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RESUMO

ESTUDO DO POTENCIAL ANTICANCER DE SUBSTANCIAS OBTIDAS DO
ZOANTIDEO Protopalythoa variabilis Duerden, 1898 (CNIDARIA, ANTHOZOA)
ENCONTRADO NO LITORAL CEARENSE. Diego Veras Wilke. Doutorado em
Farmacologia. Programa de Pds-graduagdo em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceard. Defesa: 24 de julho de 2009.
Orientadora: Dra. Leticia Veras Costa Lotufo.

O cancer € um dos principais problemas mundiais de saide e uma das causas mais importantes de
morbidade e mortalidade em criangas e adultos. Apesar do sucesso no tratamento de diversos tipos de
tumor, ainda nio se chegou ao farmaco ideal e as terapias existentes nem sempre alcangam resultados
satisfatérios além de induzir muitos efeitos colaterais. A pesquisa em produtos naturais marinhos
(PNM), embora recente, tem revelado uma enorme diversidade de estruturas quimicas, muitas vezes
inéditas e com potente atividade bioldgica. Moléculas citotéxicas, com potencial aplicagio na
quimioterapia do cancer, sdo freqiientemente isoladas dos organismos marinhos e dos quatro farmacos
oriundos de PNM comercializados atualmente, dois sdo utilizados na quimioterapia do cancer. Além
dos metabdlitos secundarios, o estudo de polissacarideos modificadores da resposta biolégica para
imunoterapia adjuvante também vem surgindo como uma drea bastante promissora. Os cniddrios
juntamente com esponjas, ascidias, moluscos e algas compdem o grupo de representantes marinhos
quimicamente mais prolificos. O zoantideo Protopalythoa variabilis (Cnidaria, Anthozoa) é
encontrado no litoral do mundo inteiro, porém o seu potencial farmacolégico nunca foi investigado
anteriormente. O potencial antitumoral de substancias obtidas do P. variabilis encontrado no litoral
cearense foi avaliado neste trabalho. O fracionamento guiado pela citotoxicidade de 4 linhagens de
células tumorais (HL-60, leucemia; HCT-8, célon; SF-295, sistema nervoso central e MDA-MB-435,
melanoma) do extrato hidroalco6lico bruto (EHB) rendeu uma mistura de oi-aminodcidos lipidicos
(1a/1b) inéditos a partir da fracdo hexano e 5 fracdes (AcOEt-P-1-5) contendo sinais compativeis com
esterdides da fracdo acetato de etila. Os 1a/lb apresentaram uma média de concentragio inibitdria
média (Clsp) nas linhagens testadas de 85 ng/mL, enquanto a AcOEt-P-4, mais ativa dentre as
derivadas da AcOEt exibiu uma média de Clso de 117,5 ng/mL. Essa foi a primeira vez que -
aminodcidos lipidicos foram obtidos de uma fonte natural e também que o potencial citotéxico de
compostos dessa classe é demonstrado. O estudo da citotoxicidade dos 1a/lb e da AcOEt-P-4, na
linhagem leucémica HL-60, revelou que estas amostras devem sua atividade a indug¢do de apoptose
com via intrinseca desempenhando um importante papel. A partir do residuo do EHB do P. variabilis,
foram obtidos polissacarideos sulfatados ligados a proteinas (PPV). O PPV ndo apresentou
citotoxicidade contra as células tumorais in vitro, porém induziu 50% de inibicdo do crescimento
tumoral em camundongos transplantados com a linhagem B-16 (melanoma). As andlises dos
parimetros bioquimicos, hematoldgicos e histopatolégicos indicaram que o PPV ndo apresentou
toxicidade nos animais e aumentou a proliferacdo de mondcitos. Estudos adicionais com macréfagos
peritoneais in vitro confirmaram que o PPV é um modificador da resposta bioldgica. A ativaciao dos
macréfagos pelo PPV induziu a produgio de 6xico nitrico, e das citocinas IL-1f e IL-6, mas ndo TNF-
o. O presente trabalho mostrou que a espécie P. variabilis € uma rica e proficua fonte de compostos
com potencial antitumoral a ser explorada, possuindo tanto metabdlitos citotéxicos capazes de induzir
apoptose em células tumorais diretamente, quanto macromoléculas imunomoduladoras com atividade
antitumoral in vivo.

Palavras-chave: Protopalythoa variabilis, o-aminoécidos lipidicos, antitumoral, citotoxicidade,
polissacarideos, imunoestimulagao.



ABSTRACT

STUDY OF ANTICANCER POTENTIAL OF COMPOUNDS OBTAINDED FROM THE
ZOANTHID Protopalythoa variabilis DUERDEN, 1898 (CNIDARIA, ANTHOZOA) FROM
THE CEARA COAST. Diego Veras Wilke. Doctorate Thesis. Programa de Pds-graduagdo em
Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Ceara. Defense: July 24", 2009. Advisor: Dr. Leticia Veras Costa Lotufo.

Cancer is one of the biggest health problems in all over the world and causes a great amount of death
of children and adults. Despite success of several cancer therapies, the ideal anticancer drug is not
available yet and the numerous side effects are a limiting point. The natural products research,
although recent, has shown often a variety of new chemical structures and potent biological activities.
Cytotoxic compounds with possible cancer chemotherapy application are commonly isolated from
marine organisms. Two within four marketed drugs from marine sources are used for cancer
chemotherapy. Besides small weight molecules, the polysaccharides biological response modifiers
also have showing to be a promising field as adjuvant in traditional chemotherapy. Cnidarians together
with sponges, ascidians, mollusks and algae form the most promising marine group. The zoanthid
Protopalythoa variabilis (Cnidaria, Anthozoa) is found in coastline of whole world, however its
pharmacological potential have never been investigated before. The antitumor potential of compounds
from P. variabilis from Ceard coast was evaluated in this work. The chemical fractionation guided by
the cytotoxicity on four tumor cell lines (HL-60, leukemia; HCT-8, colon; SF-295, central nervous
system and MDA-MB-435, melanoma) from crude hydroalcoholic extract yield two new lipidic o-
amino acids (1a/lb) in mixture from hexane fraction and five fractions (EtOAc-P-1-5) containing
sterols signals from ethyl acetate fraction. 1a/1b showed a mean inhibitory concentration mean (ICs)
of 85 ng/mL against cell lines tested, whereas EtOAc-P-4, the most powerful of EtOAc derivatives
fractions, showed a mean ICsy of 117.5 ng/mL. This was the first report of lipidic amino acids
obtained from natural sources and also the first cytotoxic data for this class of compounds. The
cytotoxic investigation of la/lb and EtOAc-P-4 on HL-60 cells showed treated-cells dead by
apoptosis with critical involvement of intrinsic pathway. Protein-bound sulfated polysaccharides
(PPV) with high molecular mass were obtained from residue of the hydroalcoholic extract. PPV did
not showed cytotoxicity on tumor cell lines in vitro, however it induced 50% of tumor growth
inhibition on melanoma B-16 bearing-mice. No toxic evidences were observed in histopathology
analysis as well as in biochemical and hematological parameters, however circulating monocytes
increased with PPV treatment. In addition peritoneal macrophages investigated in vitro confirmed that
PPV is a biological response modifier. The PPV-induced macrophage activation stimulated the release
of nitric oxide and cytokines IL-1B and IL-6, but did not do TNF-o. This work showed that P.
variabilis is a rich source of antitumor compounds, having both small cytotoxic molecules and
polysaccharides biological response modifiers with antitumor activity in vivo.

Key-words: Protopalythoa variabilis, lipidic o-amino acids, antitumor, cytotoxicity, polysaccharides,
immunostimulation.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Cancer

O céncer é um dos principais problemas mundiais de saide e uma das causas
mais importantes de morbidade e mortalidade em criangas e adultos de ambos os sexos. No
ano de 2000 foram registrados 5,3 milhdes de casos de cancer em homens e 4,7 milhdes de
casos em mulheres (PARKIN, 2001). A incidéncia mundial desta doenca chega a mais de 10
milhdes de novos casos, dentre os quais 53% tém ocorrido nos paises em desenvolvimento
(INCA, 2009). No Brasil, 145.433 mortes por neoplasias malignas foram registradas em 2005
(DATASUS, 2009) e a estimativa € que surgirdo mais 466.730 novos casos em 2009 (INCA,
2009).

As neoplasias malignas estdo intimamente relacionadas a alteragdes no genoma.
As mutacOes de maior relevincia encontradas no cincer tornam o funcionamento dos
oncogenes dominante € o dos genes supressores tumorais recessivo. A partir de observagdes
clinicas e modelos animais, tem sido feito um paralelo do desenvolvimento tumoral com a
evolucdo Darwiniana, a qual postula que uma sucessdao de alteragdes genéticas conferem
caracteristicas vantajosas a sobrevivéncia do individuo, mas com a grande diferenca, nesse

caso o individuo em qustado é o cancer (HANAHAN e WEINBERG, 2000).

Existem mais de 100 tipos de céncer, sendo que quase todos eles possuem em
comum, além da instabilidade genética, 7 alteracdes celulares intrinsecas: auto-suficiéncia em
fatores de crescimento, insensibilidade a fatores antiproliferativos, invasdo tecidual e
metdstase, neo-vascularizagdo, potencial replicativo ilimitado, evasdo da apoptose e
“invisibilidade” a imunovigilancia (Fig. 1) (HANAHAN e WEINBERG, 2000; DUNN et al.,
2004). Recentemente, também tem sido discutida a importancia crucial do microambiente
inflamatério tumoral (MIT) no favorecimento da progressdo tumoral (Fig. 1) através do
recrutamento e diferenciacdo subseqiiente de linfocitos, macréfagos (M¢) e células
dendriticas em tipos inofensivos as células neopldsicas culminando na subversdo do sistema

imune (Fig. 2) (ZITVOGEL et al., 2006; COLOTTA et al., 2009).
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Auto-suficiéncia em
fatores de crescimento

Evasiio da apoptose

Invasio tecidual e
metastase

Invisibilidade a
imunovigilancia
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replicativo ilimitado

Microambiente
Inflamatério

Neo-angiogénese

Instabilidade
Genética

Figura 1 — Caracteristicas comuns a quase todos os tipos de cancer. Adaptado de Hanahan &
Weinberg, 2000; Dunn et al., 2004 e Colotta et al., 2009.

O sistema imune tem a funcdo natural de reconhecer e eliminar as células
aberrantes ou disfuncionais por um processo chamado de imunovigilincia (REIMAN et al.,
2007). Mesmo quando jia ha um tumor, a migracdo de linfécitos seguida da infiltracdo, a
priori, pode aumentar as chances de resposta antitumoral do sistema imune, porém o MIT
regula negativamente as respostas antitumorais (BALKWILL, 2003; BALKWILL, 2004).
Mais especificamente, a producdo de: quimiocinas (p. ex. CCL2, CCL20 e interleucina 8); de
fatores de crescimento [p. ex. fator estimulador de colonias de granuldcitos e macréfagos
(GM-CSF, do inglés, Granulocyte Macrophage- Colony Stimulating Factor) e fator de
crescimento tumoral B (TGF-B, do inglés, Tumor Growth Factor)] e metaloproteases (p. ex.
MMP7 e MMP9) no MIT desempenha o papel supressor a imunidade antitumoral e
favorecedor do crescimento e invasividade de diferentes maneiras (MANTOVANI et al.,

2008).

Inicialmente, na progressao tumoral, por efeito autdcrino ou pardcrino, as
quimiocinas podem estimular o crescimento tdo rdpido do tumor que a imunovigilancia nao é
capaz de erradicar todas as células alteradas. Também foi demonstrado que quimiocinas

como as MCP-1/CCL-2 podem induzir a diferenciagdo dos linfécitos infiltrados no tumor
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(TILs, do inglés, Tumor Infiltrating Lymphocytes), para tipo Th2, que por sua vez,
contribuem para a polarizacdo da resposta inflamatéria tipo II (BALKWILL e
MANTOVANI, 2001). As respostas tipo II favorecem o crescimento e sobrevivéncia das
células tumorais e suprimem a imunidade celular (GU et al., 2000). Além destes efeitos, as
quimiocinas do MIT podem suprimir a apresentacdo de antigenos através da inibicdo da
maturacio de células dendriticas e também induzir morte dos TILs pela inducdo da producdo

autdcrina de CCRS (ZOU et al., 2001; MELLADO et al., 2001).

Les3 . i Eliminacio
esao pre-maligna Imunovigilancia

Equilibrio

Oncogénese avangada / Imunoselecio

Crescimento tumoral Imunosubversdo

Caracteristica celular Caracteristica
intrinseca extrinseca as células

Figura 2 — Relaco entre os aspectos intrinsecos e extrinsecos da progressao tumoral. A figura
sumariza o crosstalk entre os fatores intrinsecos (celulares) e extrinsecos (sistema imune do
hospedeiro) relacionados ao desenvolvimento do cancer. Modificado de Zitvogel et al., 2006.

A cirurgia, quimioterapia e radioterapia sdo as estratégias terapéuticas cldssicas
para o tratamento de pacientes com diferentes tipos de cancer. Hoje se contam muitos casos
de sucesso no tratamento de diversos tipos de tumor, mas ainda ndo se chegou ao farmaco
ideal e as terapias existentes nem sempre alcancam resultados satisfatérios como a remissao
de tumores e a prevencdo de metdstase, além de induzir muitos efeitos colaterais

(SALGALLER e LODGE, 1998).

Uma caracteristica comum a grande parte dos quimioterdpicos antineoplésicos é
a citotoxicidade, que tem como resultado final na maioria das vezes a morte por apoptose das
células tumorais. Diferentes alvos como os acidos desoxirribonucléicos (DNA, do inglés,
Deoxyribonucleic Acid) microtibulos, tubulina, topoisomerase, proteassomo, tirosinas

quinase, telomerase, proteinas de checagem do ciclo celular, ceramidases entre outros, sdo
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capazes induzir a célula tumoral a entrar em apoptose (JORDAN, 2002; LOS et al., 2003;
CHASE e CROSS, 2006; BAILLY, 2000; ROSA et al., 2008; KAWABE, 2004; HUWILER
e ZANGEMEISTER-WITTKE, 2007).

A massa tumoral originada a partir de uma tnica célula clone € constituida por
uma populacdo de células heterogéneas. As sub-populagdes de células podem diferir
fenotipicamente no caridtipo, na responsividade hormonal e na suscetibilidade a agentes
antineopldsicos. Por exemplo, tumores com baixa fracdo de crescimento como o cincer de
mama e de colo do dtero possuem uma menor suscetibilidade a quimioterapia e a auséncia de
antigenicidade das células favorece a uma maior tolerincia ao ataque do sistema imunolégico
(KUMAR et al., 2004). Tendo ciéncia de que o cancer apresenta uma grande diversidade
bioldgica, a associagdo de diferentes tipos de terapias utilizadas atualmente no tratamento de
neoplasias e a busca de novas estratégias de intervencdo tem surgido com uma perspectiva de

se alcancar maior eficdcia terapéutica (EVAN e VOUSDEN, 2001).

z

A imunoterapia é uma das estratégias que tem sido estudada em diversos
modelos animais e ensaios clinicos em pacientes com céncer, objetivando aumentar a
eficiéncia terapéutica com baixa toxicidade. Evidéncias que demonstram a importincia do
sistema imunolégico inato e adquirido t€m sido acumuladas até mesmo em tratamentos
baseados em quimio ou radioterapia (ZITVOGEL et al., 2008). As diversas formas de
imunoterapia enquadram-se dentro de trés categorias principais: anticorpos monoclonais,

vacinas e modificadores da resposta imune (KULCSAR, 1997).

Anticorpos monoclonais contra agentes especificos tumorais t€ém sido aprovados
para, por exemplo, o tratamento do cincer de mama (trastuzumab), linfoma ndo-Hodgkin
(rituximab), e no diagnéstico por imagem de diversos canceres (oncoscint) (PLUNKETT e
MILES, 2002). Virios estudos pré-clinicos foram realizados para avaliar diferentes
estratégias de vacinas, utilizando células tumorais alogénicas, peptideos, vetores virais, DNA

e células dendriticas (DERMIME et al., 2002; LIU et al., 2002).

Os modificadores da resposta bioldgica sdo componentes capazes de interagir e
regular o sistema imunoldgico através de aumento ou diminuicdo da resposta imune (LEUNG
et al., 2006; RIHOVA, 2002; TZIANABOS, 2000). Esses componentes sdao moléculas que
podem ser de natureza extrinseca ou intrinseca. Os modificadores intrinsecos podem ser
citocinas produzidas pelas células do sistema imune, por exemplo, interleucinas (IL),

interferon (IFN), fator de necrose tumoral (TNF), fator de crescimento para célula B e fatores
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de crescimento hematopoéticos que podem influenciar a resposta imune em diferentes
estdgios. Os modificadores extrinsecos podem ser potencializadores da resposta imune como
o Bacillus Calmette-Guérin (BCG), Corynebacterium parvum, endotoxinas, lipideos, dcidos
nucléicos e polissacarideos (PS) que influenciam o crescimento tumoral através de uma
imunoestimulag¢do ndo-especifica (ADAM et al., 2003; LEUNG et al., 2006; BREMERS e
PARMIANI, 2000).

1.2 Produtos naturais marinhos

O homem utiliza a natureza como fonte de medicamentos desde os tempos mais
remotos. A imensa diversidade quimica de espécies de plantas, animais, microorganismos e
fungos € resultado da evolucdo na sele¢do e conservacdo de importantes mecanismos de
defesa utilizados, dentre outros, para repelir, paralisar ou matar predadores (CRAGG e
NEWMAN, 1999; FAULKNER, 2000). Os produtos naturais sdo substancias produzidas por
organismos vivos, derivados do metabolismo primério ou secunddrio, € podem pertencer as
mais diferentes classes de substancias organicas. Os metabdlitos secunddrios ou metabdlitos
especiais sdo de particular estima para o desenvolvimento de novos firmacos, ao passo que
sdo também de fundamental importancia adaptativa para um grupo de organismos e
determinantes para o sucesso e aumento da biodiversidade dos ecossistemas (COSTA-

LOTUFO et al., 2009).

Os produtos naturais tém um papel de grande valor na descoberta de novas
drogas. No caso particular do céncer isto é evidente, aproximadamente 60% das drogas em
uso sdo de origem natural ou derivadas de um prototipo natural (NEWMAN et al., 2003). De
todas as fontes naturais de farmacos, o ambiente marinho € certamente a dltima grande
fronteira a ser explorada. Evitado por muito tempo, devido as dificuldades de acesso as
grandes profundidades e as limitacdes das técnicas quimicas para o isolamento e elucidacio
estrutural, hoje este ecossistema foi reconhecido como uma fonte de produtos naturais com

potencial terapéutico altamente rica e promissora (FENICAL, 1997; JIMENO et al., 2004b).

O trabalho de Bergmman e Feeney publicado no inicio da década de 50 que
descreveu o isolamento dos nucleosideos espongotimidina e espongouridina e que serviu de
inspiracdo para a sintese de moléculas como a citosina arabinosideo [ara-C (Citarabine®)],

um quimioterdpico anticancer e a adenina arabinosideo [ara-A (Vidarabine®)] (Fig. 3) é tido
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como o marco inicial da historia da contribui¢ido dos produtos naturais marinhos para geracio
de novos farmacos (BERGMANN e FEENEY, 1951; NEWMAN e CRAGG, 2006). As duas
décadas seguintes foram marcadas pelo intenso trabalho de isolamento quimico que culminou
no isolamento de milhares de estruturas de compostos peculiares com acdo sobre alvos
inusitados. Porém, até 5 anos atrds, ainda ndo havia nenhum fiarmaco de origem marinha
sendo comercializado, principalmente pelo fato da industria farmacéutica ter dado preferéncia

a sintese baseada na quimica combinatéria (BLUNT et al., 2008).
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Figura 3 — Estruturas quimicas dos nucleosideos espongotimidina e espongouridina isolados por
Bergmman e Feeney e dos derivados Ara-A e Ara-C utilizados na clinica.

Nesta década, os produtos naturais marinhos comegaram a mudar o seu status de
grande promessa, sobretudo no meio académico, para se tornarem farmacos, e ainda se conta
com uma lista razoavel de candidatos em estudos clinicos, inclusive de fase III (COSTA-
LOTUFO et al., 2009; FENICAL, 2006). O primeiro deles, aprovado em 2004, foi o
ziconotideo ou ®-conotoxina (Prialt®), um peptideo com poder analgésico isolado na década
de 80 do molusco Conus magnus mil vezes mais potente que a morfina (Fig. 4). A agéncia
norte-americana para controle e aprova¢do de medicamentos e alimentos, FDA (Food and
Drug Administration) o liberou para administrac@o intratecal na remediacdo da dor severa,
inclusive aqueles pacientes refratdrios a tratamentos com opiddes. O extraordindrio poder
analgésico das m-conotoxinas se deve, principalmente, a particular sensibilidade das fibras
tipo C e a auséncia de tolerancia ao tratamento mesmo em uso cronico com esses peptideos

(WILLIAMS et al., 2008).

Em 2007, foi a vez do quimioterdpico antineopldsico trabectadina
(Ecteinascidina-743, ET-743, Yondelis®), produzido pela PharmaMar, ter sua aprovacio pela

agéncia européia de medicamentos (EMEA, do inglés European Medicine Agency) para a
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comercializag¢do pela Unido Européia para o tratamento de sarcoma de tecidos moles (Fig. 4)
(EMEA, 2009). Atualmente, estd sob ensaios clinicos de fase 3 para tratamento de cancer de
ovéirio e de fase 2 para cancer de prOstata e mama, osteossarcoma € tumores solidos

pediétricos (CLINICALTRIALS, 2009).
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Figura 4 — Primeiros compostos de origem marinha a serem aprovados para uso clinico, ®-
conotoxina e trabectadina.

A trabectadina é um alcaldide tetra-hidroquinolinico isolado da ascidia caribenha
Ecteinascidia turbinata que age alquilando o DNA, mas de modo diferente dos outros
agentes alquilantes. Ela se liga a2 guanina em sequéncias especificas de bases nas fendas
menores da dupla hélice induzindo uma dobra nas fitas de DNA que tem diversas
consequéncias como desorganiza¢do do citoesqueleto e bloqueio da divisdo celular
(ZEWAIL-FOOTE et al, 2001; ERBA et al., 2001). Outra consequéncia de grande
importancia € a interferéncia no reconhecimento e ligacdo normal de fatores de transcricdo ou
proteinas ligantes do DNA incluindo a MDR1 ou glicoproteina-P, proteina de resisténcia a
multiplas drogas (do inglés, Multi Drug Resistence) a qual bombeia diversos quimioterdpicos
e pode estar superexpressa nas células tumorais. Portanto o tratamento com trabectadina pode
prevenir a resisténcia a quimioterdpicos das células tumorais pela inibi¢do da glicoproteina-P

(JIN et al., 2000; KANZAKI et al., 2002).

A severa toxicidade da trabectedina tornou complicados os primeiros ensaios
clinicos devido a alta toxicidade como neutropenia, transaminite e rabdomidlise e algumas
mortes. Apds vdrios estudos realizados para o entendimento das reacOes relacionadas a
toxicidade e ajuste de doses, o perfil toxicoldgico melhorou substancialmente restando apenas

uma mielotoxicidade residual nas doses terapéuticas (PUCHALSKI er al, 2002). A
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Ecteinascidia turbinata foi cultivada com sucesso, mas os testes clinicos foram realizados por
um eficiente método de sintese patenteado pela Universidade de Harvard e licenciado para a
PharmaMar. Atualmente, a sua producéo € realizada em 4 etapas a partir da cianosafracina B,

proveniente da cultura da bactéria Pseudomonas fluorescens (MARTINEZ e COREY, 2000).

Os protétipos derivados ou isolados de produtos naturais marinhos em fase de
testes clinicos possuem diversos alvos terapéuticos como canais i0Onicos, enzimas,
microtibulos, DNA, lisossomos, calmodulina, proteossomos, além de inducdo de estresse
oxidativo e modulagdo do sistema imunolégico (NEWMAN e CRAGG, 2006). A
identificacdo de novos alvos de acdo tem sido de grande relevancia para o tratamento do
cancer, e ¢ exatamente no estudo e na terapéutica dessa doenca aonde se concebe também o
maior impacto das substancias de origem marinha (NEWMAN e CRAGG, 2006; HAEFNER,
2003).

A quantidade de moléculas novas oriundas de organismos marinhos ultrapassa
18.500,00 e ja se contam pelo menos 300 patentes (HUNT e VINCENT, 2006; COSTA-
LOTUFO et al., 2009). Dentre essa enorme quantidade, algumas substincias em particular
como as didemninas, halicondrinas, dolastatinas, briostatinas, discodermolido, espisulosina,
neovast e a salinosporamida A sio exemplos histéricos importantes ou que estdo em voga por
serem candidatos da industria farmacéutica, por terem exibido promissor desempenho em
estudos clinicos ou mesmo por representarem novas alternativas terapéuticas (COSTA-

LOTUFO et al., 2009; MOLINSKI et al., 2009).

A dideminina B, um depsipeptideo ciclico isolado da ascidia caribenha
Trididemnun solidum, foi a primeira substancia natural marinha a entrar em estudos clinicos,
nesse caso, como substincia anticancer. Esta substincia demonstrou potente atividade
antiviral, imunossupressora e anticincer, com valores de concentracio inibitéria média de
1nM, e com uma surpreendente atividade antitumoral contra leucemias e melanomas
(RINEHART et al., 1981). O mecanismo de a¢do da dideminina B € muito complexo e ainda
estd por ser completamente esclarecido. Apesar dos varios esquemas de tratamento testados e
dos diversos tumores experimentados, a dideminina B desapontou no quesito eficicia e
apresentou alta toxicidade para prosseguir com os ensaios clinicos. Alguns autores
argumentam que a logistica envolvida no ajuste de doses e nos esquemas de administragdo
utilizados ndo teria sido otimizada para favorecer a atividade antitumoral e adequava-se

melhor aos protocolos de estudo de agentes imunomoduladores (VERA e JOULLIE, 2002).
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Independente disso, a dideminina B foi retirada dos testes clinicos, mas deixou uma valiosa
contribuicdo para a formacgdo de quimicos e farmacologistas bdsicos e clinicos da 4rea de

produtos naturais marinhos.

O legado da dideminina B teve repercussdo direta nos estudos com a aplidina A,
um depsipeptideo ciclico isolado da ascidia mediterranea Aplidium albicans parecido com a
dideminina B e também conhecida por dehidrodideminina B (RINEHART, 2000). A aplidina
A foi a mais ativa em um estudo relacionando estrutura e atividade antiviral e citotdxica de
uma série de 42 didemininas andlogas naturais ou sintéticas, entre as quais a prdpria
dideminina B (SAKAI et al., 1996). Em modelos in vivo, a aplidina reduziu radicalmente o
volume de diversos tumores, inclusive daqueles resistentes a dideminina B, e demonstrando
menos toxicidade associada ao uso (SIMMONS et al., 2005). Seu mecanismo de acdo é

bastante peculiar e envolve vdrias vias que levam a apoptose, mas ainda ndo estd

completamente esclarecido (URDIALES et al., 1996).

A aplidina foi entdo licenciada para a PharmaMar com o nome Aplidin® e
comecaram os testes clinicos em 1999, se beneficiando diretamente das informagdes obtidas
nos estudos com dideminina B. De modo geral, o tratamento com aplidina tem sido bem
tolerado, a toxicidade neuro-muscular, seu principal fator limitante, pode ser superada com a
co-administracdo de L-carnitina (JIMENO et al., 2004a). Outra caracteristica importante é
que o tratamento com aplidina ndo causa reacOes tipicamente associadas a quimioterapia do
cancer, como mucosite, alopecia e mielossupressdo. Essa molécula ji se encontra em fase 2
para uma diversidade de tumores s6lidos e hematolégicos como terapia dUnica e em fase 1
para terapia com outros quimioterdpicos e para o tratamento de leucemias pedidtricas agudas

(CLINICALTRIALS, 2009; GOMEZ et al., 2003).

As dolastatinas naturais e seus derivados sdo outra classe de peptideos
importantes. Eles foram encontrados em pequenas quantidades no molusco Dolabella
auricularia e que agem em concentragdes da ordem de picoMolar em vdrios tipos de células
tumorais (PETTIT et al., 1987; PETTIT et al., 1989). As dolastatinas agem ligando-se a
tubulina no sitio dos alcaléides da Vinca, mas em um dominio diferente, o que despertou o
entusiasmo para inicio dos estudos clinicos (BAI et al., 1990). Com a sintese da dolastatina
10, a mais potente da série, tornou-se possivel o ingresso desta molécula nos estudos clinicos
de fases 1 e 2 pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos da América (NCI-USA,

do inglés, National Cancer Institute of United States of America). Embora a toxicidade tenha
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sido tolerada nas doses administradas na maioria dos casos, os estudos clinicos, ja em fase 2,
acabaram pela auséncia de resultados significativos (KINDLER et al., 2005). Um estudo
estrutura-atividade gerou uma série de andlogos com o objetivo de manter ou melhorar a
citotoxicidade e reduzir a toxicidade. Atualmente, 3 derivados sintéticos das dolastatinas,

soblidotina, cematodina e sintadotina, estdo em estudos clinicos para varios tipos de tumores.

