida Rigidina

(Viracaoundin et al., 2001)
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3.6. Potencial Farmacologico de Ascidias Brasileiras

Considerando-se que os organismos marinhos despontam como uma das mais
promissoras fontes naturais de novos compostos com atividades bioldgicas e que o
Brasil possui a segunda maior costa continua no mundo, com aproximadamente 8.500
km de extensdo, os mares brasileiros representam um grande potencial para a
descoberta de novas substancias bioativas de interesses médico e farmacologico.
Entretanto, a busca de componentes antitumorais em organismos marinhos brasileiros
¢ um campo muito recente de investigacdo. O niimero de estudos ¢ inexpressivo

diante da biodiversidade marinha no Brasil.

Berlinck et al. (1998) descreveram a ocorréncia dos alcaldides aromaticos
citotoxicos granulatimida e isogranulatimida (figura 6) em ascidias brasileiras da
espécie Didemnum granulatum. Esses alcaldides foram os primeiros exemplares de
uma nova classe de inibidores do ciclo celular especificos para a fase G2. O uso de
inibidores do checkpoint em G2 em combina¢do com um agente genotoxico tem sido
proposto como uma estratégia para a terapia do cancer, especialmente no caso de
tumores solidos onde se verifica auséncia da funcao de p53 (Roberge ef al., 1998). De
acordo com os autores, a inibicdo desse sistema inerente de reparo do DNA deveria
aumentar dramaticamente o processo de destruicdo de células cancerosas sem essa
fungdo, uma vez que tais células sdao incapazes de ativar o checkpoint em G1 em
resposta a algum dano no DNA. Outro ponto interessante a ser destacado ¢ que os
inibidores do checkpoint em G2 sozinhos ndo parecem afetar as células normais ou
cancerosas, atenuando os efeitos colaterais dessas drogas. Isogranulatimida é,
provavelmente, a droga mais promissora isolada de um organismo marinho brasileiro.
Vale a pena ressaltar que esse trabalho resultou de um programa de screening. Poucos
anos mais tarde, outro alcaldide foi isolado dessa mesma espécie de ascidia, a 6-

bromogranulatimida (Britton et al., 2001).
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Figura 6 — Estutura quimica da granulatimida, em A, e isogranulatimida, em B.

As tamandarinas A e B (figura 7) sdo novos depsipeptideos isoladas de outra
ascidia brasileira da familia Didemnidae (Vervoort et al., 2000). Os depsipeptideos
sdo muito comuns em ascidias ¢ o metabolito mais freqiientemente estudado nesses
organismos, a didemnin B, pertence a essa classe quimica. As tamandarins A ¢ B
mostraram forte toxicidade em linhagens de células cancerosas humanas e parecem
ser um inibidor da sintese da proteina mais potente se comparados a didemnin B
(Vervoort et al., 2000). Nao obstante a forte citoxicidade das tamandarins, nao ha
qualquer dado relativo a toxicidade sist€émica desses elementos, sendo muito cedo

para se ter alguma idéia sobre suas aplicagdes terapéuticas.

Tamandarin A: R=CH, ; (3S, 4R, 5S)-Ist
Tamandarin B: R=H ; (3S, 4R)-Nst

OCHj

Figura 7 — Estutura quimica das tamandarinas.

Mais recentemente, Torres et al. (2002) isolou dois alcaldides citotdxicos do
grupo das piridoacridinas, as sebastianinas A e B (figura 8), da ascidia brasileira
Cystodytes delleichiajei. Esses alcaldides apresentaram citotoxicidade contra HCT-

116 e tal atividade pareceu estar relacionada a um mecanismo dependente de p53.
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Até o momento, ndo se t€m relatos de estudos realizados com produtos
naturais de invertebrados marinhos coletados no litoral cearense. De acordo com
Lotufo (2002), existem cerca de 18 espécies de ascidias no Ceard, incluindo varias
espécies novas, o que indica um alto grau de endemismo nessa regido. Desta maneira,
este trabalho se iniciou com um screening para atividade citotdxica com o extrato
bruto das dez espécies mais abundantes dentre as quais a Eudistoma vannamei Millar,
1977 foi selecionada para prosseguir com o estudo quimico e farmacologico. Esta ¢
uma espécie endémica do litoral nordestino brasileiro, tendo sido registrada na desde a
Bahia até o Ceara. Sdo encontradas, principalmente, na zona entre-marés vivendo em

gretas ou em faces negativas de pedras, ao abrigo da luz (Lotufo, 2002).

Grande parte das espécies mencionadas como fontes de substincias com
atividades bioldgicas interessantes habitam as regides tropicais. O litoral nordestino
compreende a maior parte do litoral tropical brasileiro, que se estende por cerca de
3000 km. O estado do Ceara possui uma zona costeira com 573 km de extensao e esta
permanece praticamente desconhecida pelos grupos que estudam produtos naturais.
Tal lacuna representa, portanto, a maior parcela do potencial em bioprospeccao de
produtos naturais, constituindo-se em elemento importante na descoberta de novas

drogas e estratégias terapéuticas.
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OBJETIVOS

1. Geral

Realizar a prospeccdo de substidncias com potencial anticincer a partir da
identificacdo de substincias citotoxicas em espécies de ascidias coletadas em

diferentes localidades do litoral cearense, com énfase na espécie mais ativa.

2. Especificos

- Verificar a ocorréncia de atividade citotoxica no extrato hidroalcodlico das
espécies de ascidias mais abundantes do litoral cearense utilizando os seguintes
ensaios: toxicidade aguda em larvas de Artemia salina, desenvolvimento embrionario
de ovos de ourico do mar, atividade hemolitica em eritrocitos de camundongo e

inibi¢do da proliferacdo de células tumorais in vitro;

- Realizar o fracionamento do extrato hidroalcodlico bruto de E. vannamei
utilizando diferentes técnicas de cromatografia, biomonitorando a atividade

antiproliferativa das fracdes obtidas sobre células tumorais in vitro;

- Avaliar possiveis mecanismos de acdo envolvidos na atividade citotdxica do

extrato, fragdes e compostos isolados de E. vannamei.
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MATERIAIS E METODOS

1. Materiais Utilizados
1.1. Equipamentos

Agitador de placa MLW Modelo Thys 2

Aquario marinho

Centrifuga Centimicro FANEN Modelo 212

Centrifuga Excelsa Baby | FANEN Modelo 206
Centrifuga de placas Eppendorf Modelo Centrifuge 5403
Centrifuga de laminas Shandon Southern Cytospin
Colunas analiticas para CLAE Shimadzu ODS

Colunas preparativas para CLAE Shimadzu ODS

Cromatdgrafo liquido Shimadzu com Bomba Modelo LC6A, Detector Ultra-Violeta
com Integrador Modelo C-R6A e Injetor Manual Rheodyne Modelo 7125

Deionizador de dgua Milli-Q

Espectrofotometro de placas Packard Spectra Count

Evaporador rotativo Fisatom Modelo 802

Fluxo laminar VECO

Frascos para cultura de células Corning

Incubadora de células (CO, Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow

Liofilizador E — C Micromodulye com Bomba Valupump Savant Modelo VLP 80
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Lupa Askania—Variant Modelo M2M1

Microscopio de fluorescéncia Olympus Modelo BX41

Microscopio optico Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab
Microscopio Optico de inversao Nikon Diaphot

RMN Brucker DPX-300

1.2. Solugdes

Acridina laranja 100 pg/mL 1 mg de acridina laranja Sigma

PBS g.s.p 10 mL de solugao. -
Agua do mar filtrada - -

Anexina- iodeto de propideo 10 uL de anexina-V Boehringer
1 pL de iodeto de propideo Boehringer
500 pL de tampao de incubagao -

Anticorpo anti-BrdU 1 pL de anticorpo anti-BrdU Sigma

BSA 5% q.s.p. 500 uL de solugdo Dako
Anticorpo biotinilidado anti- 1 uL de anticorpo anti-imunoglobulina Sigma
imunoglobulina de camundongo BSA 5% q.s.p. 100 uL de solugdo Dako
Azul de tripan 10% 10 mg de Azul de tripan Sigma

PBS g.s.p. 100 mL de solugao -

BrdU 10mM - Sigma

Brometo de etidio 100 ug/mL 1 mg de Brometo de etideo Sigma
PBS g.s.p 10 mL de solucdo -
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Diaminobenzidina (DAB)

Eosina 0,5%

Estreptavidina — fluoresceina

Estreptavidina - peroxidase

Formalina neutra 10%

Hematoxilina 0,1%

KCl10,5M

Meio de cultura de células
RPMI 1640

5 uL de DAB
1 mL de Tris-HCI (Tris 0,05M) pH= 7.6
2 }/LL de HzOz

0,5 g de Eosina

80 mL de EtOH

0,5 mL de Acido acético
20 mL de H,O

10 uL de estreptavidina- fluoresceina

500 pL do tampao de incubagdo

1 uL de Estreptavidina - peroxidase
BSA 5% g.s.p. 100 uL de solugdo

100 mL de Formaldeido 37%

4 g de Fosfato de s6dio monobasico
6,5 g Fosfato de sddio dibasico
H,0 g.s.p. 900 mL

0,5 g de Hematoxilina

10 mL de Glicerina

25 g de Sulfato de aluminio
0,1 g de Iodeto de potassio
H,0 g.s.p. 500 mL de solucgéo

37,3 g de Cloreto de potassio
H,0 g.s.p 1 L de solugao.

Diluido em agua deionizada e
esterelizada, filtrado em filtro millipore
— 0,22 mm — e complementado com
10% SBF, 1% de glutamina, 1% de
antibidticos, 1% de bicarbonato de
sodio (0,75%) e 25 mM de HEPES
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Proquimios

Proquimios

Doles
Vetec
Vetec

Boehringer

Sigma

Dako

Vetec
Labsynth
Labsynth

Doles
Labsynth
Labsynth
Labsynth

Labsynth

Cultilab



MTT

Penicilina - estreptomicina

Solucao desnaturante

(para andlise de incorporagao
de BrdU)

Solugdo salina (para hemolise)

Soro fetal bovino

SSC 10X

Tampao de incubacao

(para analise de anexina-V)

Tampao fosfato (PBS)

Tampao Tris (TBS) 10X

20 mg de MTT
PBS g.s.p. 100 mL de solugao

Penicilina 10.000 U.I./mL

Estreptomicina 10 mg/mL

Formamida 70 %

2x SSC (pH=6,5 — 7,5 2 70°C)

8,5 g de Cloreto de sdodio (0,85%)
1,11 g de Cloreto de calcio (10 mM)
H,0 qg.s.p 1 L de solugao

Cloreto de sodio 1,5 M
Citrato de soédio 0,15 M
H,0

HEPES 10 mM
Cloreto de sodio 140 mM
Cloreto de cacio 5 mM (pH= 7,4.)

H,O

8,766 g de Cloreto de sddio

2,14 g de NaHPO4.7H,0

0,276 g de NaHPO4.H,0

H,0 g.s.p. 1 L de solugdo (pH =7,2)

Cloreto de sodio 1,5 M
Tris 0,5 M (pH=7,6)

H,O
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Sigma

Cultilab
Cultilab

Vetec

Labsynth

Reagen

Cultilab

Labsynth
Grupo Quimica

Reagen

Labsynth

Reagen

Labsynth
Labsynth
Labsynth

Labsynth
Proquimios



Tripsina 0,25% 50 mL de Tripsina 2,5% Cultilab

0,125 g de EDTA Proquimios
450 mL de PBS -
Triton X -100 1% 1 mL de Triton X-100 Isofar

H,0 g.s.p. 100 mL de solugao -

1.3. Reagentes

Acetato de Etila Vetec DMSO Vetec

Acetona Vetec Alcool Etilico Vetec

Acido Acético Vetec Hexano Vetec

Acido Cloridrico Vetec Alcool Metilico Vetec
Acido Sulfiirico Vetec Sephadex LH-20 Pharmacia
Diclorometano Vetec Silica gel 60 GF,s4 Merck

1.4. Farmacos

Doxorrubicina Zodiac (fornecida pela farmacia do Institudo do Cancer do
Ceara — ICC)

1.5. Modelos Biologicos Experimentais

Camundongos Mus musculus Swiss
Cistos de Artemia salina
Linhagens celulares tumorais cultivadas (detalhadas na tabela 8, p. 39)

Ourico-do-mar Lytechinus variegatus
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2. Metodologia Experimental

2.1. Coleta do Material

Os exemplares de cada espécie foram coletados no litoral do estado do Ceara
nas praias de Flexeiras, pertencente ao municipio de Trairi, Taiba e Pecém,
pertencentes ao municipio de Sdo Gongalo do Amarante, e Ponta Grossa, no
municipio de Icapui. O material foi lavado em agua do mar para redugdo da
contaminagdo e, em seguida, imerso em MetOH, sendo posteriormente armazenado a
—4 °C até o momento da preparacdo do extrato. Na figura 8 estdo demonstrados os

principais pontos de coleta do material.

