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RESUMO
POLICETIDEOS CITOTOXICOS DA ESPONJA MARINHA Plakortis
angulospiculatus

Como parte do estudo de bioprospecgédo para a identificagdo de compostos com
potencial anticancer de organismos da costa brasileira, investigamos a citotoxicidade
do extrato etandlico da esponja marinha Plakortis angulospiculatus, reconhecida
como fonte de endoperdxidos ciclicos com varias atividades farmacologicas,
inclusive citotéxica. O fracionamento bioguiado do extrato levou ao isolamento de 4
policetideos com anel dihidrofurano (3, 4, 5, 6), endoperoxidos ciclicos de 5 (1) e 6
membros (2, 7, 9, 10), incluindo 3 plakortideos inéditos, 7,8-dihidroplakortideo E (1),
2 e 10, além dos conhecidos, espongosoritina A (5), plakortideo P (9) e derivados.
Ao compararmos a citotoxicidade dos dois grupos de compostos em células
tumorais humanas de célon (HCT-116) e préstata (PC-3M), e nao tumoral (MRC-5)
pelo ensaio do MTT, observamos perfis diferentes de atividade, onde compostos
com anel dihidrofurano foram, em geral, menos ativos, e exibiram citotoxicidade
tempo-dependente, enquanto os plakortideos com anéis de 6 membros exibiram
maior citotoxicidade e efeito independente do tempo de incubacao. Os mecanismos
de acao citotoxicas dos compostos 2, 3, 5, 7 e 9 foram investigados usando células
HCT-116. Estudos com citometria de fluxo indicaram reducdo da densidade celular
acompanhado de redugdo de células com membrana integra nas maiores
concentragdes testadas, com excecdo do composto 2. Anadlises do ciclo celular
indicaram que 3 e 5 induziram bloqueio de Gy/Gy, enquanto 2, 7 e 9 causaram
bloqueio na fase G./M, com presenca de figuras mitéticas e efeito independente da
polimerizacao de microtubulos, demonstrada por microscopia confocal. A avaliagao
de 2 e 9 em linhagem tumoral de mama (MCF-7) ndo revelou mudangas no ciclo
celular, porém, aumentou a fragmentacdo de DNA, um indicativo de morte celular
por apoptose. Através do teste de azul de tripan, verificamos um sinergismo entre
plakortideo P (9) e ciclosporina A, um inibidor da enzima calcineurina, demonstrado
pela diminuicdo de mais de 80% da viabilidade das células HCT-116, quando
comparado as células tratadas somente com plakortideo P (9) ou com ciclosporina
A, indicando um possivel envolvimento de vias de sinalizacdo dependentes de calcio
no efeito exercido pelo plakortideo P. Palavras-chave: esponja, policetideos,
citotoxicidade



ABSTRACT

CITOTOXIC POLIKETIDES FROM MARINE SPONGE Plakortis angulospiculatus

As part of a bioprospecting study to identify compounds from marine organisms with
anticancer potencial compounds from the brazilian coast, we investigated the
cytotoxicity of an ethanolic extract derived from the marine sponge Plakortis
angulospiculatus, widely known as a source of cyclic endoperoxides with various
pharmacological activities, including cytotoxic. The bioguided fractionation of the
extract led to the isolation of 4 polyketides with a dihydrofuran ring (3, 4, 5, 6), 5- (1)
and 6- membered cyclic endoperoxides (2, 7-10), including three new plakortides,
7,8-dihydroplakortide E (1), 2 and 10, and known compounds such as spongosoritin
A (5), plakortide P (9). To compare the cytotoxicity of both groups in human tumor
cells of colon (HCT-116), prostate (PC-3M) and non-tumor (MRC-5) by the MTT
assay, we observed different activity profiles, as compounds that contained a
dihydrofuran ring were generally less activeand displayed a time-dependent activity.
Six membered cyclic plakortides, on the other hand, exhibited greater cytotoxicity
and time-independent effect. The modes underlying the cytotoxic actions of 2, 3, 5, 7,
and 9 were further investigated using HCT-116 cells. Flow cytometry studies
demonstrated cell density reduction accompanied by a reduction in membrane
integrity at higher concentrations, with the exception of 2. Further inspection through
cell cycle analyses indicated that 3 and 5 induced blockage at Go/G1. To the contrary,
2,7 and 9 delivered a G./M arrest and presence of mitotic figures, however this effect
was independent of microtubule polymerization, as demonstrated by confocal
microscopy. The evaluation of plakortides 2 and 9 on breast cancer cell line (MCF-7)
revealed no changes on cell cycle, but increased DNA fragmentation, indicating cell
death by apoptosis. Using the trypan blue assay, we verified a synergistic effect
between plakortide P (9) and cyclosporin A, a calcineurin inhibitor, which induced a
decrease of over 80% in viability of HCT-116 cells when compared to cells treated
only with plakortide P (9) or cyclosporin A, which suggests the involvement of
calcium-dependent pathways in the effect presented by plakortide P.

Key words: sponge, poliketides, cytotoxicity
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1. INTRODUCAO

1.1. Produtos Naturais Marinhos

A natureza tem sido utilizada, historicamente, como fonte de substéancias
para o tratamento de diversas doencas, com diversos relatos da sua utilizagao
terapéutica por civilizacbes antigas como mesopotamicos e egipcios ha mais de
2000 anos a.C. (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Desde as primeiras substancias naturais isoladas com finalidade
terapéutica, como a morfina da papoula Papaver somniferum em 1803 e a penicilina
do fungo Penicillium notatum em 1929, mais de 1 milhdo de entidades quimicas de
origem natural foram descobertas e diversas incorporadas aos medicamentos,
contribuindo com cerca de 60% dos farmacos utilizados atualmente na clinica
terapéutica. Estas moléculas naturais possuem diversas atividades farmacoldgicas,
como anticancer, antimicrobiano, antiviral, anti-inflamatério, antifungico, antimalarico,
antituberculose, dentre outras. (CARTER, 2011; DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012;
HARVEY, 2008; NEWMAN; CRAGG, 2012).

Os organismos marinhos, por sua vez, ainda ndo representam uma
parcela significante na terapia alopatica, formada particularmente por substancias de
organismos terrestres, sobretudo, plantas e microorganismos. Contudo, sao
reconhecidos como proficua fonte de metabdlitos com potencial biomédico,
principalmente em virtude das condi¢gbes singulares do ambiente marinho e da
grande biodiversidade presente neste ecossistema.

O ecossistema marinho representa o maior bioma da Terra, com oceanos
cobrindo aproximadamente 70% da superficie terrestre e abrigando parte
consideravel dos grupos de organismos. Dos 36 filos existentes, 34 sao encontrados
em ambiente marinho e aproximadamente metade destes, sdo considerados
estritamente marinhos (ARRIETA; ARNAUD-HAOND; DUARTE, 2010). Porém,
apesar desta enorme extensdo, € o ambiente menos explorado e entendido, em
grande parte devido as dificuldades tecnolégicas em explora-lo e mimetiza-lo em
laboratério. Estima-se que menos de 5% deste ecossistema e menos de 0,01% do
sedimento de grandes profundidades tenham sido estudados detalhadamente
(RAMIREZ-LLODRA et al., 2010).



13

A utilizacao terapéutica de organismos marinhos data desde antiguidade,
onde relatos esporadicos mostram seu uso como parte da medicina tradicional de
povos chineses e japoneses para tratamento de diversas doengas como bdcio,
problemas menstruais, infecgdes e até cancer (NEWMAN; CRAGG, 2016). No inicio
do século 20, reportaram o isolamento de alguns metabdlitos como esterdides,
presentes em diversos animais marinhos além de estudos farmacolégicos com
tetrodotoxina isolada de peixes tetraodontiformes (DOREE, 1909; HENZE, 1909;
TAHARA, 1910). Entretanto, a pesquisa de produtos naturais marinhos com fins
biotecnol6gicos somente recebeu destaque na metade do século 20, principalmente
devido a escassa tecnologia para acessar suas grandes profundidades (COLWELL,
2002; DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012; NEWMAN; CRAGG, 2016; THAKUR;
THAKUR; MULLER, 2005).

Assim, devido ao conhecimento limitado associado ao ambiente e
organismos marinhos, a pesquisa de compostos bioativos incidiu inicialmente
naqueles mais visiveis e de facil coleta, conduzidos randomicamente em aguas
costeiras (MONTASER; LUESCH, 2011). Porém, avangos na tecnologia de
equipamentos de mergulho e coleta em grandes profundidades, incluindo o
desenvolvimento de veiculos operados remotamente (VORs), permitiu prospectar
areas antes inacessiveis. Juntamente, com a evolucao de técnicas de isolamento e
sintese quimica, um numero expressivo de compostos vem sendo reportado nos
ultimos anos, ultrapassando os 20 mil produtos naturais marinhos descritos desde os
estudos iniciais desenvolvidos nos anos 50 por Bergman e Feeney (BERGMANN;
FEENEY, 1951; GERWICK; MOORE, 2012; MAYER et al., 2013)

Diante da peculiaridade do ambiente marinho, processos evolutivos
selecionaram aqueles organismos com capacidade de se adaptar e sobreviver nas
condigdes, por vezes hostis, como mudangas de pressao, temperatura e salinidade.
Um ambiente com intensa predacao, competicdo por espaco e comida, assim como
comunicagcdo inter e intraespécies, favoreceu a producdo de metabdlitos
secundarios com as mais variadas funcbes bioldégicas (JIMENO et al, 2004;
MARTINS et al., 2014).

Esses metabdlitos chamaram a atencdo de pesquisadores dado a suas

estruturas singulares, parte destas, nunca antes reportadas para organismos
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terrestres, indicando, portanto, uma fonte de novos compostos bioativos com grande
potencial biotecnolégico (REEN et al., 2015).

O sucesso dos produtos marinhos pode ser exemplificado por diversas
aplicac6es biotecnoldgicas, tanto no campo da pesquisa quanto na industria, como a
descoberta e desenvolvimento de proteinas fluorescentes (GFPs), originalmente
descritos da agua-viva Aequorea victoria, com aplica¢gdes na pesquisa biomédica,
biologia celular e molecular (MOCS, 2007). Adicionalmente, organismos marinhos
extreméfilos fornecem enzimas utilizadas na industria alimenticia, ao participar da
producéo de caviar e como fonte de B-galactosidases para eliminacao da lactose no
leite (CAVICCHIOLI et al., 2002).

Na pesquisa cientifica, os produtos de extremdéfilos também encontram
uso, como enzimas altamente termoestaveis aplicadas na técnica de reacdo em
cadeia de polimerase empregada em biologia molecular. As microalgas, por sua vez,
sao utilizadas na producéo de biopolimeros utilizados nas industrias de alimentos,
cosméticos e salide humana e até no desenvolvimento de biocombustiveis. Acidos
graxos insaturados, minerais e vitaminas de origem marinha também séao utilizados
como cosmecéuticos (KIM, VENKATESAN; MARTINS et al., 2014).

A despeito da diversidade das aplicagdes biotecnoldgicas dos produtos
marinhos, o maior destaque vai para farmacologia e saude humana. Investigacbes
sistematicas de ambientes marinhos como fontes de compostos bioativos com
finalidade terapéutica somente ocorreu de forma mais intensa nos anos 70, em
virtude de programas de screening de produtos naturais desenvolvidos por grandes
centros, a exemplo do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI-USA).

Inicialmente as pesquisas com produtos naturais marinhos foram
concentradas em invertebrados, tais como esponjas, ascidias, corais, moluscos e
briozoarios, em parte, devido a abundéancia das espécies e facilidade da coleta,
compreendendo aproxidadamente 60% de todos os animais descritos como fonte de
produtos marinhos desde 1990 (FENICAL; JENSEN, 2006; HUNT; VINCENT, 2006).
Esta primeira década teve o registro de 2.500 compostos isolados, chegando a mais
de 8.000 na ultima década (Figura 1) (BLUNT et al., 2015, 2016; DIAS; URBAN;
ROESSNER, 2012; FAULKNER, 2000).
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Figura 1. NUumero de novos compostos isolados a partir de organismos marinhos de 2001 a 2013.
Fonte: (ROMANO et al., 2016).

As atividades biol6gicas descritas para produtos naturais marinhos sao as
mais diversas, podendo-se citar: antiviral, antimicrobiano, antidepressivo,
antifangico, antimalarico, ansiolitico e, particularmente, citotoxico e antiticancer.
(BLUNT et al, 2012, 2015, 2016; CRAGG; NEWMAN, 2006; FAULKNER, 2000,
2002; MAYER et al., 2013; MONTASER; LUESCH, 2011; NEWMAN; CRAGG, 2004,
2007).

As estruturas quimicas diferenciadas e mecanismos de ag&o incomuns
relacionadas aos produtos naturais marinhos levaram a um expressivo numero de
compostos adentrarem ensaios clinicos, onde até o momento, 8 farmacos foram
aprovados, sendo, em sua maioria, antineoplasicos (figura 3). J& em fases de testes
clinicos somam-se 18 compostos e, em fase pré-clinica ha um nimero ainda maior
(GERWICK; MOORE, 2012; MAYER et al., 2010; NEWMAN; CRAGG, 2004).

Os primeiros farmacos de origem marinha a serem utilizados na clinica
foram inspirados nos nucleosideos espongouridina e espongotimidina, isolados da
esponja caribenha Cryptotheca crypta por Bergmann e Feeney em 1951, que
posteriormente levaram ao desenvolvimento dos farmacos ARA-A (vidarabina) e
ARA-C (citarabina) (figura 2), aprovadas para o tratamento de herpes e cancer,
respectivamente. A citarabina, por sua vez, ainda € o medicamento de escolha para

tratamento de leucemia mieldide, meningeal e linfoma nao-Hodking e continua em



16

ensaios clinicos para o tratamento de outros tipos de cancer em combinacdo com

outros antitumorais (clinicaltrails.gov.br).
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Figura 2. Estruturas quimicas dos nucleosideos da esponja Cryptotheca crypta, espongotimidina e

espongouridina e e derivados, vidarabina e citarabina. Fonte: www.lookfordiagnosis.com.

Mais de 20 anos apds a entrada da citarabina no mercado, o analgésico
ziconotida (Prialt®), derivado da w-conotoxina isolada do molusco Conus magnus
recebeu aprovacao do FDA (do inglés, USFood and Drug administration) e EMEA
(European Medicines Agency) em 2004 e 2005 respectivamente, para o tratamento
de dor cronica severa associada ao cancer, AIDS e neuropatias. (GERWICK;
MOORE, 2012; NEWMAN; CRAGG, 2004; WALLACE, 2006). Também, em 2004, o
medicamento com acao antitrigliceridemia Lovaza® foi aprovado para uso clinico,
cuja composicao possui ésteres etilicos de acido graxo proveniente de Oleos de
peixe, efeito ja conhedico por diminuir as taxas de triglicerideos ap6s ingestao
(GLUECK et al., 2012).