Apesar de relativamente bem toleradas a soblidotina e a cematodina ndo tém
demonstrado boa eficdcia antitumoral. A sintadotina ja é uma dolastatina de 3" geracdo que
age estabilizando microtdbulos, porém com um mecanismo singular, distinto das outras
dolastatinas ou mesmo dos taxanos. A sintadotina apresenta grandes vantagens como a ser
ativa por via oral e possuir uma janela terapéutica maior que a da cemadotina. Outro
resultado animador foi a atividade em modelos xenogrificos com tumores resistentes a
terapia com taxanos visto que, ndo raro, pacientes com melanoma desenvolvem resisténcia a
esta quimioterapia (DE JONGE et al., 2005; RIELY et al., 2007, BHAKUNI e RAWAT,
2006; EBBINGHAUS et al., 2004).

No ano 2000, a ILEX comprou os direitos da BASF Pharma sobre a sintadotina
(ou ILX-651), o que gerou a expectativa de aceleragdo dos estudos clinicos devido ao
dominio desta industria no desenvolvimento de quimioterdpicos anticancer. Ainda em fase 1,
a sintadotina demonstrou boas respostas, inclusive havendo a cura de um paciente com
melanoma metastético. Estes resultados foram bastante animadores porque existem poucas
opgdes para o tratamento de melanoma metastitico. Além do melanoma, também foram
tratados, e com bons resultados, tumores sélidos recorrentes e cancer de nao pequenas células
ainda em fase 1 (BNET, 2008). A sintadotina foi considerada segura e bem tolerada, sendo
relatados apenas efeitos colaterais de pequena importancia como alopecia, nduseas, vomitos e

fadiga (EBBINGHAUS et al., 2004).

A briostatina 1 também tem uma grande importancia na histéria dos produtos
naturais marinhos e é uma das duas substancias em fase de testes clinicos que sdo obtidas
diretamente do organismo no seu ambiente natural (briostatina 1 e o A£-941). A briostatina 1,
uma lactona macrociclica, é considerada a molécula mais promissora da sua familia tendo
sido isolada do briozodrio Bugula neritina por Pettit e colaboradores em 1970 (PETTIT et al.,
1970). Devido a sua complexidade, a estrutura quimica s6 foi esclarecida uma década depois
do seu descobrimento (PETTIT er al., 1982c). Entre as diferentes atividades observadas,

destacam-se a regulacdo da apoptose, o sinergismo com outros quimioterdpicos anticancer e a
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estimulacdo do sistema imunolégico (FARROW et al., 2002; DOWLATI et al., 2003; AL-
KATIB et al., 1998). Atualmente, o maior interesse com a briostatina 1 é na quimioterapia
anticancer e ja somam mais de 80 ensaios clinicos de fase 1 ou 2 realizados ou em andamento

(PETTIT et al., 2002).

O discodermolido, isolado da esponja Discodermia dissoluta, ¢ o agente
estabilizante de microtibulos mais potente ja descrito, devendo seus efeitos a uma parada do
ciclo celular seguida de morte por apoptose. Embora o paclitaxel e o discodermolido

compartilhem do mesmo mecanismo de acdo, o composto marinho € eficiente contra

linhagens taxano resistentes, tanto in vitro como in vivo (TER HAAR et al., 1996).

A espisulosina, inicialmente isolada do molusco Mactromeris ou Spisula
polynyma no ano de 1999, estd sendo produzida através de sintese e encontra-se em fase 1 de
ensaios clinicos em pacientes com tumores sélidos sob licenca da PharmaMar
(MARINEBIOTECH, 2009; PHARMAMAR, 2008). A sua estrutura se parece muito com a
dos esfingolipideos. As células tratadas com espisulosina perdem a organizacdo dos
microfilamentos de actina e entram em apoptose por vias diferentes daquelas induzidas pelos

esfingolipideos naturais NEWMAN e CRAGG, 2004; CUADROS et al., 2000).

Outro candidato a medicamento, e que vem sendo obtido pela maricultura, € o
agente antiangiogé€nico Neovastat® (ou A-941), desenvolvido pela inddstria canadense
terna Zentaris. Na verdade ndo se trata de uma substancia isolada, mas sim um extrato
liquido padronizado da fracdo < 500 kDa da cartilagem do tubardo Squalus acanthias
(GINGRAS et al., 2003). O £-941 ja completou estudos de fase 3 para o tratamento de
carcinoma renal metastitico e para carcinoma pulmonar de ndo-pequenas células em
combinacdo com outros quimioterdpicos ou com radioterapia. Um empecilho a sua
comercializa¢do em escala mundial é que esse extrato é produzido exclusivamente a partir de
tubardes criados em cativeiro e ndo se reconhece qualquer outra possibilidade de obtencdo do
material, e a exploragdo a longo prazo de espécies de tubardo cujas populacdes naturais ja

estdo ameacadas pode ser ecologicamente desastroso (GINGRAS et al., 2003).

O vislumbre da obten¢do de moléculas marinhas, frequentemente tdo complexas
e dificeis de sintetizar, de fontes naturais e sem causar impactos vem sendo concretizado com
o exemplo da salinosporamida A. Esse composto é obtido de microorganismos marinhos e é
um marco no quesito quantidades suficientes para ensaios clinicos sem impacto ambiental. O

actinomiceto marinho Salinospora tropica, encontrado no sedimento das Bahamas estd hoje
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no pipeline da Nereus Pharmaceuticals Inc, uma companhia criada para prospeccao de
farmacos a partir de produtos marinhos (FENICAL et al., 2009). O mecanismo de agdo da
salinosporamida A consiste em uma potente e seletiva inibicdo da fungdo catalitica dos
proteossomos, estruturas celulares responsaveis pela degradaciao de proteinas (FELING et al.,
2003). Os proteossomos foram legitimados como alvo para a quimioterapia do cancer com a
aprovacdo da bortezomida (Velcade®) para o tratamento de mieloma multiplo
(RICHARDSON et al., 2003). Atualmente, a salinosporamida estdi em alguns ensaios
simultdneos de fase I, mas ela traz o trunfo de ter passado pelos testes pré-clinicos mais
rapidamente, tendo entrado em estudo clinicos apds somente 3 anos da sua descoberta

(CLINICALTRIALS, 2009).

Os cniddrios juntamente com esponjas, ascicias, moluscos e algas compdem o
grupo de representantes marinhos quimicamente mais prolificos. A maioria deles possui em
caracteristicas como hdbito séssil, corpo macio e auséncia de estruturas fisicas de defesa (Fig.
5) (HUNT e VINCENT, 2006; HARPER, 2001). A citotoxicidade € a atividade bioldgica
mais comumente encontrada e normalmente se apresenta com grande poténcia, o que é
condizente com a funcio ecoldgica proposta para esses compostos de favorecer a competicdo
por espago, eliminar micro-organismos patogénicos e paralisar ou matar predadores

superando os efeitos diluidores do ambiente aquitico (MUNRO et al., 1999).
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Figura 5 — Quantidade relativa de compostos marinhos agrupados por filo. Extraido de Hunt e

Vicent, 2006.
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Estudos com substancias bioativas de cniddrios mostraram diferentes atividades
bioldgicas como anti-inflamatdria, analgésica e citotoxica. A palitoxina (PTX), isolada do
zoantideo Palythoa toxica por Richard E. Moore e Paul J. Scheuer, € a toxina nao-protéica de
origem animal mais potente que se conhece (Fig. 6) (MOORE e SCHEUER, 1971). Trata-se
de uma molécula grande em tamanho e complexidade estrutural, ela é o segundo maior
produto natural excluindo-se aqueles que contem unidades repetidas de aminodcidos ou
monossacarideos e possui 64 carbonos quirais (KAN et al., 2001). J4 foi demonstrado que
outras espécies do género Palythoa, como P. tuberculosa e P. mammilosa, também possuem

PTX (OKU et al., 2004; ISHIDA et al., 1983).

Os diterpenos fuscosida A e pseudopterosinas, isolados dos corais Eunicea fusca
e a Pseudopterogorgia elisabethae respectivamente, apresentaram potente atividade
antiinflamatéria (CARTE, 1996; KIJJOA e SAWANGWONG, 2004). As pseudopterosinas
também apresentram atividades tépicas antialérgica e analgésica inibindo a 5-lipoxigenase e,
especificamente, a fosfolipase A2 de leucdcitos polimorfonucleares (Fig. 6). A pequena
inddstria farmacéutica OsteoArthritis Sciences licenciou o uso das pseudopterosinas para o
uso como antiinflamatdrio e teve aprovagdo para tal finalidade pelo FDA. Essas moléculas
também sdo o principio ativo do creme facial Resilience® da Estée Lauder, indicada para

prevenir a irritacdo causada pela exposicdo ao sol (KIJJOA e SAWANGWONG, 2004).
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Han e colaboradores isolaram uma prostaglandina do zoantideo Palythoa kochii
que demonstrou perfil de atividade semelhante ao paclitaxel em modelo de neurite
degenerativa e estabilizagdo de microtibulos, porém com poténcia inferior a este ultimo
(HAN et al., 2006). Os compostos citotdxicos eleuterobina e a sarcodictiina, obtidos
inicialmente dos corais moles Eleuterobia sp. e Bellonella albiflora respectivamente, agem
como agentes estabilizantes de microtibulos semelhantemente ao paclitaxel e entraram para
estudos clinicos como agentes alternativos a terapia de tumores resistentes ao paclitaxel (Fig.

6) (LONG et al., 1998; NICOLAOU et al., 2009).

Os primeiros relatos de compostos citotoxicos de animais marinhos da costa
brasileira foram, aparentemente, de cnidarios. Em 1986, Freitas & Sawaya demonstraram que
a purina caissarona isolada da anémona brasileira Bunodosoma caissarum inibiu a elevacio
da membrana de fecundag¢@o, levando a polispermia de ovos de ouri¢go do mar (DE FREITAS
e SAWAYA, 1986). Alguns anos depois, Malpezzi & Freitas demonstraram a presenga de
atividade antimitdtica relacionada a outros compostos do extrato da anémona B. caissarum

(MALPEZZI e FREITAS, 1990).

Com relagdo as macromoléculas de organismos marinhos, tem sido demonstrado
que PS de algas e invertebrados possuem diversas atividades relacionadas a estimulacdo do
sistema imune como antiviral, antiparasitdria e antitumoral. Alguns PS sulfatados isolados de
algas vermelhas como Aghardhiella tenera e Nothogenia fastigiata (DAMONTE et al.,
1994; KOLENDER et al., 1995) apresentaram atividade contra o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV, do inglés, Human Immunodeficiency Virus), o virus da herpes simples (HSV,
do inglés, Herpes Simplex Virus) tipo 1 e 2, bem como o virus sincicial respiratério. A
carragenina isolada da alga vermelha Gigarina skottsbergii demonstrou seu efeito antiviral in
vitro bloqueando o HIV e outros virus sexualmente transmissiveis, repercutindo até em um

estudo clinico de fase III (ZEITLIN et al., 1997; SPIELER, 2002).

Sasaki e colaboradores publicaram um trabalho de prospeccdo da atividade
antitumoral em camundongos transplantados com Sarcoma 180 com macromoléculas de 25
espécies de animais marinhos. Neste trabalho foi demonstrado que moluscos, ascidias,

cirripédios e equinodermos possuem substancias antitumorais. (SASAKI et al., 1985).

PS biologicamente ativos também tém sido obtidos de invertebrados marinhos
brasileiros como equinodermos e ascidias. Em 1991, Paulo Mourdo e seu grupo publicaram o

isolamento do FucCS, um polissacarideo com esqueleto parecido ao da condroitina sulfato
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[4-B-D-GlcA-133-B-D-GalNAc-1],, mas com uma substitui¢do na posi¢do 3 dos residuos do
dcido B-D-glucurénico com cadeias laterais o-L-fucopiranosil sulfatadas do pepino-do-mar
Ludwigothurea grisea (MOURAO et al., 1996). O FucCS apresentou diferentes atividades,
como anti-trombética (MOURAO et al., 1998; MOURAO et al., 1996), pré-angiogénica
(TAPON-BRETAUDIERE et al., 2002) e inibicdo das moléculas de adesdo P-selectina e L-
selectina (BORSIG et al., 2007), em todos os casos, relacionadas a presenga dos grupos f3-L-
fucopiranosil sulfatados. Os ultimos achados também correlacionaram os efeitos angiogénico
com o potencial cicatrizante e inibicdo de selectinas com os efeitos anti-metastitico e

antiinflamatério (BORSIG, 2007; TAPON-BRETAUDIERE et al., 2002).

1.3 Potencial anticincer de organismos marinhos do litoral cearense

O Brasil possui um litoral continuo de aproximadamente 8.500 km de extensdo
com uma grande biodiversidade ainda pouco explorada (Fig. 7). Grande parte dos organismos
detentores de substincias bioativas interessantes habita as regides tropicais e a regiao
nordeste compreende a maior parte do litoral tropical brasileiro. O estado do Cear4, por sua
vez, possui uma zona costeira com 573 km de extensdo e conta com poucos trabalhos
explorando o potencial farmacolégico de suas espécies (JIMENEZ et al., 2003; FERREIRA
et al.,2007).

M 17-18 Compostos
I 13-18 Compostos
B 10-12 Compostos
7-9 Compostos

4-8 Compostos

|
[] t1-3Compostos =

Figura 7 - Distribuicio relativa da quantidade de novos compostos marinhos descobertos no
mundo. As colecdes marinhas estdo concentradas apenas nos paises que possuem arrecifes e/ou
programas ativos de pesquisa em produtos naturais. Modificado de Hunt & Vicent, 2006.
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Os estudos de prospeccdo de substincias com potencial antitumoral de
organismos marinhos habitantes da costa cearense vém sendo conduzidos com pioneirismo
por um grupo coordenado por Costa-Lotufo. O primeiro deles, publicado em 2003, consistiu
na andlise da atividade citotéxica do extrato bruto das espécies de ascidias mais abundantes
do litoral cearense. Dentre as 10 espécies estudadas, 6 eram novas. Os resultados apontaram
que os extratos das espécies Eudistoma vannamei, Euherdmania sp., Didemnum
psammatodes, Didemnum ligulum, Polysyncraton sp. e de uma espécie ainda ndo descrita da
familia Holozoidae (género desconhecido) apresentaram resultados promissores (JIMENEZ

et al., 2003).

Posteriormente foram realizados fracionamentos quimicos guiados pela atividade
citotoxica com as espécies E. vannamei e D. psammatodes. Foi demonstrado que a
citotoxicidade da fra¢do mais purificada de E. vannamei estava relacionada com a indugdo de
apoptose (JIMENEZ et al, 2008). Também foram isoladas 14 substancias da D.
psammatodes das quais se demonstrou a inducdo tanto de apoptose quanto necrose e inibigio

da sintese de DNA (TAKEARA et al., 2008).

Com esponjas, em 2004, foi publicada a avaliacdo das atividades citotdxica,
hemolitica, antimitética e antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de 8 espécies coletadas na
praia de Flexeiras, municipio de Trairi. Esse estudo revelou que 7 das 8 espécies estudadas
apresentaram bioatividade em algum ensaio, tendo a Amphimendon sp. apresentado maior
poténcia (JIMENEZ et al., 2004). Em outro estudo foi avaliado o potencial citotéxico de 22
espécies de esponjas encontradas no Parque Estadual Marinho Pedra da Risca do Meio
(Ceard) das quais 3 (Geodia corticostylifera, Monanchora arbuscula e Amphimedon

compressa) apresentaram alta poténcia nos ensaios realizados (FERREIRA et al., 2007).

Um estudo realizado com cnidérios por Lima (2004) demonstrou uma potente
atividade citotoxica contra diferentes linhagens de células tumorais dos extratos
hidroalcodlicos brutos dos zoantideos dos géneros Protopalythoa e Palythoa coletados na

praia de Paracuru (LIMA, 2004).

Além de invertebrados marinhos, o potencial antitumoral de algas também foi
investigado. Em 2007, De Sousa e colaboradores mostraram o efeito antitumoral por via oral
de alginatos obtidos da alga parda Sargassum vulgare em sarcoma-180 transplantados em
camundongos. Adicionalmente, foi observado um aumento do tamanho do baco, o que sugere

propriedades imunomodulatérias desses alginatos (DE SOUSA et al., 2007). PS sulfatados da
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alga vermelha Champia feldimani também apresentaram atividade antitumoral in vivo em
camundongos, sem citotoxicidade direta em células tumorais in vitro. Foi demonstrada ainda,
arelacdo dos efeitos observados com estimulacdo do sistema imune e aumento da eficicia do
quimioterédpico 5-fluorouracil quando administrado concomitantemente com os PS (LINS et

al., 2009).

E importante ressaltar que estudos dessa natureza sdo considerados estratégicos
pela sua contribuicio na descoberta de substincias bioativas promissoras para utilizacio
terapéutica de doencas e por envolver o conhecimento da biodiversidade local pouco

estudada em um sentido mais amplo.

1.4 Protopalythoa variabilis

Os zoantideos sdo animais marinhos - filo Cnidaria ou Coelenterata, classe
Anthozoa e ordem Zoanthidae - em grande parte tropicais, sendo alguns habitantes comuns
de recifes (RUPPERT e BARNES, 1996). A espécie Protopalythoa variabilis Duerden, 1898
(Fig. 8), estudada neste trabalho, possui pélipos separados, apenas conectados por um fino
cenénquima basal, colunas dos pélipos extensas (até 3,0 cm), coloracdo da coluna marrom-

clara e do disco oral marrom-escuro ou esverdeado (DUERDEN, 1902).

Figura 8 — Fotografias de colonias do zoantideo Protopalythoa variabilis encontrados na costa
cearense. A, coldonia submersa com poélipos abertos e B, colonia exposta ao ar com pélipos fechados
durante a maré baixa. Por Diego V. Wilke.

Como mostrado na figura 9, esse zoantideo ja foi encontrado em locais tdo
distintos como o mar do Caribe, grande barreira coralina da Australia e na costa brasileira

(DUERDEN, 1902; VARELA et al., 2002; RYLAND e LANCASTER, 2003; BOSCOLO e
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SILVEIRA, 2005; DEBEUS e CRISPIM, 2008). Contudo, além dos estudos de taxonomia, o
unico estudo com P. variabilis realizado antes do presente trabalho, abordou aspectos da
biologia reprodutiva de exemplares encontrados na regido sudeste, no estado de Sdo Paulo

(BOSCOLO e SILVEIRA, 2005).

Figura 9 — Locais onde foram realizados estudos e/ou registros taxonomicos de Protopalythoa
variabilis. Pontos: azul-escuro, registros taxondmicos; azul-claro, indicacdo de achado, mas ndo
registrado oficialmente; branco, estudo sobre a biologia reprodutiva; vermelho, estudo sobre o
potencial antitumoral. Mapa obtido da homepage: http://www.obis.org.au. Fontes: Duerden, 1902;
Varela, et al., 2002; Ryland & Lancaster, 2003; Boscolo & Silveira, 2005; Debeus & Crispim, 2008.

Tendo em vista a auséncia de estudos farmacoldgicos com essa espécie e
evidéncias da presenca de substancias citotoxicas (LIMA, 2004), o presente trabalho propds
uma investigacdo mais aprofundada do potencial farmacoldgico, com énfase na atividade
antitumoral, de compostos presentes no zoantideo Protopalythoa variabilis encontrado no
litoral cearense. Para facilitar a compreensao e a discussdo dos resultados, o texto foi dividido
em dois capitulos, o primeiro abordando o estudo dos metabdlitos secundarios presentes no
extrato organico incluindo purificagdo, caracterizagdo quimica e estudo da atividade
citotdxica e o segundo abordando o estudo anticincer e imunomodulador de macromoléculas

ndo citotdxicas obtidas a partir de extracdo aquosa do residuo filtrado do extrato organico.
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2 CAPITULO 1

ESTUDO DOS METABOLITOS
SECUNDARIOS OBTIDOS DO ZOANTIDEO

Protopalythoa variabilis
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2.1 Introducao

Os cnidédrios produzem compostos bioativos com uma grande variedade de
efeitos como citotéoxico (PETTIT et al., 1982a; PETTIT et al., 1982b), antiinflamatdrio
(CARTE, 1996), antioxidante (DUNLAP e YAMAMOTO, 1995), supressor da osteoporose
(KURAMOTO et al., 2000) e anticolinesterasica (SEPCIC et al., 1998). Novos esterdides e
alcaldides, alguns com potente atividade bioldgica foram isolados de espécies da familia
Zoanthidae (SUKSAMRARN et al., 2002; BEHENNA et al., 2008; VILLAR et al., 2003).
Duas séries de peptideos citotoxicos, as palistatinas 1-3 e A-D, foram isoladas do zoantideo
Palythoa liscia, encontrado no oceano Indico, através de fracionamentos guiados pela
atividade citotoxica de extratos alcodlicos brutos contra a linhagem de células leucémica
murina P388 em 1982 por Pettit e colaboradores (PETTIT et al., 1982a; PETTIT et al.,
1982b).

As zoantaminas pertencem a uma nova classe de alcaldides citotdxicos de
poténcia variada, obtidas de zoantideos do género Zoanthus. O grupo do Dr. Dasuke Uemura
demonstrou o potencial antiosteoporose da norzoantamina, uma zoantamina com baixa
citotoxicidade (Fig. 10). Os efeitos encontrados na modelagem e peso dos ossos de
camundogos fémeas ovarioctomizadas foram semelhantes aos do tratamento com [-estradiol,
porém sem aumentar o peso uterino como faz este dltimo, sugerindo que a norzoantamina
deve exercer seu efeitos supressores da osteoporose por um mecanismo diferente dos

horménios femininos (KURAMOTO et al., 2000).

As parazoantoxantinas e pseudoparazoantoxantinas sdo pigmentos naturais da
classe dos tetra-azaciclopentazulenos comumente encontrados em zoantideos dos géneros
Parazoanthus, Epizoanthus, Zoanthus e Palythoa (TURK et al., 1995). A partir de um
fracionamento quimico do extrato etandlico do zoantideo mediterrineo Parazoanthus
axinellae foi isolada uma variante da pseudoparazoantoxantina (Fig. 10) com potente
atividade anticolinesterdsica in vitro. Essa molécula apresentou constante de inibicdo de 4uM
e perfil de inibidor competitivo, tendo sua atividade neutralizada pela pré-incubagdo com
atropina (TURK et al, 1995). Em outros estudos foram demonstradas a atividade
anticolinesterdsica como inibidor competitivo da parazoantoxantina A, a capacidade de
intercalacdo ao DNA e inibicdo de DNA polimerase (SEPCIC et al., 1998; PASIC et al.,
2001).
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Figura 10 — Estrutura quimica de zoantaminas e da pseudozoantoxantina.

A PTX, ja citada anteriormente (Fig. 6), encontrada em zoantideos, sobretudo do
género Palythoa, age ligando-se 2 bomba de Na”/K* ATPase e transformando-a em um canal
catidonico monovalente. Devido a esse mecanismo a PTX causa lise em hemadcias apés um
periodo de laténcia de até 2 horas e provoca alteracdes em células excitdveis (FRELIN e
VAN RENTERGHEM, 1995; TOSTESON et al., 1991; HABERMANN et al., 1981). A PTX
tem sido bastante ttil como ferramenta farmacoldgica em estudos onde envolvem o K* como

segundo mensageiro (JHA e ZI-RONG, 2004).L

O potencial farmacolégico dos zoantideos, apesar de evidente, ainda ndo foi
demonstrado satisfatoriamente nas espécies encontradas na costa cearense. O presente
trabalho faz parte de um projeto mais ambicioso de prospeccdo de compostos com potencial
anticncer a partir de organismos marinhos encontrados no litoral do Ceard (Brasil) do
Laboratério de Oncologia Experimental (FERREIRA et al., 2007; JIMENEZ et al., 2003;
JIMENEZ et al., 2004; JIMENEZ et al., 2008; TAKEARA et al., 2008; DE SOUSA et al.,
2007; LINS et al., 2009). A escolha do zoantideo Protopalythoa variabilis, um cnidario
abundante na nossa costa e encontrado em diferentes partes do mundo, foi motivada por um
trabalho preliminar que demonstrou potente atividade citotéxica em extratos alcodlicos de
zoantideos dos géneros Protopalythoa e Palythoa da costa cearense (LIMA, 2004). Neste
capitulo, foram descritos a purificacdo do extrato hidroalcodlico através de fracionamento
quimico guiado pela atividade citotoxica e os estudos da citotoxicidade dos compostos

obtidos.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Geral

Realizar a busca de novas moléculas com potencial atividade anticancer a partir

do extrato hidroalcodlico do zoantideo Protopalythoa variabilis.

2.2.2 Especificos

- Verificar a ocorréncia de atividade citotoxica no extrato de colonias do
zoantideo Protopalythoa variabilis coletado no litoral do Estado do Ceard, na praia de

Paracuru (Paracuru);

- Realizar fracionamento e purificagdo dos extratos brutos, biomonitorando a

atividade antiproliferativa das fracdes obtidas em células tumorais in vitro;

- Caracterizar o perfil quimico das fracdes ativas com énfase ao isolamento e

caracterizacdo de metabdlitos secunddrios com atividade bioldgica;

- Estudar a atividade citotoxica das fragdes mais purificadas e compostos

isolados.



2.3 Materiais e métodos

2.3.1 Materiais Utilizados

A especificacdo dos equipamentos, dos softwares de aquisicdo e andlise dos
dados, bem como o fabricante dos reagentes utilizados estdo detalhadas junto a descricdo dos

métodos.

2.3.2 Coleta e identificacdo do zoantideo Protopalythoa variabilis

Os exemplares da espécie P. variabilis (Fig. 8) foram coletados manualmente
durante a maré baixa na praia de Paracuru, municipio de Paracuru (Fig. 11). O material foi
inicialmente lavado em 4gua do mar para reducdo da contaminacdo e as colOnias foram
ensacadas e em seguida transportadas, sob resfriamento em gelo, para o Laboratério de
Andlise Fitoquimica de Plantas Medicinais (LAFIPLAM) do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard para preparacdo do extrato. Parte do
material coletado foi imerso em etanol 70% e enviado juntamente a fotografias do animal
tiradas no local da coleta para o Departamento de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo
para identificacdo pelo Dr. Antdnio Carlos Marques. O voucher dos espécimes (n° 000975)

encontra-se depositado no Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MUZUSP).

-40° -38°

a

Figura 11 — Local de coleta. A, mapa indicando a posi¢do do ponto de coleta, a praia de Paracuru no
municipio de Paracuru relativa a capital, Fortaleza e B, fotografia do local de coleta durante a maré

baixa. Por Diego V. Wilke.
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2.3.3 Extracdo e particdes

Inicialmente foi realizada a remoc¢do manual do excesso de contaminantes,
principalmente pequenas pedras e algas, seguida da trituragdo em pequenos volumes de
metanol (MeOH) dos animais. O material foi pesado (11,3 kg), triturado em imerso em
MeOH para extracdo (2 x 5 L) por 48 horas a 10°C. Ap6s filtragdo em tecido de malha fina o
extrato MeOH foi concentrado em evaporador rotativo (Buchi, Rotavapor® RII) a pressdo
reduzida (45°C) para aproximadamente 400 mL de uma suspensio aquosa denominada EHB,
a qual foi adicionado um volume semelhante de MeOH e particionada (4 x 100 mL) com
hexano (Hex) seguido de diclorometano (DCM) e por tltimo acetato de etila (AcOEt). Apds a
evaporacdo do solvente obteve-se 1,6 g da fracdo Hex, 178,2 mg da fracio DCM, 778 mg da
fracdo AcOEt e 41,2 mg da fracio MeOH/H,O.