-40° -38°

-4°

</E BRAZIL
40— 2

PONTA GROSSA

™

-40° -38°

Figura 8 - Mapa identificando os pontos de coleta do material ao longo da costa do estado do Ceara.
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2.2.1. Identificagdo das Espécies

Uma pequena amostra do material coletado de cada espécie foi separada e
fixada em solugdo de EtOH a 70% para a identificagdo pelo Dr. Tito Monteiro da
Cruz Lotufo, da Universidade Federal do Ceard. A tabela 3 traz a lista das espécies
utilizadas neste trabalho assim como a Familia a que pertencem e o local de coleta. A

figura 9 mostra fotografias dos exemplares estudados (a espécie Didemnum sp. ndo

esta representada).

Tabela 3: Relagdo das espécies de ascidias estudadas e respectivas Familias e locais de coleta.

Espécie Familia Foto Local de Coleta
Cystodytes dellechiajei o ) i ]
Polycitoridae A Praia de Flexeiras, Trairi - CE
(Della Valle, 1877)
Didemnum ligulum Didemnidae B Praia do Pecém, S. Gongalo do
Monniot F., 1983 Amarante - CE
Didemnum psammatodes Didemnidae C Praia do Pecém, S. Gongalo do
(Sluiter, 1895) Amarante - CE
Didemnum sp. Didemnidae - Praia de Flexeiras, Trairi - CE
Praia do Pecém, S. Gongalo do
Amarante - CE
Eudistoma vannamei o )
) Polycitoridae D Praia da Taiba, S. Gongalo do
Millar, 1977 Amarante - CE
Praia de Flexeiras, Trairi - CE
Eudistoma sp. Polycitoridae E Praia de Flexeiras, Trairi — CE
Euherdmania sp. Euherdmaniidae F Praia de Ponta Grossa, Icapui - CE
Polysyncraton sp. Didemnidae G Praia de Flexeiras
Trididemnum sp. Didemnidae H Praia do Pecém, S. Gongalo do
Amarante - CE
Gen. n. Holozoidae 1 Praia de Flexeiras, Trairi - CE
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Figura 9 — Fotografia das espécies de ascidias utilizadas neste trabalho. Por Tito Lotufo.
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2.2. Obtencdo dos Extratos Brutos

A homogeneizag¢ao dos individuos de cada espécie foi realizada em MetOH,
numa propor¢do de 1:5 (m/v) do peso umido do animal. Esta solucdo foi filtrada,

concentrada a vacuo e, posteriormente, liofilizada para a obtencdo do extrato bruto.

2.3. Fracionamento do Extrato Hidroalcodlico Bruto (EHA) de Eudistoma vannamei

O fracionamento do EHA bruto de E. vannamei foi realizado no Laboratorio
de Quimica Organica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sdo Paulo pela equipe do Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes.

2.3.1. Fracionamento do Primeiro Extrato

Inicialmente, o extrato bruto foi dissolvido em MetOH onde houve a formacéao
de um precipitado (A), que foi separado. O sobrenadante foi particionado trés vezes
com diclorometano, originando, assim, a fase diclorometanica (ED) e a fase residual
MetOH/agua (EM). Durante as partigdes com diclorometano houve a formacao de
dois precipitados (B e C). Esses precipitados foram reunidos e fracionados em coluna
flash utilizando silica gel como adsorvente e diferentes gradientes de DCM/MeOH
como eluente. Foram obtidas 34 fragdes que foram analisadas pela técnica de
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) utilizando DCM/MeOH

como fase movel, sendo, posteriormente, reunidas por semelhanca em 8 fragoes.

O residuo MetOH/agua foi particionado com butanol, originando um
precipitado (D) e a fase butanolica (EB). Esta fase foi fracionada em coluna Sephadex
LH-20 utilizando-se MeOH como fase movel, de onde foram obtidas 56 fracdes. Estas
fracdes foram cromatografadas por CCDC eluida com diferentes gradientes de
DCM/MeOH e reunidas, por semelhanga, em 12 fragdes. A figura 10 esquematiza o
processamento do primeiro EHA de Fudistoma vannamei e as tabelas 4 e 5 resumem

a reunido das fra¢des obtidas de B+C e EB, respecitivamente.
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Extrato Hidroalcoolico Bruto (EHA)

Parti¢do com MetOH

N

Precipitado (A)

l
Fase Metanolica

r> Partigdo com diclorometano

Residuo Metanédlico(EM)

Parti¢do com butanol

[
Precipitado (D)

\
Fase Butanolica (EB)

Sephadex LH-20 4

CCDC ereuido —

56 fracoes

12 fragdes

[

Precipitados Reunidos (B+C)

Cromatografia Flash

34 fragdes

CCDC e reunido

8 fragoes

|
Fase Diclorometanica
(ED)

Figura 10: Processamento do primeiro extrato hidroalcoolico bruto (EHA) de Eudistoma vannamei.

Tabela 4: Reunido das fragdes obtidas de B+C

Fracgoes Reunidas Caodigos Fracgodes Reunidas Codigos
1-2 DM1 15-16 DM15
3-8 DM3 17-24 DM17
9 DM9 25-30 DM25
10-14 DM10 31-34 DM31
Tabela 5: Reunido das fragoes obtidas de EB
Fragdes Reunidas Caodigos Fragdes Reunidas Codigos
1-15 Bl 35-36 B35
16-18 B16 37-40 B37
19-20 BI19 41-48 B41
21-22 B21 49 B49
23-30 B23 50-52 B50
31-34 B31 53-56 B53
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2.3.2. Fracionamento do Segundo Extrato

Para obter mais material para o fracionamento da fase diclorometanica, uma

segunda coleta foi realizada e um novo extrato hidroalcodlico bruto foi preparado.

O extrato bruto liofilizado foi inicialmente ressuspenso em agua e particionado
em n-hexano e acetato de etila. As fases obtidas, hexanica e acetato de etila, foram
avaliadas por CCDC eluidas com diferentes gradientes de Hexano/AcOEt e
DCM/Acetona. Apds a analise dos cromatogramas optou-se por reunir ambas fragdes
tendo em vista a semelhanga aparente de seus constituintes majoritarios. (Este
procedimento foi realizado a fim de se obter maior quantidade de material para
estudo). Desse modo, as fracdes reunidas foram ressuspensas em 100 mL de
MeOH/H;0 (7:3). Esta solugéo foi filtrada em funil de Biichner e particionada com

DCM (3 x 50 mL), obtendo-se as fases diclorometanica e hidroalcoodlica residual.

O residuo foi submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
preparativa e originou 15 fragdes, que foram, mais adiante, reunidas novamente
devido a semelhanca. A fase diclorometanica foi concentrada e¢ submetida a
cromatografia em coluna silica “flash”, sob pressdo, eluido com Hexano, AcOEt e
MeOH em misturas de polaridade crescente. Foram coletadas 102 fragdes e a técnica
de CCDC foi empregada a fim de analisar e posteriormente reunir as fragdes
semelhantes. Ao final, foram obtidas 20 fracdes. A figura 11 esquematiza o
processamento do segundo extrato bruto hidroalcodlico (EHA) de Fudistoma

vannamei ¢ a tabela 6 resume a reunido das fragoes.

32



Extrato Hidroalcoolico Bruto

1- Parti¢@o com hexano
2- Parti¢do com acetato de etila

| \
Fase Hexanica Fase Acetato de Etila

l l

1- Reunido das fases )
2- Dissolugdo em MetOH/Agua (7:3)

[ \
Fase MetOH/Agua Residuo

Partigdo com Diclorometano

| I

Fase Diclorometanica (DCM) Fase MetOH/Agua Residual (HA)
| Cromatografia Flash | CLAE preparativo
102 fragdes 15 fragoes
Reunido
CCDC e reuniao
N 1 fragdo
20 fracoes

Figura 11: Processamento do segundo extrato hidroalcoolico (EHA) bruto de Eudistoma vannamei.

Tabela 6: Reunido das fragdes obtidas de DCM

Fracgoes Reunidas Caodigos Fracoes Reunidas Codigos
1-2 DCM -1 41-44 DCM-11
3 DCM -2 45-48 DCM -12

4 DCM -3 49-54 DCM -13

5 DCM -4 55-61 DCM -14
6-7 DCM -5 62-64 DCM -15
8-13 DCM -6 65-76 DCM -16
14 DCM -7 78-81 DCM -17
15-16 DCM -8 82-84 DCM -18
17-35 DCM -9 85-94 DCM -19
36-37 DCM -10 95-102 DCM -20
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2.3.3. Fracionamento do Terceiro Extrato

Para se obter mais material para o fracionamento da fase diclorometanica, uma
terceira coleta de material foi realizada e um novo extrato hidroalcodlico bruto foi
preparado. O extrato foi ressupendido em 1 L de MeOH/H,O (7:3) e filtrado em funil
de Biichner. O filtrado foi fracionado por particao liquido-liquido com diclorometano

(4x500 mL), obtendo-se a fase diclorometanica e uma fase hidroalcoolica residual.

A fase diclorometanica foi concentrada e submetida a cromatografia em
coluna de silica gel 60, eluida com hexano, EtOH e MeOH em misturas de polaridade
crescente (como na eluicdo do segundo extrato). Foram coletadas 725 fragdes e a
técnica de CCDC foi empregada para analisar e, posteriormente, reunir as fragdes
semelhantes. Ao final, foram obtidas 18 fracdes. A figura 12 esquematiza o
processamento do terceiro extrato bruto hidroalcodlico de Fudistoma vannamei e a

tabela 7 resume a reunido das fragoes.

Extrato Hidroalcodlico Bruto EHA
1- Suspensao em MeOH:H,O
2- Parti¢do com diclorometano

|
Fase Diclorometanica (DCM II) Fase MetOH/Agua Residual

Cromatografia em silica gel _‘

725 fragoes

CCDC e reunido _‘

18 fracdes — T fracao 9
CCDC e comparagdo com

DCM-14, 15,16, 17 ¢ 18 e glels

2-RNM

6-etilamino-1-metil-piperazina-2,5-diona

Figura 12 - Processamento do terceiro extrato hidroalcodlico (EHA) bruto de Eudistoma vannamei.
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Tabela 7: Reunido das fragdes obtidas de DCM 11.

Fracgdes Reunidas Caodigos Fracgdes Reunidas Codigos
320 - 348 Fr 03 84 -123 Fr23
349 — 384 Fr 06 124 - 199 Fr 26
385 -507 Fr 09 508 — 590 Fr27
200 -263 Fr 14 591 -627 Fr 31
264 — 286 Fr 15 628 — 649 Fr 32
287-319 Fr 16 650 — 665 Fr 33

1-5 Fr 18 666 — 692 Fr 34
6—24 Fr 19 693 — 725 Fr 35
25-83 Fr 21 Lavagem final Fr 36

2.3.4. Cromatografia de Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Esse procedimento foi adotado para a comparagao e reunido das fracodes
obtidas do fracionamento de cada extrato bruto. Foram utilizadas placas de vidro (20
x 20; 20 x 10 e 20 x 5 cm) recobertas com uma fina camada (0,25 mm) de silica gel
GF»s4, ativadas em estufa por 30 min a 110°C. As amostras foram aplicadas e, apos o
desenvolvimento da corrida, as placas foram observadas sob luz ultravioleta em 254 ¢
366 nm e reveladas por nebulizacdo com H,SO,4 seguida de aquecimento em chapa

quente a 110 °C por 2 min.

2.3.5. Cromatografia de Camada Delgada Preparativa (CCDP)

Essa técnica foi empregada para separar os componentes da fracdo Fr 09
derivada do terceiro extrato bruto. Essa fracdo foi escolhida por apresentar um perfil
cromatografico em CCDC semelhante as fragdes DCM-14 a DCM-18 obtidas do
fracionamento do segundo extrato bruto. Uma placa de vidro (20 x 20; 20 x 10 e 20 x
5 cm) recoberta com uma grossa camada de silica gel GF,s4, ativada em estufa por 30
min a 110°C. A fracdo foi aplicada a aproximadamente 2,5 cm da base e eluida 3
vezes com AcOEt:DCM. As bandas separadas foram extraidas da silica com DCM ¢ o

solvente foi evaporado.
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A andlise estrutural das fragcdes foi realizada a partir dos espectros de
Ressondncia Magnética Nuclear de proton (RMN 'H), obtidos na freqiiéncia de 300
MHz.