Como mencionado anteriormente, a maior parte dos compostos em testes
clinicos sado antineoplasicos e a tendéncia se confirma quando, entre os
medicamentos aprovados, tem-se metade destes para tratamento de tumores. O
alcaléide trabectedina (ET-743, Yondelis®), originalmente isolado da ascidia
caribenha Ecteinascidia turbinata, com citotoxicidade reportada em 1970 por Sigel e
colaboradores. A trabectedina € um agente alquilante de DNA e interage com
proteinas envolvidas no sistema de reparo de DNA. Este farmaco foi aprovado para
uso clinico em 2007 para o tratamento de sarcomas de tecidos moles, tumores de
mama, prostata e sarcoma pediatrico, e também continua em testes clinicos para o
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tratamento de outros tipos de tumores (D’'INCALCI; GALMARINI, 2010; MONK et al.,
2012).
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Figura 3. Estruturas quimicas e fontes dos farmacos derivados de produtos marinhos no mercado
farmacéutico. Fonte: Modificado de MARTINS et al., 2014.

O antineoplasico mesilato de eribulina (Halaven®) consiste em um
analogo do poliéter macrocilico halicondrina B, originalmente isolado da esponja
Halichondria okadai por Hirata e Uemura em 1986 e ganhou aprovagéo para entrar
no mercado farmacéutico em 2010 para o tratamento de céncer de mama
metastatico. Como mecanismo de acéao, a eribulina interfere com a dinamica da
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tubulina diferentemente de outros compostos, como os taxéis (JORDAN et al., 2005;
OKOUNEVA et al., 2008).

O desenvolvimento do farmaco brentuximab vedotin (Adcetris®), aprovado
em 2011 pelo FDA estd relacionado com conjugados droga-anticorpo, onde
farmacos antitumorais sao entregues a célula tumoral pela ligacdo do anticorpo.
Nesse caso, o principio ativo monometilauristatina E € ligada ao anticorpo anti-
CD30, uma proteina presente na membrana de células de linfoma de Hodgkin A. O
farmaco foi baseado na estrutura da dolastina 10, originalmente isolada do
nudibranquio Dolabella auricularia em 1972, que chegou aos testes clinicos, porém
foi descontinuada por toxicidade e falta de eficacia (BAUER; BRONSTRUP, 2014;
HOFFMAN; BLESSING; LENTZ, 2003; PETTIT et al., 1987; VAISHAMPAYAN et al.,
2000).

O medicamento oral Panobinostat (Farydak®), foi o ultimo farmaco de
origem marinha a ser aprovado para uso clinico, em 2015. Analogo sintético da
psammaplina A, originalmente isolada da esponja marinha do género
Psammaplysina, € indicado a portadores de mieloma mdutiplo que fizeram uso de
terapias padrao com bortezomibe e agentes imunomoduladores e continua em
ensaios clinicos para o tratamento de linfoma, como demonstrado na tabela 1.

Por fim, as carrageninas pertencentes a familia de polissacarideos
sulfatados extraidos de macroalgas vermelhas, conhecidas pelas suas propriedades
gelificante e estabilizadora na industria de alimentos, foi aprovada em 2008 para
utilizacao clinica como agente antigripal em apresentagao inovadora contendo lota-
carragenina (Carragelose®), a fim de diminuir os sintomas do resfriado, sendo
vendido como farmaco isento de prescricao (ECCLES et al., 2010).

Os compostos de origem marinha em fase clinica s&o, na sua maioria,
antitumorais, sendo que muitas dessas moléculas sdao modificacdes estruturais de
compostos ja aprovados como trabectedina (Lurbinectina e Jorumicina) ou
imunoconjugagéo de produtos naturais, similares ao Brentuximab vedotin. Além
desses, os diversos compostos de outras fontes marinhas, estdo descritos na tabela
1.
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Tabela 1. Farmacos anti-cancer de origem marinha em ensaios clinicos. Fonte: Food and drug
administration (FDA).

: CLASSE ORGANISMO FASE
FARMACO QUIMICA MARINHO LEDIPE CLINICA
Glembatun]u*mabe peptideo Moluscobactéria Melanor~na avancado, mama, Fase Il
vedotin pulm&o, osteossarcoma
Plnatuzu.m?be peptideo Moluscobactéria Linfoma nao Hodgkin Fase Il
vedotin
Polatuzu_mflbe peptideo Moluscobactéria Linfoma nao Hodgkin Fase Il
vedotin
Lif i . ~
! astuzu_m*abe peptideo Moluscobactéria Ovario, pulmao Fase I,1I
vedotin
DSTP-3086S* peptideo Moluscobactéria Cancc?r.de prqstata Fase |
metastatico resistente
HuMab-TF-011- peptideo N rc,ert\n;:al,rerr:dlomeAt?al, - |
veMMAE* oluscobactéria prostata, re a~, esobfago, ase
pulmao
GSK2857916* peptideo Moluscobactéria  Mieloma mdltiplo refratério Fase |
ASG-5Me* peptideo Moluscobactéria  Prostata, gastrico, pancreas Fase |
SGN-75* peptideo Moluscobactéria  Linfoma ndo-Hodgkin, renal Fase |
Plitidepsina Ascidiabactéria
. p ® peptideo Aplidium Mieloma multiplo refratario Fase I, IlI
Aplidina .
albicans
. . . . . Fungo ~
Plinabulina dicetopiperazina . Pulméao avancado Fase lll
Asperygillus ustus
Jorumlgl%a alcaléide Moluscobactéria Sarcoma de Ewing Fase Il
Zalypsis
. . . . Tumores resistentes a Fases I, Il
Lurbinectina alcaléide ascicia .
compostos de platina [l
Salinosporamida A Ba'lcf[ena Glioma estagio 1V, Mieloma
A B-lactdmico Salinispora L Fase |, Il
. o ® , refratario
Marizomib tropica
Melanoma metastatico,
Esponja Leucemia mieldide aguda,
PMO060184 policetideo Liphoplocama Linfoma de Hodgkin, Tumores  Fase |, Il
lithis sélidos, pulmao, glioma
recorrente
. Esponja
Panoblno§®tat alcaléide Psammaplysina Linfoma Fase Il, llI
Farydak
sp.
Elidepsina , - .
Irvalec® peptideo Moluscobactéria  Tumores sélidos avancados Fase Il
Estaurosporina alcaléide Bactéria Leucemia mielbide aguda Fase |, Il
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* Farmacos ligados a anticorpo

A contribuicao dos produtos naturais marinhos na terapia anticancer é
bastante evidente, tendo em vista a quantidade expressiva de farmacos antitumorais
que adentraram nos testes clinicos, reforcando o potencial dos organismos marinhos
como fonte de novos compostos, além de propiciarem a descoberta de novos alvos
terapéuticos (COSTA-LOTUFO et al., 2009; NEWMAN; CRAGG; BRANCH, 2015).

1.2. Esponjas como fonte de produtos naturais

Esponjas marinhas representam o0s organismos multicelulares mais
primitivos do grupo Metazoa, com aproximadamente 8.730 espécies descritas
(BELARBI et al., 2003; world porifera database). Sdo animais pertencentes ao filo
Porifera, predominantemente aquaticos, e geralmente s&o filiradores e sésseis
(VACELET; DUPORT, 2004). As esponjas habitam mdultiplos ambientes, de rios a
oceanos, de regides tropicais a polares, aguas costeiras a altas profundidades. Essa
habilidade para sobreviver em diversas condi¢cbes, envolveu a selecdo de um
aparato bioquimico eficiente e responséavel pela producdo de uma diversidade de
metabdlitos que atuam como defesa quimica contra fatores de estresse como
predagdo, competicdo por espago, crescimento de organismos incrustantes e
infeccdo microbiana, essenciais para adaptacdo e sobrevivéncia nestes diferentes
ambientes (HOOPER, VAN SOEST, 2002). Varios destes compostos sao citotdxicos,
e sao liberados através do muco a fim de criar uma zona em volta da esponja que
impede o crescimento de outros seres incrustantes (PERDICARIS; VLACHOGIANNI;
VALAVANIDIS, 2013).

A alta diversidade estrutural relacionadas a estes metabdlitos, além do
papel ecolégico desempenhado pelos mesmos, despertou o interesse de quimicos
de produtos naturais em avaliar o potencial biotecnolégico destas substancias,
principalmente como agentes anticancer e antimicrobiano (BLUNT et al., 2011;
CHAVES-FONNEGRA et al., 2008; JOSEPH; SUJATHA, 2010; PETERS et al.,
2010; SOKOLOVER,; ILAN, 2007).
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A importancia médica de compostos bioativos oriundos de esponjas ja é
conhecida ha bastante tempo. Arndt (1928) relatou que esponjas eram animais
criptotoxicos e utilizavam seus metabdlitos para protecao contra invasores. Também
mencionou o agente irritante oriundo das esponjas S. domuncula e Geodia ajdonium
nos séculos 19 e 20 (WEINER; MULLER, 2003).

Desde os primeiros trabalhos de Bergmann e Feeney, em 1951, as
esponjas sao o filo dominante na descoberta de metabdlitos secundarios com
potencial farmacolégico e conta até o momento, com mais de 5300 substancias
bioativas obtidas de esponjas e microorganismos associados, correspondendo a
38% de todos os produtos marinhos reportados, seguidos de cnidarios (20%),
tunicados (20%) e algas vermelhas (9%) (MEHBUB et al., 2014).

Diversas classes quimicas foram reportadas para os metabdlitos
derivados de esponjas (figura 4), incluindo alcalbides, ésteres, acidos graxos,
glicosideos, cetonas, lipidios, macrolideos, alcoois, peptideos, policetideos,
quinonas, esterdides, esterdis eterpenos exibindo atividades antiprotozoaria, anti-
inflamatoria, antidiabética, anti-HIV, antibacteriana e particularmente antitumoral
(BLUNT et al., 2012, 2013, 2014, 2015; CUTIGNANO et al., 2013; FAROKHI et al.,
2013; JEON et al., 2013; KATAVIC et al., 2013; KIM et al., 2013; MOMOSE et al.,
2013).
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Figura 4 - Niumero de compostos isolados de esponjas marinhas e suas bioatividades no periodo de
2001-2010. Fonte: (Mehbub et al., 2014).
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Concentrando-se nos farmacos em uso clinico derivados de esponjas
marinhas, a halicondrina B (figura 5) foi um dos primeiros compostos testados no
programa de screening do NCI (EUA) no seu painel de 60 células tumorais, porém,
apesar da confirmacao da potente atividade anticancer, estudos clinicos ndo foram
realizados devido a falta de suprimento adequado. No entanto, o composto sintético
mesilato de eribulina, derivado da halicondrina B (figura 5) entrou em ensaios
clinicos em 2002, sendo aprovada para uso clinico 8 anos depois para o tratamento
de céncer de mama metastatico. Tais medicamentos reforcam o potencial das

esponjas como fonte de farmacos para terapia de cancer.
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Figura 5 - Estruturas quimicas da halicondrina B e eribulina, com destaque para o grupo quimico em
comum. Fonte: CRAGG; NEWMAN, 2013.

Quanto aos compostos em testes pré-clinicos e clinicos, podemos citar a
pirazina-2, isolada originalmente da esponja do género Hamacanthis e que esta
atualmente em testes pré-clinicos (PINCHUK et al., 2013), o policetideo PM-060184
derivado da esponja de Madagascar Lithoplocamia lithistoides, que recentemente

entrou em testes clinicos de fase I, além do antiangiogénico Panabinostat



originalmente isolado da esponja Psammaplysina sp. e atualmente em fase Il e lll de

testes clinicos, como demonstrado na tabela 2 (clinical trial.gov.us).

Tabela 2. Compostos derivados de esponjas marinhas em ensaios pré-clinicos e clinicos

ALVO STATUS
COMPOSTO ESPONJA MOLECULAR ATUAL
NVP-LAQ824 (derivado . .
sintético da Psammaplina) Psammaplysilla sp. HDAC/DNMT descontinuado
Panobinostat (derivado Psammaplysilla sp. HDAC Fase IMII

sintético da Psammaplina)

E7974 (derivado da
Hemiasterlina)

HTI-286 (derivado sintético

da Hemiasterlina)

PM060184

Discodermolideo

LAF-389 (derivado sintético

da Bengamida B)

KRN-7000 (derivado
sintético da agelasfina)

Hemiasterella minor

Cymbastella sp.

Lithoplocamia
lithistoides

Discodermia dissolute

Jaspis cf. coraciae

Agelas mauritianus

Cacospongia

Microtibulos

Tubulina

MicrotUbulos

Tubulina

Metionina

aminopeptidase

Ativagao de

células NKT Va24

Descontinuado

descontinuado

Fase |

descontinuado

descontinuado

descontinuado

Laulimalideo mycofjiensis Tubulina Pré-clinico
Pelorusideo A Mycale hentscheli Tubulina Pré-clinico
Salicilihalamidas A, B Haliclona sp. Vo-ATPase Pré-clinico
Variolinas Kirkpatrickia variolosa Cdk Pre-clinico
Dictiodendrinas ?/’gg Zgﬁ‘gggf{sa Telomerase Pré-clinico
Espongistatina 1 Spirasterella sp Tubulin Pré-clinico
Pirazina -2 Hamacanthins PDGFR Pré-clinico

Como proficua fonte de produtos naturais, novos compostos continuam a
ser isolados e estudados quanto ao potencial farmacoldgico, sobretudo anticancer,
que conta com relatos de alvos e mecanismos de agdo incomuns, como
demonstrado na tabela 2. O alcal6ide Agelasina B, originalmente obtido de esponja
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do género Agelas, inibe a enzima Ca?-ATPase do reticulo sarco/endoplasmatico,
(SERCA), aumentando a concentracdo de calcio na célula tumoral, culminando em
apoptose (PIMENTEL et al., 2012). As hyrtioreticulinas isoladas da Hyrtio reticulatus,
por sua vez, inibem a formagdo do intermediario ubiquitina E-1, importante na via
ubiquitina-proteassoma (YAMANOKUCHI et al, 2012). Mais além, o fenol
aeroplysinina, da Aplysia aerophoba, induz degradacao da B-catenina, proteina que
regula a adesao célula-célula (PARK et al., 2016), ao passo que as xetoquinonas
isoladas da Petrosia alfiani, inibem o fator de indugéo de hipdxia (DU et al., 2012),
tornando-se moléculas promissoras para o tratamento do cancer.

Apesar dos exemplos citados, a fonte limitada dos produtos naturais
marinhos, em geral, principalmente invertebrados, continua sendo o principal
gargalo, impedindo compostos com grande potencial farmacolégico de avangarem
em testes clinicos, como demonstrado na tabela anterior (tabela 2). Porém, estudos
que buscam viabilizar producéao eficiente de produtos derivados de esponjas, ao aliar
a quimica combinatoéria, o desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de
farmaco alvo-direcionada, a engenharia genética, ou a prospecgdo de
microorganismos associados produtores dessas moléculas bioativos, tem se
mostrado promissores quanto a sustentabilidade do desenvolvimento de farmacos
marinhos (SHAKERI; SAHEBKAR, 2015).