2.3.4 Fracionamento guiado pela atividade citotoxica da fragdo hexano

A fragdo Hex foi inicialmente escolhida para purificacdo por cromatografia
liquida de alta efici€ncia [CLAE, Waters-1525, detector PDA Waters-2996 (265 nm), coluna
XTerra RP-18 (4.6 x 250 mm, S5um)] devido ao seu maior rendimento. Entretanto, esse
procedimento nio foi bem sucedido devido a baixa solubilidade desta fracdo em solventes
organicos usuais. A extracio da fracdo Hex com CH3CN/H,O (1:1) rendeu um precipitado
inativo (548 mg), enquanto, a parte soldvel (fracdo Hex-S, 680 mg) potencializou a atividade
citotoxica. Posteriormente, a fracdo Hex-S foi solubilizada em CH;CN/H,O (8:2), sendo que
a mesma foi apenas parcialmente solivel gerando um residuo insoldvel (fragcao Hex-SII, 90
mg), o qual foi bastante ativo. Para obtencdo dos espectros de ressondncia magnética nuclear
(RMN; Bruker Avance, modelo DRX-500) de He 13C, a solubilidade desta amostra foi
investigada usando solventes deuterados, sendo a piridina-ds o melhor solvente. A andlise dos
espectros de RMN 'H e de "’C indicou que a fragio Hex-SIIS consistia de uma mistura de
dois compostos (1la e 1b), como confirmado por espectrometria de massa de alta resolugdo
(Bruker Daltonics, UltrOTOF-Q, MA) e dados espectroscdpicos dos produtos formados nas
reacdes de metilacdo e acetilagdo (WILKE et al., 2009).
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2.3.4.1 Caracterizagdo estrutural dos a-aminodcidos lipidicos (1a/1b)

O tratamento cromatografico da fracdo Hex resultou no isolamento de uma graxa
marrom constituida de uma mistura bindria de o-aminodcidos lipidicos, cujas estruturas
foram elucidadas com base na andlise de seus dados espectrais, como: infravermelho (IV;
Perkin-Elmer, modelo FT-IR 1000, utilizando pastilhas de brometo de potdssio) v cm™: 3390,
2924, 2853, 1644, 1633, 1462, 1413; RMN 'H: (piridina-ds, 500 MHz) 0,88 (sl, 3H-30/ 3H-
31), 1,27 (sl, 2H-29 a 2H-3/2H-30 a 2H-3), 3,57 (sl, H-2); RMN "*C: (piridina-ds, 125 MHz)
54,7 (CH-2); 32,5 (CH,-28); 30,4 (CH,-5/ CH,-27); 29,9 (CH,-3); 26,8 (CHx-4); 23,3 (CHo-
29/ CH»-30); 14,6 (CH3-30/ CH3-31); EMAR-ESI: 1a, m/z 490,4566 [M + Na]* (calculado
para C3oHg1NO;Na, 490.4599); e 1b, m/z 504.4706 [M + Na]" (calculado para C3;He;NO,Na,
504,4756).

Metilacdo de 1a/lb: Uma aliquota de 1la/lb (4,0 mg) foi submetida a uma reagdo de
metilagdo usando MeOH e HCI. A reacdo apds tratamento usual, forneceu uma mistura dos
respectivos ésteres metilicos 1a’/1b’ (4,2 mg). RMN 'H: (piridina-ds, 500 MHz) 0,93 (t, J =
6,45 Hz, 3H-30/ 3H-31); 1,32 (sl, 2H-29 a 2H-3/2H-30 a 2H-3); 2,31 (NH,), 3,65 (s, OCH3).
RMN "C: (piridina-ds, 125 MHz) 176,6 (C=0); 52,1 (CH-2); 33,2 (CH,-28); 30,8-23,8
(CH,-3/ CH»-29); 14,6 (CH3-30/ CH3-31).

Acetilagdo de 1a’/1b’: A mistura de ésteres metilicos acima mencionado foi subemtida a
reacdo de acetilacio em anidrido acético/piridina 2:1, a temperatura ambiente. A mistura
reacional, apds tratamento convencional, resultou na mistura acetilada 1a”/1b” (4,2 mg).
RMN 'H: (CDCl5, 500 MHz) 0,89 (tl, 3H-30/ 3H-31); 1,27 (sl, 2H-29 a 2H-3/2H-30 a 2H-3);
2,19 (s, H-2); 3,68 (s, OCHz).

2.3.5 Fracionamento guiado pela atividade citotoxica da fracdo acetato de etila

A fracdo AcOEt foi fracionada em um cartucho C;g e eluidainicialmente com
uma mistura de HoO/CH3CN 7:3 (4 x 10 mL) e posteriormente com CH3CN da qual foram
obtidas as fragdes AcOEt-C (753,5 mg) e AcOEt-P (15 mg), respectivamente. Verificou-se
que a atividade citotoxica ficou concentrada apenas na fracdo AcOEt-P, que ap6és CLAE,
rendeu mais 5 fragdes, todas ativas (AcOEt-P-1, 5 mg; AcOEt-P-2, 1,2 mg; AcOEt- P-3, 1,6
mg; AcOEt- P-4, 2.2 mg e AcOEt-P-5, 2,4 mg).
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2.3.5.1 Dados espectroscopicos das fracoes AcOEt-P-1-5

As fracdes AcOEt-P-1 a AcOEt-P-5 apresentaram espectros de RMN 'H bastante
semelhantes, sendo o perfil dos componentes majoritdrios compativel com a presenga de

esteroides.

Os métodos de obtencdo das fracdes (Hex e AcOEt) bem como de isolamento dos
compostos 1a e 1b e de caracterizacdo dos mesmos foram realizados sob orientacdo da Dra.

Otilia Deusdénia Loiola Pessoa do LAFIPLAM, Universidade Federal do Ceara

2.3.6 Monitoramento da atividade biolégica

O fracionamento quimico das amostras obtidas foi guiado pela verificagdo da
atividade citotéxica em células tumorais em cultura pelo ensaio do MTT (ver item 2.3.6.1.3
adiante.). Em uma andlise quantitativa, as amostras diluidas em dimetilsulf6xido (DMSO)
foram avaliadas quanto ao efeito antiproliferativo em 4 linhagens celulares tumorais em
triplicatas de concentragdes variando de 0,09 a 50 pg/mL para o extrato e particdes e de 0,009
a 5 pg/mL para fragdes mais purificadas. De acordo com o potencial antiproliferativo as
fracdes foram selecionadas para prosseguir os estudos, sejam de andlise quimica ou de
atividade biol6gica. Concomitantemente, também foi realizado o teste de hemdlise (ver item
2.3.6.2) para avaliar o potencial dos extratos e fracdes em causar danos na membrana celular,

seja pela formagdo de poros ou pela ruptura total.

2.3.6.1 Atividade citotoxica

2.3.6.1.1 Linhagens tumorais

As linhagens celulares tumorais utilizadas: HL-60 (leucemia promielocitica),
HCT-8 (cancer de célon), SF-295 (sistema nervoso central) e MDA MB-435 (melanoma),
foram cedidas pelo NCI-USA (National Cancer Institute, Bethesda, MD, USA).
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2.3.6.1.2 Cultivo das células

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos pldsticos para cultura
(Corning, 75 cmz, volume de 250 mL); utilizando o meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute Medium 1640 (RPMI, Cultilab) complementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e 1% de antibitticos (para uma concentracdo final de 100 U/mL penicillina e 100
pg/mL estreptomicina) sempre manipuladas dentro de fluxo laminar vertical (VECO, modelo
Biosafe 12, classe II). O meio RPMI 1640 foi preparado a partir da dilui¢do do contetido em
p6 do saché em &dgua tridestilada numa temperatura entre 15 e 20 °C sob agitagdo lenta e
constante e suplementado com bicarbonato de sédio (5,6%), glutamina (0,2M) e HEPES
(1IM). O pH foi ajustado para 7,2 e o meio foi filtrado em membrana de nitrocelulose com
poro de 0,22um de diametro (Millipore) para esterilizagdo. As células foram mantidas em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO, (NUAIRE, modelo TS Autoflow), seguido da
observacdo do crescimento celular com ajuda de microscépio de inversdo (Nikon, modelo
Diaphot) a cada 24 horas. Quando necessdrio as células foram repicadas em meio de cultura.
Para o desprendimento das células aderidas foi utilizado solu¢do de tripsina-EDTA 0,5%

(Gibco) diluida 10X em tampao fosfato (BUTLER e DAWSON, 1992).

2.3.6.1.3 Método colorimétrico do MTT

2.3.6.1.3.1 Principio do teste

Este ensaio foi utilizado para determinar citotoxicidade, proliferacdo e ativacio
celular. E uma andlise colorimétrica que quantifica indiretamente as células vidveis, baseada
na reducdo do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT; Sigma),
um composto de cor amarela, a formazan, de colorag@o purpura, pelos metabdlitos primdrios
NADH,, NADPH e Succinato (MOSMANN, 1983; BERRIDGE e TAN, 1993;
TWENTYMAN et al., 1989). A atividade do metabolismo celular é dependente do nimero
de células e estd diretamente relacionada com a quantidade de MTT metabolizada,
permitindo a quantificacdo espectrofotométrica tanto da taxa de proliferacdo quanto de

inibicdo das células da cultura (MOSMANN, 1983).

2.3.6.1.3.2 Procedimento experimental

As células em suspensdo ou monocamadas foram plaqueadas em multiplacas de

96 cavidades em uma densidade de 2 x 10* células/ 100 uL, para as células suspensas e 2 x
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10* células/ 100 UL para as células aderidas utilizando o método automatizado oferecido pelo
instrumento de High Throughput Screening (Beckman Coulter Inc., modelo Biomek 3000).
Os extratos e fracdoes foram incubados durante 72 horas juntamente com a suspensdo de
células em um volume final de 200 pL em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término deste, as
placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min; Eppendorf, modelo Centrifuge 5403) e o
sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150 uL da solu¢do de MTT (0,5
mg/mL), e as placas foram incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida ap6s dissolugdo do
precipitado com 150 uL de DMSO em espectrofotdometro de placa (Beckman Coulter Inc.,
modelo DTX-880) utizando o programa Multimode Detection Software (Beckman Coulter
Inc.) e filtro de 595 nm.

2.3.6.1.3.3 Andlise dos resultados

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos erros-
padrdo. Foi plotado um gréfico absorbancia x concentragdo e determinada a sua concentracao
inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo (Clso) e seus respectivos intervalos
de confianca de 95% (IC95%) realizado a partir de regressdo ndo-linear no programa

GraphPad Prism (GraphPad Software versao 4.0).

2.3.6.2 Atividade hemolitica

2.3.6.2.1 Eritrocitos de camundongos

Os eritrdcitos utilizados foram obtidos do sangue de camundongos Mus musculus

swiis retirados do plexo intra-orbital apds leve anestesia em camara de éter.

2.3.6.2.2 Principio do teste

Este método permite avaliar o potencial da substancia teste em causar danos na
membrana celular, seja pela formacdo de poros ou pela ruptura total pela presenca de

hemoglobina em solu¢do (JIMENEZ et al., 2003).
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2.3.6.2.3 Procedimento experimental

O sangue coletado foi diluido em aproximadamente 30 volumes de solug¢do salina
(NaCl 0,85% + CaCl, 10 mM). Os eritrécitos foram lavados 2 vezes em solugdo salina por
centrifugacdo (1500 rpm/3 minutos) para redu¢@o da contaminagdo plasmaética e ressuspensos
em solucdo salina para obtencdo de uma suspensdo de eritrcitos (SE) a 2%. Os ensaios
foram realizados em multiplacas com 96 cavidades. Cada poco da 1? fileira recebeu 100 uL
da soluc¢do salina. Na 2%, os pocos receberam 50 pUL da solug@o salina e 50 uL do veiculo de
dilui¢do da substancia teste, no caso, DMSO 10%. Aos pogos da 3* fileira, foram adicionados
100 uL de solucdo salina e 100 uL das substancias teste em solucdo. Da 4° fileira em diante
os pocos receberam 100 pL da solucdo salina, excetuando-se os da ultima fileira, que
receberam 80 pL de solucdo salina e 20 uL de Triton X — 100 1% (controle positivo). As
diluicdes foram feitas da 3* a 11* cavidade, retirando-se 100 UL da solugdo da cavidade
anterior e transferindo para a seguinte de modo que as concentracdes foram sempre diluidas
pela metade, variando de 1,95 a 500 pg/mL. Em seguida, 100 puL da SE 2% foram
adicionados em todos 0s pocos. Apds incubagdo de 1, 2 e 4 horas, sob agitagdo constante a
temperatura ambiente (25 + 1°C), as amostras foram centrifugadas (3000 rpm/3 min.) e o
sobrenadante transferido para uma outra placa para realizacdo da leitura da absorbéncia no
espectrofotometro de placas a 450 nm. A atividade hemolitica das amostras foi determinada

de maneira relativa ao valor dos controles positivo e negativo.

2.3.6.2.4 Andlise dos dados

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos erros-
padrdo. As amostras foram testadas em diluicdo do tipo seriada. Foi plotado o gréfico
absorbancia x concentracdo e determinada a concentracdo efetiva média capaz de provocar
50% do efeito maximo (CEsp) e seu respectivo intervalo de confianga (IC95%) para cada

amostra a partir de regressao nao-linear no programa GraphPad Prism.

2.3.7 Estudo da citotoxicidade

Os estudos de caracterizacdo do tipo de morte consistiram em avaliar eventos

celulares desencadeados pelas amostras ativas obtidas de P. variabilis responsaveis pela
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reducdo da prolifera¢do celular em cultura. Os ensaios realizados com células HL-60 (3 x 10°
células/mL) apdés 24 horas de incubacdo permitiram observar alteragdes na morfologia
celular, integridade da membrana plasmadtica, integridade do DNA, potencial transmembrana
mitocondrial e ciclo celular. A linhagem HL-60 estd entre os modelos celulares de origem
mieléide mais amplamente utilizados e com uma literatura extensa sobre suas caracteristicas
0 que pode ajudar na interpretacdo dos resultados (COLLINS, 1987; COLLINS et al., 1977;
GALLAGHER et al.,, 1979). A doxorrubicina (Dox; Sigma), um quimioterdpico de uso
consagrado na clinica contra diversos tipos de tumores, foi utilizada como controle positivo

em todos os experimentos a seguir.

2.3.7.1 Andlise morfologica por microscopia optica

As técnicas de coloragdo para andlise das alteragdes morfoldgicas utilizadas
permitiram a observag@o de algumas estruturas celulares importantes, sobretudo a membrana
celular, citoplasma e nicleo através de microscopia Optica. A andlise morfolégica das células
tratadas permite identificar alteragdes que possam estar ocorrendo e fornecer subsidios para

sugerir o mecanismo de acdo da amostra testada.

2.3.7.1.1 Coloracdo com hematoxilina e eosina

2. 3.7.1.1.1 Principio do teste

A técnica de coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) permite diferenciar o
citoplasma do nucleo, possibilitando, assim, a andlise de algumas estruturas celulares. A
hematoxilina é um corante basofilico que tem maior afinidade pelas proteinas nucleares,
dando ao nicleo uma cor lilds. A eosina, por sua vez, liga-se melhor aos componentes

citoplasmaticos conferindo-lhe uma coloragdo résea.

2.3.7.1.1.2 Procedimento experimental

Laminas das células controle e tratadas com cada uma das fracdes foram
preparadas em citocentrifuga (Shandon Southern Products Ltd., modelo Shandon Southern
Cytospin), deixadas secar na bancada por aproximadamente 2 horas e fixadas com metanol
100% por 1 minuto. Em seguida, as laminas foram lavadas com 4gua destilada para remocao

do fixador e coradas, inicialmente, com hematoxilina de Harris 0,1% (Newproo) por até
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minuto. Apds a lavagem com dgua destilada, as laminas foram imersas em eosina 0,5% por
mais 1 minuto e visualizadas ao microscOpio. Para garantir a preservagdo do material, as
laminas foram montadas. Inicialmente as células foram desidratadas com gradientes
crescentes de etanol:xilol, até xilol 100%, posteriormente, uma gota de balsamo do Canadd
foi pingada em cada ldmina e virada sobre uma laminula e seca por 24 horas para posterior

analise.

2.3.7.1.2 Coloragcdo com May-Griiwald-Giemsa

2.3.7.1.2.1 Principio do teste

A técnica de coloracdo com May-Griiwald-Giemsa também permite diferenciar o
citoplasma do nucleo, possibilitando, assim, a andlise de algumas estruturas celulares. O
May-Griiwald-Giemsa possui derivados do azul de metileno que marcam de azul as estruturas

mais 4dcidas do nicleo e a em vermelho as estruturas citoplasmaticas.

2.3.7.1.2.2 Procedimento experimental

Laminas das células controle e tratadas com cada uma das fracdes foram
preparadas em citocentrifuga, deixadas secar na bancada por aproximadamente 2 horas. Em
seguida, as 1dminas foram imersas por 10 segundos no fixador (MeOH), em seguida foram
imersas por mais 10 segundos em May-Griiwald e finalmente foram imersas por 20 segundos
em Giemsa e visualizadas ao microscépio. A montagem das ldminas para preservacao foi

semelhante a da coloracdo com HE jé descrita no item 2.3.7.1.1.2.

2.3.7.1.2.3 Andlise dos dados

As laminas com células tratadas foram levadas ao microscépico (Olympus,
modelo BX41) para a avaliag@o qualitativa de suas caracteristicas morfoldgicas e comparadas
as células do controle negativo. Posteriormente as células foram fotografadas (camera

Olympus, modelo C-7070) para o registro das alteracdes observadas.

2.3.7.2 Andlise morfologica e contagem celular por citometria de fluxo

2.3.7.2.1 Principio do teste

A citometria de fluxo (CF) € conveniente para estudar uma variedade de aspectos

da morte celular incluindo a diferenciacdo de células vidveis, apoptéticas e necréticas devido
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a sua vantagem de fornecer uma andlise multiparamétrica de células em populagdes grandes
(PREOBRAZHENSKY et al, 2001). Dentre as aplicagdes a CF pode, por exemplo,
distinguir eficientemente células vivas e mortas baseada no espalhamento da luz
(WILLIAMS, 2004; PREOBRAZHENSKY et al., 2001). As alteracdes morfologicas das
células foram quantificadas por CF através da andlise das ateragcdes no espalhamento frontal
ou foward scatter (FSC) que estd relacionado ao tamanho relativo entre as células em
conjunto com as alteracdes no espalhamento lateral ou side scatter (SSC) que estd
realcionado a complexidade interna, ou granulosidade relativa entre as células. As células
com tamanho reduzido em relacdo ao grupo sauddvel estabelecido pela populacdo sem

tratamento sdo consideradas apoptéticas (WILLIAMS, 2004).

2.3.7.2.2 Procedimento experimental

Ap6s a incubacgio, as células ndo tratadas (controle negativo) ou tratadas foram
diluidas em PBS para a concentragdo de aproximadamente 300 células/uL para serem
adquiridas no citométro (Guava Tecnologies, modelo EasyCyte Mini). A populagdo
predominante da cultura de HL-60 ndo tratada foi considerada sadia, sendo posicionada no
gréfico de pontos (dot plot) em escala logaritimica em aproximadamente 10* tanto para o
FSC quanto para o SSC em todos os experimentos. Cinco mil células foram contadas de cada

replicata de cada grupo, sendo que os fragmentos celulares foram retirados da andlise.

2.3.7.2.3 Anadlise dos dados

A concentracdo das células vidveis foi contada por uma regido criada para
delimitar a populacdo de células predominantes no controle negativo usando o programa
Cytosoft versdo 4.1 (GuavaTechnologies). As porcentagens ocorréncia de apoptose foi
detectada usando o programa FCS express software (De novo software, Ontario, CAN)
através de 3 regides criadas para delimitar as células vidveis (R1), células com reducdo do
volume celular (R2) e células com reducdo do volume celular e aumento da granulosidade

(R3) atribuida, por exemplo, a fragmentacdo de DNA (Willians, 2004).

Os dados foram analisados a partir das médias e dos respectivos erros padrdo das
médias de 3 experimentos realizados em triplicata. Para verificagdo da ocorréncia de
diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados em relacio
ao controle negativo por andlise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet com

nivel de significancia maximo de 5% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism.
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2.3.7.3 Determinagdo da integridade da membrana plasmdtica

2.3.7.3.1 Principio do teste

As células em apoptose mantém suas membranas integras durante quase todo o
processo até a sua morte, diferentemente das necrdticas que perdem a integridade logo no
inicio do processo (WILLIAMS, 2004). Este ensaio se baseia na capacidade de o iodeto de
propideo (PI, do inglés, Propidium lodide), hidrofilico, penetrar apenas nas células cuja
membrana plasmdtica (MP) esteja rompida e emitir alta fluorescéncia vermelha quando
excitado pelo laser de argbnio (488nm) somente quando estiver ligado ao DNA. As células

cuja membrana permanece integra emitem baixa fluorescéncia (VERMES et al., 2000).

2.3.7.3.2 Procedimento experimental

Ap6s a incubagdo, uma aliquota de 100uL de suspensdo de células tratadas ou
ndo tratadas foi incubada com 100uL de uma solug¢do de PI a 50 pg/mL diluida em PBS.
Ap6s 5 minutos de incubacdo as amostras foram analisadas por CF. A populagdo de células
com baixa fluorescéncia vermelha foi posicionada em 10" num histograma com escala
logaritimica (Log) utilizando-se o filtro de 680 nm. Cinco mil células foram contadas de cada

replicata de cada grupo, com os fragmentos celulares omitidos da andlise.

2.3.7.3.3 Anadlise dos dados

As porcentagens das populacdes de células com MP integra ou rompida foram
analisadas usando-se respectivamente os marcadores M1 para baixa intensidade de
fluorescéncia e M2 para alta fluorescéncia. Os dados de integridade de MP foram analisados
a partir das médias e dos erros padrdo das médias de 3 experimentos realizados em triplicata.
Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os
dados foram comparados em relaciio ao controle negativo por andlise de varidancia (ANOVA)
seguida por Teste de Dunnet com nivel de significincia miaximo de 5% (p < 0,05) no

programa GraphPad Prism.

2.3.7.4 Avaliagdo do potencial transmembrana mitocondrial

2.3.7.4.1 Principio do teste

A mitocondria estd normalmente envolvida na apoptose induzida pela via

intriseca embora também possa participar na apoptose iniciada pela via extriseca mais



55

tardiamente através de ativagdo cruzada. A formacdo de poros na membrana externa da
mitocOndria permite a saida de fatores pro-apoptéticos tais como o citocromo ¢ ou o smac
diablo. Através destes poros também ocorre um efluxo de fons H*, induzindo a alteragdo do
potencial transmembrana mitocondrial (Ay,). A rodamina 123, um corante fluorescente
lipofilico, € sequestrada dentro da mitocondria em grandes quantidades quando esta apresenta
seu Ay, normal. Dessa forma, as células vidveis emitem alta fluorescéncia verde devido a
maior quantidade de rodamina 123 ligada as cargas positivas internas enquanto que as
mitocOndrias das células apoptéticas sobretudo se a via envolvida for a via intrinseca, terdo
menos afinidade pelo corante, gerando eventos que emitirdo fluorescéncia de menor

intensidade (WANG et al., 2008).
2.3.7.4.2 Procedimento experimental

Ap6s a incubacdo, 50 uL das células do controle ou tratadas foram incubadas
com 200uL de uma solu¢do de rodamina 123 (Sigma) a 1 pg/mL diluida em PBS, por 15
minutos em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. Em seguida, as células foram
centrifugadas em tubos pldsticos pequenos (2000rpm/5 minutos, Kendro Laboratory
Products, Sorvall Biofuge Fresco), o sobrenadante substituido por 200 uL de PBS e
incubadas por mais 30 minutos. A fluorescéncia média (filtro de 625 nm) das células do
controle negativo foi ajustada em 10 em um histograma com escala Log. Cinco mil células
foram contadas de cada replicata de cada grupo, com os fragmentos celulares omitidos da

analise.

2.3.7.4.3 Andlise dos dados

A porcentagem das células que perderam o Ay, foi obtida pelo marcador M1
posicionado entre 10° e aproximadamente 70 enquanto as células com Ay, normal foram
marcadas de aproximadamente 70 a 10°. Os dados das porcentagens de despolarizacdo do
Ay, foram analisados a partir das médias e dos erros padrdo das médias de 3 experimentos
realizados em triplicata. Para verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os
diferentes grupos, os dados foram comparados em relacdo ao controle negativo por Teste t
ndo pareado com nivel de significancia maximo de 5% (p < 0,05) no programa GraphPad

Prism.
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2.3.7.5 Avaliacdo da fragmentagcdo de DNA

2.3.7.5.1 Principio do teste

A fragmentacdo internucleossomal do DNA em miiltiplos de 180 a 200 pares de
base € um dos principais eventos observados para detec¢do de morte por apoptose. Este teste
utiliza-se da capacidade do PI se ligar ao DNA. Inicialmente a MP foi lisada para que o PI
possa se ligar a todo o DNA das células. Células com o nicleo integro emitirdo alta
fluorescéncia; ji4 nidcleos com condensacdo da cromatina e DNA fragmentado terdo
incorporado menor quantidade de PI, emitindo, assim, menor fluorescéncia (NICOLLETTTI et

al., 1991).

2.3.7.5.2 Procedimento Experimental

Ap6s o periodo de incubagdo, uma aliquota de 100uL de suspensdo de células
tratadas ou ndo tratadas foi adicionada 100puL de uma solugdo de PI a 50 pg/mL contento
triton X-100 a 0,1% e citrato a 0,1%. Apds 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente
e no escuro, as amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo (EasyCyte da Guava
Tecnologies) com o filtro de 680 nm. Usando grifico do tipo histograma em escala Log, o
DNA celular foi ajustado em aproximadamente 10° enquanto que todo DNA sub-G0/G1 foi
considerado fragmentado. Cinco mil células foram contadas de cada replicata de cada grupo,

com os fragmentos celulares omitidos da andlise.

2.3.7.5.3 Anadlise dos Dados

A porcentagem de fragmentacdo de DNA foi obtida através de um marcador M1
posicionado para localizar a populacdo sub-GO/G1. Os dados de DNA sub-G0/G1 foram
analisados a partir das médias e dos erros padrdo das médias de 3 experimentos em triplicata.
Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos, os
dados foram comparados em relagcdo ao controle negativo Teste t ndo pareado com nivel de

significancia maximo de 5% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism.
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2.3.7.6 Andlise de alteragées no ciclo celular

2.3.7.6.1 Principio do teste

Este teste, mais uma vez utiliza-se da capacidade do PI se ligar ao DNA.
Inicialmente a MP serd lisada para que o PI possa se ligar a todo o DNA das células. As
células em G1, S ou G2 emitem uma intensidade de fluorescéncia diretamente proporcional
ao seu conteudo de DNA sendo possivel fazer um perfil do ciclo celular da cultura de células

ndo tradadas ou tratadas (NICOLLETTI et al., 1991).
2.3.7.6.2. Procedimento experimental

Ap6s o periodo de incubagdo, uma aliquota de 100 puL de suspensdo de células
tratadas ou ndo tratadas foi adicionada 100 uL de uma solucdo de PI a 50 ug/mL contento
triton X-100 a 0,1% e citrato a 0,1%. Apds 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente
e no escuro, as amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo (EasyCyte da Guava
Tecnologies) com o filtro de 680 nm. Usando gréfico do tipo histograma em escala linear o
DNA celular foi ajustado de forma que GO/G1 ficou posicionado em aproximadamente 1000
e G2/M em aproximadamente 2000. Cinco mil células foram contadas de cada replicata de

cada grupo, com os fragmentos celulares omitidos da andlise.
2.3.7.6.3. Anidlise dos dados

Os dados foram analisados através de algoritimos desenvolvidos para andlise de
ciclo celular no programa ModFit LT (Verity Software House). Os dados das porcentagens de
células em GO/G1, S e G2/M foram analisados a partir das médias e dos erros padrdo das
médias de 3 experimentos em triplicata. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados em relacdo ao controle
negativo por andlise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet com nivel de

significancia maximo de 5% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism.
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2.4 Resultados

2.4.1 Extracdo e particoes

Os procedimentos de extracdo e parti¢des realizados para obten¢do do extrato
bruto denominado EHB e fracdes Hex, DCM, AcOEt e MeOH/H,O estdo sintetizados na
figura 12.

| Zoantideos I

11.3kg | ExtraciocomMeOH (2 x 5L)
N

Filtracdo
N

Evaporacio do solvente

400mL | 4gica0 de 400mL de MeOH

\
Particdo lig/lig (4x 100mL)

Hexano Diclorometano Acet'flto
deetila
Hex DCM ([ AcOEt | [ meommo |
l6g 178.2mg 778 mg 41.2mg

Figura 12 - Fluxograma esquematico dos processos de extracdo e particoes do zoantideo
Protopalythoa variabilis. O extrato hidroalcodlico bruto (EHB) foi obtido apds extracdo com metanol
(MeOH) e evaporagdo do solvente. Em seguida, um volume de MeOH semelhante ao EHB foi
adicionado para realizagdo da particdo com solventes organicos de polaridades crescentes: n-hexano,
diclorometano e acetato de etila rendendo as fracdes Hex, DCM e AcOEt respectivamente, e a fragio
MeOH/H2O relativa aos compostos mais polares que permaneceram na mistura hidroalcodlica.

