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POTENCIAL CITOTOXICO DE ALCALOIDES GUANIDINICOS ISO LADOS DA
ESPONJA Monanchora arbuscula (Duchassaing & Michelotti, 1864) COLETADA NO
PARQUE ESTADUAL MARINHO PEDRA DA RISCA DO MEIO - CE . Autor: Elthon
Gois Ferreira.Orientadora: Dr2. Leticia Veras Costa Lotufo. Dissertacdo destkéelo.
Instituto de Ciéncias do Mar — LABOMAR. UniversidaBederal do Ceara. Janeiro, 2009.

Resumo

Os organismos marinhos tém sido destaque no tratante varias doencas. Alcaloides
guanidinicos sdo comumente encontrados entre asnjaspda familia Cambreidae e
apresentaram uma ampla diversidade de atividadé®ghias. O presente trabalho avaliou o
potencial citotdéxico dos alcaldides guanidinicoslados da esponja marinihonanchora
arbusculacoletada no Parque Estadual Pedra da Risca do #@omecanismo de acao
envolvido na citotoxicidade observada em ptilogauliCinco alcaléides guanidinicos foram
isolados a partir do estrato hidroalcodlico: ptiokina (PT), 8b-hidroxiptilocaulina (8HPT),
mirabilina B e a mistura de epimeros 1,8a;8b,3akddro-$-hidroxiptilocaulina e
1,8a;8b,3a-didehidroeBhidroxiptilocaulina. A atividade citotéxica dos ropostos foi
avaliada pelo método do MTT apoés 72 horas de ingdda@m linhagens tumorais humanas
HL-60 (leucemia), MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (0d) e SF-295 (Gioblastoma), e em
células mononucleadas de sangue periférico (PBM{®) método do Alamar Blue. O efeito
de PT em células HL-60 foi avaliado ap0s expospr@o24h a 10, 15 e 20 uM considerando
diversos parametros e utilizando os seguintes @sisaxclusao de azul de tripan (viabilidade
celular); incorporacédo de BrdU (proliferacdo celylacoloracdo como BE/LA e May-
Grunwald-Giemsa (morfologia celular). Técnicas iensetria de fluxp foram utilizadas para
avaliar integridade de membrana, fragmentacdo d@\,Ddogresséo do ciclo celular e
despolarizacdo da mitocondria. A citotoxicidadeRle e 8HPT provou ser relevante para
linhagens tumorais humanas, sobremaneira para om&aCk, 7,58-11,34uM) e leucemia
(5,77-7,89uM), contudo ndo foram ativos em célutl@smais (PBMC). A presenca da
hidroxila no carbono “8b” torna o composto 8HPT wemtivo que PT. O composto PT
inibiu 0 numero de células viaveis para todas aseuatracoes testadas, porém o aumento no
namero de células nado-viaveis foi afetada apenks rpaior concentracdo. Mais além, PT
apresentou aumento nas células apoptoticas em sslaoncentracfes testadas e estes
resultados foram reforgcados pela condensacdo damatra e formacdo de blebs na
membrana celular. Foi observado que o alcaldidezindum ligeiro acréscimo no numero de
células concentradas na fase G1 do ciclo celunneentou a fragmentacdo de DNA para
22,29% e 22,97% para as concentracoes de 20 eM]1Fespectivamente. Além disso, o
composto causou despolarizacdo da mitocondriat@x@e menor concentracdo testada. As
evidéncias aqui arrecadadas sugerem que o compdstausa induz apoptose as ceélulas HL-
60 de modo concentracdo-dependente, ao mesmo tempgue reforca a costa do Ceara
como uma relevante fonte de moléculas com potebmaiédico.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Apoptose. alcakgleanidinicos. esponja marinha.



CYTOTOXIC POTENTIAL OF GUANIDINE ALKALOIDS ISOLATED FROM
Monanchora arbuscula (Duchassaing & Michelotti, 1864) COLLECTED PEDRA DA
RISCA DO MEIO MARINE STATE PARK - CE. Author: Elthon Gois FerreiraAdvisor:
Dr. Leticia Veras Costa Lotufo. Master Dissertatidnstituto de Ciéncias do Mar —
LABOMAR. Universidade Federal do Ceara. Januar920

Abstract

Marine organisms have been highlighted in the tneat of various diseases. Guanidine
alkaloids are commonly found among the spongekeftambreidae family and have shown
a wide range of biological activities. The presemtrk evaluated the cytotoxic potential of
guanidine alkaloids isolated from marine spoMgmanchora arbusculaollected at Pedra da
Risca do Meio Marine State Park, Ceara, and thehamsm of action involved in the
observed cytotoxicity of ptilocaulin. Five guanidinalkaloids were isolated from the
hidroalcoholic extract: ptilocaulin (PT), 8b-hydsgtilocaulin (8HPT), mirabilin B and an
epimeres misture of 1,8a;8b,3a-didehydfek§droxyptilocaulin and 1,8a;8b,3a-didehydro-
8u-hydroxyptilocaulin. The citotoxicity of the compads was evaluated by the MTT method
after 72 hours of incubation in human tumor linek-60 (leukaemia), MDA-MB-435
(breast), HCT-8 (Colon) and SF-295 (Gioblastomay & peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) by the method of the Alamar Blue. Tdéigect of PT on HL-60 cells was
evaluated after 24h treatment at 10, 15 and 20puiNgusicroscopic observation of various
parameters by the following assays: Trypan bludusian (cell viability); incorporation of
BrdU (cell proliferation); May-Grunwald-Giemsa aratridine orange/ethidium bromide
(AO/EB) staining (cell morphology). Flow cytometnwas used to further access cell
membrane integrity, DNA fragmentation, cell cycleegression and depolarization of
mitochondria. The cytotoxic potential of alkaloi®S and 8HPT proved to be significant
towards human tumor lines, mostly for melanoma{C58-11.34uM) and leukemia (5.77-
7.89uM) lines, however not toxic to normal cellBC). The presence of hydroxyl in
carbon “8b” seams to underpower the bioactiviticofmpound 8HPT. PT reduced the count
of viable cells at all concentrations tested onThgan blue assay, however increase in the
number of non-viable cells was affected by onlyhat highest concentration. Moreover, PT
induced an increase in apoptotic cells in the BE&SSay and these results were reinforced by
the observation of condensed chromatin and membinahding. The alkaloid further caused
a slight increase of cells at G1 phase of thealle and an boosted the number of cells with
fragmented DNA, with 22.29% and 22.97% at concéioima 20 and 1o\, respectively.
Thus, the compound caused significant depolarimadiomitochondria membrane, except in
the lowest concentration. The evidences collectzdih suggests that PT induces apoptosis in
HL-60 cells in a concentration-dependent mannertheumore, these data support the coast
of Ceara State as a prosperous source of compaeuitidsiomedical relevance.
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1. INTRODUCAO

1.1.0s oceanos e a diversidade quimica e bioldgica

Os mares e oceanos compreendem a maior porgcaofela ésrrestre, com
362.000.000 km? de extensdo, o que responde por dd%uperficie do planeta. Este
ambiente abriga representantes de 34 dos 36 fiigtentes, habitando praticamente toda a
sua vasta area, desde as regides rasas até asqyaaundidades, reunindo cerca de 300.000
espécies descritas entre plantas e invertebradoscentar os milhdes de microorganismos

(Donia & Hamann, 2003; Soares-Gomes & Figueire092.

Figura 1 - Figura esquematica do mapa mundi destacando oseanaos.
http://www.jornalismob.files.wordpress.com/2009fh@pa_mundi_politico.jpg.

Essa grande diversidade biolégica acarreta, naterdk, uma larga diversidade
guimica. Embora o ambiente marinho siga as leimigas fundamentais, existem fatores
intrinsecos que podem ser apontados como causa pasa diversidade quimica e bioldgica:
a mistura complexa de sais; a enorme variedade rganismos vivos expelindo seus

metabolitos ao meio e a imensa vastidado, além de media de profundidade de 4000 m.



Num ambiente com tais caracteristicas, a comuricagfire 0s organismos através de
substancias quimicas com alta solubilidade em &pgsume fundamental importancia
ecologica (Hester & Harrison, 2000; Bakuni & Kawz@05).

Os organismos vivos realizam suas funcdes biolégiatavés de reacdes
quimicas, sendo que o conjunto de processos quevenv sintese e degradacdo quimica é
chamado metabolismo. Os produtos do metabolismmapid sdo aqueles essenciais a
sobrevivéncia dos seres vivos, diretamente envadvitb cumprimento de suas funcdes vitais
basicas. Os metabdlitos secundarios, por outro, Iséo produzidos em vias derivadas do
metabolismo primario, e abrangem as moléculas,t@a@srentemente, como assistenciais ao
desenvolvimento do organismo hospedeiro. Vale I@ssaenquanto a ocorréncia de
metabolitos primarios tem carater universal engeseres vivos, a producdo de metabdlitos
secundarios € privilégio de um limitado grupo dgaoismos. Do mesmo modo, a ocorréncia
de um metabdlito secundario particular €, na maidais vezes, restrita a uma, se ndo, poucas,
espécies. No ambiente marinho, costumeiramente, s#gas, invertebrados e
microorganismos que compdem o rol dos grupos qogugem ou armazenam esse tipo de
moléculas. E, dentre as classes abastadas por Glitesmlsecundarios, acredita-se numa
correlacdo entre a diversidade de espécies e asidi@de quimica no que se refere,
principalmente, a heterogeneidade estrutural datcwlas (Hester & Harrison, 2000;
Mcclintock & Baker, 2001).

Uma vez que os metabdlitos primarios participam plaxessos antigos, que
permaneceram praticamente inalterados durantelagéweodas espécies, 0os secundarios estao
ligados a reacbes menos conservadas que vieramarsfotmando ao longo do tempo,
tornando-se mais complexas e derivando produtodaamais diversificados. S&o essas
moléculas — como feromdnios, pigmentos acessorava protecdo dos raios solares ou
empregados para fins de comunicacao, e, sobreraasalystancias de defesa quimica, seja
para deter predadores ou a colonizacdo por micaa@mmos patogénicos —, justamente, que
estdo envolvidos nos processos de adaptacdo dasidirms ao ambiente, sendo
determinantes ao sucesso evolutivo de uma espéde fandamental importancia para o

aumento da biodiversidade (Pereira & Soares-Goa®€8; Hester & Harrison, 2000).

Os metabdlitos secundarios medeiam interacdes erticspedeiro e o ambiente
ou entre outros organismos do ecossistema. Enmetapenas uma nocdo genérica das

funcdes ecologicas destas moléculas é conhecidalménte, € na empregabilidade desses



produtos, seja como alimento, cosmético, insetieidarincipalmente, medicamento, onde se
concentra a maior parte dos estudos que se desenvain 0s metabolitos secundarios de

origem marinha (Pereira & Soares-Gomes, 2009).

Com relacdo aos compostos que encontraram aplicasaciéncias biomédicas, a
hipotese vigente preza que estes possuam, dediwvancia nas fungdes de defesa quimica
dos organismos hospedeiros. Tanto, que foram emmasisésseis ou com restringida
capacidade de locomocéao, de corpo mole e careatestduturas fisicas de defesa onde foi
encontrada grande parte dessas moléculas. Nesgeoceas esponjas, juntamente com
ascidias, moluscos, briozoarios, cnidarios, algamass recentemente, 0S microorganismos,
destacam-se entre 0s grupos mais estudados noapanalos produtos naturais marinhos
(Burkhard, 2003; Donia & Hamann, 2003; Nagteal, 2004; Thakur & Miuller, 2004; Costa-
Lotufo et al, 2009).

1.2. Produtos naturais marinhos

A busca por produtos marinhos com aplicacdo biocaéderiva da significancia
histérica das fontes terrestres, como plantas eooriganismos do solo, como fonte de
medicamentos, ciéncia esta reconhecida desdeguidiatiie e que segue vigorante até os dias
atuais. Tanto que mais da metade dos compostad@sle utilizados na terapéutica de
doencas sao provenientes de produtos naturaissduisa por produtos naturais também &
uma importante ferramenta para o conhecimento datitwicdo quimica das espécies, além
de colaborar para o entendimento das relacfes gicaébe taxonOmicas dos seres vivos
(Newman & Cragg, 2007).

O dificil acesso as profundidades do ambiente rhariai o principal motivo pelo
qual este ambiente foi evitado como fonte de istarecientifico pelos pesquisadores de
produtos naturais. Contudo este ecossistema tamosado uma fonte bastante promissora
para prospeccao de compostos com potencial farggico| visto que este ambiente tem
apresentado uma gama de compostos com estruturges@s, peculiares e mecanismos de
acao inusitados provenientes principalmente denesges invertebrados (Prokseht al,
2002; Jimenet al, 2004; Costa-Lotufet al, 2009).



Os estudos com produtos naturais marinhos tivemanoanarco inicial o trabalho
realizado por Bergman e Feeney na década de 5deaqunenstrou o isolamento da esponja
marinha Cryptotethya cryptadois arabinucleosideos, a espongouridina e espiomidma
(figura 2) que serviram de modelo para o desenv@uio de uma nova classe de analogos —
Ara-A (Vidarabina, Vidarabin Thif®) e Ara-C (Citarabina, Alex&n Udicil®) (figura 2)
utilizados atualmente na clinica para o tratamedgoviroses e tumores respectivamente
(Bergman & Feeney, 1969; Proksethal, 2002).
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Figura 2 - Estruturas quimicas dos compostos isolados gmngs marinha Cryptotethya crypta. (a)
Espongouridina, (b) Espongotimidina, (c) Vidarabén@) Citarabina.

Desde o isolamento dos arabinonucleosideos (1969) ano de 2006, cerca de
18.500 novos compostos foram isolados de organisnashos, representando uma fonte
bastante promissora para prospeccao de novos ctoaposntudo vale ressaltar que menos
de 3% do total estimado de organismos marinhanjdat sido estudado. Aléem dos compostos
Ara-A e Ara-C, atualmente o antitumoral, trabeatedi(Yondeli§) e o analgésico

neuropatico ziconotideo (PridJtencontram-se em uso clinico (Costa-Loteffal, 2009).