1.3. Potencial farmacoldgico de esponjas do género Plakortis

Esponjas marinhas da familia Plakinidae sdo comumente encontradas em
regides tropicais, com numeros equivalentes nos trés oceanos, com 72 espécies
descritas em 5 géneros, sendo eles Plakortis (SCHULZE, 1880), Plakinastrella
(SCHULZE, 1880), Plakina (SCHULZE, 1880), Placinolopha (TOPSENT, 1897 e
Corticium (SCHMIDT, 1862) (VAN SOEST et al., 2016)

O género Plakortis possui 22 espécies descritas no mundo e 7 delas sao
encontrados presentes no Brasil: P. halichondrioides (WILSON, 1902); P.
angulospiculatus (CARTER,1879); P. insularis (MORAES; MURICY, 2003); P.
microrhabdifera (MORAES; MURICY, 2003); P. petrupaulensis (DOMINGOS,
MORAES, MURICY, 2013); P. spinalis (DOMINGOS; MORAES; MURICY, 2013); e
P. potiguarensis (DOMINGOS; MORAES; MURICY, 2013).
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Esponjas do género Plakortis sédo reconhecidas fontes de endoperéxidos
ciclico, assim como outros policetideos com atividade farmacoldgica. Policetideos
sdo a classe de metabdlitos secundarios mais importante na pesquisa de novos
farmacos, e séo biosintetizados a partir de acetil-coenzima A (AcetilCoA) e malonil-
CoA, por enzimas policetideos sintases e demonstram enorme diversidade estrutural
e bioatividade, incluindo endoperoxidos. Estes, sdo produtos naturais que possuem
a funcao peréxido (ROOR1), como demonstrado na figura 6, onde a cadeia lateral
(R) corresponde a qualquer produto organico. Estas moléculas tém sido isoladas de
diferentes fontes, como, fungos, plantas, e, particularmente, de esponjas.

T E—
Y%—6

peroxido

2 dioxolano 1,2-dioxano 1,2- dloxeno

Figura 6 - Estruturas de peroxido e endoperéxidos ciclicos de 5 (1,2-dioxolanos) e 6 membros (1,2-
dioxanos e 1,2-dioxenos), com o grupo peroxido destacado em vermelho. Fonte:
http.Avww.chemspider.com.

Faulkner e Higgs (1978) isolaram e estudaram o policetideo, plakortina
(Figura 7) do extrato etandlico da esponja Plakortis halicondroides, um dos primeiros
endoperodxidos ciclicos marinhos, ao qual foi atribuida atividade antibi6tica. Weels,
em 1976, obteve 0 metabdlito condrilina isolado da esponja do género Condrilla que,
mais tarde, mostrou-se citotdxico para células leucémicas de camundongo e
ativadores da Ca?*-ATPase do reticulo sarcoendoplasmatico (SERCA).
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Figura 7. Estruturas quimicas dos endoperdxidos Plakortina e Condrilina. Fonte: NORRIS; PERKINS,
2016.

Vale ressaltar que, ainda nos dias atuais, os endoperéxidos ciclicos
continuam a ser isolados e caracterizados, demonstrando a sua importancia para a
quimica de produtos naturais, bem como para a farmacologia (JAMISON; DALISAY;
MOLINSKI, 2016). Esta classe possui uma ampla diversidade quimica,
acompanhada de diversas atividades biolégicas como: antimalérica,
tripanossomicida, leishmanicida, antifungica, antineuroinflamatéria e citotoxica,
(CAFIERI et al., 1999; CHIANESE et al., 2014; DAVIS et al., 2013; FATTORUSSO et
al., 2002; GOCHFELD; HAMANN, 2001; JIMENEZ-ROMERO et al., 2010; LIU et al.,
2011; MURAYAMA et al., 1989; OLI et al., 2014; PERRY et al., 2001; QUINOA et al.,
1986; WELLS, 1976).
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Figura 8 - Exemplos de estruturas quimicas de policetideos obtidos de esponjas Fonte:
http://www.scbt.com; NORRIS; PERKINS, 2016.



27

Muitos policetideos foram e continuam sendo isolados de esponjas, como
os compostos citotoxicos swinholideo (ANDRIANASOLO et al.,, 2005; BEWLEY;
HOLLAND; FAULKNER, 1996), onnamideo (PIEL et al., 2004) e psymberina (FISCH
et al, 2009), que parecem ser produzidos por microorganismos associados,
demonstrados na figura 8 (DELLA SALA et al, 2013). Devido aos simbiontes
produtores de policetideos ndo serem cultivaveis, em sua maioria, estudos de
metagendmica tem sido uma importante ferramenta na investigacdo da origem
biossintética destes tipos de compostos (DELLA SALA et al., 2013; URIA; PIEL,
2009).

A producao de policetideos por microrganismos associados a esponjas
marinhas do género Plakortis tem sido discutida na literatura, apesar de ja serem
reportadas para outros tipos de esponjas, além de considerar que cerca de metade
da sua biomassa corresponde a bactérias (VACELET, 1975), o que explicaria a
diversidade de metabdlitos encontradas neste género (LAROCHE et al.,, 2007).
Porém, apesar destas crescentes evidéncias, Della Sala e colaboradores sugeriram,
pela primeira vez, ao utilizar P. simplex, que as bactérias podem ndo ser somente a
unica fonte de policetideos de esponjas (DELLA SALA et al., 2013).
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Figura 9 - Exemplos de policetideos obtidos de esponjas do género Plakortis. Fonte: DAVIS et al.,
2013; NORRIS; PERKINS, 2016.

Como exemplos de policetideos isolados de esponjas do género Plakortis
com potencial farmacolégico podemos citar, as Simplextonas A e B, isolada da
esponja Plakortis simplex, citotoxicas para linhagens tumorais de célon, estdmago e
cérvice (LIU et al, 2011). Proveniente da esponja P. lita, os compostos
Haterunadioxina A e thiaplakortonas (DAVIS et al, 2013) demonstraram
citotoxicidade para células tumorais e, também atividade antimalarica. Acidos
plakinicos C (figura 9) e D, assim como os analogos acidos epiplakinicos
demonstraram citotoxicidade em linhagens tumorais de célon, leucemia e carcinoma
(DEMBITSKY; GLORIOZOVA; POROIKQV, 2007).

Petit e colaboradores, ao realizar o estudo de extratos de esponjas da
espécie Plakortis nigra, isolaram os agentes antineoplasticos plakorestatinas 1 e 2
(PETTIT et al., 2004), e os acidos epiplakinicos (SANDLER et al., 2002). Ja a
investigacdo do extrato de Plakortis zyggompha resultou no isolamento dos acidos
espiculéicos e &cidos zigbnficos que apresentaram atividade citotdéxica contra
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linhagens de células tumorais e atividade antituberculose (BERRUE et al., 2007;
BERRUE et al., 2005).
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Figura 10. Exemplos de policetideos obtidos de esponjas do género Plakortis. Fonte: MATSUMURA
et al., 2009; NORRIS; PERKINS, 2016.

Da esponja P. halicondrioides, por sua vez, foram isoladas as
plakortonas, que revelaram-se potentes ativadoras da SERCA, e portanto,
promissoras no desenvolvimento de farmacos para disturbios cardiacos (PATIL et
al., 1996). Tsukamoto e colaboradores (1992) isolaram os acidos graxos
manzamenonas, cuja manzamenona A mostrou atividade contra linhagens de
células tumorais L1210 (leucemia) e KB (carcinoma) (KOBAYASHI et al., 1993;
TSUKAMOTO et al, 1992). Plakortolideos foram isolados de diversas espécies,
como P. halicondrioides, onde Sol Jimenez e colaboradores isolaram os plakortideos
citotéxicos e inibidores do parasita Plasmodium falciparum (DEL SOL JIMENEZ;
GARZON; RODRIGUEZ, 2003).

A espécie Plakortis angulospiculatus foi objeto de prévios estudos
quimicose farmacolégicos, onde pode-se citar os estudos de Gunasekera e
colaboradores (1990) que reportaram atividade antifungica contra Candida albicans,
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Aspergillus nidulans e citotoxica para leucemia murina (P-388) relacionada aos
policetideos isolados de P. angulospiculatus proveniente da Venezuela. Os estudos
de Kushlan e Faulkner (1991), no ano seguinte, que isolaram a plakinidona com
atividade antimicrobiana contra S. aureus e B. subitilis. Em 1998, os trabalhos de
Campagnone e Pifa (1998) reportaram atividade leishmanicida contra Leishmania
mexicana para peroxidos ciclicos isolados de uma espécime coletada no Palau.

Partes das estruturas quimicas destes compostos estdo dispostas na figura 11.
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Figura 11 - Estruturas quimicas de alguns policetideos isolados da esponja P. angulospiculatus.
Fonte: COMPAGNONE et al., 1998; EPIFANIO; PINHEIRO; ALVES, 2005; GUNASEKERA et al.,
1990; KOSSUGA et al., 2008; KUSHLAN; FAULKNER, 1991.

No Brasil, os estudos da composicdo quimica de espécimes de P.
angulospiculatus, culminaram no isolamento de policetideos novos e conhecidos,
como plakortina, plakortideo P e espongosoritina A. Entre as atividades biol6gicas
descritas, tem-se o potencial antibacteriano contra Leucothrix mucor, Vibrio
parahaemolyticus e Aerococcus viridans (EPIFANIO; PINHEIRO; ALVES, 2005),
atividade antiparasitario contra Leishmania chagasi e Tripanosoma cruzi, bem como
propriedades antineuroinflamatorias e citotoxicas contra linhagens celulares tumorais

de leucemia, melanoma, colon e glioblastoma (KOSSUGA et al., 2008).
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1.4. A pesquisa de produtos naturais marinhos no Ceara — UFC

As pesquisas com produtos naturais marinhos no Brasil tiveram inicio no
nacleo de pesquisas de produtos naturais da Universidade Federal do Rio de
Janeiro na década de 60 (KELECOM, 1997). No litoral cearense, ha cerca de 15
anos, foi iniciado um programa para estudo do potencial biotecnolégico de produtos
naturais marinhos envolvendo pesquisadores da Universidade Federal do Ceara de
diversas areas do conhecimento, além de colaboradores de outros estados.

Inicialmente, focado nos estudos com invertebrados como esponjas,
ascidias e cnidarios, esse programa evidenciou a ocorréncia de substancias com
potentes propriedades farmacoldgicas, além de uma lacuna no conhecimento da
biodiversidade marinha nessa reunido (JIMENEZ et al., 2003, 2004). Como
exemplos de compostos antitumorais interessantes (Figura 12) isolados a partir de
invertebrados marinhos, temos: duas 7-oxo-estaurosporinas da ascidia Eudistoma
vannamei (JIMENEZ et al., 2012), o alcalbide ptilocaulina da esponja Monanchora
arbuscula (FERREIRA et al, 2011), os aminoacidos lipidicos do zoantideo
Protopalythoa variabilis (WILKE et al., 2009, 2010), e os anfidinolideos do octoral
Stragulum bicolor (SOUSA et al., 2015).

Mais recentemente, estes estudos passaram também a enfocar os
microorganismos simbiontes e aqueles associados ao sedimento marinho (ABREU
et al., 2014; ANDREO et al., 2012; GUIMARAES et al., 2014; JIMENEZ et al., 2013;
SOUSA et al., 2012) reforgcando ainda mais, o potencial terapéutico das substancias
produzidas no litoral brasileiro.
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Figura 12 - Compostos isolados de invertebrados e microorganismos marinhos do Ceara. Fonte:
(ABREU et al., 2014; FERREIRA et al., 2011; GUIMARAES et al., 2014; JIMENEZ et al., 2012;
SOUSA et al., 2012; WILKE et al., 2009).

2. JUSTIFICATIVA

A contribuicdo dos produtos naturais na terapia anticancer, assim como
na descoberta de novos alvos terapéuticos, é bastante evidente (NEWMAN;
CRAGG, 2016). A atuacao desses farmacos com mecanismos de acéo distintos no
tratamento de tumores avancados ou refratarios a quimioterapia convencional se faz
extremamente importante em virtude da necessidade de novas estratégias de
tratamento (CRAGG; NEWMAN, 2006; NEWMAN; CRAGG, 2004). Porém, apesar
de importantes avancos no entendimento das neoplasias, 0 cancer se apresenta
como a principal causa de morte por doenga no mundo, com estimativas de
ocorréncia de 600 mil de casos incidentes no Brasil para o biénio 2016-2017 (OMS
2016; INCA, 2016).

Muitos dos farmacos utilizados na quimioterapia do cancer apresentam

como caracteristica comum a citotoxicidade, embora os alvos intracelulares sejam
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diversos, como: tubulinas, topoisomerases, DNA, receptores tirosinas quinase,
proteinas envolvidas no ciclo celular, dentre outros (CRAGG; GROTHAUS;
NEWMAN, 2009; NAGLE et al., 2004).

A quimioterapia tem como principal objetivo, a erradicagdo das células
neoplasicas, sem prejudicar os tecidos normais. Entretanto, a maioria dos agentes
quimioterapicos ndo satisfazem esse critério, atuando de forma n&o-especifica, o
que explica a maior parte dos efeitos colaterais do tratamento quimioterapico
(KATZUNG, 2006; KUMMAR et al., 2007). A possibilidade de resisténcia ao agente
antitumoral também representa uma das principais causas de falhas no tratamento
(RAGUZ; YAGUE, 2008; TAN et al., 2010).

A importancia do entendimento do modo de acao e identificacdo de alvos
para compostos antiproliferativos esta relacionado com o melhor entendimento da
base molecular do cancer, portanto estudos nesse sentido sdo essenciais para o
desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais (LUESCH, 2006). Diante
deste cenario, a elucidagdo do mecanismo de acao de novos agentes antitumorais e
o melhor entendimento das alteragbes genotipicas e fenotipicas podem garantir um
tratamento com maior eficacia e especificidade e menor indice de resisténcia, o que
continuam sendo de grande valia para o tratamento do cancer.

Para o tratamento, principalmente, de novas doencas ou daquelas
resistentes a farmacos ja existentes, ha a necessidade do desenvolvimento de
novos quimioterapicos (XIONG et al, 2013). Diante dessa problematica, os
organismos marinhos tém sido uma importante alternativa para o desenvolvimento
de novos medicamentos anticancer, haja visto a quantidade expressiva de
compostos antineoplasicos em fases pré-clinica e clinica, além daqueles presentes
no mercado farmacéutico utilizados no tratamento de tumores avancados ou
refratarios a quimioterapia convencional, descrito na tabela 1 (GERWICK; MOORE,
2012; MARTINS et al., 2014; NEWMAN; CRAGG, 2016, 2012), evidenciando a
contribuicao de extrema relevancia na terapia de cancer.

Com o vasto potencial farmacologico de biodiversidade marinha, contido
nos 573 km de zona costeira cearense, ainda pouco explorado nesse sentido, a
investigagéo de novas substancias terapéuticas para o tratamento do céancer se faz
de grande relevancia. Nesse contexto, as esponjas marinhas desempenham

importante papel na prospec¢do de novos produtos naturais, visto que sao as
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principais contribuidoras de farmaco6foros com potencial anticancer com a habilidade
de interagir com diversos alvos implicados na carcinogénese, como elementos do
citoesqueleto, fator nuclear kappa B (NFkB), fatores de inducédo de hipoxia (HIF),
proteina de resisténcia ao cancer de mama (BRCP), receptores nucleares,
glicoproteina P, metaloproteinases (MMPs), proteina quinase C (PKC), dentre outros
(SHAKERI; SAHEBKAR, 2015).