O EHB exibiu potente citotoxicidade em todas as linhagens tumorais testadas e
atividade hemolitica tempo dependente. Todas as fragdes derivadas do EHB também
apresentaram atividade citotéxica com as Hex e MeOH/H,0 exibindo maior poténcia, sendo
que dentre todas as fragdes, apenas a MeOH/H,O reteve a atividade hemolitica observada no

EHB (Tabela 1).
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Tabela 1 — Avaliacdo da citotoxicidade e do potencial hemolitico do extrato hidroalcoélico bruto (EHB) e
fracdes obtidas por particao liquido/liquido com solventes de polaridades crescentes: n-hexano (fragdo Hex),
diclorometano (fracdo DCM) e acetato de etila (fracdo AcOEt) e fracdo hidroalcodlica contendo compostos mais
polares (MeOH/H,0). Estdo apresentados os valores de concentracdo inibitéria média no teste do MTT
(72 horas) em 4 linhagens celulares tumorais (sistema nervoso, SF-295; leucemia, HL-60; cdlon,
HCT-8 e melanoma, MDA-MB-435) e concentragdo efetiva média teste de hemolise (1, 2 e 4 horas)
em eritrécitos de camundongos (Mus musculus swiss) com seus respectivos intervalos de confianga de
95% em pg/mL. Os dados apresentados sdo relativos a 3 experimentos realizados em triplicata

Ensaio
Amostra MTT Hembolise
SF-295 HL-60 HCT-8 MDA-MB435 1h 2h 4h
0,40 0,36 4,24 0,73 68,83
EHB >500 >500
027-0.59  009-138 325-552  048—109 38,86 -121,9
0,29 0,43 0,24 0,38
HeX > El s s
025-033 039-047 022-027 034043 00 >300 > 300
2,95 5,43 2.67 2.82
DCM , ; , ,
268-325  4.86-607 219-324  240_329 >0 >300 > 300
1,85 2,94 2.25 1,42
AcOEt > > > E
120-265  194-446 126-402  108-187 >0 >30 > 300
MeOH/H,0 0,49 0,76 0,40 0,085 > 500 213,3 116,9
040-059  0,62-094 032-049 002041 1953-233.1 99,18 1379

2.4.2 Fracionamento guiado pela atividade citotoxica da fragdo hexano

Uma graxa marrom denominada Hex-SII foi obtida da fracdo Hex através de
sucessivas extragdes com CH3CN/H,O em diferentes propor¢des, as quais renderam fragdes
soliveis e insoldveis. Uma parte dessa graxa foi solivel em piridina-ds, que depois da
evaporacgdo do solvente, rendeu a fragdo denominada Hex-SIIS com atividade semelhante a
Hex-SII. Um fluxograma sintetizando este fracionamento e os dados da atividade citotdxica
estdo apresentados nas figura 13 e tabela 2 respectivamente. O espectro de infravermelho
apresentou bandas de absorcdo em 1633 e 1413 cm’ (-COO’) e 1644 ¢ 1462 cm™ (-NH3"),
caracteristicas de aminodcidos. O espectro de RMN 'H da fragao Hex-SIIS exibiu apenas um
sinal em & 3,57 (tl, H-2), caracteristico de hidrogénio metinico ligado a nitrogénio, um sinal
intenso e largo em 6 1,27, caracteristico de grupos metilénicos em sobreposi¢do e um tripleto
largo em & 0,88 tipico de metila de cadeia alifitica.O espectro de RMN "°C (CPD e DEPT

135) revelou um sinal em & 54,7 (CH-2) inferido a carbono metinico ligado a nitrogénio, o
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qual no espectro HMQC, exibiu correlagdo com o sinal de hidrogénio em & 3,57 (H-2).
Adicionalmente, foram observados sinais na faixa de & 32,4 a 23,3, correspondentes a
carbonos metilénicos e um sinal de carbono em 6 14,6, referente a grupo metila. Estes dados

foram compativeis com a presenca de um a-aminodcido de cadeia longa.

Apesar da auséncia de sinal de carbono referente a carboxila no espectro de RMN
¢, os dados espectroscOpicos acima mencionados juntamente com o teste positivo (corando
de roxo) da fragdo Hex-SIIS frente a solu¢do de ninhidrina (0,1 % em EtOH) sugeriram que
os compostos da amostra eram O-aminodcidos de cadeia longa. Posteriormente foi obtido o
espectro de massa de alta resolugdo (EMAR-ESI, modo positivo) dessa amostra o qual
apresentou um pico fon molecular em m/z 490,4566 [M + Na]® indicando a férmula
molecular C30Hg;NO, para 1a, e m/z 504,4706 [M + Na]* correspondente a férmula molecular
C31Hs3sNO, para 1b (Fig. 14). Adicionalmente, as estruturas dos «-aminodcidos foram
confirmadas através dos dados espectroscopicos dos ésteres metilicos 1a’/1b’ e de seus
derivados acetilados 1a”/1b”. O espectro HMBC mostrou claramente a correlagdo entre os
hidrogénios aminados em & 2,31 com a carboxila em & 175,5, e carbonos metilénicos em &
30,0 (CH,-3) e 26.2 (CH,-4), e também do grupo metoxila em & 3,65 com a carboxila (&
175,5). Além disso, as estruturas dos a-aminodcidos foram confirmadas através do sinal em 0
2,19 (CHj3) no espectro de RMN 'H do derivado acetilado do éster metilico. Desta forma, as

estruturas de 1a/1b foram estabelecidas como sendo de fato a-aminoécidos de cadeia longa.
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Figura 13 — Fluxograma esquematico dos procedimentos realizados para purificacdo da fracao
hexano (Hex) obtida através de particdo liquido/liquido do extrato hidroalcodlico bruto do
zoantideo Protopalythoa variabilis (EHB). S corresponde a fragdo solivel e -1 a fragdo insolivel em
mistura de H20/CH3CN de propor¢des indicadas na figura. CLAE, cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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Tabela 2 — Avaliacao da citotoxicidade das sub-fracoes da fracdo hexano (Hex) através do teste
do MTT apés 72 horas de incubacao em 4 linhagens de células tumorais (sistema nervoso, SF-
295; leucemia, HL-60; cdolon, HCT-8 e melanoma, MDA-MB-435). Os resultados estdo
apresentados como valores de concentragdo inibitéria média (Clsy) e intervalo de confianca de 95%
IC 95%) em pg/mL. Os dados correspondem a 3 experimentos realizados em triplicata. —S
corresponde a fragdo solivel e -1 a frac@o insolivel em mistura de H20/CH3CN em diferentes
proporcoes

Clso
Fracdo IC 95%
HL-60 HCT-8 MDA-MB-435 SF-295
Hex-1 >50 >50 >50 >50
0,32 0,60 0,76
Hex-S n.t.
0,19-0,55 0,40-0,89 0,58-0,99
0,94 0,49 1,27 0,96
Hex-SI
0,61-1,45 0,40-0,60 1,08-1,50 0,49-1,88
3,24 1,46 4,69 2,59
Hex-S-1
0,61-16,99 1,03-2,06 2,36-9,32 1,84-3,65
1,69 0,61 1,66 1,32
Hex-S-2
0,52-5,48 0,51-0,72 1,42-1,95 1,08-1,61
Hex-S-3 >5 >5 >5 >5
Hex-S-4 >5 >5 >5 >5
1,27 0,33 1,06 1,01
Hex-S-purga
0,75-2,14 0,26-0,42 0,80-1,40 0,45-2,29
Hex-SIS n.t. n.t. n.t. n.t.
1,94 0,63 1,95 0,99
Hex-SIS-1
1,01-3,73 0,54-0,73 1,39-2,74 0,80-1,22
Hex-SIS- 4,29 0,95 2,00 2,20
purga 1,70-10,80 0,84-1,09 1,65-2,44 1,90-2,56
0,056 0,054 0,054 0,058
Hex-SII
0,037-0,084 0,045-0,067 0,049-0,060 0,051-0,066
3,07 3,26
Hex-SIII >5 n.t.
0,69-13,55 2,95-3,61
Hex-SIIS 0,13 0,055 0,070
n.t
(1a/1b) 0,12-0,14 0,051-0,059 0,066-0,075
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1a: n=25
1b: n=26

Figura 14 — Estrutura quimica dos a-aminoacidos lipidicos 1a e 1b isolados do zoantideo
Protopalythoa variabilis.

Todos os dados quimicos utilizados para elucidacdo da estrutura quimica de
1a/1b inclusive os espectros obtidos das reagdes de metilacdo e acetilagdo estdo apresentados

no Anexo I (WILKE et al., 2009).

2.4.3 Fracionamento guiado pela atividade citotoxica da fracdo acetato de etila

Foram obtidas 5 fracdes com potente citotoxicidade apds um fracionamento
inicial com cartucho C18 seguido de CLAE. Os procedimentos seguidos para purificacio
estdo sumarizados nas figuras 15 e 16 e os resultados da atividade citotéxica encontram-se na

tabela 3.
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AcOEt I

778 mg
Cartucho C18
Eluicdo com Eluicdo com
H,0/ CH;CN (7:3) CH,CN
AcOEt-C | | AcOEt-P |
753,5mg 15 mg
CLAE

[ AcOEt-P-1| [ AcOEt-P-2 | [ AcOEt-P-3 |  AcOEi-P-4 | [ AcOE-P-5 |

Smg 1.2mg 1,6 mg 2,2mg 24 mg

Figura 15 — Fluxograma esquematico dos procedimentos realizados para purificacao da fracao
acetato de etila (AcOEt) obtida através de particio liquido/liquido do extrato hidroalcodlico
bruto do zoantideo Protopalythoa variabilis (EHB). CLAE, cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura 16 — Cromatograma da fracao acetato de etila AcOEt-P. Eluicdo sob um fluxo de 4,72ml/min a
35°C, isocrético de H2O/CH3CN (75.25 v/v) por 10 minutos, em uma coluna XTerra RP18 4,6 x 250
mm, 5 pm. A= 254nm.
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Tabela 3 — Avaliacio da citotoxicidade das sub-fracoes obtidas a partir da fracdo acetato de etila (AcOEt)
através do teste do MTT apés 72 horas de incubagio em 4 linhagens de células tumorais (sistema nervoso,
SF-295; leucemia, HL-60; c6lon, HCT-8 ¢ melanoma, MDA-MB-435). Os resultados estdo apresentados
como valores de concentracdo inibitéria média (Clsp) e intervalo de confianca de 95% (IC95%) em
pg/mL. Os dados correspondem a 3 experimentos realizados em triplicata

ICso
IC 95%
Fracdo (ug/ mL)
HL-60 HCT-8 MDA MB-435 SF 295
AcOEt-C >50 >50 >50 >50
0,085 0,079 0,109 0,049
AcOEt-P 0,028 - 0,253 0,005 1,21 0,097 - 0,123 0,036 - 0,069
2,56 1,54 2,44 3,60
AcOEt-P-1 2.15 3,04 1,32 1,80 1,92 -3,09 2,78 - 4,67
0,58 0,39 0,61 0,908
AcOEt-P-2 0.49 - 0,67 0.35-0,44 0.45-0,82 0.72 - 113
1,53 0,56 0,82 1,45
AcOEt-P-3 1,16 - 2,03 0,46 — 0,68 0,65 - 1.04 1,10- 1,91
o 0,13 0,07 0,13 0,14
AcOEt-P-4 0,11-0,16 0,06 — 0,09 0,12-0,14 0,11-0,17
0,44 0,78 0,74 0,37
AcOEt-P-5 0.38 — 0,49 0,59 —1,03 0,49-1,13 0,27-0,51

Devido a reduzida quantidade das fragdes AcOEt-P-1 a AcOEt-P-5, foram
obtidos apenas os espectros de RMN 'H os quais apresentaram sinais compativeis com

compostos esteroidais. Os espectros de RMN 'H das fragdes acima estdo apresentados no

Anexo II.

2.4.4 Estudo da citotoxicidade dos a-aminodcidos lipidicos 1a/1b em células
HL-60 ap6s 24 horas de incubagdo

O estudo da citotoxicidade dos a-aminodcidos lipidicos 1a/1b em células HL-60
consistiu em uma série de ensaios que permitiram analisar os seguintes efeitos: alteragdes
morfolégicas e na viabilidade, despolarizacio do potencial transmembrana mitocondrial
(Ayy), fragmentacdo de DNA e alteragdes do ciclo celular. As concentracdes escolhidas (100,

250 e 500 ng/mL) foram relativas a aproximadamente 0,2; 0,5 e 1,0 vezes o valor da Clsg
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(530 ng/mL, IC95% 480-600 ng/mL) destes compostos obtida no ensaio do MTT apéds 24

horas de incubagao.

2.4.4.1 Alteracoes na morfologia e viabilidade celular

Foram evidenciadas importantes alteracdes morfolégicas nas células HL-60
coradas com May-Griinwald-Giemsa apds 24 horas de tratamento (Fig. 17). As células nio
tratadas apresentaram em sua maioria, nicleo homogéneo e volumoso, membrana plasmatica
regular e integra e pequenos vacuolos citoplasméticos. A maior parte das células tratadas com
Dox estava com volume reduzido e niicleo fragmentado. O tratamento com la/lb induziu
uma condensacdo periférica da cromatina ao longo da carioteca inteira ou em formas de
meia-lua e blebbings na membrana plasmatica. Todas estas alteragdes observadas tanto no

tratamento com Dox quanto com 1a/1b sdo compativeis com morte celular por apoptose.

TN, Y

P .

Figura 17 — Alteracées morfologicas em células HL-60 sem tratamento (A) ou tratadas com 300
ng/mL de doxorrubicina (B), ou com 100 e 250 ng/mL de 1a/1b (C e D respectivamente), apos 24
horas de incubacio. Setas: pontilhada, fragmentagdo de DNA;trago e ponto, condensagdo periférica da
cromatina; inteira, blebbing. Coloragdo com May-Griinwald-Giemsa. Aumento: 400X. Escala: 30 uM.
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Os tratamentos de 24 horas das células HL-60 com Dox e la/lb também
alteraram as caracteristicas de espalhamento da luz na CF (Fig. 18). Foi observado um
aumento da porcentagem de células com volume reduzido na regido R2 tanto para a Dox
quanto para as c€lulas tratadas com 1a/l1b a partir de 250 ng/mL (Fig. 19). Com 250 ng/mL
de 1a/b quase 30% das células estavam com o volume reduzido, e com 500 ng/mL de 1a/lb e

300ng/mL de Dox, aproximadamente 70% das células tinham reduzido de volume.
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Figura 18 — Espalhamento frontal da luz (FSC-Linear) e lateral (SSC-Linear) de células HL-60
sem tratamento (A) ou tratadas com 300 ng/mL de doxorrubicina (B), ou com 100, 250 e 500
ng/mL de 1la/lb (C, D e E respectivamente), apés 24 horas de incubacdo. RI1, regido
correpondente a células com tamanho normal; R2, regido de células com volume reduzido e R3,
regido de células com condensacdo da cromatina. Os gréficos apresentados sdo representativos dos

resultados de triplicata de 3 experimentos.
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Figura 19 — Alteracoes morfologicas das células HL-60 sem tratamento (C-) ou tratadas com
300 ng/mL de doxorrubicina (Dox) ou com 100, 250 e 500 ng/mL de 1a/l1b analisadas por
citometria de fluxo apds 24 horas de incubacio. A, porcentagem de células com tamanho normal
contada em R1, B, porcentagem de células com volume reduzido contada em R2 e C, porcentagem de
células com consensagdo nuclear contada em R3. Cinco mil eventos/replicata foram obtidos de 3
experimentos realizados em triplicata. *p<0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA
seguido do teste de Dunnet.

A concentrac@o de células também diminuiu nos tratamentos com 1a/l1b a partir
de 250 ng/mL e com 300 ng/mL de Dox (Fig. 20A). A concentracdo de células sem
tratamento aumentou 2,4 vezes em relacio a concentracio inicial de plaqueamento de 3 x 10
para aproximadamente 7 X 10° células/mL. A concentracdo das células tratadas com
100ng/mL de 1a/lb também aumentou 2,2 vezes (6,8 10° células/mL). A inibicdo da
proliferacdo das células comegou a ser observada com 250 ng/mL de 1a/lb (5,6 x 10°
células/mL) sendo que no tratamento de 500 ng/mL, a concentracdo encontrada foi menor
que a inicial (2,3 x 10° células/mL). A Dox também diminui a concentracdo de células para

2.6 x 10° células/mL.

A membrana celular estava intacta tanto no tratamento com Dox quanto com
la/lb até 250 ng/mL. Com 500 ng/mL de 1a/lb, aproximadamente 30% das células

apresentaram rompimento de membrana (Fig. 20B).
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Figura 20 - Viabilidade celular. Alteracdes da concentrag@o de células vidveis (A) ou da integridade
da membrana plasmética (B) das células HL-60 sem tratamento (C-) ou tratadas com 300 ng/mL de
doxorrubicina (Dox) ou com 100, 250 e 500 ng/mL 1a/1b analisadas por citometria de fluxo apds 24
horas de incubagdo. Cinco mil eventos/replicata foram obtidos de 3 experimentos realizados em
triplicata. *p< 0,05, **p<0,01 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido do teste de
Dunnet.

2.4.4.2 Despolarizacdo do potencial transmembrana mitocondrial

O potencial transmembrana mitocondrial (Ay,,) das células HL-60 foi alterado
pelo tratamento com 1a/1b apds 24 horas (Fig. 21). Foi considerado Ay, despolarizado para
as células que emitiram baixa fluorescéncia verde. A porcentagem de células com o Ay
despolarizado aumentou de 9% do controle negativo para 22% ja no tratamento com a menor
concentracdo de 1a/lb e aumentou ainda mais para quase 30 e 50% nos tratamentos com 250
e 500 ng/mL respectivamente. A Dox aumentou a despolarizacio doAy, para

aproximadamente 60%.
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Figura 21 - Potencial transmembrana mitocondrial (A¥m). A, porcentagem de despolarizacio de
células HL-60 sem tratamento (C-) ou tratadas com doxorrubicina a 300 ng/mL (Dox) ou com 1a/lb a
100, 250 e 500 pg/mL analisadas por citometria de fluxo apds 24 horas de incubagdo. B, histograma
(fluorescéncia verde em escala logaritima) ilustrativo comparando o A¥Ym do C- (linha) e do
tratamento de 500 ng/mL do 1la/lb (cinza). Cinco mil eventos/replicata foram obtidos de 3
experimentos realizados em triplicata. *p< 0,05 comparado com o controle negativo por Teste t ndo
pareado.

2.4.4.3 Fragmentacdo de DNA

A fragmentacdo de DNA também foi avaliada por CF. Os eventos equivalentes a
DNA sub-G0/G1 foram considerados fragmentacdo (os fragmentos celulares ndao foram
contados). Como apresentado na figura 22, o tratamento com la/lb induziu fragmentacdo de
DNA. A partir de 250 ng/mL (10%) foi observado aumento da fragmentacio de DNA que
aumentou consideravelmente na maior concentracio (35%). A Dox também induziu

fragmentacdo de aproximadamente 50% das células.
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Figura 22 - Fragmentacao de DNA. A, porcentagem de DNA sub-G0/G1 das células HL-60 sem
tratamento (C-) ou tratadas com 300 ng/mL de doxorrubicina (Dox) ou com 100, 250 e 500 ng/mL de
1a/1b analisadas por citometria de fluxo apds 24 horas de incubacdo. B, histograma (fluorescéncia
vermelha em escala logaritima) representativo dos experimentos comparando o conteido de DNA
fragmentado do C- (linha) e do tratamento de 500 ng/ml. do 1la/lb (cinza). Cinco mil
eventos/replicata foram obtidos de 3 experimentos realizados em triplicata. *p< 0,05 comparado com
o controle negativo por Teste t ndo pareado.

2.4.4.4 Andlise do ciclo celular

A andlise do ciclo celular revelou ndo haver alteracdo em nenhuma das fases:

GO0/G1, S ou G2/M (dados nao apresentados).

2.4.4.5 Resumo dos resultados

Os resultados obtidos no estudo da citotoxicidade dos a-aminoécidos lipidicos
1a/1b nas concentracdes de 100, 250 e 500 ng/mL em células HL-60 apds 24 horas de
incubacdo estdo resumidos da figura 23. Quando os dados sdo tomados para andlise
simultaneamente, observa-se que as células apresentaram caracteristicas compativeis com

apoptose e uma grande importancia da via intrinseca neste evento.
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Caracteristicas . la/1b
X Controle negativo
dascelulas 100 ng/mL 250 ng/mL 500 ng/mL
Membrana
rompida - - - +
Blebbings - - + +
Redugdo do - - + +
volume celular
Abm - + + +
despolarizado
DNA - - + +
fragmentado

Representacaodas
caracteristicas
celularesestudadas

Figura 23 — Resumo das alteracoes induzidas pelos o.-aminoacidos lipidicos (1a/1b) nas células
HL-60 apés 24 horas de incubacfo. As figuras das células sdo representativas da reunido das
caracteristicas encontradas na andlise de alteracdes morfoldgica e diferentes ensaios por citometria de
fluxo. As células tratadas com 1a/lb comecam a apresentar caracteristicas de morte por apoptose
desde a menor concentragdo testada (100 ng/mL) que se intensificam com o aumento da concentracio
(250 € 500 ng/mL).

2.4.5 Estudo da citotoxicidade da fragcdo acetato de etila-4

O estudo da citotoxicidade da fracio AcOEt-P-4 em células HL-60 consistiu em
uma série de ensaios que permitiram analisar os seguintes efeitos: alteracdes morfoldgicas e
na viabilidade, despolarizacdo do potencial transmembrana mitocondrial, fragmentagdo de
DNA e alteracdes do ciclo celular. As concentragdes escolhidas (50 e 100 ng/mL) foram
relativas a aproximadamente 0,5 e 1 vez o valor da Clsg (130 ng/mL, IC95% 110-160 ng/mL)

desta fracdo obtida no ensaio do MTT apds 72 horas.
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2.4.5.1 Alteracoes na morfologia e viabilidade

Foram evidenciadas importantes alteracdes morfolégicas nas células HL-60
coradas com HE apds 24 horas de tratamento. As células ndo tratadas apresentaram- em sua
maioria normais com nicleos homogéneos e volumosos, membrana plasmética regular e
integra e pequenos vacuolos presentes no citoplasma (Fig. 24A). A maior parte das células
tratadas com Dox estava com volume reduzido e nucleo fragmentado (Fig. 24B). O
tratamento com a fracdo AcOEt-P-4 induziu blebbings na membrana plasmética, redugdo do
volume celular e fragmentacio de DNA (Fig. 24C e D), alteracdes compativeis com as de

morte por apoptose.

Figura 24. Alteracoes morfolégicas em células HL-60 sem tratamento (A) ou tratadas com 300
ng/mL de doxorrubicina (B), ou com 50 e 100 ng/mL da fracdo AcOEt-P-4 (C e D
respectivamente), apos 24 horas de incubacfo. Setas: pontilhada, fragmentacdo de DNA; inteira,
blebbing na membrana plasmdtica. Coloragdo com hematoxilina e eosina. Aumento: 400X. Escala: 30
UM.

Os tratamentos de 24 horas das células HL-60 com Dox e a fracio AcOEt-P-4
também alteraram as caracteristicas de espalhamento da luz na citometria de fluxo (Fig. 25).

A Dox e a fracdo AcOFEt-P-4 aumentaram a porcentagem de células com volume reduzido na
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regiao R2. Com 50 ng/mL, a fragdo AcOEt-P-4 aumentou de 7% (sem tratamento) para

aproximadamente 25% o nimero de células com reducdo do volume e para 65% com o

tratamentos de 100 ng/mL desta fracdo ou da Dox a 300 ng/mL (Fig. 26).
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Figura 25 — Espalhamento frontal da luz (FSC-Linear) e lateral (SSC-Linear) de células HL-60
sem tratamento (A) ou tratadas com 300 ng/mL de doxorrubicina (B), ou com 50 e 100 ng/mL
da fracdo AcOEt-P-4 (C e D respectivamente), apos 24 horas de incubacdo. R1, regido
correspondente a células com tamanho normal; R2, regido de células com volume reduzido e R3,
regido de células com condensacdo da cromatina. Os grédficos apresentados sdo representativos dos

resultados.
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Figura 26 — Alteracoes morfologicas das células HL-60 sem tratamento (C-) ou tratadas com
300 ng/mL de doxorrubicina (Dox) ou com 50 e 100 ng/mL da fracao AcOEt-P-4 analisadas por
citometria de fluxo apos 24 horas de incubacio. A, porcentagem de células com tamanho normal
contada em R1, B, porcentagem de células com volume reduzido contada em R2 e C, porcentagem de
células com condensac¢@o nuclear contada em R3. Cinco mil eventos/replicata foram obtidos de 3
experimentos realizados em triplicata. *p<0,01 comparado com o controle negativo por ANOVA
seguido do teste de Dunnet.

Como apresentado na figura 27A, a fragdo AcOEt-P-4 diminuiu a concentra¢io
das células em nas concentracdes testadas (50 e 100 ng/mL). A doxorrubina a 300 ng/mL
também reduziu a contagem das células. A fracio AcOEt-P-4 ndo alterou significativamente
a integridade da membrana celular 50 ng/mL, mas aproximadamente 30% das células tratadas
com 100 ng/mL perderam a integridade da membrana (Fig. 27B). A Dox ndo alterou a

porcentagem de células com a membrana integra.
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Figura 27 - Viabilidade celular. Alteracdes da concentrag@o de células vidveis (A) ou da integridade
da membrana plasmatica (B) das células HL-60 sem tratamento (C-) ou tratadas com 300 ng/mL de
doxorrubicina (Dox) ou com a 50 e 100 ng/mL da fracio AcOEt-P-4 analisadas por citometria de
fluxo apés 24 horas de incubag@o. Cinco mil eventos/replicata foram obtidos de 3 experimentos
realizados em triplicata. *p< 0,01 comparado com o controle negativo por ANOV A seguido do teste
de Dunnet.
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2.4.5.2 Despolarizagdo do potencial transmembrana mitocondrial

O tratamento com a fracdo AcOEt-P-4 diminuiu significativamente o Ay, das
células HL-60 (Fig. 28). A porcentagem de células com o Ay, despolarizado aumentou de
7,5% do controle negativo para aproximadamente 35 e 45 % nas concentragdes de 50 e 100
ng/mL respectivamente. A Dox aumentou a despolarizacdo doAy,, para aproximadamente

60%.
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Figura 28 — Potencial transmembrana mitocondrial (AWYm). A, porcentagem de despolarizacido de células
HL-60 sem tratamento (C-) ou tratadas com doxorrubicina a 300 ng/mL (Dox) ou com 50 e 100 ng/mL da
fracdo AcOEt-P-4 analisadas por citometria de fluxo apds 24 horas de incubacdo. B, histograma (fluorescéncia
verde em escala logaritima) representativo dos experimentos comparando o A¥m do C- (linha) e do tratamento
de 100 ng/mL da fragdo AcOEt-P-4 (cinza). Cinco mil eventos/replicata foram obtidos de 3 experimentos

realizados em triplicata. *p< 0,01 comparado com o controle negativo por Teste t ndo pareado.

2.4.5.3 Fragmentacdo de DNA

A fragdo AcOEt-P-4 causou fragmentacdo do DNA quando avaliada por CF apds
24 horas (Fig. 29). A porcentagem de DNA sub-GO/G1, considerado fragmentado, aumentou
de 2% do controle negativo para aproximadamente 15 e 50% nas concentracdes de 50 e 100

ng/mL. A Dox aumentou a fragmentacdo do DNA para quase 60%.
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Figura 29 - Fragmentacao de DNA. A, porcentagem de DNA sub-G0/G1 das células HL-60 sem
tratamento (C-) ou tratadas com 300 ng/mL de doxorrubicina (Dox) ou com 50 e 100 ng/mL da fracdo
AcOEt-P-4 analisadas por citometria de fluxo apds 24 horas de incubacdo. B, histograma
(fluorescéncia vermelha em escala logaritima) representativo dos experimentos comparando o
conteido de DNA fragmentado do C- (linha) e do tratamento de 100 ng/mL da AcOEt-P-4 (cinza).
Cinco mil eventos/replicata foram obtidos de 3 experimentos realizados em triplicata. *p< 0,01 e
**p<0,001 comparado com o controle negativo por Teste t ndo pareado.

2.4.5.4 Andlise do ciclo celular

A andlise do ciclo celular revelou nido haver alteracdo em nenhuma das fases:

GO0/G1, S ou G2/M (dados nao apresentados).

2.4.5.5 Resumo dos resultados

Os resultados obtidos no estudo da citotoxicidade da fracdo AcOEt-P-4 nas
concentracdoes de 50 e 100 ng/mL em células HL-60 apds 24 horas de incubacdo estdo
resumidos da figura 30. Quando os resultados sdo analisados simultaneamente, observa-se
que as células apresentaram diversas caracteristicas compativeis com apoptose incluindo a

participacdo da via intrinseca no processo.