O alcaléide trabectedina (Ecteinascidina-743, E3-7¥ondeli§) isolado da
ascidia caribenhBcteinascidia turbinatdaem como peculiaridade o mecanismo de alquilacao
gue difere da grande maioria dos outros agentaslaites, este composto promove um

dobramento da fita de dupla hélice do DNA ao sa& lgguanidina em sequencias especificas



de bases nas fendas menores da dupla hélice, daudasorganizacdo do citoesqueleto,
bloqueio da divisdo celular e interferéncia no ndezimento de fatores de transcricdo ou
proteinas ligantes ao DNA causando ativacdo ouilkacéim de determinados genes. Este
composto ingressou na clinica para o tratamengad®mmas de tecido mole em setembro de
2007 e encontra-se em fase Ill para o tratamentcadeer de ovario e em fase Il para o
tratamento de tumores malignos de préstata e mastapssarcoma e tumores solidos
pediatricos (Newman & Cragg, 2004; 2006; Mayer est&igon, 2006; Costa-Lotufet al,
2009).

Figura 3 - Estrutura quimica da trabectedina (ET-743)

O analgésico neuropatico Prfal{ziconotideo, w-conotoxina MVIIA) é um
peptideo composto por 25 aminodacidos isolado dausoolConus magnuseste tipo de
composto bloqueia diversos subtipos de canais t@ocd& potencial antinociceptivo do
ziconotideo é mil vezes mais potente que a modimatratamento com este composto ndo
gera dependéncia aos pacientes (Newman & Cragd,; 2006; Mayer e Gustafson, 2006;
Costa-Lotufoet al, 2009).
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Figura 4 - Estrutura quimica do peptideo Prialt (ziconaijde



Além desses quatro compostos isolados de animaignhna utilizados
atualmente na clinica outros compostos encontramrseestudos clinicos em fases bem
avancadas. O mesilato de eribulina (E7389), pomei® € uma cetona macrociclica
derivada da halichondrina B isolada da esponjanhaHlalichondria okadai. O mesilato de
eribulina apresenta 0 mesmo mecanismo de acéo tecutaoa qual serviu de protétipo,
inibindo a polimerizacdo dos microtabulos atravadigacdo com a tubulina. Este composto
atualmente encontra-se em fase lll para o tratam@mttumores malignos de mama, fase |l
para tumores de ovario, prostata, sarcoma, pulnp@mereas e em fase | para tumores sélidos
(Newman & Cragg, 2004; 2006; Mayer e Gustafson2Q@®sta-Lotufcet al, 2009).

Figura 5 - Estrutura quimica do mesilato de eribulina (E7389)vada da halichondrina B.
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A aplidina é um depsipeptideo isolado da ascilidium albicans este
composto apresenta uma grande semelhanca estrgtmala didemnina B. A aplidina
atualemente encontra-se em fase Il para estudaésmualignos de mieloma madltiplo, ALL,
linfoma periférico de células T e linfoma n&do-Hoilgk em fase | para tumores solidos e
leucemias pediatricas. Este composto tem como risecarde acdo a inibicdo da sintese de
DNA e proteinas, levando ao blogueio da divisdolaele enfraquecimento da angiogénese
tumoral pela diminuicdo da liberacdo de fatoresciscimento (VEGF), além de levar a
morte celular por apoptose por diversas vias (Naew@&aCragg, 2004; 2006; Mayer e
Gustafson, 2006; Costa-Lotuéb al, 2009).
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Figura 6 - Estrutura quimica dos depsipeptideo AplidinaBideminina B.

As dolastatinas, isoladas do molusbolabella auricularig possuem potente
atividade citotoxica e, dentre elas, a dolastati@doi o peptideo mais ativo isolado deste
organismo, agindo sobre a inibicdo da polimerizagddubulina, deste composto gerou-se
trés derivados sintéticos, soblidotina, cemadatirsintadotina, que atualmente encontram-se
em estudo clinicos. A soblidotina (TZT-1027) encarse em fase Il para estudos em cancer
de pulméo e sarcoma, enquanto que a cemadotind@BW@93) por sua vez esta em fase Il
para o tratamento de cancer de mama, melanoma é@®Snbos 0s compostos citados
estdo em fase | de estudos para o tratamento derdsmsdlidos. A sintadotina (ILX-651)
encontra-se em fase Il para o tratamento do ca@wcpréstata, melanoma e NSCLC. (Poncet,
1999; Rocheet al, 2001; Newman & Cragg, 2004; 2006; Mayer e Guetaf2006; Costa-
Lotufo et al, 2009).
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Figura 7 - Estruturas quimicas da dolastatina 10 e seus d@svaoblidotina, cemadotina e sintadotina.

As briostatinas formam um grupo de lactonas macilioas isoladas do briozoario
Bugula neritina A briostatina 1 tem como mecanismo de a¢do a hagdo de proteinas
quinase C e atuam em proteinas que contenham esssutura o dominio C1. Atualmente
este composto encontra-se em fase 1l de testesodioontra leucemias, linfomas, cancer do
trato gastrointestinal, cancer de pancreas, ovdrdma, prostata e cabeca e pescoco, além de
estar em fase | para tumores de rim, es6fago eragrsdlidos (Rochat al, 2001; Costa-
Lotufo et al, 2009).



Figura 8 - Estrutura quimica da briostatina 1.

A busca por compostos com atividade citotoxica @nientes de invertebrados
marinhos da costa do Ceara ainda € recente, po&mmgstram resultados deveras
promissores. Em 2003, Jimenez e colaboradores azae um screening(triagem) para
avaliar o potencial citotoxico do extrato hidroatiéo das 10 ascidias mais abundantes do
litoral cearense, mostrou que seis das dez espEstigdadas mostraram-se fontes promissoras
de compostos com atividade citotoxica. Recentemehteenez (2009) isolou alcaloides
inéditos, analogos das estaurosporinas, da as&ddistoma vanammeiendémica do
Nordeste do Brasil, através de um fracionamentguigmlo. Estes compostos quando testados
em células tumorais apresentaram atividade citoéosta ordem de nanograma/mL, causando

parada no ciclo celular destas células levandorasree por apoptose.

Ainda recentemente, Wilke e colaboradores (2008l)zeam um fracionamento
bioguiado pela atividade citotoxica do extrato balcdolico do zoantide®rotopalythoa
variabilis coletado na costa cearense, onde isolataaminoacidos lipidicos com potente

atividade citotoxica nas quatro linhagens de csltuanorais testadas.

O potencial citotoxico das esponjas marinhas déacosarense tem como como
destaque dois trabalhos realizados anteriormemten@sso grupo de pesquisa. O primeiro
estudo foi realizado utilizando o extrato hidroaledo de 8 espécies de esponjas mais
abundantes encontradas na zona intertidal da geaidexeiras (Trairi), onde realizou-se um
screeningpara avaliar o potencial citotéxio e antimicrolmados extratos obtidos. Dentre as
oito espécies estudadas, sete apresentaram aé@veradalgum dos ensaios realizados. Um
estudo publicado por Ferreira e colaboradores (2@@aliou 22 extratos hidroalcéolicos das
esponjas marinhas coletadas no Parque EstaduatiMafiedra da Risca do Meio, Ceara em
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um screeningquanto ao potencial citotoxico e antimitotico, tleros extratos testados vale
ressaltar que nove espécies apresentaram ativaitadéxica frente as linhagens de células

tumorais e dezenove inibiram a divisdo de ovosulig@-do-mar_ytechinus variegatus

1.3. Importancia das esponjas marinhas como fonteedprodutos naturais

As esponjas sdo 0s organismos que compdem o fileeRRo que, po sua vez, € 0
grupo mais antigo dos metazodrios, existindo axapadamente 700 — 800 milhdes de anos.
Estes organismos sao multicelulares e apresentaanonganizacdo corporea simples, sendo
chamado de parazoarios, devido a auséncia de tgeidimdeiro e a presenca de células
totipotentes. A principal caracteristica deste grapa presenca de varios poros, denominados
de Ostios, revestindo a parte externa do seu carpgue deu origem ao nome Porifera
(portador de poros), estes poros abrem-se e levagua abosorvida pela esponja através de
canais que servem de sistema de alimentacdo acditirdo animal, a complexidade do
sistema aquifero, composto pelos canais, perméssifica-las em trés tipos diferentes, do
mais simples ao mais complexo tem-se: asconoidemd@des e leuconodides (Ruppert &
Barnes, 1996Hickman, Roberts e Larson, 2003Atualmente estima-se que exista cerca de
8.000 espécies de esponjas descritas e estimaeséajm 0 dobro de espécies ainda nao
descritas. A grande maioria das esponjas habitaloeate marinho podendo ser encontradas
também em agua doce e em aguas salobras (HickrohertR e Larson, 2003; Belawi al,
2003; Thakur & Mduller, 2004; Brusca & Brusca, 200Bfstes organismos possuem habito
filtrador, s@o sésseis e apresentam as mais variddanas, dimensdes e cores.
Taxonomicamente o filo Porifera esta dividido eés tclasses distinguidas pela natureza dos
seus esqueletos internos: Calcarea, Hexactinalldamospongiae, sendo esta ultima classe a
gue apresenta 0 maior numero de representantesdavatualmente (Hickman, Roberts e
Larson, 2003).

A utilizacdo das esponjas como ferramenta no trastéonde doencas € conhecida
desde a antiguidade onde estes organismos, sauradoiodo, eram utilizados por médicos
de Alexandria para induzir coagulagdo sanguinexay extratos vegetais bioativos para

anestesiar pacientes (Sipkeatal, 2004).

As esponjas sdo uma excelente fonte de toxinas wcanadas atividades
biolégicas que podem estar relacionadas a detelagoees, competicdo por espago com

outros organismos sésseis, a comunicacdo e protegé infeccdo, entretanto ndo esta



11

claro que servem efetivamente como defesa desgasismos, ja que varios outros exemplos
de defesa de esponjas foram reportados. Assim esjesismos destacam-se dos outros
organismos marinhos por conter uma maior divergiddel metabodlitos secundarios e sdo
considerados promissoras fontes de composto coemgat medicinal, visto que a atividade
citotoxica é encontrada em mais de 10% das esp#eiesponjas ja estudadas, além de serem
vistas como potencialmente produtoras de agentgsnarustantes gntifouling (Uriz et
al.1996; Becerret al, 1997; Zhangpt al, 2003; Braeckman & Daloze, 2004).

As esponjas marinhas destacam-se como 0s prinde&entores de compostos
com atividade biol6gica apresentando uma grandersldade de estruturas de carbono com
mecanismos de acado inusitados, capazes de comidaias doencas, incluindo o cancer.
Estes organismos s&o responsaveis por mais de B@0postos descritos em diferentes
classes quimicas desde nucleosideos, alcaldidgsentes ativos, esterdis entre outros,
podendo estes compostos servir de modelo parasidéederivados e novas moléculas ainda
mais potentes (Sipkeng al,, 2004).

As esponjas merecem énfase por serem 0s prindigtémntores de compostos
nitrogenados quando comparados aos outros filosogupam o ambiente marinho. Esses
compostos sao oriundos do metabolismo secund&sté® associados a atividade bioldgica,

dentre elas merece destaque a atividade citot@¥iteanet al, 2000).
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Tabela 1 - Moléculas de diferentes classes quinscéesdas de esponjas marinhas e suas respeqgbiceaes.

: CLASSE MECANISMO DE -
COMPOSTO ESPECIE ’ ~ APLICACAO
QUIMICA ACAO
Inducdo do gene p2l e
] Aaptos . ) ]
Aaptamina o Alcaloide parada no ciclo celular Antitumoral
suberitoides
em G/M
Agosterol A Spongiasp. Esteréide Ativacdo de células NKT Antitumoral
) _ Halichondria ) Inibicdo da polimerizacédo )
Halicondrina B ) Macrolideo ) Antitumoral
okadai de tubulina
) ) Discodermia Inibicdo da polimerizacédo )
Discodermolido ) Lactona ) Antitumoral
dissolute de tubulina
Agelasphina Agelas ) ) )
N Esteroide Ativador de células NKT Antitumoral
(KRN7000) mauritianus
) Lufariella Inibidor de phospholipase )
Monoalida o Sesterterpeno Anti-inflamatorio
variabilis A,
) _ Fasciospongia Lactona Inibidor de phospholipase .
Cacospongionolideo B Anti-inflamatério
cavernosa Sesterterpeno A,
o Kirkpatrickia ) o o )
Variolina B _ Alcaloide Antiviral Anti-infecciosa
varialosa
Dragmacidina F Halicortex sp. Alcaléide Antiviral Anti-infecciosa
Haplosamatos A e B Xestospongiap. Esteréide Antiviral (HIV-1) Anti-infecciosa

Discoderminas B, Ce Discodermia

D kiiensis

Peptideo ciclico

Antibacteriano Antimicrobiano

Arenosclerinas A, B e Arenosclera

C brasiliensis

Alcal6ide

Alquilpiperidino

Antibacteriano Antimicrobiano

Spongistatina Hyrtios erecta Lactona Antifangico Antimicrobiano
o Acanthella ) B o
Kalihineno X Isocianoterpendide - Anti-incrustante
cavernosa
o Acanthella ) B o
Kalihipirano B Isocianoterpendide - Anti-incrustante
cavernosa

Fonte: Sipkemaet al, 2005; Mayer & Gustafson, 2008; Mayadral, 2009; Costa-Lotufet al, 2009.