Assim, entre os esfor¢cos despendidos na bioprospecgao de metabolitos
secundarios oriundos de invertebrados marinhos da costa cearense com potencial
anticancer por nosso grupo de pesquisa, avaliamos a citotoxicidade de metabdlitos
secundarios obtidos da esponja Plakortis angulospiculatus (Homosclerophorida,
Plakinidae), previamente reportada com propriedades antifungicas, antimicrobianas
e citotoxicas (COMPAGNONE et al., 1998; EPIFANIO; PINHEIRO; ALVES, 2005;
GUNASEKERA et al., 1990; KOSSUGA et al., 2008; KUSHLAN; FAULKNER, 1991)
com o intuito de identificar novos compostos e estudar seus modos de agao.



35

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Realizar a prospecg¢ao de substancias com potencial anticancer a partir do
extrato bruto da esponja marinha Plakortis angulospiculatus coletada no litoral do
Ceara.

3.2. Objetivos especificos

e Isolar e caracterizar metabdlitos citotdéxicos para células tumorais a partir do

extrato da esponja marinha Plakortis angulospiculatus;

e |dentificar caracteristicas estruturais das moléculas obtidas, buscando
reconhecer os atributos funcionais relacionados a citotoxicidade e mecanismo de

acao;

e Avaliar os efeitos dos compostos obtidos sobre a proliferacdo celular tumoral,

ciclo celular, citoesqueleto e vias dependentes de calcio.
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METODOS

4.1. Delineamento Experimental

Iniciamos este trabalho, com a coleta da esponja P. angulospiculatus,
seguida do fracionamento, purificacdo e identificacdo dos compostos guiados pelo
ensaio de citotoxicidade (MTT). Os compostos isolados foram submetidos ao teste
do MTT 72 e 24 horas em linhagens celulares tumorais (HCT-116, PC-3M, MCF-7) e
nao tumorais (MRC-5) a fim de estabelecer a atividade citotoxica de cada
substancia. Baseado nos valores de Clsy as amostras foram submetidas a testes
para avaliar possiveis mecanismos de acado citotdxica, utilizando métodos como
citometria de fluxo, para avaliar viabilidade, densidade e ciclo celular, microscopia
Otica e confocal, na intencéo de visualizar alteragbes morfoldgicas apds o tratamento
com as substancias escolhidas, como ilustrado na figura 13. Os métodos utilizados
estdo detalhados a sequir.

Coleta da esponja
P. angulospiculatus

Citometria de fluxo

‘ v Avaliacdo da viabilidade e
- = = densidade celular
— m— -

(temporal)

v Ciclo celular

Linhagens

> — ‘ celulares Escolha da linhagem
| HCT-116  toste doMTT  tumoral (maior

Coloragao - panético

'R = 0 PC-3M citotoxicidade) v Avaliagdo da morfologia celular
R b MRC-5
= snaer Escolha das
’®! ~_ concentracées e
¢ Avaliacdo da tempo de
Fracionamento, identificagio e i icidad 4 T
purificacio dos compostos bioativos, Determinacao da Clg,

Figura 13 - Esquema do desenho experimental da tese.
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4.2. Coleta e identificacao da esponja

Espécimes de P. angulospiculatus (Figura 14) foram coletados no litoral
oeste do Ceara, Praia de Flexeiras (3°13'7,29"S-39°15'48,40") em Marco de 2014,
pelo prof. Dr. Eduardo Hadju, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Apds a
coleta, o material foi acondicionado em gelo e transportado para o laboratério para
ser processado. Uma pequena porgcao foi preservada em etanol 96% para
identificacdo da espécie, que foi catalogada com o cédigo MNRJ 17753 e depositada
na colegdo de poriferos do museu nacional da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. A figura 15 destaca o local de coleta.

Figura 14 - Foto da esponja Plakortis angulospiculatus, de coloracdo marrom. Fonte: Hadju, E.
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Figura 15 - Mapa identificando a praia e local de coleta da esponja no litoral do Ceara.
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4.3. Isolamento e determinacao estrutural dos policetideos

A extracdo da esponja P.angulospiculatus, isolamento e determinacgao
estrutural dos compostos foram realizados pelo laboratério de Analise Fitoquimica
de Plantas Medicinais Il (LAFIPLAM), do Departamento de Quimica Organica e
Inorganica, Universidade Federal do Ceara, coordenado pela prof. Dra. Otilia
Pessoa. Os métodos utilizados estao detalhados no ANEXO I.

Os espectros obtidos das andlises de infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear (RNM), espectrometria de massa (MS) e rotacao optica (VER
ANEXO Ill), pareados aos dados previamente publicados na literatura especializada
indicaram que os compostos isolados sao peréxidos ciclicos, mais precisamente do
grupo dos plakortideos, incluindo 2 compostos considerados inéditos, nomeados de
7,8-dihidroplakortideo E (1), (2) e 11,12-dihidroplakortideo P (10), relacionados a
plakortideos ja conhecidos, plakortideo E e H. A estruturas quimicas, nomenclatura

e codigos dos policetideos isolados e nomes dos compostos estéo listados a seguir.
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6-demetil-6-etil-espongosoritina A (3) 6-demetil-6-etil-9,10-dihidroespongosoritina A (4)

espongosoritina A (5) 9,10-dihidroespongosoritina A (6)

(7) (8)
. \: 11 \:
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plakortideo P (9) 11, 12-diidroplakortideo P (10)

Figura 16 - Estruturas quimicas, nomes dos compostos isolados, e seus respectivos cédigos, do
extrato etandlico da esponja Plakortis angulospiculatus.
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4.4. Avaliacao da atividade citotoxica in vitro

4.4.1. Linhagens celulares

As linhagens celulares humanas utilizadas para os ensaios de
citotoxicidade e mecanismo de agéo foram obtidas por doac¢ao do Instituto do cancer
dos Estados Unidos ou adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro.

Tabela 3. Linhagens celulares e tipos histoldgicos utilizadas na avaliagao da citotoxicidade.

Linhagem celular Tipo histolégico Doenca
HCT-116 Coélon Carcinoma coloretal
Préstata (derivado de sitio Adenocarcinoma de préstata
PC-3M o
metastatico — 0sso0)
MCF-7 Mama Adenocarcinoma de mama
MRC-5 Fibroblasto Pulmé&o fetal (ndo tumoral)

4.4.2. Cultivo das linhagens celulares

As linhagens celulares foram manuseadas em cabine de fluxo laminar
vertical e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, (SANYO®, modelo MCO-
19AIC). As linhagens foram cultivadas em garrafas de 25 cm? (SARSTEDT®)
utilizando meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO®) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (GIBCO®) e 1% penicilina (10.000 UML)/ estreptomicina (10.000 pg/mL)
(GIBCO®). A proliferagao celular das culturas foi monitorada por observacdo em
microscopio de inversdo (modelo TCM 400; Nikon®) e repicadas em novo meio de
cultura quando necessério. Para desprendimento das células aderidas utilizou-se
tripsina-EDTA (GIBCO®) 0,5% diluida 10x em tampdo de fosfato salino (PBS -
GIBCO®).

4.4.3. Teste do MTT

O teste do MTT foi realizado no intuito de monitorar a atividade citotoxica
de extratos, fracdes e compostos isolados apds as etapas de fracionamento. Este
ensaio consiste numa andlise colorimétrica que quantifica indiretamente as células
viaveis baseada na conversado do sal de MTT ((brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-
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Difeniltetrazdlio) (Sigma-Aldrich®), um composto de cor amarela, a formazan, de
coloragdo purpura, através da enzima succinato desidrogenase presente nas
mitocdndrias ativas de células viaveis. Este ensaio foi realizado frente a linhagens
celulares tumorais e normal, possibilitando a avaliacdo da citotoxicidade de forma
qualitativa (valor de porcentagem de inibicdo da proliferagdo) e quantitativa (valor da
concentracao inibitéria média (Clsg) (MOSMANN, 1983). Doxorrubicina foi utilizada
como controle positivo do experimento.

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos (SARSTEDT®) numa
concentracao de 5X10* célulasfmL (200 pL por pogo). Apos 24 horas, as amostras
foram adicionadas em concentragdes de 1 e 10 yg/mL ou em diluicbes seriadas
(0.00064 — 50 pg/MmL) e incubadas 24 ou 72 horas. Apos 69 horas de incubagéao, 150
ML do sal de MTT (0,5 mg/MmL) foi adicionado em cada poc¢o e a placa reincubada por
mais 3 horas. Ap6s este periodo, o sobrenadante foi desprezado, o precipitado
dissolvido em 150 uL de DMSO, seguida da leitura da absorbancia a 570 nm em
espectofotdmetro de placa Multiskan FC (Fisher Scientific®).

Aliquotas de cada fracdo (VER ANEXO 1), foram dissolvidos em DMSO
(P.A.) em solucbes-estoque de 10 mg/mL e submetidas ao teste de citotoxicidade
(MTT) em célula tumoral de adenocarcinoma de célon (HCT-116). Da mesma forma,
0s compostos isolados tambpem foram testados quanto a sua citotoxicidade também
em células tumorais de préstata metastatica (PC-3M), mama (MCF-7) e a linhagem
nao tumoral MRC-5.

Analise dos dados:

Para analise da porcentagem de inibicdo da proliferacao tumoral, o valor
da absorbancia foi convertido em porcentagem em relagdo ao controle negative. O
valor de Clso e intervalo de confiangca foram calculados por regressdo nao-linear

utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 (Intuitive Software for Science).
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4.5. Estudos de mecanismo de acao

Para a avaliagdo do mecanismo citotdéxico dos compostos isolados
escolhidos utilizamos as linhagens HCT-116 e MCF-7.

4.5.1. Analise morfolégica — Coloragao diferencial por corante pandtico

A coloracao diferencial por corante panédtico permite diferenciar o
citoplasma do nucleo, possibilitando, assim, a analise de algumas estruturas
celulares. A analise microscépica das células tratadas permite identificar alteracdes
e fornecer subsidios para sugerir 0 mecanismo de acao do composto em estudo.

Células das linhagens tumorais de HCT-116 e MCF-7 foram cultivadas em
laminulas dentro de placas de 24 pocos na concentracdo de 5 x 10* cells/mL,
inbubadas por 24 horas e tratadas com as substancias 3, 5 (50 pM, 100 uM), 2, 7 (5
UM, 15 uM) e 9 (2.5 pM, 5 pM), 0.4% DMSO (v/v) (controle negativo) e doxorrubicina
0.25 uM (controle positivo). Apds 24 horas de exposicao, as células foram fixadas,
coradas usando o kit para células hematolégicas (Quick Panoptic Kit, Laboclin®,
Parana) e montadas em laminas. As células foram examinadas e fotografadas em

microscopio dptico BX-41 (Olympus®), no aumento de 200x e 400x.
4.5.2. Determinagéo da Integridade de membrana e densidade celular

A citometria de fluxo € uma técnica que permite realizar analises
multiparamétricas de células em suspensdo marcadas com corantes fluorescentes,
através da anadlise do desvio da luz incidente sobre as células e emissdo de
fluorescéncia (SHAPIRO, 1995).

Este ensaio se baseia na dispersdo da luz incidente sobre as células e na
capacidade do fluorocromo iodeto de propideo (Pl) penetrar nas células, cuja
membrana esteja rompida (ndo-viaveis) e intercalar ao DNA nuclear, emitindo alta
fluorescéncia vermelha enquanto as células viaveis emitem baixa fluorescéncia.
Células HCT-116 e MCF-7 foram cultivadas em placas de 24 poc¢os na concentracao
de 5 x 10* cells/mL, incubadas com substancias por 24 horas nas concentracdes 50
uMe 100 uM (3 e 5),5e 15uM (2, 7) 2,5 uM e 5 uM (9), 0,4% DMSO (v/v) (controle
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negativo) e 0,25uM de doxorrubicina (controle positivo). Em seguida, as células
foram descoladas com 0.05% trlpsina-EDTA (GIBCO®), centrifugadas (2000rpm/5
min.) e ressuspendida em solugdo de 5 pg/mL de iodeto de propideo (SIGMA -
ALDRICH®). Ap6s 5 minutos de incubagdo no escuro, 10000 eventos foram
adquiridos no citémetro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences GIBCO®) em regido que
excluia debris e doublets.

4.5.3. Avaliag&o do ciclo celular e fragmentagdo do DNA

Este ensaio permite determinar a integridade e o conteudo de DNA nas
diferentes fases do ciclo celular (Go/G1 — 2n, Go/M — 4n) podendo inferir em qual fase
do ciclo a célula se encontra. Assim, para avaliar se a citotoxicidade dos compostos-
teste interfere no ciclo celular além da deteccdo de DNA fragmentado, comum em
processos de apoptose, utilizou-se o iodeto de propideo (PI) (SIGMA - ALDRICH®)
que possui a capacidade de se ligar ao DNA emitindo alta fluorescéncia vermelha.

Células HCT-116 e MCF-7 foram cultivadas em placas de 24 pogos na
concentragdo de 5 x 10* células/mL, incubadas com substancias por 24 horas nas
concentragdes 50 uM e 100 uM (3 e 5),5e 15 uM (2, 7) 2,5 uM e 5 uM (9), 0.4%
DMSO (v/v) (controle negativo) e 0,25uM de doxorrubicina (controle positivo). Em
seguida, as células foram descoladas com solucdo de 0.05% de tripsina-EDTA
(GIBCO®), centrifugadas e resuspendidas em solugdo de 5 ug/mL de PI, 0.1% citrato
de sbédio e 0.1% de Triton X-100. Apds 30 min de incubacdo no escuro, 10000
eventos foram adquiridos no citdmetro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences®) em
regiao que excluia debris e doublets. Os histogramas foram adquiridos no canal FL3
(comprimento de onda Excitagao/Emissao: 488/620 nm) em escala linear. O perfil do
ciclo celular foi analisado pelo programa ModFit LT 4.0 (Verity Software House) e
histogramas representados nas figuras 18 e 24 foram desenvolvidos no programa
Flow Jo X (Tree Star).

Analise dos dados:



44

As diferencas entre os grupos experimentais foram determinados por
andlise de variancia ANOVA seguida de teste de Dunnett com nivel de significancia
de 5% (p < 0.05) realizado no programa GraphPad 5.0 (Intuitive Software for
Science).

4.5.4. Microscopia confocal

Microscopia confocal € uma técnica que permite a construcao de imagens
tridimensionais com alta resolugdo de estruturas celulares marcadas por
fluorocromos especificos, através da utilizagdo de um orificio de abertura, o pinhole,
que permite uma maior definicAo da imagem em amostras mais espessas que O
plano focal. Desse modo, utilizamos desta técnica para visualizar eventuais
alteracées no citoesqueleto celular que possam estar sendo induzidas pela(s)
substancia(s) teste(s) ao analisar microfilamentos de tubulina, assim como nucleo e
nucléolos.

Células HCT-116 e MCF-7 foram cultivadas em placas de 24 pogos na
concentragdo de 5 x 10* cells/mL, incubadas com substancias por 24 horas nas
concentragdes 50 uM (3 € 5), 5 uM (2, 7) 2,5 uM (9), 0.4% DMSO (v/v) (controle
negativo), 0,25uM de doxorrubicina (controle positivo) e paclitaxel 50 nM. Apds a
incubacgao, as células foram lavadas com tampao PBS, fixadas com formaldeido
(3.7%) por 30 minutos, permeabilizadas com Triton-X (0.25%) por 30 minutos e
contracoradas com os fluorocromos 4’-6-diamino-2-phenylindole dilactate (DAPI, Life
Technologies®) na concentragdo de 1 uM para coloragcdo do nicleo e Faloidina
conjugada com FITC (1:100). Tubulina foi marcada com anti-tubulina-Alexa Fluor
647 (Life Technologies®) na concentragdo de 1:200. Células foram examinadas em

microscépio confocal LSM 710 (Zeiss®).