78

Caracteristicas , AcOEt-P-4
. Controle negativo
das células 50 ng/mL 100 ng/mL

Membrana rompida ) ) .
Blebbings - + +
Reducdo do volume - + +
celular

Aym despolarizado - + +
DNA fragmentado - + +
Representagdodas °

caracteristicas
celulares estudadas

<

Figura 30 — Resumo das alterac¢oes induzidas pela fracao AcOEt-P-4 em células HL-60 apés 24
horas de incubacdo. As figuras das células sdo representativas da reunido das caracteristicas

encontradas na andlise de alteracdes morfologica e diferentes ensaios por citometria de fluxo. As
células tratadas com a fracdo AcOEt-P-4 apresentaram caracteristicas de morte por apoptose nas duas
concentragdes testadas (50 e 100 ng/mL).
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2.5. Discussao

O desenho experimental do presente trabalho incluiu uma etapa inicial de
avaliacdo da atividade citotoxica do extrato hidroalcodlico do zoantideo Protopalythoa
variabilis e suas particGes para averiguagdo da possivel presenga de substancias antitumorais,
seguida do fracionamento bioguiado das fragGes ativas e estudo da citotoxicidade. De acordo
com vdrios autores, esse tipo de abordagem maximiza e acelera o processo de isolamento e
caracterizacdo de novos protdtipos com atividade bioldgica interessante (BUGNI et al.,
2008a; BUGNI et al., 2008b; HARVEY, 2008). O NCI-USA possui o maior programa de
triagem de amostras para o potencial anticAncer do mundo e considera ativos os extratos com
Clso de até 30 ug/mL (SUFFNESS e PEZZUTO, 1991). Para substancias puras, esse valor de
referéncia cai para 4 pg/mL (FAVARO et al., 2004). O EHB exibiu valores de Clsq variando
de aproximadamente 0,4 a 4 pg/mL nas linhagens tumorais testadas (Tabela 1) e, portanto
pode ser considerado bastante promissor para prosseguir os estudos de purificacdo de

compostos citotéxicos com potencial anticancer.

A particdo liquido/liquido do EHB adicionado de MeOH com solventes
organicos em crescentes de polaridade rendeu 4 fracdes batizadas de acordo com o solvente
em que foram soldveis: Hex, DCM, AcOEt e MeOH/H,O. Todas as fracdes obtidas da
particdo foram citotdxicas e apresentaram valores de Clso médios nas linhagens testadas de
0,34; 3,46; 2,12 e 043 ung/mL para as fragcdes Hex, DCM, AcOEt e MeOH/H,0O
respectivamente (Tabela 1), ressaltando a presenca de substincias ativas com diferentes

polaridades.

O potencial hemolitico do EHB e sub-fragdes foi avaliado apds 1 hora para saber
se a atividade citotoxica estava relacionada a danos diretos a membrana plasmaética e
observou-se que nenhuma das amostras lisou as hemdcias de camundongos até 500 pg/mL
nesse tempo de incubagdo. Os zoantideos sdo o grupo de animais onde mais comumente se
encontra PTX, portanto tempos maiores de incubag¢do de 2 e 4 horas foram utilizados
posteriormente para investigar a presenca de PTX ou compostos relacionados, visto que essa
toxina exibe um perfil de hemdlise caracteristico sendo deflagrada apds um periodo de
laténcia de pelo menos 2 horas (HABERMANN et al., 1981; MOORE e SCHEUER, 1971;
ONUMA et al., 1999).
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O EHB apresentou CEsq de 68 ng/mL apds 4 horas, e dentre as fragdes, apenas a
fracdo MeOH/H,0O exibiu CEsy de 213 e 117 pug/mL apdés 2 e 4 horas de incubacdo
respectivamente. A PTX é uma molécula de alta polaridade, portanto é compreensivel que a
esse perfil de atividade hemolitica tenha sido encontrado apenas na fracdo mais polar
(MeOH/H,;0). Embora altamente citotoxica, perdeu-se o interesse em purificar a fragdo
MeOH/H,O devido a suposta presenca de PTX nessa fracdo, pois esta toxina ji foi
exaustivamente estuda em modelos biolégicos inclusive utilizando células tumorais e teve
seu mecanismo de acdo esclarecido (FRELIN e VAN RENTERGHEM, 1995;
HABERMANN et al., 1981; ISHIDA et al., 1983; KAN et al., 2001; OKU et al., 2004;
TOSTESON et al., 1991; JHA e ZI-RONG, 2004).

Por outro lado, a fragcdo Hex foi a mais citotéxica das fra¢des, ndo causou
hemolise e ainda apresentou o maior rendimento. Sozinha a Hex respondeu por 61,5 % do
rendimento de todas a fracdes, contra apenas 1,5 % da MeOH/H,0, a segunda fracdo mais
potente, mas com forte sugestio da presenca de PTX o que explica, pelo menos em parte, sua
alta poténcia. A AcOEt também apresentou alto rendimento, equivalente a 30% da soma das
massas das fragdes e uma média de valores de Clso mais baixa que a DCM. As fragcdes Hex e
AcOEt foram escolhidas para continuar a purificagdo guiada pela citotoxicidade devido a
soma de fatores favordveis apresentados: auséncia de atividade hemolitica e altos rendimento
e citotoxicidade. Os resultados de citotoxicidade nas linhagens tumorais utilizando o ensaio
do MTT passaram a ser deste momento em diante o Unico critério para decidir com quais

fragdes continuar a purificag@o.

Do fracionamento da fracdo Hex chegou-se ao isolamento de 2 o-aminodcidos
lipidicos (1a/1b) em mistura. Na literatura os o-aminodcidos lipidicos (AALSs) sdo descritos
como aminodcidos ndo naturais de cadeia alifatica longa saturada ou insaturada, que, embora
lipofilicos possuem comportamento polar caracteristico de aminodcidos e peptideos
(ROBERTS e VELLACCIO, 1983; KOKOTOS et al., 1996b). Os compostos 1a/lb sido o
primeiro relato de AALSs encontrados a partir de uma fonte natural e também possuem cadeia
lateral alifatica maior que os AALs sintéticos. Enquanto os AALs descritos possuem de 8§ a
24 atomos de carbono na molécula, os 1a/lb possuem 30 e 31 atomos de carbono

(KOKOTOS et al., 1996b).

Os AALs tém utilizacdo diversa na industria desde lubrificantes e polidores a

cosméticos (TAKINO et al., 1987; KITAMURA et al., 1987, SAGAWA e TAKEHARA,



81

1987b; SAGAWA e TAKEHARA, 1987a). Eles também sido biologicamente ativos. Em
estudos estrutura-atividade, foi sugerido o potencial antiinflamatério de diversos andlogos
desses compostos devido a sua capacidade de inibicdo da fosfolipase A, (KOKOTOS et al.,
1996a; NICOLAOU et al., 1995; NOULA et al., 1996; NICOLAOU et al., 1997). Tem sido
mostrado que os AALs e seus oligbmeros servem como sistemas de drug delivery e sistemas
lipidico-peptidicos como adjuvantes e em sistemas carreadores de vacinas (TOTH, 1994;

TOTH et al., 1993).

Alguns estudos demonstraram que os AALs sdo biologicamente tteis, porém a
natureza téxica desses compostos nunca foi investigada (KOKOTOS et al., 1996a;
NICOLAOU et al., 1997, NICOLAOU et al., 1995; NOULA et al., 1996; TOTH, 1994;
TOTH et al., 1993). Levando em consideracio a potente atividade citotoxica de 1a/lb, com
Clsop média de aproximadamente 85 ng/mL em células tumorais, considerou-se de grande
relevancia estudar os efeitos citotéxicos desses compostos. A linhagem HL-60 foi escolhida
para realizagdo dos experimentos seguintes em concentragdes relativas a 0,2; 0,5 e 1 vez o
valor da Clso destes compostos obtida pelo ensaio do MTT apds 24 horas. O modelo para
investigacdo da citotoxicidade dos 1a/1b consistiu em uma série de ensaios que permitiram
analisar alteracdes morfoldgicas, viabilidade, potencial transmembrana mitocondrial (Ayw),

fragmentacdo de DNA e alteragdes do ciclo celular.

Em estudos in vitro, observa-se que a membrana celular permanece intacta nos
estdgios iniciais até intermedidrios da apoptose, sofrendo ruptura apenas em estigio avangado
chamado apoptose tardia. Por outro lado, a membrana das células necréticas se rompe logo
no inicio do processo (LOS et al., 2003). Para avaliar o dano a membrana plasmdtica, dois
ensaios foram realizados. Um deles serviu para avaliar se a citotoxicidade estava relacionada
a um dano inespecifico na membrana utilizando uma célula mais simples, sem nicleo, por um
tempo curto (1-4 horas) e altas concentracdes (1,56- 200 pg/mL). O outro permitiu observar
células morrendo por necrose ou apoptose tardia. Para este segundo teste, utilizou-se a
linhagem leucémica HL-60 tratada por 24 horas com concentragdes escolhidas para a série de

ensaios citotéxicos (100, 250 e 500 ng/mL).

A apoptose € um processo fisiologico essencial para manter a homeostase em
organismos multicelulares e a sua evasdo € um importante fator relacionado ao crescimento
tumoral. A morte por apoptose € considerada a melhor forma de eliminar células indesejadas

e a sua indug@o € uma estratégia bastante importante na quimioterapia do cancer (KRESSEL
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e GROSCURTH, 1994). As células em apoptose apresentam alteracdes morfoldgicas
caracteristicas tais como reducdo do volume celular devido a desidratacdo e alteragdes na
membrana, chamados blebbings devido ao colapso do citoesqueleto. Outras caracteristicas
marcantes sdo observadas no niicleo como a condensacdo periférica da cromatina em estagios
iniciais e a fragmentacdo internucleossomal do DNA em miltiplos de 180 a 200 pares de

bases mais tardiamente (KERR, 2002; KRESSEL e GROSCURTH, 1994).

O tratamento com l1a/lb diminuiu a concentragdo de células de forma dose-
dependente, diferindo das células do controle (p<0,05) nas concentra¢des intermedidria e
mais alta (250 e 500 ng/mL). As células HL-60 tratadas com 100 e 250 ng/mL de 1a/lb
apresentaram condensacdo periférica regular da cromatina em forma de meia-lua ou anel bem
como blebbings. Na concentracdo de 500 ng/mL a quantidade de células nas laminas era
pequena, mas foi possivel observar que a maioria estava com a membrana rompida e nicleo
fragmentado. De forma complementar, as alteracdes morfoldgicas foram quantificadas por
CF onde foi possivel observar um aumento (p<0,05) da porcentagem de células com volume

reduzido em detrimento da diminui¢do das células com morfologia normal.

A mitocdndria desempenha um papel central na sobrevivéncia celular e morte por
apoptose. Os processos sdo finamente regulados por proteinas da familia Bcl-2 pré e anti-
apoptdticas (MAYER e OBERBAUER, 2003). O ponto sem retorno da apoptose é marcado
pela dissipagdo do Ay, uma € conseqiiéncia do aumento da permeabilidade da membrana
externa devido a formacdo de poros que por sua vez permitem a saida de fatores chave (p. ex.
citocromo ¢ e smac diablo) para indugdo de apoptose. Notadamente a redugdo do Ay, € um
dos eventos mais iniciais na apoptose induzida pela via intrinseca (RAVAGNAN et al.,
2002). Foi observado que em todos os tratamentos com l1a/lb houve aumento da

porcentagem de células com Ay, despolarizado.

A quantifica¢do da fragmentacdo de DNA foi a tltima caracteristica de apoptose
avaliada. Esse fendmeno € conseqiiéncia da atividade endonuclease de caspases (p. ex
caspases 3 e 7) que clivam a dupla-fita de DNA ou de outras nucleases, como a endonuclease
G, que agem na apoptose caspase independente (JANICKE et al, 1998; KRESSEL e
GROSCURTH, 1994). As células do controle negativo e tratadas com 100 ng/mL de 1a/lb
apresentaram fragmentacdo de DNA minima, enquanto os tratamentos com 250 e 500 ng/mL

de 1a/1b induziu aumento da porcentagem de fragmentagdo de DNA.
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As concentragdes crescentes de tratamento (100, 250 e 500 ng/mL) com 1a/lb
permitiu observar caracteristicas de apoptose de diferentes estdgios. Na menor concentragio,
caracteristicas tipicas de apoptose inicial como condensacdo periférica da cromatina e
despolarizagdo do Ayp; na concentracdo intermedidria, a manifestagdo adicional de mais
outras diversas caracteristicas de apoptose como reducdo do volume celular, fragmentacdo de
DNA e blebbling e na maior concentracdo, além da intensificagdo de todas as caracteristicas
citadas, também se pode observar perda da integridade da membrana que, nesse contexto,

indica ser relativo a apoptose tardia.

Dada a auséncia de estudos prévios acerca da citotoxicidade de AALs fica
impraticdvel comparar esses achados com outros da mesma classe quimica. Entretanto, como
demonstrado na figura 31, os AALs compartilham caracteristicas estruturais importantes com
os esfingolipideos, uma classe de lipideos que contém um grupo amida ligado a uma longa
cadeia alifatica. Os esfingolipideos sdo componentes estruturais das membranas celulares,
mas também tém importante fun¢do de sinalizadores de respostas como morte celular,
diferenciacdo e certos tipos de inflamagdo (HUWILER e ZANGEMEISTER-WITTKE,
2007).
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Figura 31 — Estruturas quimicas dos aminoacidos lipidicos 1a e 1b isolados de P. variabilis, dos
esfingolipideos esfingosina e esfingosina-1-fosfato e dos inibidores da esfingosina quinase
safingol, dimetil-esfingosina e espisulosina.
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Estudos revelaram que o balanco entre as concentragdes intracelulares de
esfingosina (EF) e esfingosina-1-fosfato (EF1P) é de fundamental importancia para
sobrevivéncia e proliferagdo celular. De fato o balango favordvel a EF1P estimula a
sobrevivéncia e proliferacdo celular e resisténcia de tumores a quimio e radioterapia,
enquanto que as concentracdes discretamente aumentadas de EF iniciam apoptose
(HUWILER e ZANGEMEISTER-WITTKE, 2007). A esfingosina quinase (EFQ) ¢é
responsavel pela conversdo de EF a EF1P e sua inibi¢do tem como conseqiiéncia o acimulo
de EF. Recentemente foi encontrado que as células de vérios tipos de tumores apresentam a
expressao aumentada de mRNA da EFQ em relacdo as células sadias (FRENCH et al., 2003).
Em 2003 Cuvillier e Levade reuniram em uma revisao relatos da citotoxicidade de inibidores
de EFQ como a dimetil-esfingosina, dihidro-esfingosina e trimetil-esfingosina contra um
grande nimero de linhagens tumorais (CUVILLIER e LEVADE, 2003). Devido a essas
descobertas, vem crescendo o interesse de se estudar o impacto dos inibidores de EFQ como
intervencdo adjuvante no tratamento de céinceres resistentes (HUWILER e

ZANGEMEISTER-WITTKE, 2007).

Ohta e colaboradores demonstraram que altos niveis de EF induz apoptose em
células HL-60 através da regulacdo negativa do c-myc (uma proteina relacionada a via
intrinseca) seguida da fragmentacdo de DNA (OHTA et al., 1995). Em 1996, Sakakura e
colaboradores também demonstraram em HL-60 que a apoptose induzida por EF estd
relacionada a supressdo da proteina anti-apoptdtica Bcl-2 (SAKAKURA et al., 1996). A EF
também afeta a ativag@o de caspases da via intriseca através da diminui¢do da expressdo das
protefnas anti-apoptdticas Bcl-2 e Bcl-xL, favorecendo a clivagem proteolitica da das
proteinas pré-apoptéticas Bid e Bax, ou suprimindo a Akt quinase (NAVA et al., 2000;
CUVILLIER et al., 2000; CUVILLIER e LEVADE, 2001).

Outros lisofosfolipideos alifaticos, chamados de derivados da esfingosina, como
o safingol ou o composto marinho espisulosina também possuem estrutura parecida com a
dos AALs e da EF (Fig. 31). A espisulosina estd em fase 1 de estudos clinicos para o cancer
sob investimento da PharmaMar (PHARMAMAR, 2008). Ela age no metabolismo dos
esfingolipideos, porém por uma via apoptética atipica quando comparada as vias dependentes
de EF, possivelmente como antagonista do 4cido lisofosfatidico e ativando a proteina quinase

C { (SALCEDO et al., 2006; SANCHEZ et al., 2008).
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Tendo em vista a similaridade da estrutura dos AALs com os esfingolipideos e
importante participacdo da mitocondria na indug¢do da apoptose, estudos adicionais para
investigar se os 1a/lb agem inibindo o metabolismo dos esfingolipideos, parece ser uma boa

escolha para esclarecer a via da apoptose induzida por 1a/1b aqui descrita.

Um grande problema enfrentado no estudo de produtos naturais marinhos além
da toxicidade é o suprimento de quantidades suficientes para prosseguir os estudos. O baixo
rendimento dos compostos ativos e dificuldade em sintetizd-los devido & complexidade
estrutural é um importante gargalo da progressio dos estudos de muitos compostos
promissores. Extratos brutos de vdrios kilogramas com rendimentos de poucos miligramas de
moléculas bioativas sdo bastante comuns (HUNT e VINCENT, 2006; NEWMAN e CRAGG,

2004).

Esse problema pode ser representado pelo caso dramdtico da briostatina 1.
Atualmente ji se contam mais de 80 estudos clinicos para tratamento do cancer com essa
molécula sendo obtida diretamente do briozodrio Bugula neritina. Para a realizacdo dos
estudos clinicos, foram coletadas 13 Ton do animal que renderam apenas 18 g de briostatina
1 (NEWMAN e CRAGG, 2004; COSTA-LOTUFO et al., 2009). Obviamente esse composto
ndo terd como ser comercializado a partir da fonte natural e essa também ndo € a estratégia
adequada para utilizagdo sustentdvel de nenhum produto natural marinho. Para este e outros
casos, diversos esfor¢os vém sendo feitos para contornar o fator limitante da quantidade de
molécula como simplificacdo estrutural visando a obtencdo de andlogos de poténcia
semelhante, porém de sintese vidvel, cultivo do organismo para ndo depender das espécies
selvagens e ainda investigagdo da possibilidade de obtencdo dos compostos a partir de
microorganismos simbiontes (WENDER ez al., 2004; DAVIDSON e HAYGOOD, 1999;
MENDOLA, 2003)

O presente trabalho também ilustra a dificuldade de obten¢do dos compostos em
quantidade aprecidvel. A partir de 11 kg de colonias dos zoantideos foram obtidos apenas
26,7 mg de 1a/1b da fracdo Hex e 2,2 mg da fracdo AcOEt-P-4 da fracdo AcOEt onde ndo foi
possivel identificar as estruturas presentes devido a quantidade deveras pequena. E pertinente
expor estes problemas para ressaltar claramente um ponto bastante favordvel para a utilizacio
futura, em estudos in vivo ou mesmo em estudos clinicos, de forma vidvel dos compostos 1a
e/ou 1b. O ponto crucial é que o descobrimento do potencial citotéxico desses compostos se

deu posteriormente a solu¢do do seu suprimento através da sintese quimica.
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Embora 1a/1b sejam inéditos, a sintese de AALs e andlogos com cadeia alifatica
menor, ji sdo bem estabelecidas o que facilita sua obtencdo em maior quantidade (ROBERTS
e VELLACCIO, 1983). Finalmente, a descricdo de indu¢do de apoptose dos 1la/lb com
participacdo da mitocondria somada a semelhanca dos AALs com os inibidores de
esfingosina quinase, desperta o interesse para investigacdo potencial dos AALs como

moduladores do metabolismo dos esfingolipideos.

O fracionamento da fracdo AcOEt rendeu 5 fracOes citotoxicas (AcOEt-P-1 a
AcOEt-5) com perfil espectral compativel com compostos esteroidais. De fato, os
invertebrados marinhos sdo considerados uma rica fonte de esteréides complexos (BLUNT et
al., 2007). Como exemplo, o fracionamento guiado pela citotoxicidade do coral mole
Nephthea erecta rendeu o isolamento de 6 esterdides citotoxicos, sendo dois inéditos (24-
metil-colesta-5,24(28)-dieno-3B-15p,19-triol e 24-metil-colesta-5,24(28)-dieno-33-19-diol-7-
ona) e quatro de estruturas conhecidas porém que a citotoxicidade ndo havia sido investigada

(DUH et al., 1998).

Esterdides sdo compostos comuns em zoantideos, alguns exemplos sdo o
palisterol isolado do zoantideo Palythoa mammilosa, os 24p-metilcolesta-5,22-dien-3[3-ol,
colest-5-en-3B-ol, 24-metil-colest-5-en-33-ol e colesta-5,24-metileno(28)-bien-33-0l do
Zoanthus confertus e os 24p-metilcolest-5-en-3f3-ol, 24p-metilcolesta-5, 22-dien-3-ol, e 24-
etilcolest-5-en-3B-ol das espécies Palyhoa tuberculosa e P. mammilosa (BERGMANN et al.,
1951; GUPTA e SCHEUER, 1968). O 24-metileno colesterol foi encontrado
majoritariamente no Protopalythoa variabilis, assim como o kalinasterol o foi no Zoanthus
proteus e os campesterol e di-hidrobrassicasterol foram em Palythoa dartevellei, Palythoa

monodi e Palythoa senegalensis (DIOP et al., 1986).

Tem-se demonstrado uma variedade de atividades farmacoldgicas como, anti-
inflamatdria, antimicrobiana, ictiotoxica, anti-incrustante e citotdxica de esterdides obtidos de
organismos marinhos (BLUNT et al., 2007; MARINLIT, 2009). lonannou e colaboradores
isolaram doze 5-o,8¢-epidioxiesterdis a partir da gorgbnia eunicella cavolini e da ascidia
Trididemnum inarmatum que, segundo os autores, a dedica¢do para isolamento desses
esterdides foi motivada pelo perfil de esteréides complexos encontrados nos espectro de
RMN dos extratos brutos que adicionalmente apresentaram atividade citotoxica contra quatro

linhagens de células tumorais (IOANNOU et al., 2009).
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O modelo de estudo da citotoxicidade da fracio AcOEt-P-4 foi semelhante ao
realizado para a Hex, porém com concentragdes relativas a aproximadamente 0,5 e 1 vez (50
e 100 ng/mL) o valor da Clsp em HL-60 obtida pelo MTT apds 72 horas de incubagdo
(Tabela 3). Assim como observado com 1la/lb, as células HL-60 tratadas com a fragdo

AcOEt-P-4 também apresentaram caracteristicas compativeis com apoptose.

A coloragdo com HE permitiu observar blebbings na membrana, reducdo do
volume celular e fragmentacdo nuclear nas duas concentragdes testadas, sendo que na
concentracdo de 100 ng/mL de AcOEt a redug@o do volume celular foi mais acentuada e a
quantidade de células encontrada foi menor. A quantificacio das alteracdes morfoldgicas por
CF demonstrou haver reducdo do volume celular significativamente diferente do controle
negativo desde a menor concentracdo (25%) e aumentou bastante na maior concentracio

testada (65%).

A membrana das células tratadas com a fracdo AcOEt-P-4 permaneceu integra na
quase totalidade das células na concentracdo de 50 ng/mL enquanto 30% romperam a
membrana no tratamento de 100 ng/mL. Mais uma vez o rompimento da membrana na maior
concentracdo foi compativel com células em apoptose tardia, visto que, ji na menor
concentracdo verificou-se aumento na despolarizacdo do Ay, e fragmentagdo do DNA (Fig.
29). Notavelmente a porcentagem de células sofrendo despolarizagdo do Ay, (35%) das
células tratadas com 50 ng/mL foi bem superior aquela encontrada na fragmentacdo de DNA
(15%), sugerindo uma importante envolvimento da mitocdndria na apoptose induzida pela

fracdo AcOEt-P-4. Na concentragdo de 100 ng/mL esses valores foram semelhantes.

Diversos esterdides com atividade citotoxica foram isolados de organismos
marinhos incluindo cniddrios, ascidias e algas marinhas, mas a maioria deles foi obtida de
esponjas (DUH et al., 1998; IOANNOU et al., 2009; SHEU et al., 1999; SHEU et al., 1997,
KTARI e GUYOT, 1999; XU et al., 2008; SANTAFE et al., 2002; MANSOOR et al., 2006;
MANSOOR et al., 2005; LIN et al., 2007; FUNEL et al., 2004; BOONLARPPRADAB e
FAULKNER, 2007). Apesar do considerdvel nimero de estruturas elucidadas, os trabalhos
existentes com esterdides de fontes marinhas se limitam ao estudo do potencial citotéxico em
células tumorais através de ensaios antiproliferativos e ndo aprofundam a caracterizagdo da

citotoxicidade ou mecanismo de acao dos mesmos.
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2.6 Conclusoes

- O zoantideo Protopalythoa variabilis da costa cearense ¢ fonte de compostos
citotdxicos;
- O fracionamento guiado pela atividade citotéxica da fragcdo Hex rendeu o

isolamento de dois a-aminodcidos lipidicos (1a/1b) em mistura com estruturas inéditas;

- O fracionamento guiado pela citotoxicidade da fragdo AcOEt resultou em cinco

fragdes muito potentes com estruturas dos compostos majoritarios semelhantes a esterdides;

- O estudo da atividade bioldgica dos compostos 1a/lb e da fracio AcOEt-P-4
revelou que a citotoxicidade é devida a inducgdo de apoptose onde a via intrinseca

mitocondrial tem grande importancia.



3 CAPITULO II

ESTUDO DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS
DO ZOANTIDEO Protopalythoa variabilis
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3.1 Introducao

Os agentes modificadores da resposta bioldgica podem estimular ou inibir a
resposta imune, sendo entdo chamados imunopotenciadores ou imunossupressores
respectivamente (RIHOV A, 2002). A imunopotencia¢do é um processo que pode estimular a
maturacdo, diferenciacdo ou proliferacdo das células envolvidas diretamente nos mecanismos
de defesa. Extratos bioldgicos brutos ou semi-purificados, substincias de origem natural,
citocinas e imunoglobulinas com um alto perfil de purificacdo tém sido utilizados como
agentes imunopotencializadores (RIHOVA, 2002). As principais células efetoras do sistema
imune que eliminam potencialmente células perigosas, infectadas e neopldsicas, sdo M¢
ativados, células assassinas naturais (NK, do inglés natural killers), linfécitos T citotdxicos
(CTL, do inglés Cytotoxic T Lymphocytes) e killers ativados por linfocinas (LAK, do inglés
Lymphokine-Activated Killers) (RIHOVA, 2002).

Os polissacarideos (PS) naturais sdo, reconhecidamente, uma fonte de agentes
modificadores da resposta bioldgica e tém atraido considerdvel atengdo, sobretudo, dos
pesquisadores da drea de satide devido as suas propriedades terapéuticas aliadas a uma baixa
toxicidade (LEUNG et al., 2006; SCHEPETKIN ¢ QUINN, 2006). Diversos estudos de
caracterizacao dos efeitos imunomoduladores, antitumorais, antimetastaticos,
anticoagulantes, relacdo estrutura-atividade tém sido feitos com PS isolados de bactérias,
fungos, plantas, algas e invertebrados marinhos (TZIANABOS, 2000; POMIN e MOURAO,
2008; LEUNG et al., 2006; VLIEGENTHART, 2006).

As propriedades terapéuticas dos PS incluem atividades antiviral, antibacteriana,
antifiingica, antiparasitéria e antitumoral (LEUNG et al., 2006). As propriedades antitumorais
sdo aqui de particular importancia e, nessa drea, os PS vém sendo estudados intensamente em
modelos in vivo e in vitro e utilizados em associacdo na quimioterapia para aumentar a
eficacia e reduzir os efeitos colaterais (FRANZ, 1995; AKRAMIENE et al., 2007; WASSER,
2002; KATOH e OOSHIRO, 2007).

Como exemplos utilizados na clinica oncoldgica tém-se a lentinana, a
esquizofilana e a krestina (PSK, B-glucana ligada a peptideos), isolados no Japao dos fungos
Lentinus edodes, Schizophyllum commune e o Coriolus versicolor respectivamente. O
polissacaropeptideo (PSP), isolado também do C. versicolor vem sendo amplamente utilizado

na China como agente anticancer e imunomodulador (OOI e LIU, 2000). A utilizacdo desses



91

compostos aplica-se a radioterapia, quimioterapia, radioquimioterapia e terapia enddcrina em
tumores de diversas origens como mamdrio, cervical, colon-retal, gastrointestinal, pulmonar e

prostatico (LEUNG et al., 2006).

Os PS sdo classicamente considerados antigenos independentes de células T e
nao induzem respostas celulares adquiridas. Os efeitos na modulag¢do do sistema imunolégico
sdo creditados, principalmente, a ativacdo de M¢ e do sistema complemento sem
desenvolvimento de memoria imunoldgica (Fig. 32) (TZIANABOS, 2000; LEUNG et al.,
2006). Os estudos a cerca do mecanismo de acdo apontam que os PS funcionam como

N

padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs, do inglés, Pathogen-Associated
Molecular Patterns) que sdo reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrdes
(PRR, do inglés, Pattern Recognition Receptors). Os PRR potencialmente utilizados pelos PS
sdo os receptores toll-like (TLR), receptores scavenger (SR), receptor do complemento 3

(CR3), receptor de manose (MR) e dectina-1 (SCHEPETKIN e QUINN, 2006).
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Figura 32 - Ilustra¢io esquematica do mecanismo proposto para ativacao de células imunes por
polissacarideos modificadores da resposta biologica. Modificado de Leung et al., 2006.
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Particularmente, esses compostos aumentam a citotoxicidade dos M¢ contra
tumores e microorganismos induzindo ativagdo da atividade fagocitica, aumentando a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO) e aumentando a
producdo de citocinas como: quimiocinas, fator de necrose tumoral-o. (TNF-), e IL-1f3, IL-

6, e IL-12 e interferon-y e -B2 (IFN-y e IFN-B2) (SCHEPETKIN e QUINN, 2006).