2.4. Avaliagao da Toxicidade dos Extratos Brutos

2.4.1. Toxicidade aguda em larvas de Artemia salina

O género Artemia ¢ classificado como pertencente ao Filo Artropoda, Subfilo
Crustacea, Classe Branchiopoda (Rupert & Barnes, 1996). Possui o desenvolvimento
indireto, com capacidade de encistamento. Os naupilos (larvas caracteristicas) sdo
facilmente obtidos através da hidratacdo dos cistos. Passam por varios estagios
larvais, antes da maturagdo. No primeiro estagio, naupilo I, o trato digestivo desses
animais ndo entra em contato com o meio externo e sua alimentagdo consiste
basicamente do vitelo do proprio ovo. Com a mudanga para o estagio II, os naupilos
comecam a se alimentar de matéria orgdnica em suspensdo, através da ingestdo
continua da 4gua circundante. Sendo os naupilos mais sensiveis nesse estagio, os
mesmos sdo utilizados nos testes de toxicidade. E uma metodologia simples que
permite a avaliagao da toxicidade de extratos brutos, fragdes ou substincias puras

provenientes de produtos naturais.

2.4.1.1. Procedimento Experimental

Para a obtengao dos organismos teste, cistos de Artemia salina. foram
mantidos por 24 h em um béquer com 4gua do mar filtrada, sob aeracdo suave e
iluminagdo intensa, até a eclosdo do individuo, neste momento, em estagio de naupilo
I. Essas larvas foram separadas em um segundo béquer e mantidas ali por mais 24 h
para atingirem o estagio de naupilo II. Os nédupilos II foram incubados em ntimero de
10 por pogo, em placas de 24 cavidades, tendo sido acrescentadas as substancias
testes em 6 diferentes diluigdes, variando de 31,5 a 1000 pg/mL, tendo sido

realizadas triplicatas para cada concentragdo. Como controle negativo, foi utilizada
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agua do mar filtrada duas vezes, tendo sido este, também, o veiculo de dilui¢do das
amostras. As placas foram incubadas a temperatura ambiente, durante 24 h. Apos esse
tempo, foram contados os individuos vivos e mortos correspondentes a cada poco

(como descrito em Jimenez et al., 2003).

2.4.1.2. Analise dos Dados

O calculo da dose que causou letalidade de 50% dos nauplios (DLs) foi obtido
pelo método dos probitos (Litchfield & Wilcoxon 1949).

2.4.2. Potencial antimitotico em ovos de ourico-do-mar Lytechinus variegatus

O ourico-do-mar pertence ao Filo Echinodermata, Classe Echinoidea,
Subclasse Euechinoidea, por (Rupert & Barnes, 1996). A espécie Litechinus
variegatus ¢ facilmente mantida em laboratorio e foi selecionada para a utilizagdo em
testes de toxicidade por apresentar-se fértii o ano todo e possuir ovos pouco
pigmentados, viabilizando, assim, a execucdo de ensaios com seus gametas. Os évulos
apresentam uma coloracdo alaranjada enquanto que os espermatozoides apresentam-
se esbranqui¢ados. A membrana de fecundagdo dos ovos ¢ facilmente visualizada
assim como as varias fases da embriogénese. O uso deste modelo permite avaliar o
efeito inibitorio em diferentes niveis do processo mitdtico, instigando, inclusive, sobre

0 mecanismo de acdo das substancias.

2.4.2.1. Procedimento Experimental

A eliminacao dos gametas foi induzida pela injecdo de KCI 0,5M na cavidade
celomica dos animais. Apos a eliminacdo, os 6vulos foram lavados em uma proveta
com agua do mar filtrada, por 3 vezes, para remoc¢dao da camada gelatinosa. Os
espermatozodides concentrados foram mantidos em baixa temperatura até 0 momento
do uso. Apos a tltima lavagem, os 6vulos foram ressuspendidos em 50 mL de agua do
mar filtrada e fecundacdo realizada pela adicdo de 1 mL da suspensdo de
espermatozoides (0,05 mL da suspensdo concentrada + 2,45 mL de 4gua do mar

filtrada) a 50 mL suspensao de 6vulos. Apos cerca de dois min, a fecundacdo foi
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confirmada pela presenca da membrana da fecundacao, através da observacdo de uma
amostra das células ao microscopio. 1 mL de ovos foram distribuidos numa
multiplaca com 24 cavidades, contendo a substancia teste e incubados num volume
final de 2 mL, mantidos a temperatura ambiente (26 + 2°C) sob agitacdo constante.
Foram fixadas aliquotas de 0,2mL em formalina 10%, aproximadamente 1h e
3h30min apoés a fecundagdo, intervalos correspondentes as fases da primeira divisao e
blastula, respectivamente. Cem ovos foram contadas em cada amostra para obtengdo

da porcentagem de células normais (como descrito em Jimenez et al., 2003).

2.4.2.2. Analise dos Dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de n
experimentos. O célculo da Clsy (concentracdo inibitéria que causa 50% do efeito
maximo) e seu respectivo intervalo de confianca (IC) 95% foi realizado a partir de

regressao ndo-linear utilizando o programa Prism versao 3.0 (GraphPad Software).

2.4.3. Avaliagao do Potencial Hemolitico

Esta metodologia permite avaliar o potencial da substancia teste em causar

danos na membrana celular, seja pela formagao de poros ou pela ruptura total.

2.4.3.1. Procedimento Experimental

O sangue foi coletado de camundongos (Mus musculus, Swiss) pela via orbital
e diluido em solugdo salina para hemolise. Os eritrocitos foram lavados 2 vezes para a
reducdo da contaminagdo plasmatica (centrifugacdo a 5000 rpm/ 3 min) e resuspensos
nessa mesma solu¢do afim de se obter uma suspensdo de eritrocitos (SE) a 2%. Este
procedimento foi realizado em multiplaca de 96 pogos. Cada poco da 1? fila recebeu
100 pL de solucdo salina (controle negativo). Na 2% os pogos receberam 50ul da
solugdo salina e 50 pL do veiculo de diluicdo da substancia teste, neste caso, agua
destilada. Aos pocos da 3? fila foi adicionado 100uL de solugdo salina e 100 pL. da

substancia teste em solucdo. Da 4° fila em diante os pocos receberam 100 pL da
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solugdo salina, excetuando-se os da ultima, que receberam 80 pL de solucdo salina e
20 pL de Triton X-100 1% (controle positivo). As dilui¢des foram feitas da 3* a 11°
cavidade, retirando-se 100pL da solucdo da cavidade anterior e transferindo para a
seguinte de modo que as concentragdes fossem diluidas pela metade. Em seguida, 100
uL da SE 2% foi adicionada a cada pogo. Apds 1 h de incubacdo sob agitacdo
constante e a temperatura ambiente (26 + 2°C), as placas foram centrifugadas (5000
rpm/ 3min) e o sobrenadante transferido para outra placa para leitura da absorbancia a
540 nm. O efeito da substancia foi determinado de maneira relativa aos controles

positivo e negativo (como descrito em Jimenez et al., 2003).

2.4.3.2. Analise dos Dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrao da média de n
experimentos. O célculo da CEsg e seu respectivo intervalo de confianga (IC) 95 % foi
realizado a partir de regressdo ndo-linear utilizando o programa Prism versdo 3.0

(GraphPad Software).

2.5. Teste de Citotoxicidade in vitro - Ensaio do MTT

2.5.1. Linhagens Celulares Utilizadas

As linhagens celulares utilizadas para avaliacdo da atividade citotoxica foram
obtidas pelo Children’s Mercy Hospital de Kansas City — EUA e estdo listadas quanto

a origem e tipo histologico na tabela 8.

Tabela 8: Linhagens celulares tumorais utilizadas no ensaio de cititoxicidade in vitro

Linhagem Tipo Histolégico Origem
CEM leucemia linfocitica humano
HL-60 leucemia promielocitica humano
HCT-8 carcinoma de colon humano
MCF-7 carcinoma de mama humano
B16 Melanoma murino
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2.5.2. Manutencao das Células

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos para cultura
(75cm?, volume de 250mL); foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640
complementando com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos. As células
foram incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,, tendo sido
observado o crescimento celular com ajuda de microscopio de inversdo a cada 24 h,
quando necessario as células eram repicadas em meio de cultura novo, numa

concentragdo de 0,5-1,0 x 10° células/mL (Butler & Dawson, 1992).

2.5.3. Ensaio do MTT

Este ensaio pode ser utilizado para determinar citotoxicidade, proliferacdo e
ativacio celular. E uma analise colorimétrica que quantifica indiretamente as células
viaveis, baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H
tetrazolina bromida (MTT), um composto de cor amarela, a formazan, de coloracao
purpura, pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente nas mitocondrias
ativas das células vivas (Mosmann, 1983). No presente trabalho, este ensaio foi
utilizado para monitoramento da atividade das fracdes e selegdo das mais ativas assim

como para quantificar suas atividades em diferentes linhagens celulares.

2.5.3.1. Procedimento Experimental

As células em suspensdo ou monocamadas foram plaqueadas em multiplacas
de 96 cavidades numa densidade de 0,3 x 10° células/mL, para células suspensas ¢ 1 x
10° células/mL para células aderidas. As substéncias testes foram incubadas durante
24 (em alguns casos) ¢ 72 h juntamente com a suspensao de células. Apds o periodo
de incubagdo, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min), e o sobrenadante foi
descartado. Cada cavidade recebeu 200uL da solugdo de MTT a 0,5 mg/mL, tendo
sido reincubada por mais 3 h, em estufa a 37°C e 5% CO,. Apds esse periodo, as
placas foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10min), o sobrenadante foi

desprezado e o precipitado foi resuspendido em 150uL de DMSO. Para a
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quantificagdo do sal reduzido nas células vivas, as absorbancias foram lidas com o

auxilio do espectofotometro de placa, no comprimento de onda de 550nm.

2.5.3.2. Analise dos Dados

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos erros-
padrdo. No caso das fragdes ensaiadas em triplicatas de dose unica (5pug/mL), o valor
da absorbancia encontrado foi transformado em porcentagem, relativo ao controle. No
caso das fragdes testadas em dilui¢des em série, foi plotado o grafico absorbancia x
concentracdo e determinado as suas Clsy (concentracdo inibitoria média capaz de
provocar 50% do efeito méximo) e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%)

realizado a partir de regressao ndo-linear no programa GraphPad Prism.

2.6. Analise dos Efeitos Celulares em HL-60 — Determinacdo do Mecanismo de Ac¢do

Para os experimentos de determinagdo do mecanismo de acdo das fragdes
selecionadas foram utilizadas as células leucémicas da linhagem HL-60 plaqueadas na
concentracdo de 0,3x10° células/mL e avaliadas quanto a diversos efeitos celulares.
As células foram tratadas com duas concentracdes diferentes de cada amostra, 0,1
pg/mL e 1,0 ug/mL, e incubadas por 24h. A doxorrubicina na concentragdo de

0,3ug/mL foi usada como controle positivo em todos os experimentos.

2.6.1. Viabilidade Celular — Exclusao por Azul de Tripan

Este ensaio permite determinar a relacdo entre células vidveis e ndo-viaveis e a
quantidade total de células. O corante azul de tripan possibilita a distingdo individual
das células viaveis das ndo-viaveis visto que o corante penetra apenas a membrana das

células metabolicamente inviaveis.
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2.6.1.1. Procedimento Experimental

A uma aliquota de 90 pL da suspensao celular foi adicionado 10 pL de azul de
tripan. Apos 10 min de espera, uma aliquota de aproximadamente 10 pl da solucdo foi
transferida para uma camara de Neubauer e as células de dois quadrante
diagonalmente opostos foram contadas diferenciando-se as viaveis das ndo-viaveis

(azuis) (como descrito em Veras et al., 2004).

2.6.1.2. Analise dos Dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de n
experimentos. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os
diferentes grupos, os dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA)

seguida de Student Newman Keuls, com nivel de significancia de 5% (p <0,05).

2.6.2. Curva de Crescimento Celular

A construgdo da curva de crescimento celular pode fornecer informagoes
importantes sobre a cinética da cultura de células em questdo. A observagdo, em
curtos intervalos, dessas culturas tratadas permite avaliar a acdo citotoxica temporal
da droga em estudo assim como o acompanhamento das altera¢cdes morfologicas das

células a medida que vao acontecendo.

2.6.2.1. Procedimento Experimental

Inicialmente, as células foram plaqueadas e incubadas com as drogas teste.
Nos intervalos programados de Oh, 6h, 12h, 18h, 24h, 30h, 36h, 42h, 48h, 54h, 60h,
66h e 72h apos o plaqueamento, uma aliquota de cada amostra foi retirada e as células

coradas com azul de tripan para contagem na cimara de Neubauer.
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2.6.2.2. Analise dos Dados

O valor obtido para cada contagem foi plotado em um grafico e construida
uma curva com as variaveis: nimero de células x tempo, para a observacdo da cinética
de crescimento das células controle e tratadas. Para verificacdo da ocorréncia de
diferencas significativas entre as curvas, as respectivas inclinagdes foram comparados
por andlise de variancia (ANOVA) seguida de Student Newman Keuls, com nivel de

significancia de 5%.