4.5.5. Avaliagdo da atividade antiproliferativa por teste de exclusdo por azul de tripan

O ensaio com corante vital, azul de Tripan, permite a distingcao visual das
células viaveis daquelas nao viaveis, uma vez que este corante é capaz de penetrar
em todas as células, porem somente as células com membrana integra, bombeiam o

corante para fora, diferenciando-se das células mortas, que adquirem coloracao
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azul. Este ensaio permitiu contabilizar o numero de células HCT-116 apds
tratamento com plakortideo P (9) e ciclosporina A, e dessa forma, avaliar o efeito
antiproliferativo destes compostos isolados e em combinagcdo apo6s 24 horas de
incubagéo. Apds o periodo de exposicéo, as células foram lavadas com 200 pL de
PBS, desprendidas apds adicdo de 150 uL de tripsina-EDTA 0,25% e permanéncia
de 3 minutos em estufa incubadora (37°C, atmosfera de 5% de CO,). Em seguida,
uma aliquota de 90 pL foi retirada da suspensao de células e adicionada a 10 pL do
azul de Tripan 4% (GIBCO®). Desta solugéo, células foram contadas em camara de
Neubauer e diferenciadas visualmente por microscépio 6tico, em vidveis e nao
viaveis. O numero de células contadas em cada experimento foi expresso como a
média normalizada * erro padrdo da média de 3 experimentos independentes
(realizados em duplicata).

Andalise dos dados:

As diferencas entre os grupos experimentais foram determinados por
andlise de variancia ANOVA seguida de teste de Dunnett com nivel de significancia
de 5% (p < 0.05) realizado no programa GraphPad 5.0 (Intuitive Software for
Science).



46

RESULTADOS

5.1. Avaliacao da atividade citotoxica dos plakortideos isolados em células

tumorais e normal in vitro

Os plakortideos isolados (figura 16) foram submetidos ao teste do MTT
contra 3 linhagens celulares tumorais € 1 linhagem nao tumoral in vitro apds 72
horas e 24 horas de incubagéo. De acordo com os resultados, expostos na tabela 6,
os plakortideos 2, 3, 5, 7, 8 e 9 foram considerados citotoxicos apos 72 horas de
incubacao por apresentarem valores de Clsp abaixo de 10 pM.

O plakortideo inédito, dihidroplakortideo E (1), nao apresentou
citotoxicidade (Clso >141,8 uM) nas linhagens celulares testadas. Ja 0 2 demonstrou
alta citotoxicidade para a linhagem tumoral de célon (HCT-116) com valor de Clso de
2,8 UM e seletividade para células tumorais, com toxicidade 18 vezes maior para
HCT-116 que na célula ndo tumoral MRC-5.

A citotoxicidade dos plakortideos com anel dihidrofurano (3 — 6), foi, em

geral, baixa, com valores de Cls, variando de 5,4 a 171 uM para células tumorais,
com énfase na atividade significante dos compostos 3 e 5, que exibiram valores de
Clso de 8,1 e 5,4 uM, respectivamente, contra a linhagem tumoral HCT-116. Estes
compostos também demonstraram atividade citotdéxica dependente do tempo, pois
os valores de Clsp aumentaram consideravelmente (cerca de 8,2 vezes) com a
reducao do tempo de exposicdo de 72 horas para 24 horas. Quando comparado a
citotoxicidade em células ndo tumorais, somente o composto 3 foi considerado
seletivo, sendo cerca de 20 vezes mais potente para células tumorais HCT-116 que
para células ndo tumorais MRC-5.
Para o grupo com anel oxigenado de 6 membros (2, 7-10), a atividade citotéxica foi
considerada maior que no outro grupo, com valores de Clsg variando de 0,2 a 10 uM,
porém demonstraram baixa seletividade para células tumorais, com excec¢ao do
composto inédito 2 descrito anteriormente. A citotoxicidade destes plakortideos néo
foram afetados pelo tempo de incubacao, exibindo valores de Clsy similares apos 24
e 72 horas de incubacéo.
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Tabela 4. Atividade citotéxica in vitro dos plakortideos (1 a 10) obtidas da CLAE em linhagens

tumorais de célon (HCT-116), prostata metastatica (PC-3M), carcinoma de mama (MCF-7) e

fibroblasto normal (MRC-5) pelo ensaio do MTT apds 72 horas e 24 horas de incubacdo. Clsy e IC 95%

(LM) obtidas a partir da média e respectivos erro padrdao da média de 2 experimentos independentes

em duplicata determinados por regressdao nao-linear gerada no programa GraphPad Prism 5.0. +

representa o controle positivo (doxorrubicina).
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eos demonstrada anteriormente, escolhemos 5 compostos (2, 3, 5, 7 € 9), com

representantes dos 2 grupos incluindo os compostos espongosoritina A (5) e

plakortideo P (9) para avaliar o mecanismo da citotoxicidade em células tumorais.

Inicialmente, desenvolvemos estudos em citometria de fluxo, seguidos de avaliacao

morfoldgica.
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5.2. Avaliacao da viabilidade e densidade celular

Na determinacdo da densidade de células HCT-116 tratadas com
plakortideos 2, 3, 5, 7 e 9, verificou-se reducao significativa do niumero de células
tratadas com plakotides 3 e 5 nas concentragcdes de 50 e 100 uM (Figura 18a). Este
efeito foi acompanhado da reducado da integridade de membrana na concentragao
de 100 uM (Controle = 94,45%; (5) = 70,45%). Para os plakortideos 7 e 9 observou-
se diminuicao da densidade celular acompanhado de reducao do numero de células
com membrana integra (7=75,51%; 9=76,31%), visualizados nas maiores
concentragdes, enquanto o composto 2 ndo exibiu nenhum dos efeitos nas
concentragdes testadas (figura 18b).
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Figura 17 - Efeitos dos compostos na densidade celular e integridade de membrana em células HCT-
116. a) Efeitos dos compostos 3 e 5 na densidade celular e integridade de membrana. b) Efeitos dos
plakortideos 2, 7 e 9 na densidade celular e integridade de membrana. Células foram incubadas com
plakortideos nas concentragdes 50 e 100 uM (3 e 5),5e 15uM (2,7) e 2,5e 5 uM (9) por 24 horas e
analisadas por citometria de fluxo apdés marcacdo com iodeto de propideo. O controle negativo
representa o veiculo utilizado para a diluigao dos compostos (DMSQO, -), o controle positivo representa
doxorrubicina 0.25 uM (+). Dados s&o apresentados como médias + erro padrdo da média, de trés
experimentos independentes conduzidos em ftriplicata. Dez mil eventos foram analisados por
replicata. *p < 0.05 foi obtido em comparagdo com controle negativo por teste de variancia ANOVA
seguido do teste de comparagéo de Dunnet.
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5.3. Avaliacao do ciclo celular

Ao utilizar a técnica de citometria de fluxo, comparamos o efeito destes
compostos sobre o ciclo de células HCT-116, e observou-se um aumento de células
em fase Gy/Gy ap6s tratamento com compostos 3 e 5, com efeito mais proeminente
para o composto 5, com valores de 67,46% e 69,38%, para as concentragdes de 50
e 100 uM, enquanto o controle negativo apresentou 48,47% das células em fase
Go/G1 (Tabela 7).

Tabela 5. Porcentagem de células HCT-116 nas fases Gy/Gi, S e Go/M apo6s incubagdo com

compostos 2, 3, 5, 7 e 9 por 24 horas.

Fase ciclo celular (%)

[]

Compostos i

G,/G, s G,/M

- - 48,47 +2,7 31,8120 19,78 £1,8
+ 0,25 256017 6,36 0,8 68,06 + 2,2
5 56,18 + 4,7 21,55 + 4,3 22,26 + 3,0

2 15 56,66 + 3,1 14,70 +3.4° 28,74+ 5,4
50 56,94 + 1,2 27,99 £ 3,2 15,07 £ 2,1

3 100 56,49 £1,5 10,62 + 6,1b 32,90 £5,2
50 6746 +1,5 21,04+2,9 14,29 + 22

° 100 69,38+2,0° 15,86 + 2,0 17,87 £ 4,5
. 5 43,78 + 3,1 27,54 + 4,3 28,68 + 6,6
15 4553+1,8 21,44 +£55 33,09 + 4,3C
o 25 3561229 19,84 + 1,1 4513 £4,1°
5 32,25+3,7 17,22+6,3 4576 + 4.9

Dados estdo representados como média £ E.P.M., de 3 experimentos em triplicata. Diferencas
significativas comparadas com respectivo grupo controle negativo. DMSO foi utilizado como controle
negativo e doxorrubicina como controle positivo. abe p=< 0.05.



50

O tratamento com plakortideo 9, nas duas concentracées avaliadas,
induziu aumento significativo da porcentagem de células na fase G2M (45,13% e
45,76%) quando comparado com o controle (19,78%), enquanto este efeito foi
visualizado somente na maior concentragdo do plakortideo 7 (33,09%), porém nao
foi exibido pelo plakortideo 2 em qualquer concentracdo testada. Gréficos

representativos na figura 19.
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Figura 18 - Histogramas representativos dos efeitos dos plakortideos 3 e 5 (a) e 2, 7, 9 (b) na
distribuicdo do ciclo celular de HCT-116. Células foram tratadas com DMSO (-), 0,25 pM de
doxorrubicina (+),3 € 5 (50 uM e 100 uM) por 24 horas e analisado por citometria de fluxo. Dez mil
eventos foram adquiridos por replicata. As porcentagens das fases Gy/G1, S e Go/M foram analisadas
usando o programa ModFit LT 4.0. *p<0.05 comparado ao grupo controle por teste de variéncia
ANOVA, seguido do teste de comparacao de Dunnett. Média dos valores de porcentagem de fases
em representados em graficos de pizza acima dos histogramas respectivos de cada concentragao.
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5.4. Morfologia celular

Analises microscopicas de células HCT-116 tratadas com os compostos
em estudo e coradas com kit pandtico revelaram a presenga de células em mitose
apoés o tratamento com plakortideos 2, 7 e 9, mais evidente para o plakortideo P (9)
na concentracdo de 5 uM, corroborando com os achados na analise do ciclo celular,
causando aparente blogueio em mitose (figura 20).

Contrariamente, os compostos 3 e 5 ndo apresentaram células em mitose
em quantidades significativas, nem sinais de morte celular na concetragcao de 50 uM
(figura 20). Ja na concentracdo de 100 uM, devido ao grande numero de células

mortas, nao foi possivel realizar microfotografias.
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Figura 19 - Fotomicrografias de células HCT-116, coradas com corante pandético apds 24 horas de
incubacdo com com DMSO (-), doxorrubicina, 0,25 uM (+), compostos 3 e 5 (50 uM), plakortideos 2, 7
e 9 na concentracdo de 5 pM. llustragbes representativas de cada tratamento analisadas em
microscopio Optico, sob aumento de 200X. Setas pretas identificam células em mitose; Setas
vermelhas indica fragmentagao nuclear.
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5.5. Analise do citoesqueleto por microscopia confocal

Estudos conduzidos utilizando a microscopia confocal, com a intencéo de
analisar o citoesqueleto e, mais precisamente, a possivel interferéncia dos
compostos em estudo nos microtubulos, células HCT-116 foram incubadas por 24
horas com os compostos 3 e 5, na concentracdo de 50 uM e plakortideos 2 e 7 na
concentragao de 5 pM, e 9 na concentragéo de 2,5 uM.

Como demonstrado na figura 23, células tratadas com plakortideos 2 e 9
demonstraram a formacao do fuso mitético, porém, o processo aparentemente nao
se completa, onde células aparecem bloqueadas em anafase (figura 23, setas
brancas), contrariamente ao efeito do paclitaxel, que causa bloqueio do fuso mitoético
com acumulo de células em metafase (figura 21, setas amarelas).

Os compostos 3 e 5, por sua vez, ndo apresentaram células bloqueadas
em mitose, corroborando com o que foi observado na analise do ciclo celular, e
também seu efeito independe da polimerizagdo da tubulina ou interferéncia no
citoesqueleto, como demonstrado na figura 22.

Diante dos efeitos, aparentemente, antimitéticos dos endoperdxidos em
células HCT-116, decidimos avaliar os compostos 2 € 9 em outra linhagem tumoral,
MCF-7 quanto aos seus efeitos sobre o citoesqueleto e ciclo celular.
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Figura 20 - Fotomicrografias de células HCT-116 apés incubagédo com 0,15% de DMSO (-) e 50 nM
paclitaxel (+) apds 24 horas de incubagédo e analisadas em microscépio confocal. Setas amarelas
indicam células mitéticas. Os nucleos foram corados com DAPI (azul) e a-tubulina foi marcada com
anticorpo Alexa Fluor 647-a-tubulina (vermelho). Imagens foram feitas em microscépio confocal 710

LSM (Zeiss) sob aumento de 630x. Barra denota 10 um.
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Figura 21 - Fotomicrografias de células HCT-116 apds incubagdo com compostos 3 e 5 (50 uM), apés
24 horas de incubagao e analisadas em microscépio confocal. Os nucleos foram corados com DAPI
(azul) e a-tubulina foi marcada com anticorpo Alexa Fluor 647-a-tubulina (vermelho). Imagens foram

feitas em microscépio confocal 710 LSM (Zeiss) sob aumento de 630x. Barra denota 10 pm.
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Figura 22 - Fotomicrografias de células HCT-116 apos incubagdo com plakortideos 2, 7 e (5 uM) 9
(2,5 pM) apds 24 horas de incubacdo e analisadas em microscépio confocal. Os nucleos foram
corados com DAPI (azul) e a-tubulina foi marcada com anticorpo Alexa Fluor 647-a-tubulina
(vermelho). Imagens foram feitas em microscépio confocal 710 LSM (Zeiss) sob aumento de 630x. O
controle negativo corresponde (-) DMSO (0,15%) e 50 nM paclitaxel ao controle positivo (+). Setas

branas indicam células mitéticas. Barra denota 10 um.
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5.6. Efeitos dos plakortideos 2 e 9 em MCF-7

Para analisar os efeitos dos plakortideos 2 e 9 sobre o ciclo de células
MCF-7, utilizamos a citometria de fluxo, onde ndo observamos bloqueio de nenhuma
das fases do ciclo celular, somente discretas diminuicdes da porcentagem de células
nas fases S e Go/M para o plakortideo 9, ao compara-lo com o controle negativo,
como demonstrado na tabela 8 e figura 24.

Tabela 6. Porcentagem de células MCF-7 nas fases Go/Gi, S e Go/M ap6s incubagdo com
plakortideos 2 e 9 por 24 horas.