13

1.4. Familia Crambeidae e géneronanchora como fonte de compostos bioativos

As esponjas pertencentes a familia Crambeidae est§oadradas dentro da
ordem Poecilosclerida e tém como caracteristicasnseorganismos incrustantes, com
formato ramoso irregular ou tubulares, podend@seontradas em rochas, corais e mangues,
principlamente em aguas rasas. Alguns géneros démwdlia podem ocorrer em
profundidades de até 180m. Uma caracteristica i@ssingular das espécies desta familia é a
presenca de alcaldides guanidinicos ciclicos, teidimsugerido que estes compostos possam
ser usados como marcadores taxondémicos para essa®g Uma aspecto bastante peculiar
e interessante para estes compostos é a sua aEad perturbar interacoes proteina-
proteina incluindo HIV-1 gpl120-CD4, p56-CD4, HIVNef com p53, actina e p56. As
interacbes desses compostos nas relagbes proteieayp fornece novas ferramentas
bioldgicas e sugere um potencial terapéutico (Tesedral, 1994; Van Soest, 2002).

A busca pelos alcaldides guanidinicos teve comaanamnicial o isolamento do
composto pentaciclico ptilomicalina A, por Kashmarolaboradores em 1989, da esponja
marinha Ptilocaulis spiculifer coletada no Caribe. Esta classe de compostos l&daso
predominantemente de esponjas pertencentes assordaEtilosclerida e Axinellida e séo
conhecidos por exibirem uma vasta variedade dedates biologicas dentre elas citotoxica,
antiviral e antibacteriana. A ordem Poeciclosckeridompreende o0s génerd@rambe
Monanchorae Batzella enquanto a ordem Axinellida tem como represeatanigénero
Ptilocaulis, sendo todos os géneros fontes ricas em alcalgigmsidinicos (Kashmaet al,
1989; Changet al, 2003; Huaet al, 2004).

Posteriormente ao isolamento inicial da ptilomitalA (figura 9), este mesmo
composto foi isolado da espéditemimycalesp. observando-se, nesse estudo, que este
composto possuia atividade citotéxica potente enhaljens de células tumorais, e
adicionalmente este mesmo composto apresentouwladii anti-fingica contr&€andida
albicans e antiviral contraHerpes simplexipo 1 (HSV-1), sendo este o Unico alcaldide
guanidinico pentaciclico a apresentar esta atieéidaeésde entdo varios outros compostos

foram isolados de esponjas marinhas dos génenos atfiados (Heyst al, 2000).

Em seguida foram reportado o isolamento de vataaddes guanidinicos como
as crambescidinas 800, 816, 830, 844 e isocranudescBO0 da esponja marinha do

mediterraneoCrambe crambe muito comum em costdes rochosos. Estes compostos
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apresentam diversas atividades biolégicas incluiadatividade citotdxica, além de serem
potentes antimicrobianos, antifungicos, antivirasbloqueadores de canais de calcio
(Berlinck, Braekman e Daloze, 1993; Chang, Whittak@&@ewley, 2003; Lazaret al, 2006;
Huaet al, 2007).

O géneroMonanchora foi descrito pela primeira vez por Carter (1983) e
semelhante aos géneros pertencentes a familia €rdaebé uma fonte bastante promissora
de alcalbides guanidinicos como crambescidinagcptilinas e batzelladinas, com diversas
atividades biolégicas. O primeiro relato deste tijgocomposto foi reportado por Tavares em
1994 quando este isolou da esponja marinha brasi@anhanchora arbuscul® alcal6ide
pentaciclico crambescidina 800 (figura 9), este mmsto também foi isolado posteriormente
das espécigglonanchora unguiculataoletada na Indonésia por Suna (2007) que relatau
potente atividade neuroprotetora, ja Hua (2007lpis@ mesmo da espécMonanchora
unguiferacoletada na costa do Caribe e destacou uma pativitiade citotdxica, anti-HIV e

antimicrobiana.

O alcaldide 8b-hidroxiptilocaulina (figura 13) f@rimeiramente descrito por
Tavares (1995) para a espéklearbusculacoletada na costa brasileira, neste mesmo estudo
foram isolados os alcléides guanidinicos tricidiguilocaulina (figura 13) e isoptilocaulina
(figura 9), este por sua vez foi isolado recentdmala mesma espécie por Kossuga e
colaboradores (2007). Hua (2004) descreveu o isoitone a atividade anti-infecciosa dos
alcalbides triciclicos mirabilina B, e da misture épimeros composta por 1,8a,8b,3a-
didehidro-§-hidroxiptilocaulina (figura 13) e 1,8a,8b,3a-didb-8u-hidroxiptilocaulina
(figura 13) isolados da espédibonanchora unguifera (Tavareset al, 1995; Lavilleet al,
2009).
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Figura 9 - Estruturas quimicas de alcaldides guanidinicos.

1.5. Relevancia do trabalho

O estudo do ambiente marinho como fonte de moléadan atividade bioldgica
tem se tornado cada vez mais promissor, visto & da superficie do planeta corresponde
ao ecossistema marinho, os quais representa 93%osfara terrestre, e ser detentor de uma
grande biodiversidade. A vasta diversidade biokbgencontrada no ambiente marinho
correlaciona, intimamente, com uma larga divergdgdimica, que, por sua vez, tem se
mostrado bastante promissora como fonte de procgtgarias com potencial biomédico.
(Burkhard & Haefner, 2003).

No caso particular do cancer, mais de 60% de tom®squimioterapicos
introduzidos na clinica entre 1940 e 2006 posswwmalgum instancia, origem em fontes

naturais (Newman & Cragg, 2007). Vale destacars,pqie foram os tradicionais grupos de
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plantas e microorganismos terrestres que fornecesamse a totalidade das moléculas que
estdo computadas nas estatisticas atuais. Entretanéincer é a segunda causa de morte no
mundo, representando 17% dos 0Obitos, e, no Bestiima-se que a ocorréncia de novos casos
de cancer sera de 489.270 para os anos de 20101 APesar de haver uma grande
guantidade de farmacos para o tratamento de néplasalignas e sucesso em diversas
terapias, o numero elevado de vitimas de cancetranogjuanto a busca por medicamentos
mais eficazes, seletivos, que apresentem menastéesia e efeitos colaterais se faz de
extrema necessidade (INCA, 2010).

O ambiente marinho ocupa ainda a fatia menos eagidodentre as fontes de
produtos naturais e, ha até poucas décadas, pasimanaticamente inexplorado pelos grupos
que pesquisam produtos naturais. Entretanto, adtades obtidos durantes os ultimos 60
anos de estudos confirmam ser este uma fonte peailrelevante para a prospeccéo de
recursos biomédicos, sobremaneira, devido ao ieetit tanto quimico quanto bioldgico,

das moléculas ali encontradas (Costa-Lotufo, 2009).

A vasta costa brasileira abriga um potencial |latepara a descoberta de
substancias de interesse médico e farmacoldgicoegi@ao nordestina compreende a maior
parte do litoral tropical do Brasil, com aproximadate 3000 km de extensdo. A
proximidade do Brasil a linha do Equador permitepats uma localizacdo que favorece a
prospeccao de compostos bioativos visto que deimageral, os organismos que habitam as
areas tropicais exibem maior diversidade e conaefidrde metabdlitos secundarios do que os
que vivem em latitudes mais baixas. O Brasil poassegunda maior costa oceanica mundial
com uma extensdo de 8.500km, sendo a regido nerdettntora de mais da metade da costa
litordnea brasileira. Os estudos realizados solpetencial farmacol6gico da fauna marinha
da costa do estado do Ceara tém mostrado a impiartda fauna bentbnica desta regido
como fonte de novas moléculas bioativas. Estes,sparvez tém ressaltado o potencial
citotoxico resguardado em varias espécies de empamgcidias, cnidarios e microorganismos,
e revelaram um alto grau de endemismo das espaciescontradas e algumas substancias
ainda inéditas e com acentuada atividade biolégieado uma importante ferramenta para
estudos da atividade anticancer (Jimeaeal2004; Ferreiraet al, 2007; Jimenezt al,
2008; Wilke et al., 2009).

Além do potencial biomédico, os mares e oceanoswmséies ainda de compostos

com importancia para agroquimica, cosmetica, alioene como ferramentas cientificas e
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diagnésticas (European Borad Foundation Marine d302001). Estes bioprodutos agregam
relevante valor econémico aos recursos do maro\asimportancia do ambiente marinho
como fonte de novos compostos com potencial biornédpodemos nos utilizar da
biotecnologia como ferramenta. A industria farmaic@ particularmente, € a segunda mais
préspera do mundo, movimentando hoje cerca detfilBdes de dblares por ano. Até o ano
de 2020, este valor deve dobrar. Inclusive, algumndsistrias farmacéuticas ja foram
fundadas com o objetivo de desenvolver farmacos adirpde proétotipos obtidos
exclusivamente do ambiente marinho. E o caso dgaphia espanhola PharmaMar que, s6
nos ultimos 20 anos investiu mais de 420 milh6eguwes na pesquisa em farmacos com
potencial para a terapia do cancer. Atualmenteb3téncias ja& se encontram em fase pré-
clinica e outras 5 estdo em fase clinica de teB®sas moléculas sdo provenientes de uma
colecdo de mais de 65.000 organismos, de onde falesaritas cerca de 700 novas
substancias (Pharmamar, 2010) A Neuers Phamadsuticautra industria especializada na
prospeccao de farmacos a partir de recursos mari@mm menos tempo de existéncia, ja
possui 2 novas moléculas cumprindo a primeira f#@® testes clinicos, ambas para o

tratamento de cancer (Nereus Pharmaceuticals, 2010)

A espécieMonanchora arbuscula@estacou-se entre as 22 esponjas coletadas do
Parque Estadual Marinho Pedra da Riasca do Meitiadaa quanto ao seu potencial
citotoxico, assim observado por Ferreira e colatmmes (2007). Neste estudo, seu extrato
hidroalcoodlico apresentou potente cictotoxicidadente a quatro linhagens de células
tumorais, além de inibir em 100% de inibicdo doedeslvimento embrionario dos ovos de

ourico-do-mar.

E importante mencionar que este estudo esta imserndum projeto mais largo,
iniciado ha cerca de 8 anos, que sugere o deshemtando potencial farmacol6gico
resguardado na costa do Ceara. Os estudos nestssd@reconsiderados estratégicos por
envolver o conhecimento da biodiversidade num dergmplo e abre uma nova vertente para
a prospeccao recursos do mar e gestao costeirda Aine recentes e relativamente escassos,
0s achados nesse campo despertam grande intemssegpupos que estudam produtos
naturais e abrem caminhos para se seguir explorapdas fontes naturais na busca de

substéancias bioativas (Pereira & Soares-Gomes,)2009
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a citotoxicidaden vitro de alcaloides guanidinicos obtidos da espdgaanchora

arbusculacoletada no Parque Estadual Marinho Pedra da Basbtéeio, Ceara.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Isolar e identificar alcaléides guanidinicos daoegpMonanchora arbusculaoletada

no Parque Estadual Marinho Pedra da Risca do Neara.

* Avaliar a atividade citotoxica dos compostos isolaem varias linhagens de células

tumorais em cultura
» Estabelecer uma relacéo entre estrutura e atividesleompostos obtidos.

» Determinar 0 mecanismo de atividade citotoxica @onmosto ptilocaulina (PT)

utilizando células leucémicas HL-60 como model@stedo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1. Equipamentos

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2®

Agitador de tubo, Donner AD 8850®

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di®

Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212®

Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206®

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifug@3®

Centrifuga de laminas, Shandon Southern Cytospin®

Citbmetro de fluxo, Guava EasyCyte mini®

Colunas analiticas para CLAE Shimadzu ODS

Colunas preparativas para CLAE Shimadzu ODS

Cromatégrafo liquido Shimadzu com bomba Modelo LC@¥etector Ultra-Violeta com
Integrador Modelo C-R6A e Injetor Manual Rheodyneddlo 7125

Deonizador de agua Milli-Q, Milipore®

Espectrofotdmetro de placa DTX-880, Beckman Co@lter

Fluxo laminar, VECO®
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High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Autoroati Workstation, Biomek 3000,

Beckman Coulter®

Incubadora de células, (G@W/ater-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow®
Maquina fotografica digital, Olympus C-7070®

Microscopio éptico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimexdiklo Studar lab®
Microscopio 6ptico de inversao, Nikon Diaphot®

Microscopio de fluorescéncia, Olympus®

pHmetro, Micronal B474®

Pipetas automaticas, Gilson®

RMN Brucker DPX-300

3.1.2. Solugbes, Reagentes e Farmacos

Acetato de Etila - Vetec®
Acido Cloridrico - Vetec®
Alcool Etilico - Vetec®
Alcool Metilico - Vetec®
Alamar Blue (Resazurina) 0,312 mg/mL Sigma®

Anticorpo anti-BrdU 1 pL de anticorpo anti-BrdU 8ig®



BSA 5 % g.s.p. 500 pL de solucdo

Anticorpo biotinilidado 1 pL de anticorpo anti-imunoglobulina
anti-imunoglobulina de

0, ~
camundongo BSA 5 % g.s.p. 100 pL de solucéao

10 mg de azul de tripan
Azul de tripan 10%
PBS g.s.p. 100 mL de solucao

5-bromo-2-deoxiuridina

(Brdu) 10mM
Brometo de Etidio 100 1mg de brometo de etideo
pg/ml PBS g.s.p 10 mL de solucéo
Citrato de Sédio -
Cloreto de Sédio (NaCl) -

5 uL de DAB

Diaminobenzidina (DAB) 1 mL de Tris-HCI (Tris 0,05M) pH= 7,6

2 |.J.L de HO,
Diclorometano -

Dimetilsulfoxido (DMSO) -

Doxorrubicina — fornecida
pelo Instituto do Céancer do
Ceara—-ICC
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Dako®

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Grupo Quimica®
Labsynth®
Immunotech®
Proguimios®