2.6.3. Inibi¢do da Sintese de DNA — Incorporaciao de BrDU

A bromodeoxiuridina (BrDU) ¢ uma base nitrogenada andloga a timidina que
¢ incorporada ao DNA das células em proliferagdo. A deteccdo do BrDU ¢ realizada
por técnicas de imuno-histoquimica, onde se ligam anticorpos monoclonais € um
cromogeno especifico, a diaminobenzidina (DAB), que vai conferir uma coloracao
marrom ao nucleo das células que incorporaram a BrDU. Este ensaio permite avaliar

o efeito da droga-teste sobre a sintese de DNA.

2.6.3.1. Procedimento Experimental

Trés horas antes do término do periodo de incubagdo das células, 20 uL de
uma solucdo contendo a BrDU na concentrag¢do de 0,1 uM foi adicionado a suspensao
de células. Passadas as trés horas, laminas para cada amostra foram preparadas em
citocentrifuga, deixadas secar por aproximadamente duas h e fixadas em solucdo de
MetOH:acido acético (7:1,5) por 5 min. As células foram lavadas com tampao Tris
(TBS) e incubadas em solugio desnaturante por 90 min a 70 °C e pH 7,4. Apds uma
segunda lavagem com TBS, as células foram circuladas com caneta hidrofobica e
incubadas com o anticorpo primario overnight em camara Umida. As células foram
incubadas com o anticorpo secundario biotinilado por 20 min e, em seguida, com a
solucdo de streptavidina-fluoresceina por mais 20 min, sempre em camara umida. Foi
adicionado o cromoégeno DAB por 1-5 min e, em seguida, removido com agua
destilada. A contra-coloragdo das células foi realizada com hematoxilina de Hanks a

0,1% (como descrito em Veras et al., 2004).
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2.6.3.2. Analise dos Dados

Duzentas células de cada amostra foram contadas, diferenciando as marcadas
(nticleo marrom) das ndo-marcadas (ntcleo lilas), para a quantificacdo percentual de
cada evento. A propor¢do entre células marcadas e ndo-marcadas entre os diferentes

grupos foi comparada pelo teste y* com nivel de significancia de 5% (p < 0.05).

2.6.4. Analise Morfolégica — Coloragdo Diferencial por Hematoxilina/Eosina

A técnica de coloracdo hematoxilina e eosina (H/E) permite diferenciar o
citoplasma do nucleo, possibilitando, assim, a analise de algumas estruturas celulares.
A andlise morfologica das células tratadas permite identificar alteragdes que possam
estar ocorrendo e fornecer subsidios para sugerir o0 mecanismo de ag¢do da droga. A
hematoxilina ¢ um corante basofilico que tem afinidade pelas proteinas nucleares,
dando ao nucleo numa cor lilds. A eosina, ao contrario, liga-se ao citoplasma

conferindo-lhe uma coloracao rosea (como descrito em Veras ef al., 2004).

2.6.4.1. Procedimento Experimental

Laminas das células controle e tratadas com cada uma das fracdes foram
preparadas em citocentrifuga, deixadas secar por aproximadamente duas h e fixadas
com EtOH 100% por cerca de 5 min. Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS
para remogdo do fixador e coradas, inicialmente, com hematoxilina 0,1% por 1 min.
Apos a lavagem com 4dgua destilada, as laminas foram imersas em eosina 0,5% por
mais 1 min e visualizadas ao microscopio. Para garantir a preservacdo do material, as
laminas foram desidratadas com gradientes crescentes de EtOH:xilol, até xilol 100%.
Uma gota de balsamo do Canadé foi pingada em cada lamina e virada sobre uma

laminula, deixando essa montagem secar por 24 h.
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2.6.4.2. Analise dos Dados

As células tratadas foram levadas ao microscopico para a avaliacdo de suas
caracteristicas morfologicas e comparadas as células controle (nio-tratadas). Mais

adiante, as células foram fotografadas para o registro das alteracdes observadas.

2.6.5. Externaliza¢dao da Fosfatidil-serina — Anexina V

Ao entrar em apoptose, mecanismo intrinseco da célula de induzir sua morte
programada, a externalizagao do fosfolipideo de membrana, fosfatidilserina, ¢ um dos
primeiros eventos celulares a ocorrer. Este ensaio permite diferenciar células
apoptoticas das necrdticas pela coloragdo diferencial por fluorescéncia. A deteccdo
das células apoptoticas ¢ feita pela ligagdo da anexina V conjugada a estreptavidina
(emitem flourescéncia cor verde) com a fosfatidilserina externalizada. Células
necroticas sdo coradas pelo iodeto de propideo (emitem fluorescéncia de cor
vermelha) que penetra as membranas celulares desintegradas e aderem ao nucleo.

Células positivas para os dois corantes deve ser considerada como necréticas.

2.6.5.1. Procedimento Experimental

A suspensao de células foi transferida para um tubo eppendorf e centrifugada
por 3 min em baixa rotacdo. O sobrenadante foi descartado ¢ as células lavadas duas
vezes com tampao fosfato (50 mM) . Em seguida, 100 pL da solucdo diluida de
anexina — PI foram adicionados a suspensdo de células e incubados por 60 min a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, as células foram lavadas por
duas vezes com tampao de incubagdo e incubadas com 100 pL da solugdo de
estreptavidina — fluoresceina por 60 min a 4 °C. As células foram lavadas por mais
duas vezes com tampao fosfato e levadas ao microscépio de fluorescéncia para
visualizagao. As células sofrendo apoptose emitem fluorescéncia verde, enquanto que
aquelas em processo necrotico emitem fluorescéncia vermelha (como descrito em

Vermes et al., 1995).
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2.6.5.2. Analise dos Dados

Para cada amostra, foram atribuidos escores entre 0 e 4 para apoptose e para
necrose baseado com os perfis observados para os controles positivo (ndo tratadas) e

negativo (doxorrubicina 0,3 pg/mL).

2.6.6. Coloragao Diferencial por Brometo de Etidio/Acridina Laranja

Este ensaio permite diferenciar células viaveis daquelas em processo de morte
por apoptose ou necrose pela coloracdo diferencial por fluorescéncia. A detecgdo das
células apoptdticas ¢ feita pela incorporacdo do corante acridina laranja (AL) na
célula e expulsdo do brometo de etidio (BE), conferindo a célula uma coloragdo verde.
Células necroticas sao coradas pelo brometo de etideo (adquirem cor vermelha) que
penetra as membranas celulares desintegradas e aderem ao nticleo. As células viaveis
sdo coradas apenas pelo corante AL, emitindo, portanto, uma fluorescéncia verde,

visto que suas membranas permanecem integras e ndo permitem a penetracdo de BE.

2.6.6.1. Procedimento Experimental

A suspensdo de células foi transferida para um tubo eppendorf e centrifugada
por 3 min em baixa rotacdo. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 20 pL de tampao fosfato. Em seguida, 1 pL da solucdo de BE/AL
foi adicionado a cada tubo e as células foram levadas ao microscopio de fluorescéncia

para observagdo dos eventos celulares (como descrito em Geng et al., 2003).

2.6.6.2. Analise dos Dados

Foram contadas 100 células em 3 campos de cada amostra para a
quantificagdo percentual de cada evento celular (vidveis, necroticas e apoptdticas) e

montadas 1dminas que foram fotografadas para o registro visual dos efeitos.
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RESULTADOS

1. Ensaios com os Extratos Hidroalcodlicos Brutos das Ascidias — Sele¢cao da

Espécie

1.1. Toxicidade Aguda em Artemia salina

No teste de toxicidade aguda em larvas de Artemia salina os extratos de
Eudistoma vannamei e Euherdmania sp. apresentaram os maiores valores para a dose
letal média (DLsg) de 34,7 e 77,8 ng/mL, respectivamente. Os extratos do holozoideo
e de Polysyncraton sp. apresentaram moderada toxicidade com valores de DLs
correspondentes a 430,5 e 562,3 pg/mL, respectivamente. Os demais extratos ndo
apresentaram toxicidade significativa mesmo na maior concentra¢do testada (1,0

mg/mL). Os resultados estdo expressos na tabela 9.

Tabela 9: Toxicidade aguda dos extratos hidroalcoodlicos de ascidias em larvas de Artemia salina.

Espécie DL, (ug/mL) Espécie DLs (ug/mL)
Didemnum ligulum > 1000 Cystodytes dellechiajei > 1000
Didemnum psammatodes > 1000 Eudistoma vannamei 34.7 (8.7)
Didemnum sp. > 1000 Eudistoma sp. > 1000
Polysyncraton sp. 562.3 (219.2) Euherdmania sp. 77.8 (10.7)
Trididemnum sp. > 1000 Gen. n. (Holozoidae) 430.5 (81.5)
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1.2. Potencial Antimitotico em Ovos de Ourico do Mar

Esse ensaio avaliou o potencial antimitotico dos EHA das ascidias (tabela 10).
Para este ensaio, foram considerados ativos aqueles extratos que apresentaram Cls
menor que 500 pg/mL. O extrato de D. psammatodes apresentou elevado potencial
antimitotico com o Clsy de 120,1 e 140,9 pg/mL para os estidgios de 1* divisdo e
blastula, respectivamente, sendo o extrato mais ativo nesta preparagdo. O extrato de
Polysyncraton sp. apresentou uma Clso de 231,8 e 198,717 pug/mL para os estagios de
1* divisdo e blastula, respectivamente. Ja o extrato de E. vannamei apresentou uma
alta inibigdo dos ovos em blastula (Clsy = 74,8 pug/mL) sendo apenas moderada a
inibi¢do da 1% divisdo (Clsg = 349,9 pg/mL). O extrato de Euherdmania sp.
comportou-se de modo semelhante, inibindo moderadamente a fase de bléstula (Clsp =

283,5 pg/mL).

Tabela 10: Atividade antimitdtica dos extratos hidroalcodlicos brutos das ascidias em ovos do ourigo-

do-mar Lytechinus variegatus.

Espécie Estagio Espécie Estagio ClI 5
o CI 5 (pg/mL) C
Embrionario Embrionario (ng/mL)
Didemnum 1* Divisdo > 500 Cystodytes 1* Divisao > 500
ligulum Blastula > 500 dellechiajei Blastula > 500
. 1* Divisao 120.1 . 1? Divisdo 349.9
Didemnum 120.0-120,1 | | Eudistoma 312.3-392.0
psammatodes Blastula 140.9 vannamei Blastula 74.8
140.9-141.2 66.5-84.1
1* Divisao 1* Divisao
Didemnum sp. > 300 Eudistoma sp. > 500.0
Blastula > 500 Blastula >500.0
Polysyncraton sp. | 1* Divisdo 231.8 Euherdmania 1* Divisao = 500.0
111.0-484.2 s )
Blastula 198.7 p- Blastula 2835
181.0-218.3 177.7-352.1
Trididemnum sp. 1* Divisao > 500 Gen. n. 1* Divisao >500.0
Blastula > 500 (Holozoidae) Blastula >500.0
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1.3. Atividade Hemolitica

O efeito hemolitico dos EHA das ascidias foi avaliado em hemacias de
camundongo Mus musculus (tabela 11). O holozoideo foi o mais ativo neste ensaio,
(Clso= 175,2 pg/mL). Polysyncraton sp. e C. dellechiajei apresentaram uma menor
atividade, sendo as respectivas Clsy iguais a 625,9 e 891,9 pg/mL. Para este ensaio,

foram considerados ativos aqueles extratos que apresentaram Clsy > 500 pg/mL.

Tabela 11: Atividade hemolitica dos extratos hidroalcodlicos brutos das ascidias em hemacias de

camundongo Mus musculus

Espécie CEs (ng/mL) Espécie CEs, (ug/mL)
Didemnum ligulum > 1000 Cystodytes dellechiajei 891.9
(572,7—-1388,0)

Didemnum psammatodes > 1000 FEudistoma vannamei > 1000

Didemnum sp. > 1000 Eudistoma sp. > 1000

Polysyncraton sp. 625,9 Euherdmania sp. > 1000

(463,4 — 845,4)

Trididemnum sp. > 1000 Gen. n. (Holozoidae) 175,2

(87,6 —350,1)

1.4. Inibigdo da Proliferagcdo de Células Tumorais in vitro — Ensaio do MTT

O potencial citotoxico dos EHA brutos das ascidias foi avaliado em células de
linhagens tumorais humanas pelo método do MTT. O extrato de E. vannamei
apresentou alta citotoxicidade em todas as linhagens testadas, sendo a Clsp > 2,0 em
células CEM e igual a 11,7, 14,3 ¢ 23,8 pg/mL nas linhagens HL-60, HCT-8 ¢ B16,
respectivamente. O extrato de Euherdmania sp. apresentou moderada citotoxicidade,
com os valores de Clsy variando entre 25 e 53 pg/mL. Os extratos de C. dellechiajei e
Trididemnum sp. apresentaram-se toxicos apenas para as cé¢lulas da linhagem CEM

(Clsp= 24 e 16 pg/mL, respectivamente). Ja o extrato de D. ligulum mostrou
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toxicidade seletiva para a linhagem HCT-8 (Clso= 35,3 pg/mL). Para este ensaio,

foram considerados ativos aqueles extratos que apresentaram Clsy > 100 pug/mL.