[] Fase ciclo celular (%)
Plakortideos UM
Go/G1 S Go/M

- - 36,93 37,24 15,49
+ 1 2533 2538 40.38°
0 10 34,38 36,39 13,41

20 38,23 32,33 13,05

2,5 38,67 32,98 13,37
9

b
5 41,21 29,01 11,84°
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Figura 23 - Histogramas representativos dos efeitos dos plakortideos 2 e 9 na distribuicdo do ciclo
celular de MCF-7. Células foram tratadas com DMSO (-), 1 uM de doxorrubicina (+), plakortideos 2 e
9 (20 uM e 5 pM, respectivamente) por 24 horas e analisado por citometria de fluxo. Dez mil eventos
foram adquiridos por replicata. As porcentagens das fases Gy/G;, S e Go/M foram analisadas usando
o programa Flow Jo. *p<0.05 comparado ao grupo controle por teste de varidncia ANOVA, seguido do
teste de comparacédo de Dunnett. Média dos valores de porcentagem de fases em representados em

graficos de pizza acima dos histogramas respectivos de cada concentragao.

Na comparacao da fragmentacao nuclear induzida pelos plakortideos 2 e
9 nas linhagens celulares HCT-116 e MCF-7, observamos que somente em MCF-7
houve aumento da populacdo de células em subG1, consideradas com DNA
fragmentado, apds exposicao do plakortideo 9 na concentracao de 5 uM (Figura 25).
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Figura 24 - Porcentagem da populagao de células em sub-G; ap6s incubacao com plakortideos 2 e 9
em células tumorais HCT-116 e MCF-7. Células foram tratadas com DMSO (-), 1 ou 0,25 uM de
doxorrubicina (+), plakortideo 2 (5, 10, 15 uM) e 9 (2,5 e 5 pM) por 24 horas e analisado por
citometria de fluxo. Dez mil eventos foram adquiridos por replicata. As porcentagens de células sub-
G, foram analisadas usando o programa Flow Jo. *p<0.05 comparado ao grupo controle por teste de

variancia ANOVA, seguido do teste de comparacédo de Dunnett.

Ao avaliarmos a morfologia das células MCF-7 tratadas com os
plakortideos 2 e 9 verificamos que o padrdao nao se repetiu como em HCT-116, ou
seja, nao verificamos aumento do numero de células em mitose, como demonstrado
na figura 26, retificando o que foi observado no ciclo celular. As caracteristicas mais
marcantes observadas nestas analises se referem a morte celular, como,
fragmentacao e condensacado nuclear na concentragdo de 10uM do plakortideo 2.
Na maior concentracdo do tratamento, ha intensa rarefacdo celular com células
aparentemente em necrose, como também observado para o plakortideo P nas
concentragdes testadas.

A microscopia confocal revelou que o efeito citotoxico exercido por estes
plakortideos ndo interferem na dinamica dos microtubulos, nem no centrémero,

mostrados na figura 27, como estruturas aparentemente normais.
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Figura 25 - Fotomicrografias de células MCF-7, coradas com corante panoético ap6s 24 horas de
incubagdo com com DMSO (-), plakortideo 2 (10, 20 uM) e 9 (2,5 e 5 uM). llustragdes representativas
de cada tratamento analisadas em microscopio Optico, sob aumento de 200X, com excec¢do da
concentracdo de 10 uM do plakortideo 2 (400X). Setas pretas identificam células em necrose; Setas
vermelhas: condensacéo nuclear; Setas amarelas: fragmentacao nuclear; Setas verdes: vacuolos nos

nucleares.
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Figura 26 - Microfotografias de células MCF-7 apds incubacédo com plakortideos 2 (10 pM) 9 (2,5 uM)
apos 24 horas de incubacéo e analisadas em microscopio confocal. Os nucleos foram corados com
iodeto de propideo (vermelho), a-tubulina foi marcada com anticorpo anti—a-tubulina-Cy5 (azul) e
centrdmeros marcados com anticorpo anti-y-tubulina, em verde. Imagens foram feitas em microscépio
confocal 710 LSM (Zeiss) sob aumento de 400x. O controle negativo corresponde (=) DMSO (0.15%).

Setas branas indicam centrémeros.
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5.7. Avaliacdo preliminar do envolvimento de Ca*-calmodulina no efeito do
plakortideo P (9)

Para verificar possivel envolvimento de vias dependentes de Ca*'-
calmodulina na agao citotéxica do plakortideo P (9), utilizamos ciclosporina A, um
inibidor de calcineurina, uma enzima dependente de calmodulina. Para tanto,
analisamos o numero de células viaveis apds o co-tratamento do plakortideo P (9),
nas concentragdes 2,5 e 5 UM, com ciclosporina A, também nas concentragbes 2,5 e
5 uM apéds 24 horas de incubacédo. Ao compararmos a quantidade de células viaveis
dos co-tratamentos entre plakortideo P (9) a 5 uM e ciclosporina Aa2,5e 5 uM com
as substancias isoladas, verificamos uma diminuicdo significativa, de até 80% de
células viaveis quando comparados tratamento com plakortideo P (5 pM) apenas
(Figura 28). Também verificamos uma diminuicao significativa de células viaveis ao
comparar os co-tratamentos de 5 uM com a ciclosporina isolada, indicando, portanto
um sinergismo da acédo citotdéxica destes 2 compostos, evidenciando a participagéo
de Ca?*-calmodulina no efeito citotoxico do plakotideo P (9).

150+

K T

2 100

L

; xX a a

(_“ e

=) 504

‘@

o

0 T T T

e = = = = n - - - DMSO
1 £2 = - - + + - - 92,5uM
1 N + - - - - + + 95uM
n o 5 + - -+ - + - CsA2,5uM
o o = - + - + - + CsA5uM

Figura 27 - Porcentagem de células viaveis apés incubacao do plakortideo P (9) e ciclosporina A (Cs
A) nas concentragdes 2,5 e 5 uM por 24 horas. Células foram incubadas com plakortideo P e
ciclosporina A nas concentragdes 2,5, 5 uM por 24 horas e contadas em microscéopio 6tico com
corante vital azul de tripan. O controle negativo representa o veiculo utilizado para a diluicdo dos
compostos (DMSO, -). Dados sédo apresentados como médias normalizadas * erro padrdo da média,
de trés experimentos independentes conduzidos em ftriplicata. *p < 0.05 foi obtido em comparagéo
com controle negativo por teste de varidancia ANOVA seguido do teste de comparacao de Dunnet.
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6. DISCUSSAO

Como primeira causa de morte por doenca no mundo, o cancer €
considerado um grave problema de saude publica e, em virtude das altas taxas de
Obito, reacbGes adversas graves, reincidéncia tumoral e falta de tratamento
adequado, faz-se necessario a continua pesquisa de novos farmacos. Nesse
contexto, os organismos marinhos tém realizado sua maior contribuicdo para o
arsenal da terapia oncogénica nas ultimas décadas, seja por seus produtos naturais
ou por compostos derivados, desenvolvidos com éxito para uso clinico,
particularmente para neoplasias que demandam novos tratamentos, como tumores
refratarios a quimioterapia convencional ou em estagios avang¢ados.

Dentre os organismos marinhos, as esponjas recebem destaque por
serem consideradas as maiores fontes de metabdlitos secundarios bioativos com
diversas aplicacdes farmacéuticas e contribuirem para a maior parte dos farmacos
oriundos de produtos naturais marinhos (BLUNT et al., 2015). Foi observado que os
metabdlitos citotdéxicos produzidos para atender fungdes ecoldgicas especificas,
além da ampla diversidade e complexidade desses compostos, possuiam também
habilidade de interagir com diversos alvos implicados na carcinogénese, o que fiz
com que esses produtos naturais recebessem destaque, principalmente como
agentes antitumorais (SHAKERI; SAHEBKAR, 2015). Diante disso, esponjas da
familia Plakinidae, particularmente as do género Plakortis, sdo reconhecidas fontes
de compostos com grande potencial terapéutico de interesse para o
desenvolvimento de farmacos, particularmente com atividade citotdxica.

Com o intuito de analisar o potencial anticancer de compostos derivados
de esponjas no litoral cearense, investigamos a quimica e a bioatividade do extrato
etandlico da esponja Plakortis angulospiculatus. O extrato bruto mostrou-se
citotéxico para adenocarcinoma de coélon (HCT-116), com valor de Clsg de 0,26
MglL, o que estimulou o isolamento de compostos, através de sequéncias de
fracionamentos por cromatografias, bioguiados pelo ensaio do MTT, resultando no
isolamento de 10 compostos.

O rendimento dos compostos isolados foi consistente com a literatura,
visto que um dos gargalos no desenvolvimento de farmacos de fonte marinha reside

na baixa ocorréncia dos compostos bioativos nos organismos hospedeiros (COSTA-
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LOTUFO et al., 2009). Neste trabalho o rendimento dos compostos variou de 0,14 a
0,89%, confirmando tal fato (NEWMAN; CRAGG, 2004; COSTA-LOTUFO et al.,
2009).

Utilizando a combinagdo de técnicas de espectroscopia, HRESIMS
(espectrometria de massa de alta resolugdo com ionizagao por eletrospray), RMN 1H
e RMN 13C (ressonancia magnética nuclear de préton e carbono 13) aliados a
comparagdo com dados na literatura (ver anexo Il) foram identificados compostos
pertencentes a grupos de policetideos e endoperoéxidos ciclicos de 5 e 6 membros,
comuns a esponjas pertencentes a esta familia (NORRIS; PERKINS, 2016)

Os compostos foram nomeados: 7,8-diidroplakortideo E (1, 5,1 mg), (2,
5,8 mg), 6-desmetil-6-etilespongosoritina A (3, 33 mg), 6-desmetil-6- 6-demetil-6-etil-
9,10-diidroespongosoritina A (4, 4,4 mg), espongosoritina A (5, 29,4 mg), 9,10-
diidroespongosoritina A (6, 6,2 mq), (7, 14,7 mg), (8, 5,2 mg), plakortideo P (9, 4,6
mg), e 11, 12-diidroplakortideo P (10, 25 mg).

Destes, 3 compostos ndo exibiram registros na literatura, considerados,
portanto, inéditos. S&o eles: 7,8-diidroplakortideo E (1), (2) e 11, 12-diidroplakortideo
P (10), andlogos dos endoperdxidos ciclicos oxigenados plakortideos E, H e P
(Figuras 29, 30 e 31) Com base nos espectros de RMN COSYg, HBMC e NOESY, o
composto 1 foi identificado como similar ao endoperéxido ciclico de 5 membros,
plakortideo E, previamente reportado em outras espécies do género Plakortis (OLI et
al., 2014; PATIL et al., 1996), diferenciando apenas pela ligacdo dupla entre os
carbonos 7 e 8 (Figura 29).
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7,8 diidroplakortideo E (1)

Figura 28 - Estruturas quimicas do plakortideo E e 7,8 diidroplakortideo E (1) com destaque para a

diferenca estrutural entre os dois compostos (em vermelho).

Em contraste com plakortideo 1, os dados de RMN do composto 2 foram
compativeis com uma estrutura contendo grupo endoperdxido ciclico de 6 membros
consistentes com o plakortideo H e o diastereoisdbmero 4-epi-plakortideo H
(diferenca estrutural demonstrada na figura 30), cuja maior diferenca esta na
esterificacdo no C-1 presente no plakortideo H e seu isbmero, enquanto o composto
2 possui 0 grupo acido carboxilico, além do grupo etila do C-6 , que se apresenta
para tras do plano no plakortideo H, contrariamente ao plakortideo 2. A ligacao entre
os C-4 e C-15 também apresenta isomeria diferente quando comparados o epi-
plakortideo H e o plakortideo 2 (Figura 30).
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Plakortideo H

Figura 29 - Estruturas quimicas dos plakortideos H, 4-epi-plakortideo H, e plakortideo 2 e suas
diferencas estruturais. Retangulo em vermelho representa diferencas entre epi-plakortideo H e 2.

Retangulo azul representa diferengas entre plakortideo H e 4-epi-plakrotideo H.

O composto 10 exibiu alta similaridade estrutural com o plakortideo P,
também isolado da esponja P. angulospiculatus, exibindo ligacdo dupla entre C-11 e
C-12, além das ligagdes entre C-6 e C-7 e o grupo etila no C-10 que se apresentam
para fora do plano no plakortideo P (9), enquanto no composto 10, permanece no
plano do observador.
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(10)

Figura 30 - Estruturas quimicas dos plakortideos P, e 10 e suas diferencas estruturais, destacadas

em vermelho.

Os demais compostos isolados neste estudo ja foram reportados na
literatura, como os policetideos com anel diidrofurano, espongosoritina A (5), obtido
a partir de extrato de esponja do género Spongosorites sp. (CAPON et al., 2005), e
seus analogos 3, 4 e 6 (EPIFANIO; PINHEIRO; ALVES, 2005), bem como o
endoperoxido plakortideo P (9), isolado previamente da esponja P. halichondrioides
(DEL SOL JIMENEZ; GARZON; RODRIGUEZ, 2003), e seus derivados 1,2
dioxenos, 7 e 8.

Ao analisarmos a bioatividade destes compostos, observamos que o0s
grupos de policetideos, endoperoxidos de 5 e 6 membros, apresentaram padrdes de
citotoxicidade diferentes, especialmente na relacdo tempo-dependéncia e
seletividade. Os policetideos 3 — 6, que possuem um anel diidrofurano em sua
estrutura, mostraram-se, em geral, menos citotéxicos que os demais, com atividade
significante observada somente para os compostos 3 e 5 em células da linhagem
HCT-116 apds 72 horas de incubacdo, com valores de Clso de 8,1 e 5,4 uM,
respectivamente.

Estes mesmos compostos também demonstraram citotoxicidade tempo-
dependente, visto que seus valores de Clsp aumentaram 8,2 vezes com a reducao do
tempo de exposicado de 72 para 24 horas (Clso = 59,1 e 44,3 uM, respectivamente), o
que denota que a ligacdo dupla entre C-9 e C-10 parece desempenhar importante
funcdo na citotoxicidade, visto que estes dois compostos contém este tipo de
ligacdo, ao passo que os outros dois compostos deste grupo, 4 e 6, ndo possuem
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essa dupla ligagdo. Ao compararmos a citotoxicidade em células n&o-tumorais,
somente o composto 3 se mostrou mais seletivo, cerca de 20 vezes mais citotoxico
para a linhagem tumoral HCT-116 que para linhagem ndo tumoral MRC-5. A
seletividade, neste caso, parece estar relacionada com o grupo etil presente no C-6,
jd que o composto 5 possui em seu lugar um metil e ambos tiveram citotoxicidade
similares contra HCT-116. Este mesmo grupo etil presente no C-6 parece denotar
maior seletividade para a linhagem tumoral HCT-116, visto que 3 apresentou-se
mais de 20 vezes mais citotoxico para HCT-116 que para a linhagem tumoral de
préstata metastatica PC-3M. Vale ressaltar, que esta consiste em uma linhagem
mais resistente a farmacos.

A bioatividade da espongosoritina A (5) e alguns derivados ja havia sido
relatado na literatura, quando 5 demonstrou toxicidade em naupilos de artemia
(EPIFANIO; PINHEIRO; ALVES, 2005). Kossuga e colaboradores (2008) também
descreveram moderada atividade antiparasitaria e hemolitica e baixa citotoxicidade
contra macrofagos murinos, com Clso de 86 uM, para 5. Mais além, estes autores
também avaliaram a citotoxicidade em 4 linhagens tumorais, onde os compostos 4 -
6 exibiram valores de Clsg entre 22 e 57 uM, similares ao nosso estudo. Entretanto, a
espongosoritina A (5), quando analisada por Kossuga e colaboradores (2008),
revelou-se inativa, com valor de Clsg acima de 80 pyM, incluindo para a linhagem
tumoral HCT-116. Contrariamente, no nosso estudo, este composto demonstrou
maior citotoxicidade contra HCT-116, com valor de Clsp 17 vezes menor ao
reportado naquele trabalho.