Proquimios®

Vetec®

Vetec®

Zodiac®



Estreptavidina — peroxidase

Eter de Petréleo
Ficoll

Fitohemaglutinina

lodeto de propideo 50
pg/mL

Laranja de Acridina

1 pL de Estreptavidiparoxidase

BSA 5 % (.s.p. 100 pL de solucdo

1 mg de iodeto de propideo

PBS qg.s.p. 50 mL

1 g de laranja de acridina (Ag0mL)

H>0O g.s.p. 10 mL de solucéo

Diluido em 4gua deionizada e esterelizada,

filtrado em filtro millipore (0,22 um) e

Meio de cultura de células complementado com SBF 10 %, 1 % de

RPMI 1640

MTT

glutamina, 1 % de antibidticos, 1 % de
bicarbonato de sodio (0,75 %) e 25 mM de
HEPES

20 mg de MTT

PBS qg.s.p. 100 mL de solucao
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Sigma®
Dako®
Vetec®
Sigma®
Sigma®

Boehringer®

Fluka®

Cultilab®

Sigma®



Penicilina — estreptomicina

Sephadex LH-20

Silica gel 60 Gfz4

Solucédo desnaturante

(para analise de
incorporacgao de BrdU)

Soro fetal bovino

Solucéo salina (para

hemolise)

SSC 10X

Tampéao fosfato (PBS)

Penicilina 10.000 U.l./mL

Estreptomicina 10 mg/mL

Formamida 70 %

2x SSC (pH entre 6,5e 7,5a 70 °C)

8,5 g de Cloreto de sddio (0,85 %)
1,11 g de Cloreto de calcio (10 mM)

H.O g.s.p 1 L de solucédo

Cloreto de s6dio 1,5 M
Citrato de s6dio 0,15 M

H.0O

8,766 g de Cloreto de sédio
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Cultilab®

Cultilab®

Pharmacia

Merck

Vetec®

Cultilab®

Labsynth®

Reagen®

bsyuath®
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2,14 g de NaHPO4.79 Labsynth®

0,276 g de NaHPO4 Labsynth®

H20 g.s.p. 1 L de solucgéo (pH =7,2) -

Cloreto de sédio 1,5 M Labsynth®
Tampaéao Tris (TBS) 10X
Tris 0,5 M (pH= 7,6) Proquimios®
H.O -
50 mL de Tripsina 2,5 % Cultilab®
Tripsina 0,25% 0,125 g de EDTA Proguimios®

450 mL de PBS -

Triton X -100 - Isofar®

3.1.3. Animais/Modelos biolégicos experimentais
Camundongos albino$/(us musculusdalinhagemSwiss
Linhagens celulares tumorais mantidas em cultatze(a 2)

Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)
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3.2. Coleta do Material

A espécieMonanchora arbusculdfigura 11) foi coletada no parque estadual
marinho Pedra da Risca do Meio, Ceara (figura 4@ milhas nauticas (aproximadamente
18,52 Km) do Porto do Mucuripe, em Fortaleza. Qyqparmarinho compreende uma area de
33,20 Knf e esta delimitado pelas seguintes coordenadas &eagr A: 3° 33'800"S e
38°26'000"W, B: 3°36’000"S e 38°26'000"W, C: 3°36W'S e 38°21'600"W e D:
3°33'800"S e 38°21'600".

A coleta foi realizada em profundidades que variem7 a 30 metros através de
mergulho autbnomo. Apés a coleta do espécime, dalizada a limpeza da mesma para
retirada dos contaminantes, em seguida o materiaherso em etanol (1,5L) e estocado em

freezer a -18°C até a preparacgdo do extrato bruto.

B Navio do Pacém A Canal das Arabalanas

Parguae Estadual Marinho

B Cajueiro

M Farinhada  Fista do Ml T i Avido
Botija B¥radra do Mar
¥ Pedra Nove

tdrinhiz BN BA Cabegh do Arrestado

/|

5 Mavio do Titanzinho
A L‘ [ L
o L e

5

Figura 10 - Mapa do Parque Estadual Marinho Pedra da Risca deio M CE. Fonte:
http://www.brasilmergulho.com.br/port/points/ce/igea/mapa_gran.gif.
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3.3. Identificacdo da espécie

O material coletado no Parque Estadual Marinho &@ddr Risca do Meio, em
julho de 2004, foi separado e fixado em solucaetdaol 70% (v/v) para a identificacdo da
espécie realizada pelo Prof. Dr. Eduardo Hajdu lebocoadores do Museu Nacional de
Poriferas, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A espécie foi identificada comdonanchora arbuscul@ armazenada no Museu
Nacional de Poriferas sobvoucherMNRJ 8670 e MNRJ 8674.

Figura 11 - Fotografia da espéci®onanchora arbuscularegistrada no Parque Estadual Marinho Pedra da
Risca do Meio, Ceara, em julho de 2004. Por Edubajdu.
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3.4. Obtencéo/lsolamento dos compostos

Esta etapa do trabalho foi realizada sob orientagéBrof. Dr. Edilberto Rocha
Silveira, sob a co-orientacdo da Profa. Dr2. Obkusdénia Loiola Pessoa e com participacéo
da mestranda Julieta Rangel de Oliveira no Labocatde Produtos Naturais do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica deethidade Federal do Ceara, onde o

material coletado se manteve estocado.

As colbnias deMonanchora arbuscula(l,5kg) foram homogeneizadas e em
seguida extraido por 72 horas com a mistura deestds composta por diclorometano e
metanol (CHCI,/MeOH) na proporcdo de 1:1 (v/v), em seguida os/estes foram
removidos em evaporador rotativo a vacuo, que apés deu origem ao extrato bruto. O
extrato bruto foi submetido a uma particdo quimiqaido-liquido utilizando solventes de
polaridades diferentes — éter de petréleo, dicletamo, Acetato de etila e metanol — as
fracOes obtidas foram bioguiadas pela atividadet@iica utilizando o ensaio do MTT em
quatro linhagens de células tumorais. Em seguidérag®es mais ativas foram secas e
separadas em colunas cromatograficas. As frac@srainetano (MADCM) e acetato de
etila (MAAC) foram submetidas a cromatografias estuta de SEPHADEX LH-20 e em
silica gel respectivamente, em seguida suas fra¢desn submetidas a analise por
cromatografia em camada delgada e reunidas polasittaide. Depois de reunidas as fragbes
foram submetidas a cromatografia liquida de altaésfcia (CLAE) e em seguida analisadas
por RMN 'H. O processo de purificacdo e isolamento dos Gited guanidinicos esta

esquematizado no fluxograma abaixo (Figura 12).
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Monanchora arbuscula

1. Extragdo CH,Cl,/MeOH
2. Rotoevaporacdo dos solventes

Extrato bruto

1. Ressuspensdo em metanol
2. Partigdo lig/liq

Eter de petréleo Diclorometano Acetato de etila Metanol
Fracdo éter de Fracao Fracao acetato de Fracdo metandlica
petréleo diclorometano etila
SEPHADEX LH 20 Cromatografia silica gel
1. Reunido
2. CLAE
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Figura 12 — Fluxograma da obtencdo do extrato brutoMimnanchora arbusculee respectivas particbes

liquido/liquido mostrando a obtencdo das misturasrapostos puros das fracées diclorometano e aceéat

etila.
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3.5. Determinacao da Atividade Citotdxica

3.5.1. Ensaio MTT

Os alcaloides e as misturas de alcaloides foramestipados quanto a sua
atividade antiproliferativa nas linhagens de c&uiamorais. A citotoxicidade foi avaliada
através do método de MTT em quatro linhagens ddasétumorais cedidas pelo ‘National
Cancer Institute - NCI' dos Estados Unidos. E umtomé quantitativo indireto, rapido,
sensivel que analisa a viabilidade e o estado latalda célula, baseado na conversao do
sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo detrazolium (MTT) em um sal de coloracao
roxa (formazan), a partir da enzima succinil degjdnase das mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas. Ouas@ucao amarela do MTT é reduzida
pela atividade mitocondrial nas células metabole@e ativas em um cristal roxo
(MOSMANN, 1983).

As linhagens celulares foram cultivadas em frasptisticos para cultura
(Corning, 25 crfy volume de 50 mL para células aderidas e 74 enolume de 250 mL para
células em suspenséao), utilizando o meio de cuRisll 1640 complementado com 10 % de
soro fetal bovino e 1 % de antibidticos (penicilesareptomicina). As células foram
incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5 @0de 95 % de umidade, seguido da
observacao do crescimento celular com ajuda deostépio de inversdo a cada 24 h, quando
necessario as celulas foram repicadas em novo eheetoltura, em uma concentracédo de 0,5-
1,0 x 16 céls/mL.

As substéancias previamente diluidas em DMSO puriepara a concentracao
estoque de 1,0 mg/mL foram diluidas seriadamentenmesio RPMI para obtencdo das
concentracdes finais (0,009 u§/mL) e adicionadas em placa de 96 pocos (l0foc¢o). O
quimioterapico doxorrubicina foi usado como cordrgdositivo. Apds um periodo de
incubacdo de 72 h, as placas foram retiradas eifogadas a 1500 rpm/15 min. O
sobrenadante foi aspirado e foi adicionado 20@e solucdo de MTT 10 % em RPMI 1640,
sendo a placa colocada na estufa a 5 % de @D 3 h. Em seguida, as placas foram
novamente centrifugadas a 3000 rpm/10 min, tenslaboenadante aspirado e seu precipitado
ressuspendido em 150 de DMSO e agitado por cerca de 10 min, até camplessolucao
dos cristais de formazan.. As placas foram lidasespectrofotometro de placas a um

comprimento de onda de 595 nm.
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Tabela 2: Linhagens celulares tumorais utilizadas no endaicitotoxicidaddn vitro através do método do
MTT.

Concentragao de
Linhagem Celular Tipo Histologico do Cancer/Origem Plagueamento
(células/mL)

HL-60 Leucemia promielocitica humana 0,3X10
MDA-MB 435 Melanoma humano 0,1x40
HCT-8 Carcinoma de colon humano 0,7X10
SF-295 Glioblastoma humano 0,1x%0
PBMC Células mononucleadas de sangue 20x 10

periférico

3.5.2. Ensaio do Alamar Blue

Para investigar atividade antiproliferativa dos postos ativos, em células
mononucleadas de sangue periférico (PBMC), foiizadd o teste do Alamar Blue num
periodo de 72 h de exposicdo com a amostra. As PBKHh isoladas de voluntarios sadios,
sendo em seguida diluidas e plaqueadas em pl@fmtecos (2,0 x T@él/poco em 100p! de
meio). Depois de 24h, os compostos foram adiciomh@&mo cada poco (usando HTS - high-
throughput screening - biomek 3000 - Beckman Caoulte. Fullerton, Califérnia, EUA) e
incubada por 72h. Doxorubicina (0,009 a 5 pg/mliLugada como controle positivo. Grupos
controle receberam a mesma quantidade de DMSOrduartas antes do final da incubacéo,
10pL de solucédo estoque (0.312 mg/mL) de Alamae Blasazurin - Sigma Aldrich Co. - St.
Louis, MO/USA) foi adicionada em cada poco. A abdocia foi medida usando leitor de
multiplacas (DTX 880 Multimode Detector, Beckmanu@er, Inc. Fullerton, California,
EUA). O efeito dos compostos foi quantificado cgpeocentagem da absorbancia do controle
a 570nm e 595nm. A absorbancia do meio sozinhsuloiraida da absorbancia do meio com
alamar Blue. Este valor € chamado defOO fator de correcdoRpode ser calculado de
AOpw € AQw, onde BR=AO w/AOnw. A percentagem de alamar Blue reduzido é expressa
como: % Reduzida = A — (Anw X Rg)x100.
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3.5.3. Andalise dos dados

As drogas foram testadas em diluicdo seriada, dplicta. Suas Gb
(concentracao inibitoria média capaz de provoca¥Sfo efeito maximo) e seus respectivos
intervalos de confianca (IC 95 %) foram calculadgmartir de regresséo nao-linear utilizando

o programa Prisma verséo 3.0 (GraphPad Software).

3.6. Avaliacdo do dano a membrana plasmatica — TesHemolitico

O sangue foi coletado de trés camundongos SMss (nusculuspor via orbital,
sendo diluido em 30 volumes de solugéo salina (e85 % + CaGl10 mM). Os eritrécitos
foram lavados trés vezes em solucéo salina porittgacao (1500 rpm/3 min) para reducao
da contaminacdo plasmatica e ressuspendidos ema gaia obtencdo de uma suspensao de
eritrocitos a 2 %. Os ensaios foram realizados kawaep de 96 pocos. Cada poco da 12 fileira
recebeu 10QiL da solucéo salina. Na 22, os pocos receberaph 5l solucéo salina e 30
do veiculo de diluicdo da substancia teste, neste, OMSO 10 %. Aos pogos da 32 fileira,
foram adicionados 10QL de solucédo salina e 1QfL da substancia teste. Da 42 fileira em
diante os pocos receberam }l0da solucéo salina, excetuando-se os da ultireadjl que
receberam 8QL de solucéo salina e 0L de Triton X-100 1 % (controle positivo). As
diluicdes foram feitas da 32 a 112 cavidade, mdmase 100uL da solucdo da cavidade
anterior e transferindo para a seguinte de modoagumncentracdes foram sempre diluidas
pela metade, variando de 1,56 a 2@0mL. Em seguida, 100L da suspensao de eritrocitos
foram plaqueados em todos os pocos. Apos incubdedd h, sob agitagdo constante a
temperatura ambiente (262 °C), as amostras foram centrifugadas (5000 rpmif/g e o
sobrenadante transferido para uma outra placa paréeitura da absorbancia no

espectrofotdmetro de placas a 540 nm.

3.6.1. Analise dos dados

A concentracdo efetiva média (§JEfoi determinada de maneira relativa aos

controles positivo e negativo utilizando o progra@raphPad Prism 5.0.