Tabela 12: Atividade antiproliferativa em células tumorais in vitro dos extratos hidroalcodlicos brutos

das ascidias avaliado pelo método do MTT.

Espécie Linhagem Espécie Linhagem
Celular Cls0 (pg/mL) Celular Clso (ng/mL)
23.9
CEM > 100 CEM 145394
Didemnum HL-60 > 100 Cystodytes HL-60 > 100
ligulum dellechiajei
B-16 > 100 B-16 > 100
353
HCT-8 131 - 68.9 HCT-8 > 100
CEM > 100 CEM <2.0
11.2
HL-60 > 100 HL-60
Didemnum Eudistoma 8.9-14.0
psammatodes ) vannamei ) 23.8
B-16 > 100 B-16 15.4— 243
14.2
HCT-8 > 100 HCT-8 R4 43
CEM > 100 CEM >100.0
HL-60 > 100 Eudi HL-60 >100.0
Didemnum sp. udistoma sp.
B-16 > 100 B-16 >100.0
HCT-8 > 100 HCT-8 >100.0
24.3
CEM > 100 CEM 0.0 -29.6
53.0
HL-60 > 100 FEuherdmania HL-60 48.6 — 57.8
Polysyncraton sp. 5p 138
B-16 > 100 B-16 22.0-52.0
48.9
HCT-8 > 100 HCT-8 413580
CEM > 100 CEM >100.0
HL-60 > 100 HL-60 >100.0
- Gen. N.
Trididemnum sp. (Holozoidac)
B-16 > 100 B-16 >100.0
HCT-8 > 100 HCT-8 >100.0
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A tabela 13 mostra um resumo das atividades encontradas nos extratos

hidroalcoodlico bruto das ascidias.

Tabela 13: Quadro-resumo das atividades toxicas apresentadas pelo extrato bruto de cada espécie de

ascidia estudada nos ensaios de toxicidade iniciais*.

- Atividade Atividade
Toxicidade N . . . .
. Antimitética Potencial Antiproliferativa
Espécie Aguda em L. .
. . em Ovos de Hemoolitico em Células
Artemia salina . .
Qurico do Mar Tumorais
Didemnum ligulum - - - -
Didemnum - 4+ _ _
psammatodes
Didemnum sp. - - - -
Polysyncraton sp. + ++ + -
Trididemnum sp. - - - -
Cystodytes dellechiajei - - - -
Eudistoma vannamei +++ SRS = ++-
Eudistoma sp. - - - -
Euherdmania sp. +++ + - 4
Gen. n. (Holozoidae) + - ++ -

* 0 simbolo + indica a intensidade da atividade observada e — a ndo observagao da atividade avaliada.

2. Fracionamento Bioguiado do Extrato Hidroalcooélico de E. vannamei

As amostras obtidas do fracionamento do primeiro extrato hidroalcodlico
bruto de E. vannamei foram avaliadas quanto a sua citotoxicidade pelo teste do MTT,
em concentracio Unica - 100 pg/mL para os particionados e precipitados e 50 pg/mL
para as fragdes - nas células HL-60 e HCT-8, sendo selecionadas para prosseguir em
estudo aquelas que inibiram a proliferagdo das células em no minimo 50%. Os
particionados ED e EB, junto com as fragdes DM1 e¢ DM3 e B21, inibiram

completamente a proliferacdo das células (tabela 14). Em seguida, foram obtidas as
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Clso para essas amostras em cinco linhagens de células tumorais (tabela 15). Essa
analise demonstrou que a fase diclorometanica (ED) foi a mais ativa. Desta maneira,
optou-se pela preparacdo de um segundo extrato para obtencao de mais material e dar
prosseguimento aos estudos quimicos. As fragdes obtidas do segundo extrato foram
inicialmente testadas em concentracdo Unica - 10 ug/mL para os particionados e 5
pg/mL para as fragcdes. Esta analise demonstrou que a fase diclorometanica (DCM)
junto com as fragdes DCM-14 a DCM-18 foram as mais ativas e o calculo das Cls

nas diferentes linhagens tumorais confirmou este resultado (tabela 15, em destaque).

Tabela 14: Amostras ativas, em destaque, avaliadas, em concentragdo unica, pelo ensaio do MTT.

ED DMI DM31 B35 DCM DCM-7 | DCM-14
A DM3 Bl B37 DCM -1 DCM-§ | DCM-15
EM DM9 B16 B41 DCM -2 DCM -9 DCM -16
B DM10 B19 B49 DCM -3 DCM-10 | DCM-17
C DMI5 BII B50 DCM -4 DCM-11 | DCM-18
EB DM17 B23 B53 DCM -5 DCM-12 | DCM-19
D DM25 B31 HA DCM -6 DCM -13 DCM -20
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Tabela 15: Atividade antiproliferativa em células tumorais in vitro das amostras obtidas do

fracionamento do EHA de Eudistoma vannamei avaliado pelo método do MTT. Em destaque, amostras

selecionadas para prosseguir em estudo.

Amostra CEM HL-60 HCT-8 MCF-7 B-16

ED 0,757 0,855 0,929 1,003 1,635
(0,397 -1,443) | (0,753 -0,970) | (0,626 —1,380) | (0,419 —2,397) (-=mmmmmm- )

A 59,777 19,40 5,404 9,499 24,56

(- ) (- ) (1,49 - 19,59) (4,25-21,23) (-=------ )
B 83,57 50,60 27,150 37,330 53,100
(== ) (- ) (21,60 -34,13) | (29,98 —51,65) | (46,54 —60,60)

EB 23,780 17,120 8,338 14,850 20,17
(20,59 —27,46) | (15,08 —19,43) | (6,42—-10,96) | (13,40—-16,47) | (10,46 —38,89)

DM-1 4,624 5,178 7,227 7,805 18,980
(3,714 -5,757) | (4,520 —-5,933) | (6,724 —7.747) | (7,064 —8,625) | (15,81 —22,78)

DM-3 3,426 2,624 5,529 3,975 15,010
(2,771 —4,235) | (2,151 -3,200) | (5,166 —5,915) | (3,243 —4,873) | (11,00 —20,49)

DM-10 5,663 11,380 5,720 12,770
(2,01 - 15,97) (6,33 -20,45) | (2,985-10,96) | (6,637 —24,57) )

B-21 15,250 14,54 19,730 10,080 8,474
(5,920 —-39,26) | (5,036 —41,98) | (10,70 —36,40) | (5,626 —18,05) (-------- )

B-23 10,840 26,380 38,720 24,570 39,100
(3.87-30,41) (+mmmmmmmee ) (+mmmmmes ) (+mmmmme- ) (+mmmmmes )

DCM 0,882 0,810 1,122 0,758 2,548
(0,716 — 1,087) | (0,559 - 1,173) | (0,829 —1,517) | (0,650 —0,885) (- )

DCM-14 0,293 0,341 0,218 0,116 0,783
(0,248 - 0,346) | (0,293 —0,397) | (0,829 —1,517) | (0,063 —0,212) | (0,549 — 0,900)

DCM-15 0,324 0,268 0,352 0,339 0,736
(0,256 - 0,346) | (0,144 —0,499) | (0,257 —0,482) | (0,253 —0,455) | (0,528 —1,026)

DCM-16 <0,078 0,104 0,103 0,113 > 5,00

(0,084 —0,128) | (0,077 —0,137) | (0,047 —0,274)

DCM-17 0,179 <0,078 0,169 0,268 0,754
(0,137 —0,234) (0,138 —0,209) | (0,184-0,392) | (0,417 —1,336)

DCM-18 1,522 2,482 4,445 3,970 > 5,00
(1,081 —2,144) | (1,947 -3,165) | (3,105 —-6,364) | (2,605 —5,533)

Doxorrubicina 0,036 0,027 0,024 0,183 0,056

(0,028 — 0,045)

(0,022-0,033)

(0,019 — 0,030)

(0,167 — 0,201)

(0,041 — 0,076)
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A andlise por CCDC destas fragdes revelou um perfil cromatografico
semelhante entre elas, que correspondia a uma mistura de compostos, sendo que a
DCM-16 apresentava-se mais purificada. Para analise da composi¢do desta fracao, foi
obtido seu espectro de RMN 'H, entretanto a quantidade de material foi insuficiente
para analise. Desta maneira, um novo (terceiro) extrato foi preparado, particionado e
fracionado. As fragdes obtidas foram analisadas por CCDC e comparadas as fragdes
DCM-14; DCM-15; DCM-16; DCM-17 ¢ DCM-18 obtidas do segundo extrato. A
fragdo 9, por semelhanca de perfil cromatografico, foi selecionada para os
procedimentos subseqiientes de purificacdo que resultaram no isolamento da base
nitrogenada timidina e de uma mistura de derivados de aminoacidos do tipo
dicetopiperazina, com predominio da 6-etilamino-1-metil-piperazina-2,5-diona [6-
ethylamino-1-methyl-piperazine-2,5-dione, de acordo com as normas de nomenclatura
estabelecida pela IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada)] (figura 13).

Figura 13 — Estrutura molecular da 6-etilamino-1-metil-piperazina-2,5-diona isolada de Fudistoma

vannamei.

Tanto esta substancia pura quanto a mesma conjugada a timidina foram
submetidas ao ensaio do MTT nas 5 linhagens tumorais, entretanto ndo demonstrarm
atividade. Desta maneira, as 5 fragdes em destaque na tabela 15 acima foram

selecionadas para seguir nos estudos de mecanismo de acao.
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3. Analise dos Efeitos Celulares em HL-60

3.1. MTT — 24 h de incubagéo

A tabela 16 mostra os resultados do ensaio do MTT em células da linhagem
HL-60 ap6s 24 h de incubagdo com as fracOes ativas obtidas do extrato de E.
vannamei. As fracdbes DCM-16 ¢ DCM-17 foram as mais ativas. Esses resultados
mostram uma redugdo de atividade quando comparados aos resultados ap6s 72 h de

incubacao, o que pode ser comprovada pelo aumento dos valores de Clsy.

Tabela 16: Cls, das fracdes avaliadas pelo método do MTT com 24h de incubagdo de incubagdo com

as células HL-60. Relagdo Clsg 24h/Clsq 72h.

Fracio CIs, (ug/mL) I1C 95% Cls) 24h/Clsy 72h
DCM-14 0,631 0,569 - 0,701 1,85
DCM-15 0,633 0,470 - 0,852 2,36
DCM-16 0,335 0,119 - 0,947 3,22
DCM-17 0,364 0,186 - 0,703 > 4,67
DCM-18 > 5,0 - -
Doxorrubicina 0,3 0,167 - 0,532 11.11

4.1. Viabilidade Celular - Exclusdo por Azul de Tripan

O ensaio de viabilidade celular de exclusdo por azul de tripan permitiu a
comparacdo do padrio de crescimento das células tratadas e ndo-tratadas pela
contagem diferencial de células viaveis e ndo-viaveis para cada tratamento. As fragdes
DCM-16 e DCM-17 reduziram de forma significativa o numero de células viaveis nas
duas doses testadas. As fracoes DCM-14 e DCM-15 foram ativas apenas na maior
concentragdo. Apenas a fragdo DCM-14 (1 pg/mL) alterou significativamente a
quantidade de células ndo-viaveis. A figura 14 mostra a contagem total de células

viaveis e ndo-viaveis. Foram considerados significativos os valores com p < 0,05.
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Figura 14 — Avaliacdo da viabilidade das células HL-60 tratadas e ndo tratadas pelo método de
exclusdo por azul de tripan: em A, contagem de células viaveis e, em B, contagem de células ndo-

viaveis. 24h de incubagdo. *p < 0,05. C, controle negativo, sem droga e D, doxorrubicina 0,3 pg/mL.

4.2. Curva de Crescimento Celular

Este ensaio avaliou a cinética de crescimento das células tratadas e nao-
tratadas por um periodo de 72 h. As fragoes DCM-16 ¢ DCM-17 diminuiram a
contagem de células nas duas concentragdes testadas, alterando significativamente a
cinética da curva, com relacdo a curva calculada para as células controle. As demais
fragdes reduziram a proliferacdo celular apenas na maior concentragdo testada. A

figura 16 ilustra com graficos os resultados aqui descritos.
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Figura 15 — Curva de crescimento das células HL-60 tratadas com cada uma das fragdes (0,1 pg/mL e

1,0 pg/mL) por 72 h. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo. * p < 0,05.
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4.3. Inibicao da Sintese de DNA — Incorporagdo de BrDU

Neste ensaio, foi avaliada a capacidade proliferativa das células tratadas em

comparacdo as ndo-tratadas pela incorporacdo de BrdU no DNA (tabela 17).