O grupo de endoperodxidos ciclicos com 6 membros, representado pelos
compostos 2, 7-9, demonstraram maior citotoxicidade que os compostos 3-6, com
valores de Clsp variando de 0,2 a 10 uM. Em geral, os endoperdxidos ciclicos de 6
membros demonstraram baixa seletividade, com excecdo do composto 2, que
apresentou-se 18 vezes mais toxico para células tumorais HCT-116 quando
comparada a linhagem nao tumoral MRC-5.

Também nao houve seletividade quanto a célula tumoral, ja que os
valores de Clsp para HCT-116 e PC-3M foram similares, com excecao, novamente,
ao composto 2, que demonstrou discreta seletividade para a linhagem de célon
HCT-116, exibindo 4 vezes maior citotoxicidade que para a célula tumoral de
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préstata PC3-M. A citotoxicidade destes compostos também nao foi afetada com o
tempo de exposicao, demonstrando valores de Clso similares (Tabela 7).

O valor de Clsg do plakortideo P (9) foi cerca 10 vezes menor que seu
analogo (10), que somente difere estruturalmente pela ligagao dupla entre C-11 e C-
12 no plakortideo P, indicando a importancia dessa pequena diferenca na atividade
bioldgica.

Diante do potencial antitumoral destes endoperoxidos, selecionamos 5
compostos de maior atividade com representantes dos dois grupos - 3 e 5,
representando os endoperdéxidos ciclicos de 5 membros, e 2, 7 e 9, representando
os endoperoéxidos ciclicos de 6 membros) para posterior avaliacdo biolégica.
Primeiramente, avaliamos densidade e viabilidade celular em células HCT-116 por
citometria de fluxo, com base nos valores de Clso de 24 horas. Assim, utilizamos as
concentracdes de 50 e 100 uM para compostos 3 € 5, € 5 e 15 uM para plakortideos
2 e 7, enquanto que para o composto mais citotoxico (9) avaliamos em
concentragdes menores (2,5 e 5 uM).

Apos 24 horas de incubagdo com os compostos 3 e 5, observamos
diminuicdo do numero de células dependente da concentracdo em todas as
concentracdes testadas, acompanhada da reducdo da integridade da membrana
celular na concentracao de 100 uM, o que evidencia morte celular, pelo menos na
maior concentracao testada.

Em estudos anteriores, plakortideo P (9) demonstrou atividade
antineuroinflammatéria e antiparasitaria, com alta seletividade contra Leishmania
chagasi (KOSSUGA et al., 2008). Quanto a citotoxicidade em células tumorais,
testes no painel de 60 linhagens de tumores humanos do NCI indicaram falta de
seletividade, com valores Clsy variando de 0,01-1,9 yM (DEL SOL JIMENEZ;
GARZON; RODRIGUEZ, 2003). Nossos dados corroboraram, ao também
demonstrar alta citotoxicidade, porém baixa seletividade, visto que os valores de Clsg
s&o similares entre as linhagens tumorais, além de mostrar-se mais citotoxico para a
célula n&o tumoral MRC-5 (Clso = 0,2 uM) (Tabela 7).

Tal falta de seletividade impede, por muitas vezes, que um composto com
grande potencial anticancer entre em testes clinicos ou no mercado farmacéutico,
tendo em vista, as graves reacdes adversas que possa vir a acarretar. Em face
deste problema, o processo de sintese quimica é uma poderosa ferramenta, visto
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que, juntamente com estudos de estrutura-atividade, leva a identificacdo dos grupos
farmacoforicos das substancias de interesse. No caso dos endoperdxidos, o
farmacoforo consiste no anel com grupo perdxido e estudos estdo sendo realizados
quanto ao desenvolvimento de métodos sintéticos que melhorem aspectos
farmacocinéticos e farmacodindmicos deste tipo de moléculas, a exemplo da
artemisina (BURAGOHAIN et al., 2014), o que possibilitao desenvolvimento de
novos agentes farmacolégicos com o grupo endoperoxido.

Para o grupo endoperdxido ciclico de 6 membros, observamos que o
plakortideo P (9) mostrou-se mais ativo que 2 e 7, ap6s 24 horas de incubagéo
(Clsp= 3,2 pM), com significante diminuicdo da densidade celular a 2,5 uM
acompanhado de morte celular na maior concentragdo (5 pM). Os efeitos do
plakortideo 7 somente foram observados na concentracao de 15 uyM e plakortideo 2
nao apresentou efeito significante nas concentragdes testadas (5 e 15 uyM) (Figura
18).

Ao analisarmos o perfil do ciclo celular apds incubagdo com os
compostos, observamos que hove um padrdo distinto entre os 2 grupos de
endoperéxidos. Os compostos 3 e 5, endoperdxidos ciclicos de cinco membros,
exibiram bloqueio das células tumorais na fase Gy/Gy, com efeito mais pronunciado
para a espongosoritina A, com 69,38% das células em Gy/G1, enquanto no controle
negativo haviam 48,47% de células nesta fase do ciclo celular (Tabela 7, Figura 19).
Em contraste com 3 e 5, os endoperdxido ciclicos de 6 membros demonstraram
bloqueio em Go/M, com efeito mais pronunciado para o plakortideo P (9) com cerca
de 48% das células em Go/M enquanto no controle negativo haviam 15% das células
nesta fase do ciclo celular. (Tabela 7, Figura 19)

A combinagao de métodos de microscopia confirmou o bloqueio do ciclo
celular em na fase M (mitose) demonstrados para plakortideos 2, 7 e 9, ao
visualizarmos o aumento de células com nucleo condensado, caracteristico da fase
mitética, quando comparados ao controle. Este efeito foi mais pronunciado em
células tratadas com plakortideo P (9) (Figura 20).

Diversos compostos naturais atuam durante a mitose, particularmente no
citoesqueleto, incluindo varios compostos antineoplasicos isolados de esponjas, que
possuem os microtubulos como alvo (MILLER; SINGH; NORTHCOTE, 2010), como
halicondrina,  espongistatina, hemiasterlina, dictiostatina, discodermolideo,
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laulimalideo, pelorusideo A e zampanolideo (KINGSTON, 2009; SAITO et al., 2004).
Diante deste fato, decidimos analisar os microtubulos por microscopia confocal ap6s
incubagdo com os compostos em estudo. Como demonstrado na figura 23, células
HCT-116 tratadas com plakortideos 2 e 9 aparecem bloqueadas em anafase,
aparentemente, com formacdo do fuso mitético, porém tal processo nao €
completado, sugerindo que o efeito é exercido independente da polimerizacdo da
tubulina. Diferentemente, a agdo do paclitaxel, utilizado como controle positivo,
resultou em uniforme bloqueio da formagédo do fuso mitético e acumulagcdo de
células em metafase (Figura 21). Estes efeitos, como se esperava, ndao foram
observados para os compostos 3 € 5, ja que aparentemente os seus efeitos nao
estdo relacionados a mitose, tampouco ao citotoesqueleto.

Ao observarmos o aparente efeito antimitético dos endoperdxidos em
células HCT-116, decidimos avaliar os plakortideos 2 e 9, os quais tinhamos em
maiores quantidades, em outra linhagem tumoral, a MCF-7 (adenicarcinoma de
mama humano), no intuito de comparar os efeitos destes compostos. Com as
concentragdes de 10 e 20 uM para o plakortideo 2 e 2,5 e 5 uM para o plakortideo P
(9), avaliamos seus efeitos no ciclo celular de MCF-7, e interessantemente, nao
observamos o bloqueio das células em nenhuma das fases do ciclo celular, exibindo
valores de 13,05% e 11,84% de células em G2M, enquanto o controle exibiu
15,49%, demonstrando, portanto, o0 ndo acumulo de células nesta fase, como
contrariamente foi demonstrado para HCT-116.

O numero de células com nucleo fragmentado, sugestivo de morte por
apoptose, também se apresentou de forma diferente, particularmente para o
plakortideo P (9), j& que em HCT-116 ndo houve aumento desta populacdo quando
comparada ao controle. Em MCF-7, verificamos um aumento significativo na
populacdao sub-Gi na maior concentracdo testada (5 uM), porém ainda discreto
(16%), ja que nao foi observado na microscopia devido a grande rarefagdo celular
induzida nesta concentracao.

Na analise de estruturas do citoesqueleto, microtubulos e centrémero,
apds tratamento com plakortideos 2 e 9, observamos, que, assim como
demonstrado em HCT-116, os efeitos destes compostos nesta célula (MCF-7)

também nao parecem interferir no citoesqueleto e dindmica dos microtubulos.
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Tais achados sugerem que o0s endoperdxidos, particularmente,
plakortideos 2 e 9, possuem alvos de acao diferentes responsaveis pela
citotoxicidade em linhagens tumorais diferentes. Estimativas mostram que
compostos naturais podem interagir com mais de um alvo e que 50% de todos os
farmacos podem interagir com mais de 5 alvos diferentes, o que denota, por muitas
vezes, efeitos indesejaveis (HU et al., 2014). Mais além, considerando que os
compostos apresentam modos de agao diferentes em modelos celulares diferentes,
dada a heterogeneidade associada a maioria dos tumores, ndo € de se esperar que
um mesmo farmaco tenha a mesma performance em varios tipos celulares
(JAEGER; DURAN-FRIGOLA; ALOY, 2015).

No entanto, a ampla diversidade estrutural relacionada as atividades
bioldgicas seletivas e especificas suporta a hipétese de que os produtos naturais
possuem um ou varios alvos biolégicos (CRAGG; NEWMAN, 2006), o que reforca a
importancia de se investigar o modo de acdo destas moléculas, assim como, a
identificacdo de alvos moleculares.

Diante dessa perspectiva, ao buscar na literatura estudos bioldgicos de
plakortideos e compostos relacionados, vimos que o mecanismo antitumoral deste
grupo de moléculas ainda nao esta esclarecido. Apesar da formacao de espécies
reativas de oxigénio atribuida a citotoxicidade de grupos endoperdxidos, como
demonstrado para aminoperoxidos e o farmaco antimalarico artemisina (CRESPO-
ORTIZ; WEI, 2012; ZHU et al., 2013) outro mecanismo de acado tem-se mostrado
interessante, sobretudo para plakortideos.

Estudos iniciados por Patil e colaboradores em 1996, relacionaram a
atividade antifungica de plakortideos F, G e H (Figura 32) com a ativacdo da enzima
Ca?**-ATPase do reticulo sarco/endoplasmatico (SERCA), mecanismo também
proposto para a artemisina (figura 32), cuja atividade antimalaria e anticancer é
atribuida ao grupo endoperéxido (ECKSTEIN-LUDWIG et al., 2003; JUNG et al.,
2005; SHANDILYA et al., 2013; UHLEMANN et al., 2005).
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Figura 31- Estururas quimicas dos compostos artemisina e plakortideos F, G, H.

O antiarritimico amiodarona conhecido por induzir influxo de calcio em
células cardiacas, foi utilizado por Zhang e Rao (2007) ao demonstrar os efeitos do
Ca®* em modelo de S. cerevisae. Utilizando a ferramenta de microarranjo de DNA,
observou-se que, dos 46 genes reprimidos por amiodarona, mais da metade
também apresentou inibicao por altos niveis de calcio. De fato, a amiodarona causou
bloqueio de células de levedura nas fases Go/G1 € Go/M, sendo a ultima mediada por
calcineurina. A exposicao de culturas sincronizadas de leveduras a amiodarona,
sugeriu tal efeito na saida das células da mitose, visto que, enquanto que a
progressdao do ciclo celular de S para Gy/M foi temporariamente aumentada, a
progressao de Go/M para G+ foi completamente bloqueada.

Com abordagem similar, Xu e colaboradores (2011) compararam os
efeitos antifingicos do plakortideo F com altos niveis de Ca®* e amiodarona, onde
identificaram que as suas respostas transcricionais mostraram-se similares, portanto,
indicativo de estresse dos niveis de célcio. Varios destes genes estavam
relacionados com o ciclo celular e modulados por calcineurina, sugerindo que o
efeito do plakortideo F estaria relacionado com desregulacédo dos niveis de calcio. A
adicao de inibidores de calcineurina, ciclosporina e FK506 (tacrolimus) demonstrou
inversdo dos padrbes de expressdo génica vista em plakortideo F e amiodarona, o
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que reforcou a hipdtese da participacao de vias moduladas por calcineurina na acao
antifangica deste plakortideo, o qual também induz o bloqueio de fases Go/Gy e
Go/M, e cuja estrutura quimica possui alta similaridade com o plakortideo P e
analogos.

Diante do exposto acima, verificamos aumento da agéo citotoxica do
plakortideo P ap6s co-tratamento com o inibidor de calcineurina, ciclosporina A. E
possivel observar claramente uma reducao significativa de células viaveis no
tratamento com 5 uM de plakortideo P (9) com ciclosporina, tanto a 2,5 com a 5 uM,
quando comparado a exposi¢cdo ao plakortideo P isoladamente, ou a ciclosporina A
isoladamente, demonstrando um efeito sinérgico entre os dois compostos. Estes
resultados sugerem, portanto, que a citotoxicidade este composto pode estar
envolvida com vias dependentes de calcineurina, o que ja foi demonstrada
anteriormente para o plakortideo F (XU et al., 2011). Vale ressaltar que inibidores de
calcineurina foram reportados por seus efeitos sobre proliferacdo e viabilidade
celular em diversos tipos de células tumorais, incluindo a sua utilizagdo em
combinacao com outros quimioterapicos (BAGGOTT et al., 2012; GARDNER et al.,
2014; SATO et al., 2011; SHIRAZI; KONTOYIANNIS, 2013; SIAMAKPOUR-REIHANI
etal., 2011).

De fato, o calcio é importante em varios processos fisiolégicos, incluindo
proliferacao, sobrevivéncia celular e regulacao do ciclo celular, onde este € essencial
nas transicdes de Gi/S, Go/M e transicdo de metafase-anafase na mitose. Em
consequéncia da sua relevancia, varios estudos reportam seu papel também em
mecanismos de carcinogénese, metastase e angiogénese (BERRIDGE, 1995;
JAGER et al., 2004; KAHL; MEANS, 2003; RIZZUTO; POZZAN, 2006; SAIDAK;
MENTAVERRI; BROWN, 2009).

Proteinas dependentes de calcio, como calmodulina (CaM), e enzimas
moduladas por esta, como calcineurina (CaN) e quinases dependentes de
calmodulina (CaMKs), além do fator nuclear de transcricdo de célula T (NFAT), esta
regulada por calcineurina, desempenham, consequentemente, importantes funcdes
na tumorigénese, encontrando-se superexpressas em varios tipos de tumores e sao
alvos de diversos estudos para identificacao de novos alvos anticAncer (BACKS et
al, 2010; CHIN; MEANS, 2000; COURTWRIGHT et al, 2009; GACHET,;
GHYSDAEL, 2009; GERLACH et al., 2012; GREGORY et al., 2010; JAULIAC et al.,
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2002; KOENIG et al., 2010; MEDYOUF; GHYSDAEL, 2008; MORRIS;
DELORENZO; TOMBES, 1998; PAN; XIONG; CHEN, 2013; PEROTTI et al., 2012;
SHANG et al., 2003).