32

3.7. Estudos de Mecanismo de Acéo
3.7.1 Viabilidade celular - Exclusédo por Azul de Tipan

O teste de exclusdo por azul de tripan permite tficam separadamente as
células viaveis das células mortas pela substédestada. O corante penetra em todas as
células, porém somente as células viaveis consedugnbear o tripan para fora, sendo

possivel observar uma coloracdo azulada nas céhdess.

Células da linhagem HL-60, na concentracdo de 0,B0%céls/mL, foram
incubadas por 24 h com a amostra, nas concentrdedEs, 15 e 20 uM estimadas a partir do
valor da Cip encontrada no método do MTT para esta mesma kmhacelular. Foram
retirados 9QuL da suspensao de células e adicionado al1@o azul de tripan. As células
viaveis e as células nao viaveis foram diferencagl@ontadas em camara de Newbauer. A

doxorrubicina (0,31g/mL) foi usada como controle positivo.
3.7.1.1. Andlise dos dados

Os dados foram expressos como da média + erro @adranédia (E.P.M.) de
experimentos independentes (n = 3). Para verifcada ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os ddol@n comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida de Student Newman Keuls, usandoragnama GraphPad (Intuitive

Software for Science, San Diego, CA) com niveligaicancia de 5 % (p < 0,05).
3.7.2. Inibicdo da sintese de DNA — Ensaio do BrdU

Células da linhagem HL-60, na concentracdo de 0,B0%céls/mL, foram
incubadas por 24 h com o alcaldide ptilocaulinax@@nadas ao microscopio de inverséao,
nas concentracdes de 10, 15 e 20 uM. Trés horas dot final do periodo de incubacao
adiciounou-se o 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU) ndtuma de células. As laminas para cada
amostra foram preparadas e postas para secar poARSOs o periodo de secagem foram
fixadas em metanol por 1 min. As células foram d@sacom tamp&o Tris (TBS) e incubadas
em solucdo desnaturante por 90 min aG@ pH 7,4. Ap6s uma segunda lavagem com TBS,
a regido da lamina onde se encontram as célulamfoirculadas com caneta hidrofébica e
em seguida incubadas com anticorpo primario api¢ackdiatamente depois de circulado e

deixada durante a em estufa de ,Q@r 2 horas em camara umida. As células foram



33

incubadas com anticorpo secundario biotinado pom0e, em seguida, com a solucdo de
estreptavidina-fluoresceina por mais 20 min. Fatiadado o cromégeno diaminobenzidina
(DAB) por 20 — 30 segundos e, em seguida, remoemun agua destilada. Para corar as
células ndo marcadas pelo cromoégeno, utiliza-seatwdlina (0,1 %). Consideram-se

positivas para proliferacdo, as células de nuateado pelo DAB (cor marrom) e, negativas,
as células de nucleo corado com hematoxilina (zal).a

3.7.2.1. Analise dos dados

Duzentas células foram contadas, diferenciando-age enicleo marrom
(incorporaram o BrdU) e ndo-marrom (ndo incorpo@mrdU). Os dados foram expressos
como da média + E.P.M. de experimentos indepenslgnte= 2). A proporcdo de células
marcadas em marrom e ndo-marcadas entre os désrgnipos foi comparada pelo tegte
com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05) usangwograma GraphPad (Intuitive Software

for Science, San Diego, CA).
3.7.3. Coloracéo diferencial por BE/LA

O método de coloracdo por Brometo de Etidio/LaratgaAcridina (BE/LA)
permite diferenciar células viaveis daquelas entgsso de morte por apoptose ou necrose
através da revelacdo por fluorescéncia com basal@racdes morfoldégicas nucleares e
citoplasmaticas (McGAHOMNt al, 1995).

A laranja de acridina intercala-se ao DNA, conf@oiraparéncia verde ao ndcleo
celular, sendo capaz de atravessar membranasamt&tbrometo de etidio € incorporado
majoritariamente por células n&o viaveis (com biittade de membrana), intercalando-se ao
DNA. As células viaveis com membrana intacta apriase ndcleo uniformemente corado de
verde pela LA. O BE marca muito fracamente ou rnsuiezes ndo marca, pois ndo atravessa
membranas nao lisadas. As células em apoptosalifieembrana ainda intacta) apresentam
manchas verdes brilhantes no nucleo (condensacémuiatina) e ndo sdo marcadas por BE.
Morfologicamente, observam-se alteracdes da merabeam decorréncia da formacéo de
corpusculos apoptoticos. As células que estdo emptege tardia tém aparéncia alaranjada
devido a algum dano causado pelo composto a membptasmatica permitindo a entrada de
pequena quantidade de BE. J& as células necroficaisapresentarem intenso dano a

membrana plasmatica, coram-se de vermelho intenso.
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Células da linhagem HL-60, plaqueadas na concémrde 0,3 x 10céls/mL,
foram incubadas por 24 h com ptilocaulina nas comagdes de 10, 15 e 20 pM. A suspensao
de células foi transferida para um tubo eppendadrdrifugada por 5 min em baixa rotacao
(10 x g/5 min. correspondente a 1000 rpm/5 min.3oBrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em j20 de solu¢do de PBS. Em seguidajLlda solu¢do de BE/LA
foi adicionado a cada tubo e uma aliquota dessataséransferido para uma lamina e
montado com laminula e em seguida levadas ao mapas de fluorescéncia para
observacdo dos eventos celulares. A Doxorrubiolha g/mL) foi usada como controle

positivo (Genget al, 2003).
3.7.3.1. Analise dos dados

Para a quantificacdo percentual de cada eventdacegiaveis, necroéticas e
apoptaéticas), foram contadas 300 células de cadsteane montadas em laminas que foram
fotografadas para o registro visual de possivésaloes. Os dados foram expressos como da
média £ E.P.M. de experimentos independentes (). P&a verificacdo da ocorréncia de
diferencas significativas entre os diferentes gsyps dados foram comparados por andlise de
variancia (ANOVA) seguida de Student Newman Keuds<(0,05), usando o programa
GraphPad (Intuitive Software for Science, San Dj&id).

3.7.4. Coloragéo por May-Grunwald-Giemsa

A coloracdo por May-Grunwald-Giemsa se baseia et@rdgdes eletrostaticas
entre os corantes e moléculas-alvo. Essa colonagssui azul de metileno (corante basico),
eosina (corante 4cido), entre outros componentEsdsaque permite distinguir o citoplasma
e 0 nucleo, sendo possivel analisar a célula quardoa integridade nuclear, bem como
alteracdes no citoplasma. Apds o término de incid#&24h) laminas foram preparadas, com
50uL da suspensédo de células, em citocentrifugagieiy) e fixadas com metanol 100% por
1 minuto. Em seguida as laminas foram coradas cag-Gtunwald, por 10 seg, e em

seguida com Giemsa por 10 seg.
3.7.4.1. Andlise dos dados

As laminas contendo as células coradas foram |svaaa microscopio para
avaliacdo das suas caracteristicas morfolégicasnmgaradas ao controle (ndo-tratado). O

registro das alteracdes celulares foi feito pavduadfia.
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3.8. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € um método rapido e precpoe se baseia no desvio da
luz incidida sobre a célula para frente e parado,ldendo uma importante ferramenta para
acessar a poténcia e a especificidade de drogasaacer. A capacidade de um agente se
intercalar a uma célula e emitir fluorescéncia pesnmite identificar alteracdes quer sejam
morfologicas, bioquimicas e moleculares que ocorckmante a apoptose (Ramanathan,
1997).

3.8.1. Determinagéo da Integridade de Membrana

Este método consiste na capacidade do iodeto ¢édp (PI) se ligar ao DNA
de células cuja membrana plasmatica esteja rompatap nos casos de apoptose tardia e
necrose, emitindo uma alta fluorescéncia quandiagikcpelo laser de argdnio (488nm). Nas
células cuja membrana permanece integra (céluéaig), o Pl ndo consegue penetrar e,
portanto emite uma fluorescéncia mais baixa, can &s células com membrana integra

podem ser diferenciadas daquelas com membranadampi

Células de HL-60 foram plagueadas em placas deo2dsp na concentracao de
0,3 x 10 células/mL, e incubadas por 24 h com os derivadssconcentracdes de 1 @i,
A doxorrubicina (0,3ug/mL) foi usada como controle positivo. Apés o pda de incubacéo
uma aliquota de 50 pL da suspensédo de célulasafosferida para um tubo eppendorf e
incubada por mais 5 minutos com 100uL de PI (50p/fBm seguida as amostras foram

analisadas em citdmetro de fluxo (EasyCyte da Gliacaologies).
3.8.1.1. Andlise de dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventogla@gss foram expressos
como a média + erro padrdo da média (E.P.M.) dedx@erimentos independentes (n = 3).
Para verificacdo da ocorréncia de diferencas sogiivas entre os grupos, os dados serao
comparados por analise de variancia (ANOVA) segpioiaTeste de Dunnet, com nivel de

significancia de 5% (p < 0,05).
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3.8.2. Ciclo celular e fragmentagéo de DNA

O método consiste na capacidade do iodeto de mopsd ligar ao DNA das
células, para tanto a membrana plasmatica foi j[mamente lisada utilizando um Triton,
permitindo assim a entrada do corante no nucleatehsidade de fluorescéncia do lodeto de
propideo ligado ao DNA permitiu diferencias as $asi ciclo em que as células se
encontravam, sendo elas GO/G1, S e G2/M. O subigpiesenta o DNA fragmentado e que,

portanto emite baixa fluorescéncia, sendo indicatie apoptose.

Células de HL-60 foram plaqueadas em placas deo2dsp na concentracdo de
0,3 x 16 células/mL, e incubadas por 24 h com o compost@oasentracdes de 10, 15 e 20
uM, sendo a doxorrubicina (048M) foi usada como controle positivo. Apds o periato
incubacdo uma aliquota de 50 pL da suspensdo diasédbi transferida para um tubo
eppendorf e incubada por mais 30 minutos com 10fpuma solucdo de lise contendo PI
(50ug/mL), Triton X-100 (0,1%) e citrato de s6diy1@6). Em seguida as amostras foram
analisadas em citobmetro de fluxo (EasyCyte da Gua@ologies), onde foram obtidas
histogramas representando a quantidade de célomasada fase do ciclo celular {GS e

G,/M) e a quantidade de células com DNA fragmentado.
3.8.2.1. Andlise de dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventosla@ss foram expressos
como a média + erro padrdo da média (E.P.M.) dedx@erimentos independentes (n = 3).
Para verificacdo da ocorréncia de diferencas sogivas entre os diferentes grupos, os dados
serdo comparados por analise de variancia (ANO¥guisla por Teste de Dunnet, com nivel

de significancia de 5% (p < 0,05).
3.8.3. Despolarizacdo Mitocondrial

Esse teste baseia-se na capacidade da mitocéadiiastrar a rodamina 123, um
corante fluorescente nucleofilico, quando esta sgmta potencial transmembranico
inalterado. Dessa forma, células contendo rodanemetem alta fluorescéncia quando
excitadas pelo laser. No entanto, ao entrar emtapepa célula sofre um influxo de ions H+
através da membrana mitocondrial interna, induzindoa alteragdo de seu potencial

transmembranico. Alteracdes no potencial mitocahdransmembranico levam ao efluxo da
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rodamina, gerando eventos que emitirAo menor fhoémcia quando comparada com as

células que possuem mitocéndrias normais.

Células de HL-60 foram plagueadas em placas deo2dsp na concentracao de
0,3 x 16 células/mL, e incubadas por 24 h com o alcaléidgeiglinico nas concentracdes de
10, 15 e 20uM. A doxorrubicina (0,3ug/mL) foi usada como controle positivo. Apés o
periodo de incubacdo uma aliquota de 50 puL da ss&pede células foi transferida para um
tubo eppendorf e incubada por mais 15 minutos codpR de uma solugcédo de rodamina 123
(1 ng/mL em PBS), na auséncia de luz e a 37 °C. Appsrimdo de incubacdo as células
foram centrifugadas e o sobrenadante foi descar@gboecipitado foi ressuspendido em PBS
e reincubado por mais 30 minutos e analisadas ifmnetria de fluxo (EasyCyte da Guava
Tecnologies).

3.8.3.1. Analise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventogsla@gss foram expressos
como a média £ erro padrdo da meédia (E.P.M.) deex@erimentos independentes (n = 3).
Para verificacdo da ocorréncia de diferencas sogivas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados por andlise de variancia (ANOVégusda por Teste de Dunnet, com
nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Compostos isolados

As fragBes extraidas com solventes de polaridateniediaria, diclorometano
(MADCM) e acetato de etila (MAAC), obtidas do extrabruto da esponja marinha
Monanchora arbusculalestacaram-se quanto ao potencial citotoxico cdsm\v@riando de
1,17 a 3,05pg/mL e 1,13 a 2,08 pg/mL, respectivameddestas fracbes foram isolados trés
alcaldides guanidinicos puros e uma mistura de @psn Os alcaldides tiveram suas
estruturas determinadas por espectro de RMN !H.c@upostos identificados foram
denominados mirabilina (1), 8b-hidroxiptilocaulirfd), ptilocaulina (3) e a mistura de
epimeros composta por 1,8a,8b,3a-didehiddn8roxiptilocaulina (4) e 1,8a,8b,3a-
didehidro-&-hidroxiptilocaulina (5) (figura 13).
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Figura 13 - Estrutura quimica dos alcaléides guanidinicoltos da esponja marinMonanchora arbuscula
Mirabilina B (1), 8b-hidroxiptilocaulina (2), ptitmulina (3), 1,8a,8b,3a-didehidr@-8idroxiptilocaulina (4) e
1,8a,8b,3a-didehidroeBhidroxiptilocaulina (5).
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4.2. Atividade Citotdxica dos compostos

Os compostos e misturas foram avaliados quant@agatencial citotoxico em

quatro linhagens de células tumorais (tabela 3) pabaio do MTT apds o periodo de 72
horas de incubacéo, ensaio que permite quantifecgoroliferagcdo celular e permitiu
determinar a concentracao inibitoria médias{CIOs Resultados obtidos demonstraram que
0s compostos ptilocaulina (PT) e 8b-hidroxiptildoza (BHPT) apresentaram uma atividade
citotoxica contra as linhagens de células tumoraisstrando, inclusive, uma relativa
seletividade para as linhagens de melanoma (MDA438B)} e leucemia (HL-60), sendo a
ptilocaulina mais ativa que o alcaloide 8b-hidrékgeaulina (Tabela 3). Os compostos PT e
8HPT apresentaram maior citotoxidade para as letmagumorais em comparacdo a PMBC
(tabela 3).