Os efeitos imunomoduladores dos PS obtidos de microorganismos, fungos,
plantas e algas foram os mais extensamente estudados, sendo que os PS derivados de fontes
naturais que nio as bactérias ou mesmo os PS sintéticos, sdo normalmente ndo téxicos e,
portanto mais interessantes para uso medicinal (OVODOV, 1998; SCHEPETKIN e QUINN,
2006).

Dentre os invertebrados marinhos, os equinodermos, tunicados e moluscos
compdem, em nimero, um modesto, embora promissor grupo com estudos sobre a atividade
biolégica dos seus PS (POMIN e MOURAO, 2008). Como ja mencionado na introdugio
geral, o potencial antitumoral, antimetastitico e anticoagulante de PS dos grupos tunicata e
equinadermata ji foram demonstrados (MOURAO et al., 1996; PAVAO et al., 1998;
TAPON-BRETAUDIERE et al., 2002; LIU et al., 2007).

Na medicina tradicional chinesa, utilizam-se as gbnadas de ouri¢co-do-mar na
alimentagdo com o objetivo de melhorar a imunidade e prevenir doengas cardio-vasculares
(LIU et al., 2007). Os pepinos-do-mar foram categorizados como tonicos medicinais em
vérios livros antigos da medicina tradicional chinesa nas Dinastias Ming (1368 a 1644) e
Qing (1644 a 1912). Também foi relatado que médicos da medicina tradicional chinesa
receitaram pepinos-do-mar na alimentagdo como forma de tratamento de cancer, anemia

aplastica e diabetes com bons resultados (LU e WANG, 2009).

Os estudos mencionados evidenciam o potencial terapéutico dos PS naturais e os
ressaltam como proficua fonte para descobrimento e desenvolvimento de novos compostos
com valor medicinal. Contudo nenhum estudo demonstrando os efeitos biolégicos de PS
obtidos de zoantideos foi documentado, o que faz desse trabalho o pioneiro na investigagio
do potencial bioldgico dos PS desse grupo. Neste capitulo foram descritos os estudos sobre a
proliferacdo celular, atividade antitumoral e efeitos imunomoduladores realizados com os PS

isolados a partir do residuo do EHB do zoantideo P. variabilis.
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3.2 Objetivos

3.2.1 Geral

- Estudar o potencial antitumoral e imunoestimulante de polissacarideos obtidos a

partir do residuo do extrato hidroalcodlico bruto do zoantideo Protopalythoa variabilis.

3.2.2 Especificos

- Extrair e isolar os polissacarideos do residuo do extrato hidroalcodlico bruto de

P. variabilis;
- Fazer uma caracterizagdo quimica dos polissacarideos obtidos;

- Avaliar o efeito dos polissacarideos sobre a proliferacdo de linhagens de células

tumorais e de cultura primdria de linfécitos e macréfagos in vitro;
- Avaliar o potencial antitumoral dos polissacarideos in vivo;
- Avaliar a toxicidade dos polissacarideos in vivo;

- Avaliar o efeito dos polissacarideos na ativacdo de macréfagos peritoneais de

camundongos.
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3.3 Métodos

3.3.1 Extrac@o e caracterizacao dos polissacarideos

Uma parte do residuo sélido restante da extrag@o hidroalcodlica do P. variabilis
foi devidamente seco, triturado novamente, pesado (400 g) e submetido a extracdo 1:5
(massa:volume) de dgua (1,6 L) a 85°C por 5 horas. Apds este periodo, a suspensdo foi
centrifugada e em seguida filtrada em papel para remocdo do residuo, obtendo-se um extrato
limpido. O extrato foi neutralizado com solucdo diluida de NaOH e, em seguida, adicionou-se
o extrato lentamente a etanol (EtOH) na propor¢do 1:5 (v/v) extrato/EtOH, sob agitagio
moderada, para promover a precipitacio dos polissacarideos. Por centrifugagdo, o precipitado
foi separado do meio etandlico, lavado com acetona e em seguida seco em banho de areia a

40 °C por aproximadamente 2 horas para obtengdo dos PS isolados de P. variabilis (PPV).

Para a caracterizacdo quimica do PPV utilizou-se diferentes técnicas como
Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho, RMN de "°C e 'H, Cromatografia de
Permeacdo em Gel e andlise elementar (Carlo Erba, EA1108 elemental analyser ) e métodos
colorimétricos como Fenol-H,SO, e de Hartree. Todos os ensaios de caracteriza¢do quimica e
interpreta¢do dos resultados foram realizados pelas profas Dras. Nédgila Maria Pontes Silva
Ricardo e Otilia Deusdénia Loiola Pessoa do Departamento de Quimica Orgénica e

Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

3.3.2 Avaliagdo da atividade citotoxica

O PPV foi testado em uma série de concentragdes que variaram de 0,09 a 50
pg/mL por 72 horas pelo teste do MTT como descrito no item 2.3.6 do capitulo I. Foram
utilizadas cinco linhagens de células tumorais, sendo que destas, quatro linhagens humanas
foram as mesmas utilizadas no fracionamento do capitulo I (HL-60, SF-295, MDA-MB-435 e
HCT-8) e mais um melanoma murino (B-16). Além das linhagens, também foi investigado o
efeito sobre a proliferacdo de M¢ peritoneais nas concentragdes de 10 e 100 pg/mL apds 18

horas.
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3.3.3 Avaliagdo do efeito antitumoral in vivo em camundongos

3.3.3.1 Manejo dos animais

A avaliacdo do efeito antitumoral do PPV foi realizada no modelo de melanoma
B-16 em camundongos Mus musculs C57BL/6 machos com idade entre 6 e 8 semanas
oriundos do biotério do USP de Ribeirdo Preto e mantidos no biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia com &4gua e racdo apropriada ad libidum em estante ventilada
(Alesco) com ciclo claro/escuro de 12 horas. O manejo dos animais seguiu principios éticos
para amenizar a0 maximo o sofrimento dos animais e o niimero do protocolo da Comissdo de
Etica em Pesquisa Animal do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC relativo a

todos os procedimentos in vivo deste trabalho € 71/09.

3.3.3.2Manutencdo do tumor e preparacdo das células

A linhagem de melanoma murino B-16 (cedida pelo NCI-USA, Bethesda, MD,
USA) utilizada neste modelo foi cultivada in vitro como descrito no item 2.3.6. No dia do
experimento, as células foram lavadas 2 vezes com PBS, se adicionou 1 mL de tripsina (0,5%
contendo 0,01% de EDTA) e elas foram mantidas por 5 minutos em estufa incubadora (37°C,
atmosfera de 5% de CO,) para favorecer a soltura do pldstico. Quando verificado ao
microscopio 6ptico que todas as células estavam soltas, adicionou-se 5 mL de meio completo
para inativar a tripsina e maximizar o nimero de células vidveis. As células foram entdo

contadas e ressuspensas em PBS na concentragio final de 2 x 10° células/mL.

3.3.3.3 Procedimento experimental

Nos animais receptores, foram injetados 2 x 10° células/0,5 mL do melanoma B-
16 subcutaneo na axila esquerda. O tratamento dos animais iniciou-se 24 horas apds a
inoculacdo do tumor e foi realizado 10 dias consecutivos. Diferentes grupos de animais foram
tratados com 200 pL de solugdo salina via intraperitoneal (IP) como controle negativo ou de
PPV (25 mg/kg/animal/dia) diluido em solug¢@o salina e filtrado (22 um) pelas vias IP ou oral
(VO). Um grupo de animais saudédveis (controle normal) das duas linhagens também recebeu

200 uL de solucdo salina IP nos mesmos dias de tratamento que os animais com o0s tumores.
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Para calcular os volumes, o tumor dos animais foi medido 11, 13 e 15 dias apds o
transplante. No 15° dia os animais foram sacrificados para retirada do tumor, rins, figado e
baco para pesagem e andlise histopatoldgica. O percentual de inibicdo do crescimento
tumoral (IT) foi calculado pela férmula: IT (%) = [(A-B)/A] x 100, sendo A a média dos
pesos dos tumores do grupo controle negativo e B a média dos pesos dos tumores nos animais
tratados com PPV. O grupo de animais sauddveis tratado com 200 pL de salina IP por 10 dias
consecutivos foram sacrificados no mesmo dia que os animais transplantados com o tumor

para comparacdo histopatoldgica dos 6rgaos retirados e dos parametros bioquimicos.

3.3.3.4 Andlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de n
animais. Para verificacdo de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados por ANOVA seguida do teste Dunnet no programa GraphPad Prism. Os
resultados foram considerados estatisticamente diferentes com o nivel de significancia de até

5%.

3.3.4 Analise da toxicidade

3.3.4.1 Andlise histopatologica dos orgdos e tumores

3.3.4.1.1 Principio do teste

A andlise morfoldgica e histopatoldgica de tecidos dos animais tratadas permitem
identificar alteragdes que possam estar ocorrendo e fornecer subsidios para sugerir os efeitos
téxicos causados pelo composto administrado. A técnica de coloracdo com HE foi utilizada
novamente (descrita no item 2.3.7.1.1.) por permitir diferenciar o citoplasma do nticleo, o que

possibilita a andlise de algumas estruturas celulares.

3.3.4.1.2 Procedimento experimental

Os tumores e Orgdos retirados foram pesados e em seguida fixados com
folmaldeido 10%. Para preparacdo das laminas, pequenos pedacos foram seccionados com

bisturi, emblocados em parafina e os blocos cortados em micrétomo. Os tecidos foram
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desparafinizados em xilol e desidratados em concentragdes crescentes de dlcool e finalmente

lavados em dgua destilada para remoc@o do dlcool e coloracdo com HE.

3.3.4.1.3 Andlise dos dados

As laminas contendo os tecidos corados foram analisadas em microscépio 6ptico
para avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas das células comparadas ao controle negativo.
O estudo histopatolégico do PPV foi realizado no Laboratério de Patoldgica Bucal da
Universidade Federal do Ceard, sob a orientagdo da professora Dra. Ana Paula Negreiros

Nunes Alves.

3.3.4.2 Andlise dos parametros bioquimicos

3.3.4.2.1 Principios dos testes

Os parametros bioquimicos avaliados no sangue periférico permitiram observar a
ocorréncia ou ndo de dano hepdtico e a fungdo renal. A alanina transaminase (ALT), também
chamada transaminase glutdmica pirtdvica sérica (SGPT ou TGP) ou alanina aminotransferase
(ALAT), € uma enzima presente nos hepatdcitos (células do figado). A ALT é detectada no
sangue quando as células hepdticas sofrem danos e aumenta drasticamente em lesdes
hepdticas agudas. A aspartato transaminase (AST), também chamada de transaminase
glutdmica oxalacética sérica (SGOT ou TGO) ou aspartato aminotransferase (ASAT), é
similar 2 ALT e também estd associada as células parenquimais do figado. A AST aumenta
no sangue quando hd lesdo hepdtica aguda, mas também estd presente nas hemdcias e

musculos esqueléticos e cardiacos (GAW et al., 2004).

A concentracio plasmdtica de uréia foi avaliada como parametro da funcio renal.
A uréia é uma substincia que provém dos alimentos que contém proteinas como, por
exemplo, os alimentos de origem animal, e que deve ser quase totalmente eliminada do
organismo através da urina. Quando os rins estdo com a sua fun¢ao de filtracao prejudicada, a
uréia fica acumulada no sangue, provocando alteragdes em vdrios Orgdos, estabelecendo a

uremia (GAW et al., 2004).

Nos testes bioquimicos foram avaliados as fungdes renais e hepdticas. Para a

fun¢do renal, utilizou-se como marcador sérico a uréia e para o dano no hepatdcito, avaliou-
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se a atividade da ALT e da AST no soro dos animais visto que estas sdo enzimas
intracelulares que participam do metabolismo dos AAs no hepatdcito. Quando o hepatdcito

morre, as enzimas caem no plasma o indicando dano hepatico.

3.3.4.2.2 Procedimento experimental

Para avaliar os parametros bioquimicos, o sangue periférico foi coletado através
do plexo orbital, em tubos capilares heparinizados imediatamente antes do sacrificio. O
plasma foi utilizado para avaliar a funcdo renal e danos hepéticos. Para investigar se houve ou
ndo dano hepatico foram determinados os niveis séricos das transaminases: AST e ALT
utilizando-se kits da LABTEST® sistemas para diagnostico, seguindo o método descrito pelo
fabricante. A fung¢do renal foi avaliada pelo parametro sérico cldssico da integridade renal: a
uréia. Para este, também se utilizou o kit da LABTEST® sistemas para diagnostico, seguindo-

se novamente o método descrito pelo fabricante.

3.3.4.2.3 Andlise dos dados

Para verificagdo de diferencas significativas entre os grupos (n de 5 a 8) do
controle negativo e animais saudaveis e tratados com PPV, os dados foram comparados por
ANOVA seguida do teste Bonferroni no programa GraphPad Prism. Os resultados foram

considerados estatisticamente diferentes quando o nivel de significancia foi no maximo 5%.

3.3.4.3. Avaliacdo dos parametros hematologicos

3.3.4.3.1 Principio do teste

A andlise dos pardmetros hematoldgicos consiste em uma série de provas que
possibilitam a deteccdo de anormalidades apresentadas em certos fendmenos fisiopatolégicos
importantes em animais, inclusive nos homens, e que se refletem no sangue (LORENZI,
2006). Foram realizadas as seguintes provas hematoldgicas: dosagem de hemoglobina,
contagem de plaquetas e leucdcitos. A contagem diferencial leucocitdria também foi realizada
e foram determinados valores relativos e absolutos de linfécitos, neutréfilos, eosinéfilos,

monocitos e basofilos.
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3.3.4.3.2 Procedimento experimental

Imediatamente antes do sacrificio, o sangue dos animais foi coletado através do
plexo orbital com capilar de vidro. Em seguida, foram adicionados 20 puL de sangue a 380 UL
de solucdo de Turk para contagem total de leucdcitos em cimara de Neubauer em
microscopio Optico. Para a contagem diferencial de leucdcitos, foram ladminas feitas 1aminas

de esfregaco de sangue também contadas em microscdpio optico.

3.3.4.3.3 Andlise dos dados

Para verificagdo de diferencas significativas entre os grupos (n de 5 a 8) do
controle negativo e animais sauddveis e tratados com PPV, os dados foram comparados por
ANOVA seguida do teste Bonferroni no programa GraphPad Prism. Os resultados foram

considerados estatisticamente diferentes quando o nivel de significancia foi no maximo 5%.

Os estudos dos parametros bioquimicos e hematolégicos do PPV foram
realizados no Laboratério de Farmacologia e Bioquimica da UFC, sob a orientagdo da

professora Dra. Nylane Maria Nunes Alencar.

3.3.5 Estudo da atividade imunoestimulatoria

Os estudos de imunoestimulag@o consistiram em ensaios in vivo em in vitro para
demonstrar o potencial modificador da resposta imune do PPV. O ensaio de migracdo de
neutréfilos possibilita observar o potencial imunoestimulante de um composto partindo do
fundamento que a migracdo destas células estd relacionada a liberagdo de citocinas e
quimiocinas produzidas por outras células, sobretudo os Mo residentes da cavidade peritoneal
quando ativadas por um antigeno. A ativa¢do de M¢ peritoneais foi verificada pela deteccio
de diferentes substancias liberadas no meio por estas células quando ativadas, a saber, a

produgio de NO e das citocinas TNF-o, IL-1f3, IL-6 e IL-12.
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3.3.5.1 Avaliagcdo da migragdo de neutrdfilos in vivo em camundongos

3.3.5.1.1 Procedimento experimental

Em camundongos C57BL/6 entre 6 e 8 semanas foram administradas IP em 200
uL, PPV nas doses de 5 e 25 mg/kg, 200 ng de lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS)
como controle positivo ou apenas solug@o salina nos animais controle negativo. Apéds 4 horas
os animais foram sedados e sacrificados por asfixia com éter etilico e tiveram a cavidade
peritoneal lavada com 2 mL de solucdo salina heparinizada (5 IU). O lavado peritoneal foi

recuperado com pipeta Pasteur para realizacdo das contagens total e diferencial.

Para a contagem total, 20 uL do lavado foi diluido em 380 uL de uma solucdo de
Turk (1:20 v/v) e todos os leucdcitos contados em camara de Neubauer. Para a contagem
diferencial, as 1dminas foram preparadas a partir de um volume entre 35 e 50 puL do liquido
lavado do peritonio por centrifugacdo (1000rpm/5Sminutos) e, apds secagem por 1 hora a
temperatura ambiente, as células foram coradas com May-Griinwald-Giemsa (descrito no

item 2.3.7.1.2). Foram contadas 100 células de cada 1dmina em microscépio 6ptico

3.3.5.1.2 Andlise dos dados

A concentracdo total de neutréfilos foi calculada levando em consideragdo as

porcentagens de neutréfilos em relacdo ao niimero total de leucdcitos pela férmula:

X % de neutrofilos x X da concentracdo de leucocitos totais x 20

2

= n° de neutrofilos x 104/ mL

As médias e os respectivos erros padrdo das médias dos niimeros de neutréfilos
foram calculadas e comparadas por ANOVA seguida do teste de Dunnet no programa
GraphPad Prism. Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes quando o

nivel de significincia foi no maximo 5%.
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3.3.5.2 Avaliagdo da ativagdo in vitro de macrofagos peritoneais de
camundongos

3.3.5.2.1 Obtencdo dos macrifagos peritoneais

Camundongos C57BL/6 receberam 2 mL de tioglicolato 3% envelhecido IP para
estimular os M¢ periféricos. Apos trés dias os animais foram sedados e sacrificados por
asfixia com éter etilico, imersos em etanol 70% por 10 segundos e levados imediatamente
para o fluxo laminar para evitar a contaminagdo ap0s a retirada dos M¢. Os M¢ foram obtidos
apos injecdo IP de 5 mL de meio completo, massagem do abdomen e coleta do liquido com
seringa. As células foram entdo centrifugadas (1500 rpm/Sminutos), o sobrenadante retirado e

o precipitado ressuspenso em 1 mL de meio completo.

3.3.5.2.2 Manuseio dos macrofagos in vitro

Para preparacdo da monocamada de M¢, as células foram contadas em camara de
Neubauer, diluidas para 1 x10° células/mL e adicionado um volume de 1 mL por poco dessa
suspensdo. Apds incubagido em estufa incubadora por um periodo de 2 a 3 horas para permitir
a adesdo dos M¢, foram feitas, cuidadosamente, duas lavagens com PBS para remocdo das
células que ndo aderiram, repds-se o meio completo M¢ que permaneceram aderidos no

plastico e foram incubados overnight para permitir a adesdo total.

3.3.5.2.3 Ativacdo dos macrofagos

A cultura primédria de M¢ foram adicionados LPS (10 pg/mL) no controle
positivo e o PPV (10 e 100 pg/mL) ou ainda apenas meio completo no controle negativo. As
células permaneceram incubadas por 18 horas e, ao final desse tempo, o sobrenadante de cada
replicata foi aliquotado para utilizagcdo imediata para a dosagem de NO ou congelado a -80°C

para utilizacdo posterior para detecgdo das citocinas TNF-c, IL-1f e IL-6.
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3.3.5.2.4 Produgdo de NO

3.3.5.2.4.1 Principio do teste

O NO ¢é um mediador produzido por M¢ constitutivamente em baixas
concentracdes pela 6xido nitrico sintase (NOS, do inglés Nitric Oxide Synthase). A producio
de NO em M¢ ativados estd relacionada com a expressdo de um tipo diferente de NOS, a
iNOS (NOS induzida) (KRONCKE et al., 1995). As grandes quantidades de NO produzidas
pela iNOS tém efeitos citotdxicos devido a inducdo da perda de ferro, inativando diversas
enzimas do ciclo do 4cido citrico e da cadeia transportadora de elétrons, liberacdo de Zinco,
culminando em inibi¢do da transcri¢do pelos fatores de transcricio dependentes de Zinco”
(tradugdo de zinc finger type transcription) e pela perda do Aym devido a alteracdo na fungao

de canais i6nicos (KLIMP et al., 2002).

O tempo de meia vida do NO ¢é muito reduzido, por isso a determinacdo da
producdo deste radical pelos M¢ foi mensurada indiretamente pela detecgdo de um produto
estdvel da sua degradacio, o nitrito (NO™). A dosagem de NO* foi realizada com reagente de
Griess. Inicialmente, o NO? se transforma em um sal de diaz6nio em meio dcido contendo
sulfanilamida e em seguida este sal forma um composto azo estdvel de cor lilds pela reagdo
com N-naftil-etilenodiamina que pode ser quantificado colorimetricamente (A = 540)

(GREEN et al., 1981; GREEN et al., 1982).

3.3.5.2.4.2 Procedimento experimental

O reagente de Griess foi preparado imediatamente antes do uso pela mistura 1:1
das solucdes preparadas em écido fosférico 5% (v/v) contendo N-Naftiletilenodiamino 0,1%
(p/v) e sulfonamida 1% (p/v) (GREEN et al., 1982). Em uma placa de 96 pocos foram
colocados 100 pL do sobrenadante dos M¢ incubados com PPV, LPS ou sem tratamento e
em seguida adicionou-se em cada poco mais 100 pL de reagente de Griess. Apds dez minutos
de incubacdo a temperatura ambiente no escuro, a absorbancia foi medida em 540 nm e

comparada com uma curva padrdo de NaNO; (0,78-50 uM).
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3.3.5.2.4.3 Andlise dos resultados

Os dados de absorbancia foram plotados em um grifico e a concentracdo de NO*
das amostras foi estimada através de regressdo ndo-linear no programa GraphPad Prism. Os
valores das médias e erros padrdao foram comparados com o controle negativo por ANOVA
seguida de Dunnet. Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes quando o

nivel de significincia foi no maximo 5%.

3.3.5.2.5 Detecgao de citocinas

3.3.5.2.5.1 Principio do teste

O teste de ELISA (do inglés Enzyme linked Immunoabsorbant Assay) permite
detectar eficientemente diversas moléculas como anticorpos e citocinas usando anticorpos
especificos e quantificid-los colorimetricamente devido a reacdo da avidina-peroxidase

revelada com tetrametilbenzidina.

3.3.5.2.5.2 Procedimento experimental

Os procedimentos foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante do
kit (BD OpTEIATM). Cada placa foi sensibilizada com 100 uL do anticorpo de captura anti-
citocina de interesse (TNF-a., IL-1B ou IL-6) overnight (2-4°C), e entdo lavada 3 vezes com
uma solu¢do de Tween 20 0,05% diluida em tampao fosfato pH 7,4. Posteriormente, as placas
foram bloqueadas com 200 pUL de SFB a 10% em tampdo fosfato por 1 hora a temperatura
ambiente e lavadas 3 vezes. Aliquotas dos sobrenadantes obtidos dos M¢ e os padrdes das
citocinas (para obtengdo de uma curva padrdo) foram descongelados e 100 uL/poco
incubados por 2 horas. As placas foram entdo lavadas 5 vezes e incubadas com anticorpo
biotinilado contra a citocina de interesse juntamente com avidina-peroxidase por 1 hora e em
seguida lavadas mais 7 vezes para revelacdo com tetrametilbenzidina como substrato e
peréxido de hidrogénio por 30 minutos. A reacio foi parada com 50 pL/poco de H,SO4 1M.

A leitura foi realizada em espectrofotdometro de placas com filtro de 450 nm.
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3.3.5.2.5.2 Andlise dos dados

Os resultados das absorbancias foram expressos em pg/mL através de regressao
linear da curva padrdao no programa GraphPad Prism. Os valores das médias e erros padrao
foram comparados com o controle negativo por ANOVA seguida de Dunnet. Os resultados
foram considerados estatisticamente diferentes quando o nivel de significancia foi no miximo

5%.
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3.4. Resultados

3.4.1 Extracdo,purificacio e caracterizacio dos polissacarideos isolados de
Protopalythoa variabilis

Os procedimentos de extrag@o e isolamento dos PS a partir do residuo do EHB do
P. variabilis (PPV) estdo esquematizados abaixo na figura 33. Os procedimentos de extracdo
e purificacdo apresentaram alto rendimento, a saber, de 400 g de residuo seco e triturado

utilizado obteve-se 1 g de PPV.

Residuo do EHB
seco e triturado

400¢g Aquecimento (85°Cpor5 h)

Centrifugacao
Filtracdo

Residuo sélido Extrato

Precipitacdo em EtOH (1:5 v/v)
Centrifugagéo
Clarificagdo (H,0,/EtOH 1:1 v/v)

[ Polissacarideos (PPV) ]

lg

Figura 33 - Fluxograma esquematico dos processos de extracio dos polissacarideos de zoantideo
Protopalythoa variabilis a partir do residuo do extrato hidroalcoélico bruto (EHB).

O estudo quimico confirmou que o PPV contém PS sulfatados que podem estar
ligados a proteinas ou ainda a parte protéica ser contaminante. O espectro de IV apresentou
sinais de hidroxila, carbonila e sulfato enquanto os espectros de RMN (IH, Bce DEPT)
exibiram sinais compativeis com a presen¢a de aminodcidos e carboidratos. A partir da
andlise elementar, estimou-se o que o teor de proteinas ligadas ao PPV € de 51% e o teor de
enxofre de 4,66%. Os aminoédcidos (AAs) também foram identificados e seqiienciados: Gly-
Asp-Gln-Gly-GIn-Gln-Gly-Arg-Thr-Gly-Ser- Arg-Gly-Gly-Arg-Gly-Asp-Ala-Gly
correspondendo a 47,3% de AAs alifaticos, 26,4% de AAs neutros, 10,5% de AAs 4cidos e

15,8% de AAs basicos. Adicionalmente, a massa foi estimada em 10° g/mol pelo método de
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permeacdo em gel. Os dados referentes as andlises utilizadas para caracterizagdo quimica

estdo apresentados no Anexo III.

3.4.2 Efeitos sobre a proliferacdo in vitro

O potencial citotéxico do PPV foi avaliado através do teste do MTT apds 72
horas de incubacdo sendo que estes PS ndo inibiram a proliferagdo das células tumorais
testadas (HL-60, MDA-MB-435, SF-295, HCT-8 e B-16) até a concentracio maxima de 50
pg/mL. Também ndo houve alteragdo da viabilidade dos M¢ apds 18 horas de incubagdo nas

concentracoes de 10 e 100 pg/mL.

3.4.3 Estudo da atividade antitumoral in vivo

A atividade antitumoral in vivo foi avaliada utilizando o modelo experimental de
melanoma B-16 em camundongos C57BL/6. O volume tumoral foi medido nos dias 11, 13 e
15. Foi observada inibi¢do do crescimento tumoral apenas para o grupo tratado com PPV IP
no 15° dia (Fig. 34). Nos 11°% 13° dias ndo foi observado diferenca entre os volumes dos
tumores dos animais tratados com salina ou com PPV IP ou PPV VO. No 15° dia observou-se

uma inibi¢do do volume tumoral no tratamento com PPV IP (49%), mas nao no VO.
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Figura 34 - Efeito dos polissacarideos sulfatados ligados a proteinas de Protopalythoa variabilis
(PPV) sobre o volume tumoral de camundongos Mus musculus C57BL/6 transplantados com
melanoma B-16 subcutineo. Os animais foram tratados ap6s 24 horas da inoculagdo do tumor
solucdo salina ou 25 mg/kg de PPV (IP ou VO) por 10 dias consecutivos e sacrificados no 15° dia. O
volume do tumor de cada animal foi medido 11, 13 e 15 dias apds a inoculagéo do tumor. Os dados
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apresentados sdo relativos as médias e erros padrio das médias de n= 5 a 8 animais por grupo.
*p<0,05 comparado ao grupo salina por ANOV A seguida de Dunnet.

O PPV administrado IP apresentou um percentual de inibi¢do tumoral de 52%
(p<0,05) em relacdo ao controle negativo (Fig. 35). A massa imida dos tumores dos animais
tratados com salina apresentou uma média de 3,75g + 0,67 g. Os animais tratados com PPV
IP apresentaram massas de 1,80 g = 1,06 g enquanto os animais tratados com PPV VO

apresentaram média das massas de 4,06 g + 1,02 g.
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Figura 35 — Efeito do polissacarideo isolado de Profopalythoa variabilis (PPV) sobre a massa
tumoral de camundongos Mus musculus CS57BL/6 transplantados com melanoma B-16
subcuténeo. Os animais foram tratados apds 24 horas da inoculagdo do tumor com solugdo salina
intraperitonealmente (IP) ou 25 mg/kg de PPV IP ou por via oral (VO) por 10 dias consecutivos e
sacrificados no 15° dia. Os dados apresentados sdo relativos as médias e erros padrdo das médias de
n= 5 a 8 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo salina por ANOV A seguida de Dunnet.