Enquanto 60% das células ndo-tratadas incorporaram BrdU, ou seja, duplicaram o seu

DNA, apenas 4% delas incorporaram BrdU apods o tratamento com doxorrubicina na

concentracdo de 0,3 pg/mL. A fracdo DCM-16 foi a mais ativa neste ensaio, inibindo

a incorporagdo de BrdU em 26% das células na concentragdo de 0,1 pg/mL e 100% na

concentracdo de 1 pg/mL. As fragdes DCM-14 e DCM-17 apresentaram atividade

antiproliferativa apenas na maior concentragdo testada, tendo inibido a incorporacao

da BrdU em 24 e 50% das células, respectivamente. As fracdes DCM-15 e DCM-18,

nas concentragdes testadas, foram inativas.

Tabela 17: Inibicdo da incorporacdo de BrdU pelas células HL-60 tratadas e ndo tratadas. 24h de

incubagdo. * p <0,05; ** p < 0,001

Amostra Concentragio Incorporacio de BrDU (%) Tratado/Controle
Controle - 60 1
Doxorrubicina 0,3 pg/mL 4 0,07 **
DCM-14 0,1 ug/mL 60 1

1 pg/mL 46 0,76 *
DCM-15 0,1 pg/mL 65 ~1

1 pg/mL 66 ~1
DCM-16 0,1 ug/mL 43 0,72 **

1 pg/mL 0 0 **
DCM-17 0,1 pg/mL 65 ~1

1 pg/mL 30 0,50 **
DCM-18 0,1 pg/mL 68 ~1

1 pg/mL 68 ~1
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4.4 Analise Morfologica — Coloracdo Diferencial por H/E

As caracteristicas observadas para as células tratadas com cada uma das
fragdes estdo relacionadas na tabela 18. A colorag@o das células ndo-tratadas permitiu
observar que estas se apresentavam normais, com nucleos volumosos, citoplasma
homogéneo e ocasionais figuras mitoticas. Ja as células tratadas com doxorrubicina a
0,3 pg/mL apresentavam um volume reduzido e o nticleo fragmentado, além de

fragmentacado celular. A figura 17 ilustra com fotomicrografias das laminas avaliadas.

Tabela 18: Caracteristicas morfoldgicas das células HL-60 tratadas e ndo-tratadas. Coloracdo por H/E.

24h de incubagio.

Caracteristica Observada Fragho
0,1 pg/mL 1 pg/mL
Desestabilizagao da Membrana Plasmatica DCM-15 DCM-15
DCM-17 DCM-17
DCM-18 DCM-18
Fragmentag@o Nuclear DCM-14 DCM-14
DCM-16 DCM-15
DCM-16
DCM-17
Picnoses DCM-15
Atipias Nucleares DCM-15
DCM-16
DCM-18
Reduzido Volume Celular DCM-14
DCM-16
DCM-17
Fragmentacao Celular DCM-14
DCM-15
DCM-16
DCM-17
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Figura 16 — Microfotografias das células HL-60 controle e tratadas com doxorrubicina e cada uma das

fragdes por 24h. Coloragdo por H/E —setas pretas indicam fragmentagdo nuclear e condensagdo de
cromatina, as laranjas indicam desestabilizagdo da membrana plasmatica, as rdseas apontam as células

de volume reduzido, as brancas, as picnoéticas e as setas azuis evidenciam fragmentos celulares.
Aumento 400X.

60



4.5. Externalizacdo da Fosfatidil-Serina — Anexina V

Neste ensaio, foram levadas em consideracdo as células que estavam sendo
levadas a morte, seja por apoptose ou por necrose. O controle experimental
apresentava ocasionais células apoptoticas e raras necroticas, enquanto que, dentre as
células tratadas com doxorrubicina a 0,3 pg/mL, em comparagdo ao padrio observado
para o controle, um maior nimero delas eram apoptdticas e mais acentuada era a
diferenca entre as células necrdticas (tabela 19). As fragdes DCM-14, DCM-15 e
DCM-16 apresentaram aproximadamente o mesmo padrdo para apoptose, no entanto,
a fracdo DCM-15 apresentou um maior nimero de células necroticas que as demais.
Ja a fragdo DCM-17, na concentragdo de 1 pg/mL, apresentou o maior ntimero de

células em apoptose ¢ um padrdo de necrose comparavel a DCM-15.

Tabela 19: Avaliagdo de apoptose/necrose pelo método da externalizacdo da fosfatidil-serina —

anexina-V - em células HL-60 tratadas e ndo tratadas. 24h de incubagao

Amostra Concentracio Apoptose Necrose
Controle - 1 0
Doxorrubicina 0,3 pg/mL 2 3
DCM-14 0,1 pg/mL 2 0
1 pg/mL 3 2
DCM-15 0,1 pg/mL 2 1
1 pg/mL 3 3
DCM-16 0,1 pg/mL 2 0
1 pg/mL 3 2
DCM-17 0,1 pg/mL 2 0
1 pg/mL 4 3
DCM-18 0,1 ug/mL 1 0
1 ug/mL 2 0
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4.6. Coloracao Diferencial por Brometo de Etidio/Acridina Laranja

Neste ensaio também foi avaliado o processo de inducdo de morte celular

(tabela 20). DCM-17 foi a mais ativa para indug¢do de apoptose, diferindo

significativamente do controle em ambas as concentragdes testadas. Além disso, foi a

unica fragdo que apresentou uma quantidade de necroses significativamente superior

ao controle, na concentragdo de 1 pg/mL. As fragdes DCM-14, DCM-15, DCM-16 e

DCM-18, apenas na maior concentracdo apresentaram um aumento significativo no

numero de células apoptoticas ao comparar-se as células ndo-tratadas, sendo o efeito

da fragdo DCM-18 o menos pronunciado. A figura 18 ilustra com fotomicrografias.

Tabela 20: Avaliacdo da viabilidade, apoptose e necrose celular em células HL-60 tratadas e ndo

tratadas. Coloragdo BE/AL. 24h de incubagdo. * p < 0,05; ** p < 0,001

Amostra Concentracdo | Céluals Viaveis | Células Apoptéticas | Células Necréticas
(pg/mL) (%) (%) (%)
Controle - 92,17 (3,516) 7,33 (3,283) 0,5 (0,342)
Doxorrubicina 0,3 pg/mL 66,00 ** (6,066) 31,33 ** (6,766) 3,33 (0,954)
DCM-14 0,1 pg/mL 86,33 (2,603) 10,67 (2,011) 3,00 (0,816)
1 pg/mL 41,67 ** (3,648) 55,17 *%*(3,995) 3,17 (1,447)
DCM-15 0,1 ug/mL 82,00 (3,120) 16,00 (2,324) 2,00 (1,033)
1 pg/mL 51,00 ** (1,342) 44,50 ** (2,012) 4,50 (1,384)
DCM-16 0,1 pg/mL 79,17 (1,138) 18,67 (0,882) 2,17 (0,703)
1 pg/mL 49,67 ** (1,585) 45,33 **(1,430) 5,50 (1,500)
DCM-17 0,1 pg/mL 72,83 * (1,138) 24,67 * (1,626) 2,50 (0,563)
1 pg/mL 36,67 ** (3,499) 57,50 ** (2,446) 5,83 * (1,537)
DCM-18 0,1 pg/mL 87,83 (2,072) 10,83 (1,621) 1,33 (0,615)
1 pg/mL 78,17 * (1,956) 20,33 * (1,783) 1,33 (0,558)
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Calitrole

Doxorrubicina 0,3 ug/mL BiBCM-14 0,1 pg/mL

DCM-14 1,0 pg/ra .

L ]
;-...I'
»

DCM-15 1,0 pg/mL DCM-16 1,0 pg/mL

DCM-18 0,1 pg/mL
#

Figura 17 - Microfotografias das células HL-60 controle e tratadas com doxorrubicina e cada uma das
fragdes por 24h. Coloracdo por BE/AL — setas verdes indicam células viaveis, as amarelas indicam

apoptose ¢ as vermelhas, necrose. Aumento 400X.
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DISCUSSAO

O estudo de produtos naturais marinhos revelou nas ultimas décadas varias
substancias com potencial biomédico, despertando o crescente interesse dos
pesquisadores por este ecossistema com uma fonte promissora de novas drogas
(Munro, et al., 1999). Dentre os grupos estudados, as esponjas, os briozoarios ¢ as
ascidias destacam-se como os macro-invertebrados mais promissores. Vale ressaltar
que os compostos com atividade citotoxica e antitumoral sdo os mais freqiientemente

encontrados nesses organismos (Faulkner, 2000).

O presente trabalho avaliou, inicialmente, a citotoxicidade do extrato
hidroalcodlico bruto de 10 espécies de ascidias encontradas na costa do estado do
Ceara em quatro bioensaios. O litoral cearense apresenta uma fauna de Ascidiacea
bastante peculiar, sendo que neste estudo foram utilizadas cinco espécies ainda nao
descritas pertecentes a géneros j& conhecidos das familias Didemnidae e
Polycitoridae, além de uma espécie pertencente a um género ainda ndo descrito da

familia Holozoidae.

A determinagdo da citotoxicidade in vitro tem se mostrado eficaz na
descoberta de novos agentes antitumorais (Cragg & Newman, 2000; Cragg et al.,
2003). O interesse em desenvolver novos modelos celulares para o acesso a toxicidade
vem aumentando sempre com o passar dos anos por serem mais economicos ¢ rapidos
e por fornecerem resultados mais facilmente quantificiveis e com maior
reprodutibilidade (Fornelli et al., 2004). A maneira mais rapida, facil e sensivel € o
screen com modelos in vitro, ¢ a busca por inovagdes neste campo se faz cada vez

mais 1til e necessaria. O US-NCI desenvolve um programa de screning efetivo para a
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detec¢do de substincias citotoxicas utilizando 60 linhagens de células tumorais.
Inicialmente, um pré-screen em trés linhagens celulares seleciona, dali, os compostos
que devem ser testados nas linhagens restantes. Dai seguem para a fase de ensaios in
vivo. Foi constatado que as trés linhagens sdo capazes de detectar mais de 95% dos
compostos ativos nas 60 linhagens (Cragg & Newman, 2000; Cragg et al., 2003). No
entanto, a estrutura do NCI nem sempre ¢ possivel de ser encontrada em outros locais,
0 que abre caminho para a pratica de bioensaios alternativos para a detec¢do de

atividade citotdxica de substancias a serem testadas.

O ensaio com os ovos de ourigo-do-mar, de metodologia bastante simplificada,
¢ um exemplo disso. Os ovos de ourico s@o um modelo alternativo de um sistema
celular que dispensa qualquer tipo de meio de cultura especial ou aparelhagem
sofisticada. Este modelo ¢ amplamente utilizado no estudo de drogas com efeitos
citotoxicos, teratogénicos e antineoplasicos (Jacobs et al., 1986). Assim como células
tumorais, os ovos dividem-se rapidamente e apresentam uma sensibilidade seletiva a
certos tipos de drogas (Munro et al., 1987) além de uma série de peculiaridades no seu
ciclo de desenvolvimento que o torna bastante elucidativo no estudo de drogas com
potencial antitumoral. De acordo com Munro et al. (1987), compostos que inibem a
mitose em ovos de ourigos devem ser, a seguir, estudados em testes in vivo, pois 0s
resultados com esse bioensaio sdo bastante confiaveis. A inibicao da divisdo celular
pode estar relacionada a varios eventos envolvidos nesse processo, como sintese de
acidos nucléicos (DNA e RNA), sintese protéica e polimeriza¢do de microtibulos. No
bioensaio dos ovos de ourico do mar, esses processos podem, muitas vezes, ser

analisados individualmente (Fusetani, 1987).

A medida da toxicidade aguda em larvas de Artemia salina é outro parametro
que pode ser considerado. Este ensaio, apesar de ndo selecionar apenas compostos
com atividade antitumoral, tem mostrado uma boa correlacdo com a existéncia de
substancias que possuem esse tipo de toxicidade e tem sido amplamente utilizado para
screenings com essa finalidade (Solis et al., 1993; Munro et al., 1987). Pode-se listar
varios outros bioensaios alternativos e sua principais aplicagdes, no entanto, estes dois

sd0 os mais relevantes para essa discussao.
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Dentre os extratos testados, o obtido de Eudistoma vannamei apresentou a
maior atividade nos ensaios do MTT, artemia e ourigo-do-mar, indicando a presenga
de substancias citotoxicas nessa ascidia. A avaliacdo da toxicidade aguda em larvas de
Artemia salina serviu como um método inicial para a deteccao da atividade citotoxica
deste extrato, sendo o baixo valor encontrado para a DLsy confirmado pelos resultados
encontrados no teste do MTT. O extrato de E. vannamei também causou a inibi¢do do
desenvolvimento dos ovos de ouri¢o-do-mar, sendo mais eficaz no estagio de blastula
quando comparado com seu efeito sobre a 1% divisdo. A observacdo das células
tratadas ao microscopio revelou que o aumento do tempo de contato do extrato com
os embrides induziu o aparecimento de anomalias celulares, sugerindo uma que o
efeito anti-mitdtico deste extrato pode estar relacionado a presenca de compostos que

comprometem a estabilidade do DNA das células embriondrios do ourigo.