4.3. Avaliagédo quanto ao dano em membrana plasmatic

Os compostos PT e 8HPT foram incubados por 1 horaaucao de eritrocitos
de camundongo$/us musculugpara avaliar o dano a membrana plasmatica. AmiBos o
compostos apresentaram potencial em causar daemanana plasmatica, sendo o composto

PT mais hemolitico que o composto 8HPT (Tabela 3).
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Tabela 3 —Citotoxicidade em linhagens de células tumorais gelsaio do MTT, em células mononucleadas de samguférico (PBMC) —
teste do ALAMAR BLUE - e potencial de dano em meamnlar em eritrocitos de camundongos pelos alcal@dasidinicos obtidos dil.

arbuscula
ALAMAR
MTT ™
BLUE .
Clso uG/ML (uM) HEMOLISE
Clso UM
AMOSTRAS IC 95% CEsouM
IC 95%
IC 95%
HL-60 HCT-8 MDA-MB-435 SF-295 PBMC
Mirabilina B > 20,4 > 20,4 > 20,4 > 20,4 N.T. N.T.
8b-hidroxiptilocaulina 7,9 >19,0 11,3 >19,0 >19,0 577,9
Ptilocaulina 5,8 17,7 7,5 > 20,3 > 20,3 352,9
Mistura de epimeros >250 (ug/mL) >25,0(ug/mL) >25,0 (ug/mL) > 2%@/mL) N.T. N.T.
Doxorrubicina 0,03 0,02 0,8 0,4 1,7 N.T.
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4.4. Determinagao do mecanismo de agéo

Para determinacdo dos mecanismos de acgdo envolmaosiorte celular, o
composto mais ativo PT foi testado na linhagem tahdL-60 (leucemia) nas concentragdes
de 10, 15 e 20uM, sendo esta linhagem a mais stravcomposto como demonstrado no

ensaio do MTT.
4.4.1. Avaliagao da viabilidade celular por exclugéido azul de Tripan

Este ensaio permite diferenciar células em viavweisndo-viaveis pela
incorporacdo do azul de tripan pelas células naeeis e permitiu quantificar a redugcédo da
viabilidade em células tratadas. O composto PT ziedsignificativamente o namero de
células viaveis em todas as concentracdes tesf{pdas0,01). Apenas a concentracdo de
20uM aumentou o numero de células ndo viaveis quanthparados com a doxorrubicina,

usada como controle positivo na concentracéo dgu®/5
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Figura 14 - Efeito do alcal6ide PT nas concentragfes de 1@ 26 pM na viabilidade de células leucémicas
HL-60 determinado por Exclusdo do Azul de Tripadsap4 horas de incubacéo. O controle negativo septa

as células nao tratadas. A Doxorrubicina (Dox)esenta o controle positivo (0,55puM). Os dados spordem

a média +- E.P.M. de experimentos independente8)(N* p< 0,001 comparado ao controle por ANOVA
seguido por Student Newman-Keuls Test.
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4.4.2. Inibicdo da sintese de DNA — Ensaio do BrdU

O ensaio de incorporacdo do 5-bromo-2-deoxiuridBU) permite avaliar a
proliferacéo celular pela capacidade do compostdiermuir o numero de células capazes de
incorporar o BrdU, um analogo da timidina, a siate® DNA. A taxa de inibicdo €&
representada pela razdo entre as células capazasadgorar o BrdU (BrDU positivo) do
grupo tratado e pelas BrdU positido controle.

O alcaldide PT diminuiu a incorporacdo do BrDU emdals as concentracdes
testadas, sendo a maior concentracdo (20uM) cobicé@oi de incorporacdo de BRDU
bastante semelhante a doxorrubicina, controleipoaitilizado.

100

a1
T

(@)
L

C- Dox 10 15 20

Numero de células BrDU positivo(%)

PT

Figura 15 - Efeito do alcaléide guanidinico PT nas concexiteas de 10, 15 e 20uM sobre a inibicdo da sintese
de DNA avaliado pela incorporacdo do BrDU (BrDU ipes) avaliados na linhagem tumoral de células
leucémicas HL-60 apos 24 horas de incubacdo. dentmgativo (C-) representa as células ndo tratadas
Doxorrubicina (Dox) utilizado como controle postlivOs dados correspondem a média +- E.P.M. de
experimentos independentes (N=2), comparado psie teyx’com nivel de significancia de 5% (*p< 0,005).
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4.4 3. Coloragao diferencial por BE/LA

A coloragdo por brometo de etideo (BE) e laranjaadedina (LA) permite
diferenciar os tipos de morte celular causado pelakculas, pois durante o processo de
morte celular as células apresentam alteracGesolagidas tipicas e mudancas nas suas
estruturas intracelular. O corante, laranja dedawié permedavel a todas as células, sendo as
células viaveis marcadas apenas por este corantéjdas que se encontram em processo de
apoptose a membrana celular permanece integrangargermite a entrada do brometo de
etideo a elas permitindo assim diferencia-la. Entjuaa necrose a caracteristica basica é a

perda da integridade da membrana plasmética diacélu

O alcaldide guanidinico PT nas concentracdes del3@& 20 uM foi capaz de
reduzir o numero de células viaveis em todas asertracoes testadas. De mesmo modo o
composto promoveu um aumento de células em apopiase todas as concentracdes
testadas, ndo havendo diferenca significativa exgreoncentracdes 15 e 20 uM e o controle
positivo. Nao ocorreu alteragcdo no numero de celalam caracteristicas de necrose em

nenhuma das amostras.
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Figura 16 - Avaliacdo da atividade do composto PT nas conogigsade 10, 15 e 20 uM, sobre o padréo de
morte celular em células leucémicas HL-60 e arddigzor brometo de etidio/laranja de acridina apbb&as

de incubacd@o. O controle negativo representa adaséhdo tratadas e a doxurrubicina foi utilizadenc
controle positivo. Os dados correspondem a médi&R-M. de experimentos independentes (N=3). 0,001
comparado ao controle por ANOVA seguido por Studseetvman-Keuls Test.



45

4.4.4. Analise de alteracbes morfoldgicas

A figura 13 mostra os efeitos causados as células6(H tratadas com
doxorrubicina, utilizada como controle positivocan alcaldide PT nas concentracdes 10, 15
e 20uM, onde se podem encontrar algumas alteragéesnorfologia celular quando
comparadas as células ndo tratadas representaldasopdrole negativo, que apresentam

morfologia normal.

Foi observado que as células tratadas com PT naemnwacbes de 10, 15 e
20uM apresentaram alteragées morfologicas e esdisitevidenciando a morte por apoptose
qguando visto a presenca de prolongamentos da meanpitasmatica (blebs), vacuolizacédo
citoplasmatica, picnose nuclear e fragmentacdo Né&,além de diminuicdo do volume

celular principalmente nas maiores concentrac@adas (figura 17).
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—> Presenca de blebs

==> DNA fragmentado
— Vacuolizacio citoplasmatica
-=-> Picnose

Figura 17 - Microfotografias das células HL-60 controle (A)tratadas com doxorrubicina (B) e com o
composto ptilocaulina nas concentracdes de 10uM &M (D) e 20 uM (E) por 24 horas de incubacéo.
Coloracao por May-Grunwald-Giemsa — setas cavadi@ejadas indicam fragmentacéo nuclear e condaosa
de cromatina, as cavadas cheias indicam desestaiditi da membrana plasmatica (presenca de blshzgtas
retas apontam as células com vacuolizacéo citoplésme diminuicdo do volume celular e as setaadas e

pontilhadas, as picnoéticas. Aumento 400X.
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4.4 5. Citometria de fluxo
4.45.1. Densidade celular

O composto PT diminuiu a concentragdo de céluladoslas as concentracdes
testadas ndo havendo diferencas significativag estrdiferentes concentracdes do alcaldide

guanidinico.
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Figura 18 - Efeito do alcal6ide guanidinico PT nas concaites de 10, 15 e 2(M sobre a densidade celular
de linhagem leucémica (HL-60), analisado por citomeale fluxo utilizando iodeto de propideo, apdshdras
de incubacdo. C: controle negativo; D: Doxorrukaci®,5uM) foi usada como controle positivo. Os dados
correspondem a média + E.P.M. de trés experimentiependentes. Cinco mil eventos foram contadosasta
experimento. *, p < 0,05 comparado com o contrelgativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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4.4.5.2. Integridade de membrana

O composto PT quando incubado por 24 horas emasétld linhagem leucémica
HL-60 nas concentracdes 10, 15 e 20uM mostrou umauwicdo significativa da integridade

da membrana plasmaética das células apenas naceoai@ntracao testada.

[EEN
a1
?

100A *

a1
T

Integridade de membrana (%)

MM

o
L

C- Dox 10 15 20
Ptilocaulina

Figura 19 - Efeito do composto PT nas concentracdes de 10, 2@ sobre a viabilidade (integridade de
membrana) de células leucémicas de HL-60, analipadeitometria de fluxo, apds 24 horas de incubaGa
controle negativo; D: Doxorubicina (0,55 pM) foiad®a como controle positivo. Os dados correspondem a
média + E.P.M. de trés experimentos independefiaso mil eventos foram contados em cada experimént

p < 0,05 comparado com o controle negativo por ARG¥guido pelo teste de Dunnett.
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4.4.5.3. Andlise de ciclo celular

O alcal6ide guanidinico PT alterou as fases dio @elular da linhagem HL-60
quando incubado por 24 horas. O composto nas coacées 15 e 20uM gerou um
significativo aumento do numero de células em f@sk; e nas mesmas concentracdes
causaram uma significativa diminuicdo da fase idm celular das células tratadas. No
entanto ndo foi observado alteracées na fag®l @o ciclo celular pelo composto em

nenhuma das concentracdes testadas.
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Figura 20 — Acdo do composto PT sobre as fases do cicldacedm células de linhagem leucémica (HL-60),
apos 24 horas de incubacao, analisadas por citandetfluxo. C: controle negativo; D: Doxorubicifg55uM)

foi usada como controle positivo. Os dados cornedpm a média + E.P.M. de trés experimentes indejtes.
Cinco mil eventos foram contados em cada experiméntsignificancia para G0/G1, a — significanpara S e

b — significancia para M/G2, p < 0,05 comparado aowoontrole negativo por ANOVA seguido pelo teste d

Dunnett.
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4.4.5.4. Andlise de fragmentacéo do DNA

O alcaléide guanidinico PT aumentou o percentual cdrilas com DNA
fragmentado nas concentragdes de 15 e 20 uM dafeemelhante.
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Figura 21 - Efeito do composto PT nas concentrac6es 102QAM, apds 24 horas de incubacédo, sobre a
fragmentacdo de DNA de células de linhagem leuc@t.-60), analisado por citometria de fluxo. Cntole
negativo; D: Doxorubicina (0,56M) foi usada como controle positivo. Os dados apomdem a média +
E.P.M. de trés experimentes independentes. Cintevantos foram contados em cada experimento<*0®5

comparado com o controle negativo por ANOVA seguidio teste de Dunnett.
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4.4.5.5. Avaliagédo do Potencial transmembréanico notondrial

A avaliacdo do potencial transmembranico mitocaidsela despolarizagcéo da
mitocondria nos permite determinar a participagdm @bmposto na via intrinseca
mitocondrial, visto que alteracbes no potencialedesinam a liberacdo de componentes
internos da organela responsaveis por uma cadeeagées que levam a célula & morte por

apoptose.

O alcaloide PT nas concentracdes de 15 e 20uM quandbado com células da

linhagem leucémica (HL-60) por 24 horas promoveespolarizacdo das mitocondrias.
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Figura 22 - Efeito do alcal6ide PT nas concentracBes del3® 20uM, apds 24 horas de incubacéo, sobre o
potencial transmembréanico mitocondrial de céluladithagem leucémica (HL-60), analisado por citoiaate
fluxo utilizando rodamina 123. C: controle negafiv®: Doxorubicina (0,5pM) foi usada como controle
positivo. Os dados correspondem a média + E.P.Mir&e experimentes independentes. Cinco mil eventos
foram contados em cada experimento. *, p < 0,05pematdo com o controle negativo por ANOVA seguidim pe

teste de Dunnett.
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5. DISCUSSAO

A prospeccdo de compostos bioativos com aplicagéapéutica no ambiente
marinho é uma area de pesquisa relativamente sgosmitudo ja tem mostrado resultados
bastante promissores. Os estudos com organismdshosrcoletados no litoral cearense
visando a prospeccdo de substancias bioativas isla acipientes, mas ja ressaltam o
potencial anticancer de esponjas, cnidarios e iascidlém de revelar o alto grau de
endemismo desses grupos de invertebrados da rehenoet al, 2004; Jimenezt al,
2008; Wilke, 2009; Costa-Lotufo et al., 2009)

Num cenario mais amplo, as esponjas ocupam lugaded¢aque entre 0s
invertebrados marinhos estudados como fonte desnondéculas com atividade bioldgica,

constituindo o grupo mais promissor juntamentebasimzoarios, moluscos e tunicados.