3.4.4 Analise da toxicidade

3.4.4.1 Andlise histopatologica

A andlise macroscépica revelou nao haver lesdes dos 6rgaos (figado, bago e rins)
dos animais saudaveis ou com melanoma tratados com solu¢do salina ou tratados com 25
mg/kg/dia de PPV IP ou VO. A massa do figado ndo sofreu altera¢do entre os grupos de
animais sauddveis e com tumor, nem entre os tratamentos com PPV e os primeiros. O PPV IP
aumentou a massa do baco (p<0,05) em relacdo aos animais sauddveis e aos animais com
tumor tratados com salina (Fig 36). Todos os animais transplantados com o melanoma B-16

tiveram a massa dos rins diminuida em relacdo aos animais saudaveis.
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Figura 36 — Efeito dos polissacarideos isolados de Protopalythoa variabilis (PPV) sobre a massa
de orgaos de camundongos Mus musculus C57BL/6. Os animais foram tratados apds 24 horas da
inoculag¢@o do tumor com soluc¢do salina ou 25 mg/kg/animal/dia de PPV intraperitonealmente (IP) ou
por via oral (VO) por 10 dias consecutivos e sacrificados no 15° dia. Os valores das massas foram
normalizados e estdo apresentados como g/100 g de animal para o figado (A), baco (B) e rins (C). Os
dados apresentados sdo relativos as médias e erros padrdo das médias de n= 5 a 8 animais por
grupo.’p<0,05 comparado aos animais sauddveis e °p<0,05 comparado ao grupo de animais
transplantados com tumor e tratados com salina por ANOVA seguida de Newman-Keuls.

A andlise histopatoldgica revelou ndo haver diferencas microscépicas
considerdveis entre os 6rgaos (figado, bago e rins) dos grupos tratados com salina com e sem
transplante do tumor tipo melanoma (B-16). O figado, bago e rins dos animais tratados com
PPV (25 mg/kg/dia) IP e VO também estavam bem semelhantes aos dos animais dos

controles nao tendo sido detectados indicios de toxicidade nesta analise.
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A andlise das laminas dos figados permitiu observar hiperplasia das células de
Kupffer, tumefagado celular de hepatdcitos comum a todos os grupos tanto tratados com salina
com ou sem tumor, quanto naqueles tratados com PPV IP ou VO (Fig. 37). Nos animais
trataos com PPV também foi observada a presenca de foco inflamatério. Também foi

observada degeneragdo hidrépica dos hepatdcitos.

Figura 37 — Fotomicrografias de figados de camundongos Mus musculus C57BL/6 tratados com
salina intraperitonealmente sem transplante do tumor (A) ou transplantados com melanoma B-
16 (B) e tratados com polissacarideos de Protopalythoa variabilis (25 mg/kg/dia) por via
intraperitoneal (C) ou oral (D). Setas: linha inteira, tumefacdo celular; linha tracejada, foco
inflamatdrio e linha pontilhada, células de Kupffer. Coloracdo com hematoxilina e eosina. Aumento
400X.
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A andlise das laminas com bacos exibiu foliculos linféides circunscritos, areas de
hemorragia e pigmentos de hemossiderina comum a todos os grupos (Fig. 38). Nos grupos

com tumor tratados com salina ou PPV (IP e VO) observou-se uma amplitude maior da polpa

vermelha e da sua congestao.

Figura 38 — Fotomicrografias de bacos de camundongos Mus musculus CS7BL/6 tratados com
salina intraperitonealmente sem transplante do tumor (A) ou transplantados com melanoma B-
16 (B) e tratados com polissacarideos de Protopalythoa variabilis (25 mg/kg/dia) por via
intraperitoneal (C) ou oral (D). Coloracdo com hematoxilina e eosina. Aumento 40X. Setas: foliculo
linféide.
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As laminas dos rins dos animais de todos dos grupos com e sem tumor e tratados
com salina ou PPV (IP ou VO) apresentaram glomérulos preservados, raros cilindrohialino,

discreta tumefacdo celular do epitélio tubular e hemorragia intersticial (Fig. 39).

Figura 39 — Fotomicrografias de rins de camundongos Mus musculus CS7TBL/6 tratados com
salina intraperitonealmente sem transplante do tumor (A) ou transplantados com melanoma B-
16 (B) e tratados com polissacarideos de Protopalythoa variabilis (25 mg/kg/dia) por via
intraperitoneal (C) ou oral (D). Coloracdo com hematoxilina e eosina. Aumento 400X. Setas:
glomérulos.
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Na andlise dos cortes histologicos dos tumores também foram encontrados
padrées teciduais semelhantes entre os animais tratados com salina ou PPV. O tumor foi
caracterizado como uma neoplasia maligna mesenquimal composta por células poligonais

com escasso citoplasma, pleomorfismo celular e nuclear, anisocariose, elevado indice

mitoético, incontinéncia pigmentar, drea de necrose de coagulacao e escasso estroma (Fig. 40).

Figura 40 - Fotomicrografias de melanoma B-16 transplantados sub-cutineamente em
camundongos Mus musculus CSTBL/6 tratados com salina intraperitonealmente (A) tratados
com polissacarideos de Protopalythoa variabilis (25 mg/kg/dia) por via intraperitoneal (B) ou
oral (C). Coloragdo com hematoxilina e eosina. Aumento 400X.

3.4.4.2. Andlise dos pardmetros bioquimicos

O sangue dos animais utilizados no experimento antitumoral inclusive aqueles
sauddveis foi coletado imediatamente antes do sacrificio para andlise bioquimica e

hematoldgica. Os pardmetros bioquimicos avaliados demonstraram que o tratamento com
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PPV ndo causou efeitos toxicos no figado através da dosagem sérica de ALT e AST ou
alteracdo na funcio renal através da dosagem de uréia (Fig. 41). A ALT e a uréia nao
diferiram entre o controle negativo e os animais sauddveis e o tratamento com PPV pela via
IP e VO também ndo foram diferentes destes primeiros (p>0,05). Contudo os animais do
controle negativo aumentaram (333,2 Ul/mL) a concentragdo de AST (p<0,001) em relacio
aos saudaveis (70 Ul/mL). O tratamento com PPV pela via IP (353,6 UI/mL) ou VO (332,3
Ul/mL) ndo alterou a concentracdo de AST em relagdo aos animais do controle negativo

(p>0,05), mas todos estes aumentaram a concentragdo de AST em relacdo aos animais
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Figura 41 — Dosagem de alanina transaminase (ALT, A), aspartato transaminase (AST, B) e
uréia (C) em sangue de camundongos Mus musculus C57BL/6 saudaveis e com melanoma B-16
tratados com soluc¢io salina intraperitonealmente (IP) ou tratados com os polissacarideos de
Protopalythoa variabilis (PPV, 25mg/kg/dia) IP ou por via oral (VO). Um dia apds o transplante
tumoral, os animais de todos os grupos foram tratados diariamente por 10 dias e o sangue retirado
ap6s 15 dias. Os dados (n= 5 a 8) foram analisados por ANOVA seguida do teste de Bonferroni.
p<0,001 comparados com o grupo de animais saudaveis.

3.4.4.3 Andlise dos parametros hematolégicos

Nao houve diferencas significativas (p>0,05) na contagem de leucdcitos totais
entre os grupos (Fig. 42). Todavia puderam-se observar alteragdes na contagem diferencial na
concentracdo de linfécitos, mondcitos e neutréfilos dos animais tratados com PPV pela via IP
ou VO em relagdo aos grupos de animais sauddveis ou do controle negativo (Fig. 42). Nao
houve diferencas nas contagens de plaquetas, eosindfilos e baséfilos dos animais tratados
com solugdo salina sauddveis ou com melanoma e tratados com PPV pela via IP ou VO

(dados nao apresentados).
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Figura 42 — Contagem de leucdcitos totais de sangue de camundongos Mus musculus CSTBL/6
saudaveis ou transplantados com melanoma B-16 tratades com soluciio salina intraperitoneal
(IP) ou tratados com os polissacarideos de Protopalythoa variabilis (PPV, 25mg/kg/dia) IP ou por
via oral (VO). Um dia apds o implante tumoral, os animais de todos os grupos foram tratados
diariamente por 10 dias e o sangue retirado apds 15 dias. As diferencas entre os grupos (n= 5 a 8)
foram analisadas por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. A comparacdo entre todos os grupos
apresentou valor de p>0,05.

A contagem de linfécitos (Fig. 43A) ndo foi diferente entre nenhum dos grupos
comparados. Desta forma, os grupos tratados com PPV IP ou VO ndo apresentaram
diferencas na contagem de linfécitos (7,4 x 10° e 5,1 x 10° céls./mL respectivamente) em
relacdo aos grupos de animais sauddveis (7,7 x 10° céls./mL) ou do controle negativo com
melanoma (6,8 x 10° céls./mL). Os grupos dos animais sauddveis e com melanoma também

nao foram diferentes (p<0,05).

A contagem de mondcitos dos animais do controle negativo (4,5 x 10° céls./mL)
e tratados com PPV VO (2,7 x 10° céls./mL) nao foi diferente dos animais saudaveis (5,0 x
10° céls./mL), enquanto os animais tratados com PPV pela via IP aumentaram a concentragio
de mondcitos circulantes (14,8 x 10° céls./mL) em relacio aos grupos de animais sauddveis e

do controle negativo (Fig. 43B).

Os animais do controle negativo (3,7 x 10° céls./mL) aumentaram a contagem de
neutréfilos (p<0,05) em relagdo ao grupo de animais sauddveis (1,7 x 10° céls./mL) e o

mesmo também foi verificado no grupo PPV IP (3,5 x 10° céls./mL) em relagio a estes
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ultimos (Fig. 43C). Por outro lado, o grupo PPV VO inibiu o aumento de neutréfilos (2,0 x

10° céls./mL) causados pelo tumor.
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Figura 43 - Contagem diferencial de leucdcitos de sangue de camundongos Mus musculus

C57BL/6 tratados com solucio salina intraperitoneal (IP) saudaveis e com melanoma B-16 ou
tratados com os polissacarideos de Protopalythoa variabilis (PPV, 25mg/kg/dia) IP ou por via
oral (VO) com melanoma B-16. A, linfécitos; B, mondcitos e C, neutréfilos. Um dia apds o implante
tumoral, os animais de todos os grupos foram tratados diariamente por 10 dias e o sangue retirado

ap6s 15 dias. As diferencas entre todos os grupos (n= 35 a 8) foram analisadas por ANOVA seguida do
teste de Bonferroni.’p<0,05 comparado com o grupo salina saudaveis e "p<0,01 comparado com o
grupo salina com melanoma.

3.4.5 Estudo da atividade imunoestimulante

3.4.5.1 Migracgdo de neutrdfilos

O PPV aumentou a migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal apds 4

horas da sua injecdo IP (Fig. 44) quando comparado ao controle negativo (C-). O grupo C-

apresentou migracdo de 14 x 10* células/mL enquanto os tratamentos com PPV nas doses

tanto de 5 como de 25 mg/mL aumentaram esse valor (p<0,05) para 33 x 10* células/mL. O

tratamento com 200 ng de LPS também induziu aumento (p<0,05) para 46 x 10* células/mL.




116

Ne neutréfilos x 10* /mL
w
<

C- LPS200ng 5 25 (mg/Kg)
PPV

Figura 44 — Migracao de neutrofilos em camundongos Mus musculus C57BL/6 apos 4 horas de
tratamento intraperitoneal com soluc¢ao salina (C-), 200 ng de LPS (C+) ou 5 e 25 mg/kg dos
polissacarideos de Protopalythoa variabilis (PPV). Os dados apresentados sao relativos as médias e
erros padrao das médias de n= 5 a 7 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo salina por
ANOVA seguida de Dunnet.

3.4.5.2 Ativagdo de macrofagos peritoneais in vitro

A cultura primdria dos M¢ foi incubada por 18 horas com apenas meio (C-), 10
ng/mL de LPS (C+) ou 10 e 100 pg/mL de PPV. Apds a incubacédo a viabilidade dos M¢ foi
avaliada pelo teste do MTT e o sobrenadante aliquotado para detec¢do de NO e das citocinas

TNF-a, IL-1 e IL-6.

3.4.5.2.1. Produgdo de NO

A produgdo de NO foi avaliada indiretamente através da deteccdo de um produto
estdvel da sua degradaciio, o nitrito (NO*). O LPS e o PPV na concentracdo de 10 pg/mL

aumentaram significativamente as concentragdes de NO® no sobrenadante dos Mo (Fig. 45).
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Figura 45 — Detecciao de nitrito no sobrenadante de macroéfagos peritoneais de camundongos
Mus musculus CSTBL/6 estimulados in vitro com meio (C-), 10 pg/mL de LPS (C+) ou 10 e 100
pg/mL dos polissacarideos de Protopalythoa variabilis (PPV) apoés 18 horas de incubacio. Os
dados apresentados s@o relativos as médias e erros padrao das médias de n= 5 a 7 animais por grupo.
*p<0,05 e **p<0,0001 comparado ao grupo salina por teste t ndo pareado.

3.4.5.2.2 Liberagdo de citocinas

A concentragdo das citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 no sobrenadante dos M¢ foi
detectada pelo teste de ELISA. O LPS aumentou (p<0,05) as concentracdes de todas as
citocinas avaliadas enquanto o PPV aumentou (p<0,05) apenas a IL-1f e a IL-6 na

concentracdo de 10 pg/mL. Os resultados estdo apresentados nas figuras 46, 47 e 48.
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Figura 46 — Producido de TNF-o por macroéfagos peritoneais de camundongos Mus musculus
CS7BL/6 estimulados in vitro com meio (C-), 10 pg/mL de LPS (C+) ou 10 e 100 pg/mL dos
polissacarideos de Protopalythoa variabilis (PPV) apés 18 horas de incubacgdo. Os dados
apresentados sdo relativos as médias e erros padrio das médias de n= 5 a 7 animais por grupo.
*p<0,05 comparado ao grupo salina por ANOV A seguida de Dunnet.
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Figura 47 — Producéo de IL-1B por macréfagos peritoneais de camundongos Mus musculus
CS7BL/6 estimulados in vitro com meio (C-), 10 pg/mL de LPS (C+) ou 10 e 100 pg/mL dos
polissacarideos de Protopalythoa variabilis (PPV) apés 18 horas de incubacgdo. Os dados
apresentados sdo relativos as médias e erros padrio das médias de n= 5 a 7 animais por grupo.
*p<0,05 comparado ao grupo salina por ANOV A seguida de Dunnet.
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Figura 48 — Produciao de IL-6 por macrofagos peritoneais de camundongos Mus musculus
CS7BL/6 estimulados in vitro com meio (C-), 10 pg/mL de LPS (C+) ou 10 e 100 pg/mL dos
polissacarideos de Protopalythoa variabilis (PPV) apés 18 horas de incubacgdo. Os dados
apresentados sdo relativos as médias e erros padrio das médias de n= 5 a 7 animais por grupo.
*p<0,05 comparado ao grupo salina por ANOV A seguida de Dunnet.
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3.5 Discussao

Os PS sdo macromoléculas que ocorrem na natureza em uma enorme diversidade
de organismos como fungos, microorganismos, algas, plantas e animais (MOURAO et al.,
1996; SCHEPETKIN e QUINN, 2006; SCHEPETKIN et al., 2005). A caracterizagio
quimica do extrato alcodlico obtido a partir do residuo do EHB revelou tratar-se de PS
sulfatados de alta massa molecular ligados a proteinas (PPV). A literatura de invertebrados
marinhos indica que tais animais sdo uma rica fonte de PS sulfatados (PAVAO et al., 1995;
ALBANO e MOURAO, 1986; MOURAO e BASTOS, 1987; MOURAO e PERLIN, 1987;
BORSIG et al., 2007; MOURAO et al., 1996; POMIN e MOURAO, 2008; TAPON-
BRETAUDIERE et al., 2002; VILANOVA et al., 2009). Os PS sulfatados sdo um grupo de
conhecido por induzirem vdrios efeitos bioldgicos importantes inclusive antimetastético,
imunoestimulante e antitumoral (BORSIG, 2007, MOURADO et al., 1996; SCHEPETKIN e
QUINN, 2006).

Embora haja diversos estudos a cerca da atividade bioldogica dos PS o
conhecimento sobre a estrutura € relativamente pequeno. Conseqiientemente ¢ dificil
estabelecer extensas relacdes entre caracteristicas estruturais com atividade antitumoral de PS
complexos, mesmo assim algumas correlagdes sdo possiveis de ser feitas. A massa molecular,
ramificagdes, polaridade e conformacdo sdo as caracteristicas melhor estudadas (OOI e LIU,
2000). Como dito anteriormente, o PPV possui alta massa molecular, sulfatacido e proteinas

ligadas.

A massa molecular é uma caracteristica que muitas vezes estd positivamente
correlacionada com a atividade dos PS (OOI e LIU, 2000). Os glucanos de alta massa
molecular sdo mais potentes que os de menor massa (SAKAGAMI et al., 1991). Os PS
utilizados na clinica como a lentinana, a esquizofilana e o PSK apresentam massas
moleculares de 4-8 x 10°, 4,5 x 10° ¢ 9.4 x 10* g/mol respectivamente (OOI e LIU, 2000). A
ordem de 10° g/mol do PPV ¢ equipardvel ao desses PS MDR. Além dessa correlacdo
estabelecida, outra evidéncia a cerca da influéncia da massa tem sido demonstrada em
estudos de fracionamento de PS. Quando o PSK foi separado em 4 fragdes, a de maior massa
molecular apresentou atividade imunomoduladora mais potente (SAKAGAMI et al., 1990;
KIM et al., 1990). Da mesma forma o fracionamento dos [3-1-3-glucanos obtidos do micélio

de Grifola frondosa, em fragdes de diferentes massas, mostrou que a fracdo de maior massa
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molecular apresentou atividades antitumoral e imunomoduladora mais potentes (KIM et al.,

1990; ADACHI et al., 1990a; ADACHI et al., 1990b).

A polaridade pode ser aumentada pela sulfatacio ou diminuida pela hidroxi-
metilagdo e carboxi-metilagdo dos PS (LEUNG et al., 2006). Estudos demonstraram que a
diminuicdo da polaridade por hidroxi-metilagdo de um PB-glucano extinguiu a sua atividade
antitumoral (KURACHI et al., 1990; SUZUKI et al, 1991). Yamamoto e colaboradores
mostraram em meados da década de 80 que a sulfatacdo de PS extraidos da alga parda
Sargassum kjellmanianum melhorava a atividade anticincer (YAMAMOTO et al., 1984).
Compostos relacionados a heparina com diferentes graus de sulfatagdo foram encontrados em
diferentes tecidos da ascidia Styela plicata (GANDRA et al., 2000). Neste mesmo trabalho
também foi demonstrado uma relagdo positiva entre a intensidade de sulfatacdo dos PS com a

atividade anti-coagulante (GANDRA et al., 2000).

Enquanto as algas possuem geralmente PS sulfatados com estruturas complexas e
heterogéneas, dos invertebrados marinhos sdo extraidos fucanos e galactanos sulfatados com
estruturas repetidas (POMIN e MOURAO, 2008). Os PS destes organismos sio componentes
da matriz extracelular e estudos com ouricos-do-mar tém demonstrado que estas
macromoléculas estdo relacionadas com o reconhecimento espécie-especifico da reacdo
acrossomica (POMIN e MOURAO, 2008). Justamente por se tratar de componentes
estruturais desses animais, o rendimento da extra¢do destes compostos é deveras superior ao
dos metabdlitos secunddrios estudados no capitulo 1. Essa caracteristica € fundamental para o
estudo em animais, imprescindivel para verificacdo da atividade antitumoral. O PPV, ndo

surpreendentemente, apresentou um alto teor de PS no residuo do EHB.

O estudo do PPV contemplou a avaliagdo dos efeitos diretos sobre a proliferagdo
de células tumorais e normais, atividade antitumoral in vivo e efeito imunoestimulante. O
PPV nido apresentou citotoxicidade direta contra as células tumorais in vitro. Esse é um
resultado comum para macromoléculas dessa natureza, que freqiientemente ndo possuem seus
efeitos antitumorais relacionados a toxicidade direta nas células cancerigenas, mas sim
mediados pela modulacdo das células imunoldgicas do hospedeiro (LEUNG et al., 2006; LIU
et al.,, 2007; OOI e LIU, 2000; SCHEPETKIN e QUINN, 2006; TZIANABOS, 2000). A
lentinana e a esquizofilana sdo dois exemplos de PS utilizados na clinica que apresentam
efeito antitumoral in vivo ndo relacionados a citotoxicidade direta contra células tumorais

(SAKAGAMI et al., 1991; SAKAGAMI et al., 1990; OOI e LIU, 2000).
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Diversas estratégias vém sendo investigadas na imunoterapia contra diferentes
tipos de cancer como mama, pulmao, pancreas, melanoma, gastrico, renal e cerebral, sendo o
melanoma considerado o modelo para imunoterapia devido ao melhor conhecimento das
respostas clinicas pelo sistema imune induzida por moduladores. Os melanomas sio tumores
bastante agressivos e apresentam alto potencial metastitico (FANG et al., 2008). A linhagem
de células murino B-16 é pouco imunogénica e os melanomas de uma forma geral
apresentam baixos indices de resposta as imunoterapias correntes, baseada em estimulos nao
especificos como citocinas (IL-2 e IFN-y) ou derivados bacterianos (FANG et al., 2008;
BUHTOIAROV et al., 2006).

Por exemplo, a IL-2, uma citocina utilizada clinicamente devido a sua potente
habilidade em ativar células T CD8+ e NK, apresentou apenas de 13 a 17% de resultados
objetivos em pacientes com melanoma metastitico (ROSENBERG et al., 1994). Em contra
partida, Buhtoiarov e colaboradores demonstraram o envolvimento crucial dos M¢ na
regressdo do melanoma B-16 em camundongos C57BL/6 por um agente modificador da
resposta bioldgica, o CpG-1826, um oligonucleotideo ndo metilado caracteristico de DNA
bacteriano. Nesse mesmo e em outros trés trabalhos, foi mostrado que o efeito antitumoral
desse modificador da resposta bioldgica ndo é afetado pela inibicdo das células T CD8+,
células B, mas o € parcialmente quando células NK sao inibidas e totalmente quando os M¢
foram inibidos (BUHTOIAROV et al., 2006; AUF et al., 2001; KREPLER et al., 2004;
GUIDUCCI et al., 2005).

O potencial antitumoral do PPV foi investigado in vivo no modelo de melanoma
B-16 em camundongos C57BL/6. O tratamento dos animais foi realizado por 10 dias
consecutivos, os volumes dos tumores medidos 11, 13 e 15 dias apds o transplante sendo
retirados e pesados no ultimo dia. O grupo PPV IP apresentou uma inibi¢do do crescimento
tanto da massa quanto do volume do tumor, medidos no udltimo dia de, aproximadamente,
50% em relagdo ao grupo controle negativo. O grupo PPV VO nio alterou o volume ou
massa relacdo ao controle negativo. A administracdo pela via intraperitoneal geralmente
apresenta melhores respostas devido a extensa absorcdo dos compostos € sem experimentar
uma prévia degrada¢do como ocorre no trato intestinal pela administragdo por via oral ou

metabolizag¢do de primeira passagem (MESTECKY et al., 2008).

Uma triagem com extratos aquosos do ouri¢co-do-mar Strongylocentrus nudus, do

cirripédio Megabalanus rosa e das ascidias Styela plicata, Ecteinascidia turbinata e
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Halocynthia hilgendorfi f. ritteri induziram inibi¢do crescimento do Sarcoma 180 superior a
60% em camundongos (SASAKI et al., 1985). Em outro estudo conduzido por Liu e
colaboradores foi demonstrado que os PS extraidos dos ovos do ourico-do-mar
Strongylocentrotus nudus exibiram atividade anticdncer contra o sarcoma-180 em

camundongos e estimularam a proliferacdo de leucécitos do bago in vitro (LIU et al., 2007).

A andlise macroscopica do figado, bago e rins indicou ndo haver toxicidade nos
animais tratados com PPV. A massa do figado também nao foi alterada pelo tratamento com
PPV, nem a massa dos rins entre os animais com tumor. A massa imida do bago dos animais
tratados com PPV IP aumentou tanto em relagdo aos animais sauddveis quanto aos animais

do controle negativo com melanoma.

O tnico sinal de toxicidade encontrado na andlise histopatolégica dos animais
tratados com PPV foi congestdo da polpa vermelha do bago o que pode explicar o seu
aumento de volume. Na andlise bioquimica do figado e fun¢do renal, a dnica diferenca
encontrada foi um aumento da concentracdo de AST nos tratamentos com PPV pela via IP e
VO, porém equivalente ao aumento encontrado nos animais com tumor do controle negativo,
indicando que essa alteracdo estd relacionada com a presenga do tumor e ndo com a

toxicidade dos PS.

Na realidade, a utilizacio dos PS na clinica tem como objetivos maiores
contribuir para maior efetividade da quimioterapia e reduzir os efeitos colaterais
(FUJIMOTO et al., 1991; FRANZ, 1995). Os PS MRB utilizados na clinica — lentinana,
esquizofilana, PSK e PSP — como adjuvante para diversos tipos de cancer como mama,
prostata, cervical, coloretal, gastrointestinal e pulmonar prolongaram a sobrevida e
aumentaram a qualidade de vida dos pacientes (TAGUCHI et al., 1985; OKAMURA et al.,
1986; MITOMI et al., 1992; ITO et al., 2004; TARI et al., 1994; KIMURA et al., 2003;
NISHIWAKI et al., 1990; TORISU et al., 1990; LEUNG et al., 2006).

A andlise dos parametros hematolégicos revelou que o PPV, quando
administrado pela via IP, estimula o aumento do nimero de mondcitos circulantes. O
estimulo a mielopoiese e inducdo da liberagdo de mondcitos da medula dssea sdo fendmenos
comuns aos PS MRB, podendo justifica o aumento dos mondcitos observado na
administracdao IP do PPV (SCHEPETKIN e QUINN, 2006; LEUNG et al., 2006). Como
demonstrado na andlise histopatoldgica, o tratamento com PPV IP também induziu uma

importante hiperplasia das células de Kupfer. Taki e colaboradores demonstraram que a
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tratados com a lentinana, se deveu a ativacdo das células de Kupfer (TAKI ez al., 1995).

A indugdo de células do sistema imune inato pode ajudar a combater o tumor e
resultar em um efeito antitumoral através do reconhecimento e destruicio das células
neopldsicas pelos seus préprios meios, por vias diferentes daquelas utilizadas pelas células T
ou ativando e estimulando as respostas celulares do sistema imune adquirido (DIEFENBACH
e RAULET, 2002). Os M¢ sdo células efetoras do sistema imune inato que desempenham um
papel importante nas reacdes antitumorais imunolégicas (MANTOVANI et al., 2002b). O
MIT tende a polarizar os M¢ mais para o tipo M2, que estd envolvido em processos que
favorecem o sucesso do tumor como angiogénese, reparo tecidual e remodelamento da matriz
(para mais detalhes, ver figura 49) (SICA et al., 2006). A inducdo da polarizacio dos M¢
mais para o tipo M1 por PAMPs é uma estratégia bastante interessante, pois induz os Mo a
agirem diretamente contra o tumor e, de forma indireta, acredita-se favorecer a apresentaco
de antigenos do tumor as células T. Adicionalmente, a mudanca causada no MIT também
permite a migracdo e infiltragdo de células da imunidade adquirida para matar o tumor

(BUHTOIAROV et al., 2006; SICA et al., 2006; MANTOVANI et al., 2002a).

E possivel que o PPV deva o seu efeito antitumoral, pelo menos em parte, a
ativacdo de M¢ a maneira dos PAMPs ligando-se a PRRs (LEUNG et al., 2006; OOI e LIU,
2000; SCHEPETKIN e QUINN, 2006; TZIANABOS, 2000). Os M¢ ativados por
modificadores da resposta bioldgica aumentam a fagocitose, produzem citocinas pro-
inflamatdrias, processam e apresentam antigenos, produzem ROS e NO e expressam
moléculas de adesdo (SCHEPETKIN ef al., 2008; LEUNG et al., 2006; KIM et al., 2003;
SHIN et al., 2002). Adicionalmente ao efeito mitogénico em mondcitos, os resultados
demonstrando aumento da migracdo de neutréfilos in vivo indicaram que os M¢ da cavidade
peritoneal poderiam estar produzindo citocinas pré-inflamatérias (Fig. 50). O efeito do
tratamento com PSK in vivo tem sido estudado e sugere-se que a ativacdo dos neutréfilos
pode contribuir para a eficdcia antitumoral em modelos de cancer experimentais (ISHIHARA

et al., 1998).
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Figura 49 — Os mondécitos podem diferenciar em diferentes tipos de macréfagos (Ma)
dependendo dos fatores a que sao expostos. Na presenca de fator estimulador de col6nia de
granuldcitos e macréfagos (GM-CSF), lipopolissacarideos bacterianos (LPS), interferon- y (IFN-y) ou,
potencialmente, de outros agentes modificadores da resposta biol6gica como os polissacarideos, os
mondcitos podem diferenciar em macréfagos tipo M1 (M¢ M1). Em presenca de fator estimulador de
coldnia de macréfagos (M-CSF), interleucinas (IL) IL-4, IL-10 e IL-13 e agentes imunosupressivos
como corticosterdides, prostaglandinas e vitamina D3 os mondcitos diferenciam em macréfagos M2
(Mo M2). Os subtipos M1 e M2 diferem no fenétipo e fungdes. Enquanto os M$ M1 possuem alta
atividade microbicida, imunoestimulatdria e citotoxicidade contra células tumorais os M¢ M2
possuem alta habilidade em scavenging (remocdo/limpeza), promovem o reparo tecidual,
remodelamento da matriz e favorecem a expansdo tumoral. Adaptado de Mantovani et al., 2002; Sica
et al., 2003 e Pinto et al., 2009.
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Figura 50 - Resumo esquematico dos efeitos observados em camundongos Mus musculus
C57BL/6 tratados com os polissacarideos do Protopalythoa variabilis (PPV) administrado
intraperitonealmente (IP).