Para verificar se 0 EHA de E. vannamei exercia seus efeitos citotoxicos por
causar danos as membranas celulares, este foi testado quanto ao seu potencial de lisar
hemacias de camundongos. No entanto, ndo demonstrou qualquer capacidade litica,
sugerindo que seu mecanismo de acdo citotdoxico ndo esta relacionado a danos em

membranas celulares.

Assim, pelos resultados apanhados nos ensaios iniciais de citotoxicidade com
os extratos brutos das 10 ascidias, a espécie Eudistoma vannamei foi, dentre elas, a
que mais se destacou devido a sua intensa atividade nos modelos bioldgicos testados.
Vale ressaltar que esta ¢ uma espécie endémica do litoral nordestino brasileiro,
ocorrendo apenas na costa da Bahia ao Ceara (Lotufo, 2002). Por esses motivos, essa
espécie foi escolhida para uma melhor caracterizagdo quimica e biologica de seus

componentes ativos.

O monitoramento da atividade citotoxica durante o fracionamento do extrato
hidroalcoodlico de E. vannamei revelou que as substincias citotoxicas foram extraidas
principalmente na fase diclorometanica. O prosseguimento dos estudos com esta fase
resultou em 5 fragdes (DCM-14 a DCM-18) quimicamente muito semelhantes como
evidenciado por CCDC. Na tentativa de purificacdo dos compostos ativos, um novo

extrato foi preparado, particionado e fracionado. A fragdo com perfil cromatografico
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semelhante as anteriores foi selecionada para purificacdo, que resultou no isolamento
da base nitrogenada timidina e da dicetopiperazina 6-etilamino-1-metil-piperazina-
2,5-diona, como componentes majoritarios. Como componentes minoritarios haviam
uma série de derivados desta dicetopiperazina que ndo foram identificados dada a

pequena quantidade de material obtido.

Vale a pena ressaltar que sinais compativeis com a timidina ndo foram
observados no espectro de RMN 'H das fragdes DCM-14 a DCM-18, indicando um
perfil quimico diferente do ultimo extrato. Entretanto, a presenca de dicetopiperazinas
foi detectada em ambos os extratos. Essa sazonalidade com relagdo a composicio
quimica ¢ freqiientemente observada em invertebrados marinhos. De acordo com
Sennett (2001), existe uma variacdo quantitativa e qualitativa com relacdo a
metabodlitos secundarios em invertebrados marinhos. Esta variacdo pode estar
relacionada a diferentes aspectos: nivel de predagdo, habitat, ontogenia, localizacdo
geografica e profundidade. Existem fortes evidéncias que microrganismos simbiontes
sejam os verdadeiros produtores das substincias bioativas previamente isoladas de
invertebrados marinhos, o que também justificaria as diferencas intraespecificas
observadas na composicdo quimica (Kobayashi & Ishibashi, 1993; Unson & Faulkner,

1993; Jayatilake et al., 1996; Jesen & Fenical, 2000; Fdhila et al., 2003).

Com relacdo as dicetopiperazinas, estes sdo compostos nitrogenados derivados
de aminoacidos isolados preferencialmente de microorganismos como fungos e
bactérias de origem terrestre € marinha como atividades bioldgicas variadas (Laws &
Mantle, 1985; Larsen ef al., 1992; Shigemori et al., 1998; Fdhila ef al., 2003). Vale a
pena ressaltar que alguns microorganismos produtores de dicetopiperazinas foram
isolados de organismos marinhos, incluindo algas, moluscos e esponjas (Takahashi et

al., 1995; Jayatilake et al., 1996; Fdhila et al., 2003).

De acordo com Davidson (1993), as ascidias possuem um metabolismo
secundario especializado na producdo de compostos derivados de aminoacidos, sendo
que 80% dos compostos isolados desses animais possuem atomos de nitrogénio em
sua molécula. As dicetopiperazinas, por sua vez, encontram-se entre esses compostos

(Hirsch et al., 1989; Davidson, 1993).
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Com relagdo a atividade citotoxica e antitumoral, algumas dicetopiperazinas
isoladas de animais marinhos mostram-se bastante potentes (Takahashi et al., 1995;
Jensen & Fenical, 2000;). As leptosinas A-H produzidas pelo fungo Leptosphaeria sp
isoladas da alga Sargassum tortile inibiram a proliferacao da linhagem tumoral P-388
com Clsy variando entre 1,75 e 8,6 ng/mL, além de exibir uma potente atividade

antitumoral contr sarcoma 180 ascitico (Takahashi et al., 1994; 1995).

A dicetopiperazina isolada neste trabalho ndo apresentou atividade citotdxica.
Entretanto, como dito anteriormente, as fragoes ativas sdo uma mistura de derivados
dessa substancia, os quais, provavelmente sdo os componentes ativos. Desta maneira,
optamos por estudar, as fragdes ativas que continham essa mistura de

dicetopiperazinas.

O passo seguinte foi determinar a concentracdo inibitoria média (Clso) destas
15 amostras consideradas ativas. Dessa vez, o ensaio do MTT foi novamente utilizado
para este fim, sendo que foram utilizadas varias dilui¢des de cada amostra e outras
trés linhagens celulares — CEM, MCF-7 e B-16. O método do MTT avalia a inibicao
do crescimento celular, seja pela acdo citostatica ou citotoxica da substincia testada
(Twentyman et al., 1989). O principio do teste consiste na reducdo do sal de MTT, um
composto amarelo, ao formazan, um precipitado roxo, pela atividade mitocondrial das
células viaveis (Mosman, 1983). A atividade metabdlica das células, avaliada pela
reacdo enzimatica sob o MTT, correlaciona diretamente com o nimero de células e
permite a quantificacdo espectrofotométrica da taxa de proliferagdo células da cultura.
De acordo com o US — NCI, um extrato ¢ considerado ativo quando possui uma Clsg
menor que 20 ug/mL. Para substancias puras, esse valor cai para 4 ug/mL (Suffness

& Pezzuto, 1991).

Os resultados encontrados neste ensaio sugerem a presenca de compostos com
alta atividade citotoxica no extrato de E. vannamei. As fragbes DM-1 e 3
apresentaram uma Clsg entre 3 ¢ 5 ug/mL na maioria das linhagens celulares humanas
nas quais foram testadas; uma atividade bastante razoavel, principalmente se
considerado que ainda ndo se tratam de substincias puras. No entanto, as fragdes

derivadas do fracionamento do segundo extrato bruto, DCM-14 a 17, apresentaram
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suas Clsp em 1 ordem de magnitude abaixo daqueles valores, variando de 0,1 a 0,7
pg/mL nas linhagens testadas, uma atividade potente até se comparada a compostos
puros. Ainda que igualmente ndo se tratassem de substancias puras, a intensa
atividade demonstrada por essas fragdes despertou o interesse pela caracterizagdo
farmacologica de seus mecanismos de agdo. Para tanto, foram avaliados os efeitos de
cada uma das fracdes selecionadas sobre células da linhagem HL-60 em cultura,
principalmente no que diz respeito a duplicagdo das células e mecanismos de indugdo

de morte celular.

Modelos celulares sdo ferramentas uteis e necessarias para acessar a potencial
toxicidade de um composto, traduzida, inicialmente, pela sua capacidade de induzir a
morte celular, e a linhagem HL-60 esta entre os modelos celulares de origem mieldide
mais amplamente utilizados (Collins et al., 1977; Gallagher et al., 1979; Collins,
1987). As células da linhagem HL-60 sdo derivadas do sangue periférico de um
paciente com leucemia promielocitica aguda, tendo sido caracterizada e sua cultura
primeiramente estabelecida por Collins et al. (1977). Neutrofilos promielociticos com
proeminente assincronia na relagdo nucleo/citoplasma sdo predominantes nessa
cultura, sendo que cerca de 10% das células cultivadas diferenciam-se
espontaneamente para o estdgio monocitico. Exibem atividade fagocitaria e
quimiotatica, além de serem capazes de formar colonias em meio de cultura semi-

solido.

Neste estudo, o modelo proposto para avaliar os efeitos toxicos das fragdes
DCM-14, DCM-15, DCM-16, DCM-17 ¢ DCM-18 nas células HL-60 foi o seguinte:
1°) ensaio colorimétrico do MTT e exclusdo por azul de tripan, o primeiro para
obtencdo da Clsy e constatacdo do estado metabolico das células e o segundo para
avaliacdo da viabilidade celular; 2°) incorporacdo de BrdU e curva de crescimento
celular, para verificacdo da duplicacdo e da cinética de crescimento das células; 3°)
analise morfologica das células (por coloragao diferencial com hematoxilina e eosina)
para detecgdo de alteragdes estruturais ou atipias; 4°) distingao dos processos de morte
celular, avaliados nos ensaios da anexina e coloragdo diferencial com brometo de

etidio e acridina laranja.
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Os efeitos das fragdes sobre as células foram avaliados sempre apos 24h de
incubacao, utilizando-se duas concentracdes de cada fragdo — 0,1 pg/mL e 1,0 pg/mL
— intervalo este que abrangia as ICsy determinadas ap6s 24 h de incubagdo com as
células HL-60 para a maioria das fragdes. A doxorrubicina, um agente anti-cancer de
amplo espectro, vastamente utilizado na clinica tanto para o tratamento de tumores
solidos quanto para leucemias, foi usada como controle positivo dos experimentos na

concentracao de 0,3 pg/mL.

A contagem e a determinacdo da viabilidade celular é um passo essencial para
estudar os efeitos toxicos de um dado composto. Desse modo, ensaios baseado na
integridade da membrana, estado metabolico ou taxa de proliferagdo celular foram
desenvolvidos a fim de avaliar esses pardmetros. A exclusdo por azul de tripan ¢ um
ensaio de viabilidade celular que quantifica as células capazes de drenar o corante
acido azul de tripan para o meio externo em contraposicao aquelas que ndo possuem
essa capacidade. A absorcdo deste corante ¢ um indicativo de dano na membrana
plasmatica, provavelmente precedendo a morte celular. E um ensaio normalmente
utilizado para avaliar a redu¢do de células viaveis no meio e verificar o efeito
citotoxico de um dado composto (Charoenpornsook et al. 1998; Minervini et al
2004). Este ensaio foi selecionado para este trabalho por ser amplamente utilizado
para fins toxicoldgicos e por dar uma resposta complementar ao teste do MTT, ja que
este ensaio igualmente fornece um dado quantitativo das células viaveis existentes,

mas pela avalia¢do do seu estado metabolico (Fornelli et al., 2004).

Os resultados verificados no teste de exclusdo por azul de tripan corroboram
satisfatoriamente com aqueles encontrados no ensaio do MTT. As ICsy encontradas
quando da incubagdo de diferentes diluigoes das fragoes DCM-16 ¢ 17 por 24 h com
as c¢lulas foram, respectivamente as menores dentre as fragdes testadas. No teste de
exclusdo por azul de tripan, essas duas fragcdes foram igualmente apontadas como as
mais ativas, tendo diminuido significativamente a contagem de células vidveis nas
duas concentragcdes em que foram avaliadas. As fragcoes DCM-14 ¢ 15 diminuiram a
quantidade de células apenas na concentragdo de 1 pg/mL, sendo suas ICsg iguais
aproximadamente 2 vezes maiores que aquelas verificadas para DCM-16 e DCM-17.

A 1Csp para DCM-18, com 24 h de incubacio com as células, ndo pode ser calculada
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pois ficaria acima da maior concentragdo testada, de 5 pg/mL e na exclusdo por
tripan, essa fracdo ndo alterou significativamente a contagem de células em nenhuma

das concentracgoes testadas.

As ICsg determinadas para cada uma das fragdes incubadas com as células HL-
60 por 72 h, pelo teste do MTT foram de 2 a 4 vezes menores que aquelas obtidas
com a incubagéo por 24 h. Isso demonstra que o aumento do tempo de contato com as

fragdes intensifica o efeito toxico.

A determinagdo da cinética de crescimento celular ilustra bem esses achados.
A contagem das células tratadas com DCM 16 e 17 (1,0 pg/mL) cai para 50% do
controle entre a 12* e a 18" h. Ao diminuir a concentragdo teste, para 0,1 pg/mL, o
efeito comeca a surtir mais tarde, a partir da 48* h para DCM-16 e 36* h para DCM-
17. As fragdoes DCM-14 ¢ 15 ndo mostraram efeitos toxicos na menor concentracao
testada, sendo que na maior concentracdo a reducdo de 50% das células ocorre entre a
18* e 24* h. As células tratadas com DCM-18 também s6 demonstraram uma cinética
significativamente diferente das células ndo-tratadas na maior concentragdo, sendo
que o efeito toxico so € detectado apds a 54* h, o que pode justificar o fato de sua ICs
para as a células HL-60 nao poder ser calculada com apenas com 24 h de incubacio.
Estes resultados, diferentemente daqueles dos demais ensaios com HL-60, foram
obtidos a partir de contagens das células em intervalos de 6 h por um periodo de 72 h

de incubac¢do com as fragoes.