O primeiro registro de bioatividade em extratosesgponjas marinhas da costa do
Ceara foi um estudo realizado por Jimenez e cadalooes (2004) que avaliou o potencial
citotoxico, antimittico e antimicrobiano de extrathidro-metandlicos obtidos de 8 espécies
de esponja coletadas na zona intertidal da praiteedeiras, Ceara (Trairi), onde destacou
gue das 8 espécies estudadas 7 apresentavam apgumiet atividade bioldgica, sendo a
inibicdo do desenvolvimento embrionario de ovos aérico-do-mar e a atividade
antiproliferativa de células tumorais mais freqeemnte observadas. O extrato obtido da
esponjaAmphimedonsp. apresentou-se como o sendo mais ativo inibondwescimento
bacteriano com minima concentracao inibitéria (M) 0,15mg/mL, o desenvolvimento
embrionario de ovos de ourico-do-mar, e a proldaoade células tumorais coms@lariando
de 2,8 a 31,9 pug/mL (Jimenetal, 2004).

Num estudo posterior, Ferreira e colaboradores7Ré€nlizaram unscreening
dos extratos hidroalcoodlicos obtidos de 22 espomasnhas, coletadas no Parque Estadual
Marinho Pedra da Risca do Meio, na costa cearevadiando o potencial citotoxico em
células tumorais, hemolitico em eritrocitos de cadmngos e antimitético em ovos de
ourico-do-mar I(ytechinus variegat)s Os extratos obtidos de seis espécies mostragam-s
promissores quanto ao seu potencial citotoxicdndip a proliferacdo de quatro linhagens de
células tumorais testadas (HL-60, MDA-MB-435, HCTSH-295), onde se destacaram as
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esponjas Monanchora arbuscula Amphimedon compress& Geodia corticostylifera
apresentando potente capacidade inibitdria do ionest¢o celular tumoral com lvariando
entre 1,601 a 2,032ug/mL para a espétierbuscula 1,596 a 2,962 ug/mL para a esponja
Amphimedon compressa menor que 1,56 pg/mL para a espé&aendia corticostylifera.
Além disso, os extratos obtidos das espéagsas clathrodesAgelas sp.Dictyonella sp.e
Hyattella intestinalisapresentaram uma moderada atividade citotoxicéinfegens celulares
testadas. Dos extratos testados quanto a capaadackusar dano em membrana plasmatica
de eritrocitos murinos, destacaram-se as espétiearbusculae G. corticostyliferacom
concentracbes efetivas médias {JEle 37,54 pg/mL e 55,10 pg/mL respectivamente,
contudo estas concentracdes apresentam-se bastigetsor as encontradas para a atividade

citotoxica (Ferreirat. al, 2007).

A inibicdo do desenvolvimento embrionario em ovesodirico-do-mar foi mais
pronunciada para os extratos obtidos das espiciagbusculaA. compressaAgelas dispar
A. clathrodes Agelas sp. Aplysina sp. Aiolochroia crassa Ircinia strobilina e Hyattella
intestinalisapresentando maior efeito inibitorio da divisalulee na concentracdo de pg/mL.
Enquanto que os extratos das espébighates spPseudosuberites sp.e Dragmacidon
reticulatus apresentaram pouca ou nenhuma atividade quandaddes na mesma

concentracdo (Ferreiet al, 2007).

Tendo em vista o0s resultados promissores encosstrgo@ra o0 extrato
hidroalcodlico da espéci. arbusculacoletada no Parque Estadual Marinho Pedra da Risca
do Meio, Ceara, decidiu-se investigar a composigaomica dos compostos obtidos do
extrato em ensaios bioguiados para avaliacdo daadie citotoxica em quatro linhagens de

células tumorais.

Das fracdes oriundas da particdo do extrato braton solventes organicos, as
fracbes com polaridades intermediarias, dicloroneeta acetato de etila, se destacaram
quanto a capacidade de inibir o crescimento cektarlinhagens tumorais. Estas fracdes
guando comparadas por CCD, mostraram-se semelhguntegcamente. Vale destacar que,
estudos realizados por nosso grupo de pesquisantistrado que as fracdes de polaridade
intermediaria obtidos de extratos hidroalcodlicas idvertebrados marinhos guiados pela
atividade citotoxica sdo freqientemente as maimissoras (Wilke, 2009; Jimenez al,
2008).
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As esponjas merecem énfase por serem 0s prindigtémntores de compostos
nitrogenados quando comparados aos outros filosogupam o ambiente marinho. Esses
compostos séao oriundos do metabolismo secund&sté® associados a atividade bioldgica,
dentre elas merece destaque a atividade citotoXis. estudos de determinacdo de
citotoxicidadein vitro € uma eficiente ferramenta para a descoberta vismoléculas com
potencial antitumoral (Cragg & Newman, 2000; Urleaal, 2000).

Outros estudos ja foram realizados para obtencamipostos que apresentasse
algum tipo de atividade biolégica da espédiearbuscula,e comprovaram ser esta espécie
uma fonte em alcaldides guanidinicos biologicameatiteos. Pesquisas feitas por Muricy e
colaboradores (1993), avaliaram a atividade antobiana e antifingica do extrato
metanolico de 21 espécies de esponjas do sudaesatiidtico e observaram que o extrato da
espécieM. arbuscula coletada na costa do Rio de Janeiro, apreserdtente atividade
antibacteriana e antifingica, tendo sido este meiro relato de atividade antimicrobiana da

espécie.

Recentemente, Kossuga e colaboradores (2007),zaeah estudos de
investigacdo quimica e farmacologica, do extratdan@ico da esponjdMonanchoraaff.
arbuscula.A partir desse extrato foram realizados ensaigstighndo avaliar o potencial
citotoxico, antibacteriano e antimicobacterianodte este se mostrado potencialmente ativo
em todas as atividades investigadas. Posteriormengeupo de Kossuga (2007) conseguiu
isolar e caracterizar o alcaldide guanidinico idogaulina, a partir do extrato, onde a referida
substancia apresentou potente atividade antibastedam cepas resistentesSiaphylococcus

aureus,sendo este o primeiro relato de atividade antibacia deste composto.

Os alcaléides guanidinicos séo alcaldides que possem sua estrutura o
grupamento guanidina (NH2-NH-NH2), sendo os ald&sj por sua vez, caracterizados pela
presenca de pelo menos um atomo de nitrogénio g\jen anel heterociclico e derivados,
geralmente, a partir de aminoacidos. Assim, osl@ttes guanidinicos, por sua espantosa
diversidade estrutural, ndo individualizam, corammegnte, um grupo quimico particular. Isso
porque o grupamento guanidina pode ser incorparadm o grupo funcional principal de um

determinado alcaldide ou compondo uma moléculatiataralmente complexa.
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N&o obstante, o interesse pelos alcalbides quacndisegue crescente desde 0s anos
50 até a atualidade, assim ilustrado pela figuraaB8ixo, que apresenta o numero de

trabalhos de revisédo versado sob o tema “alcal@dasidinicos”.
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Figura 23 —NUmero de revisdes acerca de alcaldides guanidirde ocorréncia natural, sintese, biossintese,
atividade biol6gica, quimica (incluindosintese sewolvimento de grupos protetores) e sintese iéoale

guanidinas em quimica medicinal. Fonte: BerlinclstBloso e Kossuga, 2008.

Os estudos experimentais envolvendo o isolamentelueidacdo estrutural, a
determinacao da via biossintética e a sintesecd&®mles guanidinicos naturais possuem uma
dindmica bastante peculiar. Ao passo que o0s trabatelatando o isolamento desses
alcaldides aparece relativamente constante desdaX994, sendo que em numero muito
mais baixo, os estudos envolvendo biossintesetessimio composto natural mostram um
discreto, porém simbdlico, incremento ao longo doss (figura 24). Novas tecnologias e
ferramentas investigativas certamente respondenumpar parcela deste aumento, visto que
alguns alcalbéides guanidinicos possuem estrutuaiatamte complexas e de sintese dificil.
Mais além, técnicas de biologia molecular tem demlrme contribuicdo para acessar genes e

enzimas relevantes para a biossintese deste campost
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Figura 24 — Numero de alcaldides guanidinicos que: (a) foraolados; (b) tiveram sua via biossintética

investigada ou; (c) foram sintetizados. Fonte: iBekl, Burtoloso e Kossuga, 2008.

Os alcaloides guanidinicos de um modo geral, pgdah&terogeneidade estrutural,
possuem um largo espectro de atividade biologidatdRicidade, antimicrobiana, antiviral,
antifingico, antimalarico, antiprotozodricos, blegdor de canais de MK e C&" sdo
algumas das atividades bioldgicas ja registradea paléculas dessa classe (Maragelman,
McKee & McMahon, 2004). Em revisao recente elabarpdr Nakao & Fusetani (2007)
sobre inibidores enzimaticos obtidos de organism@sinhos, metabdlitos secundarios
guanidinicos foram efetivos contra diversos tiposzireaticos, a saber, geranil-
geraniltransferase tipo |, receptor epidermal derés de crescimento, checkpoint quinases,
quinases dependentes de ciclinas, fosfatases qastéll e 2A, fosfolipase A2,
fosfodiesterases, quitinases e serina e ciste@iagses.

Cilindrospermopsina é um alcaléide guanidinico i@iclproduzido por diversas
cianobactérias que habitam aguas doces ou saldadagjides tropicais e sub-tropicais. Esta
potente hepatotoxina age inibindo a sintese pegtéie modo a surtir efeito progressivo em
outros érgaos vitais, ndo so6 o figado (Ohtani.etl@B2). Carcasanamida e caracasandiamida
sao dois agentes hipotensores isolados do extjatsa das folhas déerbesina caracasana,
uma planta da familia Compositae. Quando carcasanidia foi administrada intravenoso em
ratos, foi observado um estimulo na respiracdojnotropismo cardiaco e na resisténcia

vascular periférica. Em doses maiores, essa suistdeprime o reflexo da respiracéo e
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promove hipotensédo arterial (Delle Monadateal, 1996). DePterogyne nitensuma arvore
da familia Fabaceae, foram isolados os alcalbidesidinicos nitensidinas D e E, além de
pteroginina, pteroginidina e galegina. A pterogiipor sua vez, ndo se mostrou citotoxica,
mas apresentou potencial antiangiogénico (Lopea.e®009). O composto nitensidina D
mostrou-se citotoxica contra células tumorais etltuai(Regasini et al., 2009). Argiotoxina,
um alcalbéide guanidinico de cadeia lateral longajdolado do veneno da aranAegiope
lobata Essa substancia foi utilizada como ferramenta paestudo dos canais voltagem-

dependente expressos nos oocitos de sapo (Raelitath1996).

Como visto, os alcaldides guanidinicos possuem ampla ocorréncia entre 0s
organismos, ja tendo sido isolados a partir deargemismos terrestres, marinhos ou de agua
doce, plantas, invertebrados terrestres e invedelsr marinhos, com especial destaque para

as esponjas marinhas.

A familia Crambeidae, a que pertencem as espéa@egs@onjas do género
Monanchora €& rica em alcaldides guanidinicos ciclicos, quéo sisolados,
predominantemente, de esponjas pertencentes assordecilosclerida e Axinellida. Estes
compostos sédo conhecidos por exibirem uma ampiedaate de atividades biolégicas, dentre
elas citotdxica, antiviral e antibacteriana, senleqientemente isolados do género
Monanchora Crambe Ptilocaulis e Batzella Van Soest e colaboradores (1996) preferem
reunir esses quatro géneros de esponjas, e maiscanfente os trés primeiros em um Unico
género (Crambe), por razdes de prioridade, peldasidade de caracteres morfolégicos e a
presenca de metabolitos secundarios idénticos. Mem® alguns autores acreditam que a
presenca de alcal6ides guanidinicos em espéciemdmicamente diferentes possa estar
relacionada com a presenca de microorganismos @nt@si comuns a estas espécies (Heys;
Moore; Murphy, 1999; Braekman et al., 206{ja et al, 2004; Hua et al., 2007). Inclusive,
foram isolados das estrelas do r@aterina heffernane Fromia moniliscoletadas na costa da
Nova Caledobnia, dois alcaléides guanidinicos idieatios como celeromycalina e
fromiamicalina, respectivamente. Além destes congsoSoram também encontrados
crambescidinas e ptilomicalina A, levando ao questiento se estes compostos estariam
relacionados a producdo por microorganismos askuxiau se eram oriundos da predacéo
das esponjas pelas estrelas do mar (Berlinck, Braele Daloze, 1993; Palagiagioal, 1995;
Chang, Whittaker e Bewley, 2003; Lazaed al, 2006; Huaet al, 2007). Mais além, a
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fromicalina foi posteriormente isolada de uma egpéeM. arbusculacoletada nos mares do
Caribe, juntamente a outras moléculas estruturdbmrefacionadas (Lavillet al, 2009).

A avaliacdo da citotoxicidade dos alcaldides isodada esponja marinhisl.
arbuscula aqui estudada foi realizada através do ensaio dd,Mm quatro linhagens
tumorais humanas: leucemia (HL-60), melanoma (MDB-#B5), carcinoima de coélon
(HCT-8) e glioblastoma. (SF-295). Vale salientae quensaio do MTT é uma ferramenta
muito importante no estudo de bioprospeccdo de ostop citotoxicos, a fim de revelar

compostos que tenham, em alguma instancia, efetiforaliferatico (Fornelliet al, 2004).

Dos alcaloides isolados e testados para bioatieidad compostos 8HPT e PT
mostraram-se citotoxicos as células tumorais cogg V@riando de 5,77 a 11,38, como
mostra a tabela 3. Em todas as linhagens, PT aypoesse ligeiramente mais ativa que 8HPT.
Estes compostos apresentam cadeia carboOnica lastamelhante. Os compostos ativos
apresentam insaturacéo entre os carbonos 8 er@adooo composto 8HPT diferencia-se de
PT por apresentar uma hidroxila no carbono 8b, reude menor atividade citotdxica ao
composto (figura 13). Os compostos mirabilina Ba enistura de epimeros composta por
1,8a,8b,3a-didehidrop8hidroxiptilocaulina e 1,8a,8b,3a-didehidra-Bidroxiptilocaulina
nao possuem a insaturacdo apresentada pelos cos\getRT e PT entre os carbonos 8 e 8a,
além disso, a presenca da dupla ligacdo entre rbeoruzs, 1 e 8a e 3a e 8b, pode estar

relacionada a auséncia de citotoxicidade dos comppsira as linhagens testadas.