Para estudar a ativacdo dos M¢ pelo PPV, a presenca de citocinas pro-
inflamatdrias importantes (TNF-a, IL1J e IL-6) e NO liberados no sobrenadante da cultura
de M¢ peritoneais de camundongos foi avaliada. Os M¢ tratados com 10 pg/mL de PPV
produziram mais NO, IL-1B e IL6 que o controle negativo (p<0,05) e, interessantemente, nio
houve aumento significativo na maior concentracdo de 100 pg/mL. O PPV ndo aumentou a
producdo de TNF-oem nenhuma das concentragdes testadas. O LPS foi utilizado como

controle positivo e aumentou significativamente a liberacao de todos os fatores dosados.

O NO produzido em grandes concentragdes €, reconhecidamente, um mediador
envolvido com a morte de células tumorais mediada por M¢ de camundongos. O NO e o
TNF-o juntos representam as armas mais eficazes que os M¢ dispdem para matar as células
tumorais (KLIMP et al., 2002). Cui e colaboradores mostraram que M¢ murino ativados
foram capazes de induzir apoptose de maneira dependente de NO um uma linhagem tumoral
de mastocitoma (P815) e independente de NO, mas dependente de TNF-o. em uma linhagem
fibroblastica nao tumoral (L.929) (CUI et al., 1994). Os M¢ ativados pelo PPV nao
produziram TNF-0, porém, mesmo sendo um mediador importante, observou-se efeito
antitumoral in vivo. Isso ndo exclui o envolvimento deste mediador in vivo, porque € possivel
que esta citocina esteja sendo ativada de forma indireta através de outras citocinas liberadas

no organismo murino.
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A principal fung¢do da IL-1 assemelha-se a do TNF. Ela medeia a resposta
inflamatéria do individuo a infec¢des ou outros estimulos inflamatdrios, porém ndo induz
apoptose per si tal qual o TNF. As semelhancas se devem ao fato que essas duas citocinas
levam a ativacdo de vias intracelulares de transcricdo de genes semelhantes (ABBAS et al.,
2000). Assim como o TNF, a IL-1 estd associada a migra¢do de neutréfilos, indugdo de
inflamagdo e coagulagdo em pequenas concentracdes e, em quantidades maiores, ela também
induz efeitos sist€tmicos como febre e estimula a producdo proteinas de fase aguda pelo

figado (Fig. 51).

Devido aos seus efeitos, a IL-6 pode ser uma citocina importante para
estimulagdo indireta do sistema imune adquirido A IL-6 é uma das citocinas pro-
inflamatdrias mais importantes na febre e nas respostas de fase aguda inclusive na producio
de proteinas de fase aguda pelo figado (SCHEPETKIN et al, 2008). Ela também é
importante na estimulacdo da imunidade adquirida desempenhando um papel crucial na
diferenciacdo de células B em plasmécitos e secrecdo de IgG1, como também servindo de
segundo sinal para ativagdo de linfécitos T (GARMAN et al., 1987; KISHIMOTO et al,
1992; RAYNAL et al., 1989; RIECKMANN et al., 1997). O PSK e o PSP apresentam uma
gama de efeitos fisiologicos e a indugdo da liberagdo de IL-6, producgdo de IgG, ativacdo de
Mo e CTL estdo entre os principais efeitos da imunopotenciacdo produzida por estes PS (CUI

e CHISTL 2003).

O efeito antitumoral dos PS do cogumelo-do-sol (Agaricus brasiliensis) foi
correlacionado com a modificacdo do MIT no modelo de adenocarcinoma de Ehrlich em
camundongos (PINTO et al., 2009). Uma das razdes que estimulou a investigacdo do MIT
neste trabalho foi justamente a auséncia da liberacdo de TNF-a e IFN-y in vitro. Eles
encontraram que os PS desse fungo induziram um discreto aumento da producdo de TNF-o e
IFN-v nas células infiltradas no tumor. Também foi vista uma inibi¢@o parcial da liberagdo de
IL-10 tanto nas células infiltradas do tumor como nas células do baco em comparagdo aos
animais com tumor ndo tratados. Além da modificacio das citocinas, foi observado o
aumento de células CD4+ e Mac-3+ relativo a células T auxiliares e M¢ respectivamente
(PINTO et al., 2009). Os autores especularam que o efeito antitumoral observado deve estar
relacionado a indugdo da migracdo seletiva de células imunocompetentes do baco para o

tumor associado a uma modificacdo das citocinas do MIT (PINTO et al., 2009).
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Figura 51 - Figura esquematica evidenciando os fatores liberados (em azul) pelos macréfagos
(M¢) ativados pelos polissacarideos do Protopalythoa variabilis (PPV) e os efeitos possiveis no
organismo (em laranja). A producio de IL-6 estimula o sistema imune inato e humoral adaptativo. O

2

NO em altas concentragdes é citotéxico contra as células tumorais. A IL-f é uma citocina
caracteristica de M¢ ativados e medeia diversas reagdes inflamatdérias. PPR, receptor de
reconhecimento de padrdes (do inglés, Paterns Recognition Receptor).

Uma explicacdo possivel para o resultado positivo para liberagao de citocinas e
NO com 10 pg/mlL., mas ndo com 100 pg/mL é que uma concentragdo muito superior aquela
efetiva pode estar causando dessensibilizacdo dos receptores das células. Assim, os M¢
incubados com 100 pg/mL nao responderam nao produzindo fatores por terem sido
dessensibilizados. Em um estudo realizado no Japao por de Tani e colaboradores, foi

demonstrado que a lentinana € capaz de estimular LAK em uma faixa de concentragio 6tima

entre 50 e 250 ng/mL (TANI et al., 1993).
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3.6 Conclusoes

- Os polissacarideos extraidos do Protopalythoa variabilis (PPV) possuem massa

da ordem de 10° g/mol, grupos sulfato e um teor de 51% de proteinas

- O PPV nao apresentou citotoxicidade direta contra células tumorais ou

macréfagos in vitro;

- O PPV administrado intraperitonealmente induziu uma inibi¢do do crescimento

tumoral de 50% em camundongos com melanoma;

- A inibi¢do tumoral foi correlacionada com efeitos imunoestimulantes do PPV
como aumento do nimero de mondcitos, inducdo da migracdo de neutrdfilos e ativacdo de

macréfagos peritoneais in vitro;
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4 CONSIDERA COES FINAIS

O zoantideo Protopalythoa variabilis € um organismo encontrado no mundo
todo, porém nenhum estudo ressaltando o potencial farmacoldgico deste animal havia sido
feito até este momento. A partir de evidéncias de uma potente atividade citotoxica em um
estudo preliminar com zoantideos dos géneros Protopalythoa e Palythoa, nasceu a motivagio
para estudar mais aprofundadamente o potencial citotéxico do P. variabilis, uma espécie

facilmente encontrada em diversas praias da costa cearense.

O estudo de purificacdo bioguiada do extrato hidroalcodlico bruto do zoantideo
P. variabilis revelou que esse organismo possui uma variedade de compostos citotoxicos. A
suposta presenca de PTX identificada pelo perfil de atividade hemolitica tempo-dependente
no EHB e na fragdo mais polar, vem a ser o primeiro registro para espécies do género
Protopalythoa, embora ja tenha sido demonstrado que a presenca desta toxina é comum em

zoantideos.

O isolamento dos o-aminodcidos lipidicos (1a/lb) figura como o primeiro
registro da citotoxicidade e da obten¢do de compostos desta classe a partir de uma fonte
natural. Apés varios ciclos de congelamento e descongelamento ao longo do estudo, os 1a/1b
sofreram degradacdo e diminuicio da atividade impossibilitando aprofundamento maior dos
estudos. Todavia, a possibilidade de os 1a/lb poderem ser obtidos através de sintese abre
uma perspectiva bastante atraente para o avanco dos estudos sobre o mecanismo de a¢do e, ao
mesmo tempo, conveniente por dispensar necessidade de coletar mais exemplares desta

espécie.

Na realidade essa possibilidade dar-se-4 em pouco tempo, devido ao
estabelecimento de uma colaboragdo para avaliagdo da citotoxicidade AALSs sintéticos com o
Dr. Istvan Toth, um pesquisador da Universidade de Queensland na Austrilia, que trabalha
com sintese de AALs e aplicacdbes em vacinas. A sintese dos la e 1b encontra-se em
andamento pelo grupo do Dr. Toth. Foram testados 14 diferentes AALs sintéticos dentre os
quais 4 foram citotéxicos, porém com poténcia mil vezes menor que os AALs do P.
variabilis. Essas moléculas também sofreram degradacdo, porém muito mais rapidamente,

apos 2 ciclos de congelamento-descongelamanto.
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Os PS obtidos do residuo do EHB n@o apresentaram atividade citotoxica direta
contra as células tumorais nem sinais de toxicidade nos animais tratados, porém exibiram
efeito antitumoral significativo relacionado a imunomodulagdo. Os PS modificadores da
resposta biolégica sdo uma alternativa com casos j4 bem sucedidos na clinica como
adjuvantes na quimioterapia do cincer para aumentar a eficiéncia e reduzir os efeitos
colaterais. Diferentes caracteristicas relacionadas a potente atividade imunomoduladora como
alta massa molecular, sulfatacio e liga¢do de proteinas foram encontradas no PPV. Devido a
suas caracteristicas estruturais favordveis e efeitos observados, apds o aprofundamento dos

estudos de toxicidade e mecanismo de acdo com estes PS, pode-se conjeturar a sua utilizagio

como adjuvantes na quimioterapia do cancer.

Por fim, uma andlise mais abrangente, demonstra que o zoantideo Protopalythoa
variabilis ¢ uma fonte rica em compostos com promissoras atividades anticancer. O presente
trabalho também ¢é uma parcela de contribui¢cdo no estudo do potencial farmacolégico de

organismos marinhos do litoral cearense exaltando sua biodiversidade pouco explorada.
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Cytotoxic Lipidic ci-amino Acids from the Zoanthid Protopalythoa variabilis
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Dois ot-aminodcidos lipidicos 1a e 1b foram isolados do zoantideo Protopalythoa variabilis
através de fracionamento guiado pela atividade citotéxica. As estruturas foram determinadas por
diferentes métodos espectroscdpicos, tais como, RMN (ressondncia magnética nuclear) 'H e *C, IV
(infravermelho) e espectrometria de massa de alta resoluciio (modo positivo). A atividade citotoxica
dos extratos, das fracdes e 1a/lb foi avaliada in vitro através do teste do MTT contra quatro
linhagens de células tumorais. Este achado tem implicagdes biol6gicas e quimicas importantes
para essa classe de compostos. Este € o primeiro relato de o-aminodcidos lipidicos a partir de uma
fonte natural, bem como de sua atividade citotoxica.

Two lipidic c-amino acids 1a and 1b were isolated from the zoanthid Protopalythoea variabilis
using a bioguided fractionation for cytotoxic activity. The structures of the metabolites were
determined by spectroscopic methods, including NMR (nuclear magnetic resonance) 'He “C, IR
(infrared) and high resolution mass spectrometry (positive mode). The cytotoxic activity of the
crude extract, as well as of the mixture of 1a and 1b were measured in vifro using the MTT assay
for four human tumor cell lines. This finding has important biological and chemical implications
for this type of compound. This is the first report of lipidic ¢t-amino acids from natural sources,

as well as of their cytotoxic activity.

Keywords: Protopalythoa variabilis, lipidic o-amino acids, cytotoxic activity

Introduction

Cnidarians produce a wide variety of compounds showing
biological activities, such as antineoplastic,! antioxidant,?
osteoporosis suppression® and anti-acetylcholinesterase.*
The most prolific ones are soft bodied sessile corals, such as
gorgonians and zoanthids.’ Palytoxin, the most potent non-
proteic toxin known, was first isolated from the zoanthid
Palythoa toxica.® Despite the interest of the chemical
community due to the complexity of palytoxin molecule,
it is a useful tool for probing cellular processes involving
sodium as a second messenger, since it binds in Na*,
K*-ATPase and transforms the pump into a channel
permeable to monovalent cations.”® Moreover, new

#a_mail: lvcosta@secrel.com.br; lvcosta@ufc.br

steroids™'® and zoanthamine alkaloids, some of them with

potent biological activity.! > were also isolated from species
of the Zoanthidae family. Herein, in the continuing search
to discover anticancer agents from marine sources'®!? we
have investigated the zoanthid Protopalythoa variabilis
Duerden 1898, an abundant cnidarian at the coast of Ceara
State, northeast of Brazil.

In this paper the isolation and identification of two
new lipidic ¢-amino acids (1a and 1b, Figure 1) from
the zoanthid Profopalythoa variabilis is described. The
literature describes the lipidic o-amino acids (LAAs) as
non-natural amino acids with long saturated, or unsaturated,
aliphatic chains. Although highly lipophilic, these
compounds still have polar behavior showing chemical
and conformational characteristics of amino acids and
peptides.”*** The potential use of LAAs in industries is

32134y
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spectrum showed correlation with the signal até 3.57 (H-2),

W\OH highly suggestive of an ¢-amino acid moiety, in addition to

NH; multiple carbon signals between 6 32.5 to 23.3 (long chain

}g 2 & %g methylenes) and a carbon signal at 6 14.6 for the terminal

Figure 1. Chemical structures of the lipidic ¢t-amino acids from
Protopalythoa variabilis.

wide as lubricants,” cosmetics,” polishes™ and surface
improvers for ceramics.?® They are also medicinally useful.
LAA amides with saturated or unsaturated long chain
amines as well as LAA esters with saturated or unsaturated
long chain alcohols, both have been synthesized.” These
compounds inhibited both porcine pancreatic?® and human
platelet phospholipase A2 (PLA2)” being potential
antiinflammatory agents. LAAs and their oligomers have
been suggested to work as a drug delivery system.” A
Lipid-Core-Peptide system has been designed and used as
a combined adjuvant-carrier-vaccine system.”

Results and Discussion

In preliminary experiments, an aqueous-MeOH extract
from Protopalythoa variabilis showed a potent cytotoxic
activity. After a liquid-liquid partitioning, the biological
activity was distributed among all fractions, but the hexane
phase and the aqueous-MeOH residue demonstrated higher
cytotoxicity as shown on Table 1. Comparative TLC (thin
layer chromatography) showed some common spots in all
fractions suggesting the presence of common compounds
distributed among all fractions. Due to the higher activity
and larger yield. the hexane fraction was chosen for further
analytical separation procedures.

From the hexane fraction, a greasy solid named PV-Hex
SII was obtained by successive solubilization/precipitation
with CH,CN/H, O at different proportions of solvents using
different sample concentrations. Part of this solid was
soluble in pyridine-d., and after the solvent evaporation
afforded the most active fraction designated PV-Hex-SIIS.
This fraction showed a purple color when reacted with a
0.1% EtOH solution of nynhidrine on TLC plates. Its IR
spectrum showed absorptions bands at 1633 and 1413
(-COO") and 1644 and 1462 (—NH;), characteristic of
amino acids. The very simple 'H NMR spectrum of PV-Hex
SIIS exhibited only a signal at & 3.57 (br t, H-2), typical
of a nitrogenated methine, an intense and broad signal at
o 1.27, consistent with the long methylene moiety, and a
broad triplet at 6 0.88 characteristic of the terminal methyl
of fatty chains. The “C NMR (CPD composite pulse
decouplingand and DEPT 135) spectra revealed a signal
at 0 54.7 (C-2) for the aminated c-carbon, which in the
HMOQC (heteronuclear multiple quantum coherence)

methyl, suggesting the presence of a long alkyl chain.
Despite the non observation of the carboxyl carbon in the
3C NMR spectrum, these spectroscopic data suggested
that the compounds of the PV-Hex SIIS were aliphatic
amino acids. Indeed, the HR-ESI-TOF (positive ion mode)
spectrum of this sample showed some cationizated ions at
m/z 490.4566 [M + Na]* indicating the molecular formula
C, H, NO, for la, while the ion peak at m/z 504.4706
[M+ Na]* was in agreement with the molecular formula
C, H,NO, for 1b.

Additionally, the structures were confirmed after
preparation of the methyl ester mixture (1a’/1b”) and its
correspondent N-acetyl methyl ester derivatives (1a™/1b™).
The HMBC (heteronuclear multiple-bond connectivity)
spectrum of the methyl ester clearly revealed a correlation
for the amino hydrogens (6 2.31) with the carbonyl
carbon (6 176.6), as well as with the methylene carbons
at ¢ 30.8 (C-3) and 26.2 (C-4). Furthermore, a long-range
coupling was also observed between the methyl ester group
(8 3.65) with the carbonyl carbon. Further support to the
structures of 1a/lb was obtained after acetylation of the
methyl ester mixture 1a’/1b’. A signal at 6 2.19 in the
'H NMR spectrum of the acetylated methyl esters confirmed
the N-acetylation of both 1a*/1b’. Therefore, the structures
of 1a/1b could be unambiguously established.

Conclusions

There are three major points of chemical and biological
implications that can be raised from these findings. First,
there is no previous report on LA As isolation from natural
sources. Second, the number of carbon atoms for already
known synthetic LAAs ranges from eight to twenty four®
what is different for the ones reported here. Third, the
cytotoxic activity of LAAs has never been reported in the
literature.

Experimental
General Experimental Procedures

IR spectrum (film on NaCl discs) was recorded using a
Perkin-Elmer FT-IR 1000 spectrometer. NMR spectra were
recorded on a Bruker Avance DRX-500 (500 MHz for 'H and
125 MHz for '*C) spectrometer using pyridine-d as solvent.
Chemical shifts, given on the d scale, were referenced to
the residual undeuterated portion of the deuterated solvent
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for proton (6H 8.74,7.58, 7.22) and the center peak of the
deuterated pyridine carbons (6. 150.35, 135.91, 123.87).
High resolution mass spectrometry were measured on a
quadrupole-time of flight instrument (UltrOTOF-Q, Bruker
Daltonics, Billerica, MA). The analyses were performed
in positive ion ESI mode at a capillary voltage of 3400 V
and N, drying gas temperature of 180 °C. NaTFA 10 mM
was used as a standard for internal and external calibration.
TLC was performed on precoated silica gel polyester sheets
(kieselgel 60 F,,. 0.20 mm, Merck). The compounds
were detected by spraying with an EtOH solution of 0.1%
nynhidrine.

Biological Material Collection and Identification

Protopalvthea variabilis colonies were manually
collected at Paracuru beach (Paracuru, Ceara State, Brazil)
at the intertidal zone during low tide. Voucher specimens
(N° 000975), identified by Dr. Antonio Carlos Marques
have been deposited at the Zoological Museum of the
University of Sio Paulo (Museu de Zoologia, Universidade
de Sio Paulo - MZUSP).

Extraction and Bioguided Fractionation

A large amount of colonies of Protopalvthoa variabilis
after collection was stored in plastic coolers containing
crushed ice and immediately transported to the laboratory.
The contaminants (little rock pieces and algae specimens)
were removed from the colonies. The material was weighted
(11.3 kg), blended and soaked with MeOH (2 x 5L) during
48 h at 10 °C. After filtration, the MeOH extract was
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evaporated under reduced pressure at 45 °C to approximately
400 mL of an aqueous suspension (named PV-HE) to which
an equal amount of MeOH was added and liquid partitionated
with hexane, followed by partition with CH,Cl, and finally
with EtOAc. After solvent evaporation, 1.6 g of PV-Hex,
178.2 mg of PV-CH,Cl,, 1.2 g of PV-EtOAc and 41.4 mg
of PV-MecOH/H,O extracts were obtained. All fractions
were biologicallir assayed showing cytotoxicity, but PV-
Hex and PV-MeOH/H,O were the most actives (see data
on Table 1). Due to its higher amount PV-Hex was chosen
for further purification through high performance liquid
chromatography (HPLC) analysis, but this procedure was
not successful due to the poor solubility of this fraction.
The treatment of PV-Hex with a mixture of CH,CN/H,0
(1:1) yielded an inactive precipitate (548 mg), while the
soluble part (PV-Hex S, 680 mg) retained and improved the
cytotoxic activity. The PV-Hex S was only partially soluble
in CH,CN/H,0 (8:2), being the stronger activity observed
for the insoluble residue (PV-Hex SII, 90 mg). The solubility
of this solid was systematically investigated using deuterated
solvents, and only the soluble fraction obtained in pyridine-d.
(PV-Hex SIIS, 26.7 mg) revealed a much stronger cytotoxic
activity than all other tested fractions (see Table 1). 'H and
13C NMR analysis of PV-Hex SIIS revealed it to be a mixture
of 1a and 1b, as confirmed by HRESIMS (high resolution
electrospray ionization mass spectrometry).

Lipidic ¢-amino acids (1a/1b). Brown wax, IR v cm’!
3390, 2924, 2853, 1644, 1633, 1462, 1413; 'H NMR
(pyridine-d, 500 MHz) 0.88 (br s, H-30/H-31), 1.27
(br s, methylene hidrogens), 3.57 (br s, H-2); "C NMR
(pyridine-d.. 125 MHz) 54.7 (C-2), 32.4 (C-28), 30.4

Table 1. Cytotoxic activity of PV-HE. its derivative fractions and PV-Hex-SIIS on tumor cell lines evaluated by the MTT, assay for 72 h incubation. Data
are presented as 1C_ with their CI 95% values by non-linear regression. Experiments were performed in triplicate. N.T. not tested

IC,, (ng/mL) C1 5%

Samples
HL-60 SF.205 MDA-MB 435
Doxorubicin 002 .2 0.4
0.01 —0.02 0.03- 005 0.17-036 0.34-0.66
0.40 424 0.73
PNHE 027-0.59 0.09— 138 325-552 0.48 - 1.09
0.76 0.49 0.085
SCMEOEQ 0.62-0.94 032049 0.40-0.59 0.02-0.41
2.04 1.85 142
PV-EOA 1.94_4.46 126 4.02 120265 1.08 — 1.87
543 205 282
PV-CHLC, 4.86-6.07 210-324 268325 2.40-3.29
043 0.29 0.3
BY:Hex 030047 022027 0.25-033 034043
0.13 0.07
P B SIS (L/1) 0.12-0.14 0.05-0.06 0.06-0.08 WL
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(C-5/C-27), 29.9 (C-3), 26.8 (C-4), 23.3 (C-20/C-30),
14.6 (C-30/C-31); HR-ESI-TOFMS (1a) m/z 490.4566
[M + Na]* (caled. for C, H, NO,Na, 490.4599); (1b) m/z

06l
504.4706 [M + Nal- (calcd. for C, H_NO,Na, 504.4756).

Methylation of 1a/1b: An aliquot (4.0 mg) of the lipidic
c-amino acids (1a/lb) was dissolved in MeOH with
catalytic amounts of HCI, and stirred under reflux during 4
hours. Usual work-up afforded 1a*/1b* (4.2 mg). 'H NMR
(pyridine-d; 500 MHz) 0.93 (t, J = 6.45 Hz, H-30/H-31),
1.32 (br s, methylene hydrogens), 2.31 (NH,), 3.66 (br s,
H-2), 3.65 (s, OCH,); "C NMR (pyridine-d,, 125 MHz)
176.6 (C-1),52.1(C-2), 33.2(C-28), 30.8-23.8 (C-3/C-29),
14.6 (C-30/C-31).

Acetylation of 1a’/1b’: This material was dissolved in a
mixture of pyridine/acetic anhydride 1:2 (1 mL) and stirred
for 24 h at room temperature. After this, the reaction mixture
was neutralized with a solution of HCI 1mol L' (4 drops)
and extracted with CHECI2 (4 x 10 mL). The CH2C12 layer
was evaporated under reduced pressure to yield 1a™/1b*
(4.2 mg). 'H NMR (CDCl, 500 MHz) 0.89 (br t), 1.27 (br
s, methylene hydrogens), 2.19 (s), 3.68 (s, OCH,).

Cytotoxic assay

The cytotoxic potential of the extract and of all
derived fractions was evaluated against four tumor cell
lines (National Cancer Institute, Bethesda, MD, USA):
HCT-8 (human colon), MDA-MB-435 (melanoma), SF-
205 (CNS glioblastoma) and HL-60 (leukemia) using the
3-(4.5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
(MTT) assay described by Mosmann?! after 72 h incubation.
Doxorubicin was used as positive control.
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Figura A2.3. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, MeOD) da fragio AcOEt-P-3.
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Figura A2.4. Espectro de RMN de "H (500 MHz, MeOD) da fragio AcOEt-P-4.



165

3
Se
w oy " o
@ w - wou o i & a - E E & E =
npE BRE_D@® 0 H EEGyENa
H Y S9.RhE®R L S8F ¢ O £ E6By82E8%
= H o
U Wy e e T T <@ o Il - - - -~ [ ST -] i oo oS =] M QM == @ P O
Y FIZLATESNTRBL"88°888 1 FHS88 BREE°SR mgvgﬁgmm#
oo BT ¥ [l am e mEss 0 =8 ER= . T E=e : 88
= [ =E - X ) < - =3 [= == m oo = =1 =N I | ] ~
=Y B o @ M- = =1 = = £ Mo SfRAO oo T -
= a o e ] - [==13 - g m $ - = =3 m .
) =4 — o 58 = a = = am
e c /& = o S22 4 i : 1 =
o - - g oy - [ o (=3 o T -—
a ) - b=} c = )
= E S S 9 a
o - = [
- o I in o
= 2 = 5 i 5]
= P —_
= = " = o
-t L= = " =
= = - = w — " a =
Fu2E  L0ES E & DE 0 ' 3 B =
E¥E s “Efmas 3 T EE 13 -3 @ [ gu
=3 3 N B =FOd303J3WV0WI~0 - (=) i O e U w OWODODo [= N ] [37] =~
I_JELU S~ = 0o~ usowme = -0 = CI- - S -N L WEWL SO — 0O e b L da X

J_, rig .{l:
/m*:

EQEI,-
-——'“"j kiiill—
—_.'*'b = (EE'D |

—~_ri'9r
BEHE‘

~ = JCr B [
= —car o |
g ; GFSE i
< — 9IG'F [
= R T
= —~. V221 [
E vr0E [
w L
o ...——'—-
i ¥SE O [
o r
e E
N :
= E
= =
o L
. .
= B el
= }
x
2 PIGT ¢
= £
g b8 0}
= T e m E
& B2 le
g S WA
- :
iy -
o |
- e
R T ¥28 6 ¢
[VE) 1
[ |
- I
22 s
a -
e =
:-iﬂ

3
mp=

-

29085 00T F

8258 S 000 1 -

ri58 — TP 0 L
wdd [E.Jf:a]u r__

Figura A2.5. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, MeOD) da fragio AcOEt-P-5.
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ANEXO III
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Figura A3.1. Espectro infravermelho dos polissacarideos obtidos do residuo seco e triturado do
extrato hidroalcodlico bruto do zoantideo Protopalythoa varibilis.
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Figura A3.2. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, D,0) dos polissacarideos obtidos do residuo seco e
triturado do extrato hidroalcodlico bruto do zoantideo Protopalythoa varibilis.
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Figura A3.3. Espectro de RMN de Bc (500 MHz, D,0) dos polissacarideos obtidos do residuo seco e
triturado do extrato hidroalcodlico bruto do zoantideo Protopalythoa varibilis.
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Figura A3.4. Espectro de RMN de 3C DEPT (500 MHz, D,0) dos polissacarideos obtidos do residuo
seco e triturado do extrato hidroalcodlico bruto do zoantideo Protopalythoa varibilis.
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Tabela A3.1. Valores da andlise elementar dos polissacarideos obtidos do residuo seco e triturado do
extrato hidroalcodlico bruto do zoantideo Protopalythoa varibilis e calculo do teor protéico baseado
na férmula* N x 6,25

Atomo Percentual
C 29,30
H 6,03
N 8,16
S 4,66
Teor protéico 51,0

*Baseado em: Maciel, J. S., Chaves, L.S., Souza, B.W.S., Teixeira, D.L.A., Freitas, A.L.P., Feitosa, J.P.A., de
Paula, R.C.M. (2998) Structural characterization of cold extracted fractions of soluble sulfated polysaccharide
from red seaweed Gracilaria birdia. Carbohydrate Polymers 71:559-565.