Inducdo de apoptose e verificagdo dos niveis de proliferacdo celular sdo
importantes indicadores da biologia tumoral, principalmente das leucemias. A
importancia dessas ocorréncias € percebida, principalmente, na busca de novas
abordagens terapéuticas que minam especificamente esse dois eventos celulares (Lin

et al.,2002).

Uma abordagem para se acessar a proliferagdo das células ¢ pela analise do
ciclo celular utilizando-se da detec¢do da incorporagdo de um analogo da timidina, a

bromodeoxiuridina (BrdU), em DNA recém sintetizado. Na cinética celular classica, o
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ciclo ¢ dividido nas fases G1 — S — G2 — M para as células em divisdo, enquanto a fase
GO refere-se as células quiescentes ou ndo-proliferantes (Raza et al., 1991). As células
na fase S, de sintese, estdo fabricando novo material genético e, portanto, utilizando-
se dos nucleotideos do meio (Holm et al.,, 1998). Estas células estdo fadadas a
incorporar a BrdU em seu DNA que, por sua vez, pode ser detectada com o uso de
anticorpos conjugados anti-BrdU e técnicas de imuno-histoquimica para sua

marcagao.

Este ensaio revelou que as células tratadas com as fragoes DCM-16 e 17
incorporaram BrdU em menor quantidade. Enquanto que no controle observou-se uma
incorporacdo de BrdU em 60% das células, apés o tratamento com DCM-17 (1,0
pg/mL) esse valor caiu para 30%, o que diferiu significativamente do controle. O
tratamento das células com DCM-16, na menor concentracdo, induziu a incorporagao
de BrdU em apenas 43% delas, e este valor cai para a maior concentragdo, quando
nenhuma das células haviam incorporado BrdU. Esse resultado ainda difere
significativamente daquele obtido com as células tratadas com doxorrubicina, um
forte inibidor do ciclo celular, onde 4% das células incorporaram BrdU. Isso pode
indicar de que as fracdbes DCM-16 e 17 trazem um constituinte citostatico na sua
composicdo que estaria inibindo a sintese de DNA, e este pode existir em maior
quantidade na fragdo DCM-16, ja que esta apresenta maior grau de pureza, ou ser uma

substancia mais potente que aquela presente na fragio DCM-17.

A curva de crescimento para as células ndo-tratadas e tratadas com as 5 fragdes
corrobora com os achados no ensaio da incorporagdo da BrdU, tendo igualmente
indicado as fragdes DCM-16 e¢ 17 como as mais fortes inibidoras da proliferagdo
celular. Essas duas fragdes diminuiram o nimero de células na cultura, modificando
significativamente a cinética de crescimento celular com relagdo ao controle, em
ambas as concentragOes testadas. As curvas obtidas para as células tratadas com as
outras fracdes, DCM-14, 15 e 18, diferiram do controle apenas na maior

concentracao.

A redugdo do numero de células em um determinado meio pode estar

ocorrendo ndo s6 devido a um efeito citostatico, como a inibi¢do da duplicagdo
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celular, por exemplo, mas também por um efeito citotoxico, ou seja, por inducao de
morte. O proximo passo no delineamento deste trabalho consistiu em avaliar se e por
que mecanismos as células tratadas eram levadas & morte — se por apoptose ou

necrose.

Apoptose ¢ um evento fisiologico de importante valor durante o
desenvolvimento embrionario, metamorfose, atrofia dependente de hormoénio e
crescimento tumoral, seja regulando o numero de células ou eliminando células
danificadas. Também chamada de suicidio celular ou morte programada, ¢ mediada
por uma via bastante conservada durante a evolucdo das espécies. O processo de
apoptose, diferentemente da necrose, onde a morte celular ocorre inicialmente com
uma perturbagdo metabolica ou desestabilizagdo da membrana plasmatica, induz a
morte celular de forma altamente regulada que elimina células ou tecidos indesejados
protegendo o organismo contra a forma¢do de neoplasmas. O mecanismo defeituoso
de apoptose pode ocasionar diversas patologias, inclusive cancer (Fisher, 1994; Majno

& Joris, 1995; Opalka et al., 2002).

Por muitos anos, acreditou-se que os efeitos citotoxicos de quimioterapicos
antineoplésicos eram atribuidos unicamente a capacidade de inducdo de
genotoxicidade. Durante as ultimas décadas, foi observado que muitas dessas drogas
induzem apoptose e esse reconhecimento desvendou mais uma estratégia para a busca

de novas drogas anti-cancer (Kamesaki, 1998; Panchal, 1998).

Células normais ou neoplésicas sofrendo apoptose apresentam as seguintes
caracteristicas morfologicas: volume reduzido, perda de contato com células vizinhas,
condensagdo da cromatina nuclear, fragmentacdo de DNA e formacdo de corpos
apoptoticos contendo organelas celulares intactas. Nos estagios iniciais, as células
perdem a simetria da membrana e o fosfolipideo fosfatidilserina é translocado da parte

interna a parte externa (revisado por Ling ef al. 1993, Gruber et al. 2001).

O mecanismo de morte celular induzido pelas diferentes fragdes foi

primeiramente visualizado através de analises morfologicas das células tratadas e ndo
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tratadas, acessado pela coloracdo diferencial nucleo/citoplasma proporcionada pelos
corantes hematoxilina e eosina. Além deste, dois outros ensaios permitiram avaliar,
por coloragdo diferencial, obervada sob luz flourescente, as células viaveis daquelas
sofrendo algum processo de morte, seja apoptose ou necrose — anexina e coloracao

por BE/AL.

Acredita-se que a doxorrubicina exercga seus efeitos citostaticos ou citotoxicos
pela ligagdo ao DNA ocasionando quebras de fita simples ou fita dupla com
conseqiiente inibicdo dos processos de replicacdo e transcricdo. No entanto, outros
mecanismos de a¢do ja foram atribuidos a esta droga, como inibi¢do da enzima
topoisimorase II, perturbagdo da estrutura e¢ fung¢do da membrana plamatica e
formacao de radicais livres (revisado por Myers & Chabner, 1990). Finalmente, foi
demonstrado que a doxorrubicina € capaz de induzir a morte celular por apoptose

(Ling et al., 1993; Gerwitz, 1999).

Pela observagdo ao microscopio das caracteristicas morfologicas das células
coradas com hematoxilina e eosina, pode-se constatar que as fragdes DCM-14, 15, 16
e 17 apresentavam caracteristicas compativeis com aquelas descritas para células
apoptoticas, sendo que as fragoes DCM-16 e 17 reuniam um maior numero delas,
como reduzido volume celular e fragmentacdo nuclear, caracteristicas comparaveis
aquelas observadas nas células tratadas com doxorrubicina. A fragdo DCM-15, na
concentragdo de 1,0 pg/mL, também apresentava células com nucleos picndticos e
membrana plasmatica instavel, alteragdes tipicamente observadas nas células em
processo necrdtico. Além dessas, tanto as quatro fracdes citadas na maior
concentragcdo testada, como a doxorrubicina, também apresentavam fragmentos

celulares permeando a lamina.

Esses resultados corroboram satisfatoriamente com o que foi visto nos ensaios
para a deteccdo da externaliza¢do da fosdatidilserina e na coloragdo com brometo de
etidio e acridina laranja (BE/AL). De acordo com o primeiro ensaio, as fragdes DCM-
15 ¢ 17 sdo as mais fortes indutoras de necrose celular, apresentando um padrdo
semelhante aquele observado para a doxorrubicina. Pela quantificagdo das células

necroéticas, no segundo ensaio, apenas a fragdo DCM-17 (1,0 ug/mL) foi capaz de
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aumentar significativamente o numero de necroses com relagdo ao controle. No
entanto, em ambos os ensaios, foi constatado que a fragio DCM-17 induziu mais
apoptoses que qualquer outra fracdo testada, tendo, inclusive, pela quantificacdo
possibilitada pelo método de coloracdo com BE/AL, alterado de forma significativa a
contagem de células apoptoticas até mesmo na menor concentragdo
testada (0,1 pg/mL). Isso pode ser um indicativo de que essa fracdo possui substancias
fortemente citotoxicas, ou seja, indutoras de morte celular, principalmente pelo
processo de apoptose. As fragdes DCM-14, 15 e 16 apresentaram um padrdo
semelhante para apoptose em ambos os ensaios, diferindo significativamente do

controle apenas na concentragdo de 1,0 ug/mL, sem, contudo, variar entre si.

Este trabalho ¢ parte integrante de um projeto mais ambicioso que tem como
meta o estudo do potencial citotoxico de determinados grupos zooldgicos ocorridos na
costa do estado de Ceara. Etapas posteriores deste estudo em particular devem incluir
a purificagdo das fracdes ativas, o isolamento dos principios responsaveis pelas
atividades apresentadas e a caracterizacdo quimica dos mesmos. O esclarecimento dos
mecanismos de acdo citotoxica, bem como a elucidagdo do processo de produgdo dos
metabolitos ativos também sao aspiracdes futuras. Entretanto, esta dissertagdo vem
para selar a implantagdo da pesquisa com produtos naturais provenientes da costa
cearense, que ja abrange estudos de screening farmacologico e fracionamento quimico
de representantes dos grupos dos enpojiarios e cnidarios, além das ascidias, e efetiva
colaboragdes multidisciplinares realizadas entre o Laboratorio de Oncologia
Experimental e outros laboratorios brasileiros de quimca organica, farmacologia e

zoologia, visando avangos concretos neste campo.

Além de E. vannamei, outras espécies estudadas neste trabalho também
apresentaram atividades citotoxicas significativas e merecem estudos quimicos e
farmacolégicos mais aprofundados. Pesquisas com as espécies Didemnum
psammatodes, Euherdmania sp. e Polysyncraton sp. ja estdio em andamento. Vale
ressaltar que as duas ltimas espécies citadas ainda ndo foram descritas, o que ratifica

o alto grau de endemismos dentre as ascidias na costa do Ceara.
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O desenvolvimento das pesquisas com produtos naturais marinhos, ainda que
recente, ja revelou varios compostos com futuros promissores na clinica. Estudos que
visam a busca de novos compostos com atividade citotoxica e potencial antitumoral
fazem-se necessarios na medida que, em se tratando das neoplasias malignas, ainda
nao se chegou ao composto ideal. Como visto, as ascidias despontam como uma fonte
notavel de substincias com essas caracteristicas. Finalmente, os resultados aqui
apresentados reforcam o potencial de bioprospeccdo da costa do estado do Ceara,
ainda pouco estudada e praticamente desconhecida dos grupos que pesquisam o0s

produtos naturais.
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CONCLUSOES

- As ascidias do litoral cearense sdo uma rica fonte de compostos com propriedades
citotoxicas. O screening inicial com o extrato bruto das dez ascidias mais abundantes
da costa, avaliadas para citotoxicidade nos ensaios iniciais de toxicidade aguda em
larvas de Artemia salina, atividade antimitotica sobre o desenvolvimento embrionario
de ovos de ourico do mar, potencial hemolitico em eritrocitos de camundongo e
inibi¢do da proliferacdo de células tumorais in vitro, revelou que a metade delas

apresentou atividade em algum dos ensaios.

- A espécie Eudistoma vannamei, foi a mais ativa em trés dos quatro ensaios
realizados e foi selecionada para prosseguir com os estudos quimicos e

farmacologicos.

- O fracionamento bioguiado dos extratos brutos obtidos de Eudistoma vannamei
sugerem a presenca de compostos com alta atividade citotoxica, sendo que as fragdes
DCM-14, DCM-15, DCM-16, DCM-17 e DCM-18, obtidas do fracionamento da fase
diclorometanica, foram as mais potentes. A andlise quimica sugeriu que as fragdes
ativas sdo misturas de compostos nitrogenados derivados de aminoacidos do tipo
dicetopiperazina. Do fracionamento das fragdes ativas foi isolada a dicetopiperazina
6-etilamino-1-metil-piperazina-2,5-diona como componente majoritario, mas esta
substdncia nao demonstrou toxicidade contra a proliferacdo celular de linhagens
tumorais em cultura. A atividade deve estar relacionada a derivados desta substancia

encontrados em pequena quantidade.
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- O estudo dos mecanismos envolvidos na atividade das fragdes ativas demonstrou
que a redugdo da proliferacdo de linhagens de células tumorais induzida por seus
componentes ativos deve estar relacionada a inibi¢do da sintese de DNA e a inducdo

de apoptose.
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