As netaminas C e D séo alcal6ides guanidinicosdesl da esponjBiemna
laboutei e apresentam estruturas quimicas bastante senesh@rs compostos isolados da
esponjaM. arbusculaneste estudo, valendo ressaltar que as netamiad3 fossuem potente
atividade citotoxica contra linhagens de célulandrais variando entre 2,6 e 6,6uM, estes
valores quando comparados aos resultados encostia@ os alcaldides PT e 8HPT

mostram-se bastante semelhantes (Setrek, 2006).

A auséncia de atividade citotoxica do composto lilira B isolado neste
trabalho corrobora com os resultados encontrados uem estudo feito por Hua e
colaboradores em 2004, relatando que a moléculabitiva B isolada da espécid.
unguifera foi avaliada quanto a sua atividade citotoxicantieea 14 linhagens de células
tumorais, antimicrobiana, anti-HIV e antituberc@pscontudo exibiu potente atividade

antifingica contraCryptococcus neoformansom 1G, de 7,0ug/mL e uma pronunciada
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atividade antiprozoaria conttaishmania donovaréom IGgigual a 17,0ug/mL (Huaet al,
2004).

Neste mesmo estudo Hua e colaboradores (2004)pavalmistura de epimeros
composta por 1,8a,8b,3a-didehidfgHddroxiptilocaulina e o seu isdomero 1,8a,8b,3a-
didehidro-&-hidroxiptilocaulina, o qual apresentou atividadstca o protozoario causador
de maléaria,Plasmodium falciparumcom 1G, de 3,8ug/mL. Os resultados obtidos neste
estudo corroboram com aqueles encontrados no peesabalho, mostrando que esta mistura
de epimeros ndo apresenta atividade citotéxicaidmgdens celulares tumorais (Hetal,
2004).

Ruben e colaboradores (1989) realizaram um estada @valiar o potencial
citotéxico de uma ptilocaulina sintética racémiaa &4 linhagens de células tumorais
humanas e murinas, onde se observou maior atividdeoxica frente a linhagens
leucémicas e de melanoma, e efeito citotoxico menasunciado para células linféides e de
adenocarcinoma de colo humano na avaliacéo pelodm@&o MTT. No presente estudo, 0s
compostos 8HPT e PT mostraram-se também mais amdihagens de HL-60 (leucemia)
e MDA-MB-435 (melanoma) e menos pronunciada ndsajens de HCT-8 (carcinoma de

colon) e SF-295 (glioblastoma; tabela 3).

Vale ressaltar que estudos realizados pelos grdpaddarbour e colaboradores
(1981) e Rinehart e colaboradores (1981), demaastraque o alcalbide ptilocaulina de
origem natural apresentou em médiaol@e 0,39 e 0,17 pg/mL, respectivamente, para a
linhagem leucémica murina L1210. Para esta mesnteadem, Ruben e colaboradores
(1989), em estudo com uma ptilocaulina sintéticémaca obteve 1§ média de 0,13 pg/mL,
onde os dados obtidos sugerem que o composto mamboal quanto sintético apresentam
semelhanca quanto ao potencial citotoxico. Os datitdos no presente trabalho, apesar de
apresentar resultados de;d@l,1 pg/mL) superiores aos encontrados em pesgargariores,
entretanto nosso estudo mostrou o perfil de citoldxde da ptilocaulina natural em
linhagens de células humanas, enquanto estudasoaesedescreveram atividade do mesmo
composto em linhagem celular murina (Harbeual, 1981; Rineharet al, 1981; Ruberet
al., 1989).

A atividade antiproliferativa dos alcaloides 8HPPE em células mononucleadas

do sangue periférico (PBMC) também foi investigattaves do teste Alamar Blue apos 72h
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de incubacg&o. Neste ensaio, os compostos ndo aausaibicdo da proliferagcdo destas
células sugerindo, ou seletividade destas molé@dasélulas tumorais ou por células com

taxa de proliferacdo mais elevada (tabela 3).

Outro ensaio para avaliagao a atividade dos cormp@PT e PT foi o teste de
atividade hemolitica, para avaliar dano & membialaamatica de eritrécitos isolados de
comundongosMus musculus(Swiss), que segundo Costa-Lotuéd al. (2002) atribui a
capacidade das substancias em causar lesdes narananbasmatica da célula, seja pela
formagcao de poros ou pela ruptura total. Os comgoskibiram concentragfes efetivas
(CEs) de 577.9 e 35218, respectivamente. E importante ressaltar quieitoehemolitico

observado foi em concentracdes bastante supeésr@sterminadas pelo ensaio do MTT.

A avaliacdo dos possiveis mecanismos de acado dposten PT foi realizada
utilizando como modelo a linhagem leucémica proogidica humana (HL-60), que se

mostrou a mais sensivel aos efeitos antiproliferatdeste composto.

Para avaliar o efeito sobre a viabilidade celatpmposto PT, foi submetido ao
ensaio de excluséao pelo azul de Tripan. O compeshoziu significativamente o nimero de
células viaveis em todas as concentracdes testsglady observado aumento no nimero de
células ndo vidveis apenas na maior concentragéedee (20uM) (figura 14), indicando uma
reduzida incidéncia de morte celular por necrose m&nores concentracdes. De forma
semelhante, Ruben e colaboradores (1989) ressaltan@a diminuicdo da viabilidade das
células tumorais MCF-7 e B16F10, utilizando o mesmsaio, ap0s um periodo de 72 horas
de incubacéo com a ptilocaulina sintética racéneotretanto, os resultados encontrados em
nosso estudo com uma ptilocaulina natural obseseouma diminuigéo na linhagem tumoral

humana HL-60 ja com 24 horas de exposi¢cao ao campRsberet al, 1989 ).

Afim de se determinar 0 mecanismo envolvido naigdie antiproliferativa
observada no ensaio do MTT pelo alcalbide PT satglatas tumorais, foi realizado o ensaio
de inibicdo da sintese de DNA. A reducdo do nunde células HL-60 marcadas positivo
para BrDU foi significativa em todas as concentescdestadas de PT, sendo que a
incorporagcdo de BrDU no nucleo das células estacimlada a sintese de DNA e,
consequentemente, a proliferacdo celular. A reddgéproliferagéo celular induzida por PT

foi de maneira concentracdo dependente, e, aanieata com 2QuM, a incorporacdo de
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BrDU foi reduzida a aproximadamente 1/3 daquelacéadas ndo tratadas, semelhantemente
ao efeito observado para o controle positivo, dasncina (0,55uM).

Variolina B, um alcaléide guanidinico obtido da @sjp marinhaKirkpatricia
variolosg coletada na Antartica, causou diminui¢do na far@¢éo celular de células K562 e,
mais evidentemente, em Jurkat, duas células dagerh leucémica. As concentragdes de 0,1,
0,25 e 0,5uM foram efetivas para Jurkat, ao passo que K562s@misivel apenas a
concentracdo mais alta. Para Jurkat, a concentaeg@6UM reduziu a proliferacao celular
para 40% daquela do controle (Simenal, 2005).

A variolina B foi testada quanto ao seu efeito naséo celular de células LoVo.

Para as células na fase G1, o tratamento com wariBlpreveniu a entrada na fase S, quando
é realizada a sintese de DNA, de modo que, apae8matamento com 049, 79% das
células ainda encontravam-se em G1. Contudo, 166 @pnicio do tratamento, 70% destas
células ja estavam na fase S. As células que smacam na fase S no inicio do tratamento
com variolina B apresentaram um atraso na progrgssa a fase seguinte, efeito este que ja
se fazia evidente com 4h de exposicdo apW®do composto. Entretanto, apds 15h de
tratamento, poucas células ainda estavam na féEe28 ou G2/M (18%), e a grande maioria

delas (0os 72% restantes) encontrava-se na fas8i@brieet al, 2005).

No presente estudo, o tratamento de células HLeG® I5 ou 2QuM de PT induziu
um ligeiro, mas significativo aumento do numero @dulas na fase G1 apls 24h de
exposicao, e um decréscimo das células em S, qode ser relacionado com o retardo
dessas células para entrar na fase S devido aadiogle uma enzima relevante, ao
desequilibrio bioquimico intercelular ou ao proceds morte celular ja iniciado a esta altura
do tratamento. A reducdo das células na fase dessinde DNA também foi observado pelo
ensaio do BrDU, onde foi, igualmente observado wlingéo das células que incorporaram o

marcador.

Alteracdes morfologicas celulares avaliadas pelaragdo em May-Grunwald-
Giemsa e BE/LA foram investigadas com o intuitodé¢éerminar qual mecanismo de morte
celular envolvido com o potencial citotoxico ddgataulina. A analise morfoldgica utilizando
a coloragdo May-Grunwald-Giemsa (figura IMpstrou que as ceélulas tratadas com o
alcaldide nas concentracdes de 10, 15 e 20uM apeeam alteracdes morfolégicas nas

células incluindo a presenca de prolongamentos danbrana plasmatica (blebs),
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vacuolizacédo citoplasmética, picnose nuclear erilagacdo de DNA, além de diminuicdo do
volume celular principalmente nas maiores conceg@s testadas (15 e 20 pM). Tais eventos
sao caracteristicas estruturais relacionados aenvcettlar por apoptose. A avaliagcado pelo
ensaio de Brometo de etidio/ Laranja de acridin&/I(B) (figura 16) mostrou que a
ptilocaulina induziu 0 aumento do niumero de célalasapoptose seguido de uma diminuigdo
das células viaveis para todas as concentracdesiasse de modo concentracdo dependente,
sem promover 0 aumento no numero de células enosecreforcando as observacdes

anteriores.

Nesse contexto, mudancas morfoldégicas nas céle@®o a condensacdo e
fragmentacdo nucleares, consequentemente, do @rdp¥A, sugerem mecanismos de
inducdo de morte por apoptose. Com a finalidadeedécar o potencial do alcaldide PT em
causar morte por apoptose nas células tumoraisnfotdizadas técnicas de citometria de

fluxo.

O alcaldide ptilocaulina induziu a perda da intégde de membrana celular
apenas na concentracdo de 20 pM (figura 18), alésp,devidenciou-se diminuicdo no
namero de células em todas as concentracfes testsias resultados ressaltam o que foi
observado nos ensaios de exclusdo de tripan e BEILAumento de células ndo viaveis
observados pelo ensaio de exclusdo do azul dentgpguido da perda da integridade de
membrana para 0 composto na maior concentracdadseseforca a idéia de morte por
apoptose, um processo que provavelmente é acelguaahmlo se aumenta a concentracdo de
PT no meio, indicando um ponto onde o process@dptase € visto num ponto mais tardio

do seu desenvolvimento, evidenciado pela perdatdgridade de membrana.

Além disso, nas mesmas concentracdes, pdde-sécaerd despolarizacdo da
mitocondria (figura 22). Os eventos observadosgetsaios em citometria de fluxo como a
fragmentacdo do DNA e despolarizacdo mitocondrs&m causar dano a membrana

plasmatica sdo caracteristicos de morte celulaapoptose.

O alcaldide guanidinico pteroginidina isolado dalkds deAlchornea glandulosa
guando incubado por 24 horas com células da limhag&VEC (células endoteliais de
corddo umbilical humano) promoveu uma reducdo dé @3 viabilidade celular observado
pelo ensaio do MTT para concentragdo de 8 UM, nassma concentracdo 0 composto

quando avaliado através do método do BrDU quantcseao potencial antiproliferativo
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apresentou uma significativa diminuicado da pradiééo celular, seguido por um acréscimo do
percentual de células em apoptose visto pelo edsdionel (Lopegt al, 2009).

A variolina B também foi capaz de induzir apopt@se células leucémicas das
linhagens Jurkat e K526, sendo que esta ultimee@iiéntemente, resistente a apoptose. Nas
células Jurkat tratadas com 0,1 a |0\, sinais de apoptose ja apareciam logo nas praseir
horas de tratamento. Células apoptéticas surgifads d4h de tratamento e aumentaram em
namero com o tempo de exposicao, avaliadas em eitérde fluxo pelo método de Anexina-
V. (Em tempo, a anexina-V é uma sonda fluorescent se liga a fosfatidilserina, um
fosfolipideo de membrana que, a entrada da cémlapoptose, é externalizada). Mais além,
alteracdes morfologicas relacionadas a apoptose, qize condensagdo da cromatina e
surgimento de corpos apoptoticos foram observades qeluas Jurkat tratada com variolina
B (Simoneet al, 2005).

O presente trabalho mostra que a espdmjaarbusculacoletada na costa do
Ceard, € uma rica fonte de alcaldides guanidirgoos atividade bioldgica. Alem disso, esta
demonstrado a atividade citotoxica dos compostehid@oxiptilocaulina e ptilocaulina e
reforca a seletividade dessa substancia para sélukaorais, ao passo que esclarece um
pouco do mecanismo de acéo, tendo como fundamentg&vidéncias de inducédo de

apoptose em células HL-60 tratadas com PT.
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6. CONCLUSAO

O litoral cearense, em especial o Parque Estadaehhb Pedra da Risca do Meio, é
um relevante reservatorio de compostos bioativosre®ente estudo isolou, identificou e caracterizou
por seu potencial citotoxico 5 alcaldides guanaisia partir do extrato alcodlico da esponja marinh
Monanchora arbuscularevelando o composto ptilocaulina com signifieanttotéxicidade contra

células tumorais em cultura, atuando como induécagbptose celular.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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