Tais proteinas dependentes de calcio desempenham também importante
papel na regulacéao do ciclo celular principalmente na regulagdo do complexo ciclina
D/cdk4, como calcineurina e CaMKI, na fase Gy, e CaMKII nas transicoes das fases
Go/M e metafase-anafase durante a mitose (BACKS et al., 2010; MORIN et al., 1994;
MORRIS; DELORENZO; TOMBES, 1998; PETZELT, 2001; RASMUSSEN;
RASMUSSEN, 1994; RODRIGUEZ-MORA et al., 2005).

As proteinas NFAT, por sua vez, regulam expressao de varios genes
envolvidos na carcinogénese, em que sua desregulacao foi observada previamente
em diversos tumores e microambientes tumorais e tem sido objeto de pesquisas
anticancer (GERLACH et al., 2012; GREGORY et al., 2010; JAULIAC et al., 2002;
KOENIG et al., 2010).

Assim, diante da relevancia da participacdo de vias de sinalizagdo
dependentes de Ca?" no desenvolvimento tumoral e controle do ciclo celular
(COTICCHIA et al.,, 2009; KAHL; MEANS, 2003; MEDYOUF; GHYSDAEL, 2008),
adicionalmente ao efeito antimitético induzido pelo plakortideo P e a possivel relacao
com a modulacao dos niveis de calcio e vias dependentes de Ca?+/CaM, pode-se
considerar o envolvimento destas vias no bloqueio em mitose induzido pelo
composto 9 (plakortideo P). A relacédo da citotoxicidade de seu analogo, plakortideo
F, foi comprovadamente relacionada ao aumento da incorporagcdao de calcio
intracelular, porém, considerando o plakortideo P (9) aqui estudado, esta hipbtese
ainda necessita de futura investigacao.

Sumarizando os resultados apresentados nesta tese, vimos que,
endoperoéxidos constituem, de fato, uma fonte de moléculas com potencial efeito
anticancer, principalmente os plakortideos com grupo peréxido ciclico de 6
membros, por exibir maior citoxicidade, sugerindo que a bioatividade reside na
presenga dos grupos 1,2-dioxano e 1,2-dioxeno, contrariamente ao analogo do
plakortideo E, que possui 0 anel 1,2-dioxolano que demonstrou inatividade (figura
29). Este grupo 1,2-dioxano, por sua vez, parece estar relacionado com o bloqueio
das células HCT-116 em Go/M. O anel dihidrofurano presente nos compostos
espongosoritina (5) e analogos (3, 4, 6), que também demonstrou citotoxicidade,
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induziu o bloqueio das células em Gy/G4. A figura 33 resume os dados encontrados
neste estudo sobre a relacao estrutura e atividade dos plakortideos isolados da
esponja marinha Plakortis angulospiculatus, coletas no litoral do Ceara.

INATIVO
ATIVO
G2/M 18 &
4.\ 15
/lcf\ ATIVO
31”1
-~ TOH
1,2 dioxolano ™ dihidrofurano Endoperdéxido ciclico — 6 membros

Figura 32- Sumario dos resultados. Os grupos de policetideos compartiham a mesma estrutura
quimica (em laranja), porem, a atividade citotéxica difere quanto a presenga dos grupos diidrofurano
(em verde), endoperdxido ciclico de 5 membros e 6 membros, com consequente bloqueio das fases
Go/G1 ou Go/M.

Assim, este trabalho ressalta a importdncia do estudo de estrutura-
atividade de compostos anticAncer, ao demonstrar que o estudo de produtos
naturais é ainda mais elucidativo quando abordado por uma ética comparativa. Mais
além, a investigacdo e melhor compreensdo dos mecanismos de ag&o envolvidos na
atividade biolégica de moléculas marinhas é de extrema relevancia na pesquisa e

consequente desenvolvimento de farmacos mais potentes, seletivos e seguros.



77

7. CONCLUSAO

O presente estudo reportou o isolamento e identificagdo de 10
policetideos, incluindo endoperoxidos derivados do extrato alcdolico da esponja
Plakortis angulospiculatus. Destes, 3 foram inéditos: o 7,8-diidroplakortideo E (1) e
os plakortideos 2, e 10. Apesar destes compostos compartiiharem uma via
biossintética comum e da similaridade estrutural entre os mesmos, demonstraram
efeitos citotdxicos diferentes em células humanas, onde compostos com grupo
dihidrofurano demonstraram citotoxicidade tempo-dependente, enquanto os
endoperéxidos ciclicos de 6 membros exibiram maior citotoxicidade independente do
tempo de exposicdo. Estudos bioldgicos mais detalhados revelaram que estes
grupos também apresentaram perfis de atividades diferentes, visto que os
compostos que possuem o grupo dhiidrofurano, bloquearam células na fase Go/Gj
enquanto aqueles com grupos 1,2-dioxanos e 1,2-dioxenos bloquearam células em
G2o/M, com acumulo de figuras mitéticas. Para o plakortideo 9, o efeito sobre o ciclo
celular parece envolver vias dependentes de Ca®-calmodulina, embora mais
estudos mecanisticos ainda sejam necessarios para corroborar estas observacoes
prelimirares. Neste cenario, os achados aqui reforcam a importancia do
desenvolvimento de estudos de estrutura-atividade de grupos endoperdxidos
provenientes de produtos naturais e da investigacdo de seus modos de acao
citotéxica, além de validarem a esponja Plakortis angulospiculatus como proficua

fonte de metabdlitos com potencial anticancer.
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ANEXO | - Métodos para extracao da esponja P. angulospiculatus e

fracionamento quimico
A) Obtencao do extrato bruto

A amostra de P. angulospiculatus (26,1 g, peso seco) foi cortada em
pedacos de aproximadamente 1 cm?, imersa em etanol (250 mL), e ultrasonicado
por 10 minutos. Este procedimento foi repetido 4 vezes. Os quatro extratos foram
coletados e evaporados sob pressao reduzida, resultando em 3,7 g de extrato bruto.

B) Fracionamento bioguiado

O extrato bruto foi fracionado em coluna com 20 g de resina Chromabond
HR-X (Machery-Nagel), eluido com solventes na seguinte sequéncia: H.O (500 mL),
7:3 CH3CN/H0 (300 mL), CH3CN (300 mL) e CHxCl> (300 mL), o que resultou em
quatro fracbes com pesos de 2,08 g (H20), 617,2 mg (CH3CN/H2O), 866,2 mg
(CH3CN) e 165,2 mg (CH.Cl,). Este extrato foi fracionado por cromatografia liquida
em coluna HR-X (Chromabond, Macherey-Nagel) eluida com solventes hexano
(Hex), acetonitrila, diclorometano (DCM) e metanol (MeOH) em mistura de
polaridade crescente, como demonstrado no esquema anterior. As 4 fragdes obtidas
(A, B, C e D) foram submetidas ao teste do MTT em concentragdes de 5 e 50 pg/mL.
O resultado esta mostrado a seguir, na tabela 4.

Por apresentar alta citotoxicidade (ver em anexo Il), a fragdo CH3CN
(fracdo C) foi submetida ao fracionamento em silica-gel 60 (EM Biosciences) com
gradientes de n-hexano/EtOAc, Hex 100%, Hex/EtOAc (9,5:0,5), Hex/EtOAc (9:1),
Hex/EtOAc (8,5:0,5), Hex/EtOAc (8:1), Hex/EtOAc (7:1), Hex/EtOAc (1:1). As fracoes
2 (200, 5 g), 3 (288, 2 g) e 5 (160 mq), por apresentaram-se mais citotoxicas, foram
submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) semi-preparativa de
fase normal (Modelo Class LC-10 system, Shimadzu) e C18 (Supelco) eluida com
gradientes de CH.Clo/MeOH e MeOH/H,O respectivamente, levando ao isolamento
dos compostos, a saber: 4 substancias decorrentes da fracdo C3 e 6 compostos
recuperados da fragdo C5. As fracbes e compostos puros foram monitorados por
cromatografia em camada delgada borrifada com solucdo de vanilina/acido
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perclérico/etanol seguida de aquecimento. Abaixo estd o fluxograma do
fracionamento bioguiado incicando tipos de cromatografias e mistura de solventes
utilizados no processamento, com destaque (em amarelo) para fragcoes citotdxicas e

compostos isoladas (1-10.)

Extrato etandlico
P. angulospiculatus

Cromatografia HR — X
H,0 100% Acetonitrila/H,0 (7:3) Acetonitrila 100% DCM/MeOH (9:1)

A D
3,24 mg 1,9 mg

SIS0,
Hex 100% Hex/EtOAC  |Hex/EtOAc  |Hex/AcOEt Hex/EtOAC ‘Hex/EtOAc (7:1)|Hex /EtOAC (1:1)|MeOH 100%
(9.5:0.5) 9:1 8.5:0.5) (8:1)\
c1 c2 c3 c5 ce (% cs8
1,37mg 200,5 mg 289,2 mg 160 mg ) 68,5 mg 46,7 mg 45,3 mg
CLAE
’ | I I SiSO,
3 f4a |5 (e
C 541 C5-2 C5-3 C54 C55 C5-6
1,2mg 2,8 mg 6,50 mg 63,6 mg 3,6 mg 6,1 mg
[ cLAE
Lt 2 7)) o) (o]

Figura 33. Fluxograma do fracionamento bioguiado a partir do extrato etandlico de P.
angulospiculatus. Quadros indicando massa das fragfes, tipos de cromatografias e mistura de
solventes utilizados no processamento, com destaque (em amarelo) para fragdes citotdxicas e

compostos isoladas (1 — 10).
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ANEXO II- Citotoxicidade de extrato e fracoes

A) Inibicao da proliferacao celular tumoral de extrato bruto e fracoes

Tabela 7. Atividade citotoxica in vitro do extrato etandlico da esponja P. angulospiculatus em
linhagem tumoral de célon (HCT-116) avaliadas pelo ensaio do MTT apés 72 horas de incubacéo.
Valores de concentracgéo inibitéria média (Clsg) e intervalo de confianca (IC 95%) em ug/mL obtidas a
partir da média e respectivos erro padrdo da média (E.P.M). de 2 experimentos independentes em
duplicata determinadas por regressao nao-linear gerada no programa GraphPad Prism 5.0 .

Clso (ug/mL)
Amostra
HCT-116
Extrato etandlico de 0,26
P. angulospiculatus 0,10-0,64

Tabela 8. Atividade citotéxica in vitro das fragbes A a D em linhagem tumoral de célon (HCT-116)
avaliadas pelo ensaio do MTT, 72 horas de incubagéao. A inibicdo média da proliferacédo celular (%) foi
obtida a partir da média de 2 experimentos independentes em duplicata calculadas no programa
GraphPad Prism 5.0.

Inibicao da proliferacao celular (%)

Fracoes HCT-116
5 pg/mL 50 pg/mL
A 27,98 41,05
B 44,82 50,77
Cc 86,63 101,13
D 43,82 47,45
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Tabela 9. Atividade citotéxica in vitro das fragdes C1 a C8 em linhagem tumoral de célon (HCT-116)
avaliadas pelo ensaio do MTT apés 72 horas de incubacao. Valores de concentragao inibitéria média
(Clsp) e intervalo de confianga (IC 95%) em pg/mL obtidas a partir da média e respectivos erro padrao
da média (E.P.M). de 2 experimentos independentes em duplicata determinadas por regressao nao-
linear gerada no programa GraphPad Prism 5.0 .

Fracées C||f|°c(.=.l_g1/:nsl')
C1 1 ,sf ’—627,1 4
C2 .2,455i811 3,80
cs 0,841 ’?%,20
ca 4,85:2—’%62,51
C5 o,2§ ’f’1o,42
ce 1 ,sg ’33,72
c7 3,64? %,49

Ccs8 > 50
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ANEXO Il - Determinacgao estrutural dos compostos isolados

Para determinacdo estrutural dos compostos foram obtidos seus
espectros de infravermelho (Espectdometro FT-IR 1000, Perkin-Elmer®), ressonancia
magneética (Avance DRX-500, Bruker, e espectébmetro DPX-300) e massa de alta
resolugdo (LCMS-IT-TOF, Shimadzu®). A rotagdo optica foi mensurada por
polarimetro digital (Perkin-Elmer 341 A seguir estdo os espectros de RMN e gCOSY,
HMBC e NOESY dos compostos 1, 2 e 10.



Espectro '"H RMN (300 MHz) de 7,8 — dihidroplakortideo E (1) em CDCls,
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Correlacbes observados nos espectros gCOSY, HMBC e NOESY para o
dihidroplakortideo E (1).

—— gCOSY #—~ NOESY — ~HMBC

Espectro gCOSY 'H, 'H de 7,8 — dihidroplakortideo E (1) em CDCls,
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Espectro HSQC 'H, '°C de 7,8 — dihidroplakortideo E (1) em CDCls
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Espectro HMBC 'H, *C de 7,8 — dihidroplakortideo E (1) em CDCls
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8.0757.0656.05.55.04.54.03.53.02.52.01.51.00.50.0
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Espectro NOESY 'H, 'H de 7,8 — dihidroplakortideo E (1) em CDCls,
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8.0757.06.56.05.55.04.54.03.53.02.52.01.51.00.50.0
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Espectro RMN "H (300 Mhz) do composto 2 em CDCls

~

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 0.0
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Espectro RMN C (75 Mhz) do composto 2 em CDCls

mmmmwmjw»mwmmw JWJ “lemmw rdmL«:M«JJWUJ .

210 190 170 150 130 110 90 70 50 30 10 -10
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Correlagbdes observados nos espectros gCOSY, HMBC e NOESY para o composto
2.

16

1 ANZZNYS a/'\ 15
Il S o }60 N i
20) 19 ~0~3 "~ 1 OH

21 2

—— gCOSY #—= NOESY ~—=~ HMBC

Espectro 'H, '"H gCOSY (75 Mhz) do composto 2 em CDCl;
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| SR | LIS PR (AN (LIS CLAN IR RN | I (AR (RS (A (AL (A A (A A () T
8.07.57.06.56.05.55.04.54.03.53.02.52.01.51.00.50.0
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Espectro de HSQC 'H, '*C, do composto 2 em CDCl5,

A |
AT
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8.07.57.06.56.05.55.04.54.03.53.02.52.01.51.00.50.0
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Espectro de HBMC 'H, *C, do composto 2 em CDCls,

|
o)

) A A J*L___,HJA_/)\J ot N N

" w® 0 . ;10
9 l*& :_20
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&3 1140
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1190
1200
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8.0757.06.56.0555.0454.03.53.02.52.01.51.00.50.0



Espectro de NOESY 'H, 'H, do composto 2 em CDCls,

.__,J\_f"kh__...!\,_ﬁ____ o

O, (A

L L S

= & = [F = = =0 T & e & de & fe & de & e A qe [ B af B ak  Boal B
8.07.57.06.56.05.55.04.54.03.53.02.52.01.51.00.50.0
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8.0
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Espectro de RMN 'H (300 Mhz) do composto 10 em CDCls,

bl |
'LN_M,_J\\AM.“_JLJ.WMJ‘"'J\W/\H‘"‘- }‘\,ﬁu}v’“u,.' J” e
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—
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28272625242322212019181.7161514131.21.11.00.90.80.70.60.5
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