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Fracionamento bioguiado do extrato bruto da esponja marinha Monanchora
arbuscula (Duchassaing & Michelotti, 1864) coletada no Parque Estadual
Marinho Pedra da Risca do Meio — CE. Autor: Elthon Gois Ferreira. Orientadora:
Dra. Leticia Veras Costa Lotufo. Co-orientadora: M.Sc. Paula Christine Jimenez.
Monografia de Graduagdo. Departamento de Engenharia de Pesca. Universidade
Federal do Ceara. Dezembro, 2007.

RESUMO

As esponjas marinhas vém se destacando como uma rica fonte de produtos
naturais com interessantes atividades biolégicas, principalmente a
citotoxicidade. O presente trabalho teve como objetivo realizar o
fracionamento quimico do extrato bruto da esponja marinha Monanchora
arbuscula coletada no Parque Estadual Marinho Pedra da Risca do Meio —
CE guiado pela atividade citotéxica. O material coletado foi homogeneizado e
concentrado em um extrato bruto que foi particionado com solventes de
diferentes polaridades e as fragdes derivadas foram particionadas em
colunas cromatograficas. Das fragcbes mais ativas - diclorometano e acetato
de etila - foram obtidos os compostos ptilocaulina (PT), 8b-B-
hidroxiptilocaulina (8HPT), mirabilina B, uma mistura de epimeros composta
por 1,8a;8b,3a-didehidro-8B-hidroxiptilocaulina e 1,8a;8b,3a-didehidro-8a-
hidroxiptilocaulina € uma mistura de alcaldides ainda nao identificados. A
avaliacdo da citotoxicidade utilizou-se do método colorimétrico do MTT em 4
linhagens de células tumorais: HL-60 (leucemia), HCT- 8 (célon), MDA-MB-
435 (melanoma) e SF-295 (glioblastoma), ap6s 72hs de incubagéo. As
amostras ativas foram avaliadas quanto ao seu potencial em causar danos a
membrana plasmatica em eritrécitos de camundongos Mus musculus. Os
compostos PT e 8HPT apresentaram uma atividade citotoxica contra as
linhagens de células tumorais, mostrando, inclusive, uma relativa
especificidade para as linhagens de melanoma (MDA-MB-435) e leucemia
(HL-60), sendo o composto PT em média 1,8X mais ativo que o composto
8HPT. Esses compostos também apresentaram atividade hemolitica, porém
em concentragdes bem superiores as encontradas para suas concentracoes

efetivas médias (Clsp).
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Bioguided fractionation of the crude extract derived from the marine sponge
Monanchora arbuscula (Duchassaing & Michelotti, 1864) colected at Pedra da
Risca do Meio Marine State Park — CE. Author: Elthon Gois Ferreira. Advisor:
Dra. Leticia Veras Costa Lotufo. Co-advisor: M.Sc. Paula Christine Jimenez.
Graduation Honor Thesis. Departamento de Engenharia de Pesca. Universidade
Federal do Ceara. December, 2007.

ABSTRACT

Marine sponges have gained great importance as a promising source of
natural products with interesting biological activities, including cytotoxicty.
This work aimed at the chemical fractionation of the extract derived form the
marine sponge Monanchora arbuscula collected at the Pedra da Risca do
Meio Marine State Park — CE bio-guided by cytotoxic activity. The collected
material was homogenized and concentrated as a crude extract. The extract
was partitioned with different solvents and fractionated in chromatographic
columns. The compounds Ptilocaulin (PT), 8b-Hydroxyptilocaulin (8HPT),
Mirabilin B and the epimeres mixture of 1,8a;8b,3a-didehydro-8B-
hydroxyptilocaulin and 1,8a;8b,3a-didehydro-8a-hydroxyptilocaulin  were
obtained from the active fractions, dichloromethane and ethyl acetate. A
mixture of yet unidentified alkaloids, was also obtained. For cytotoxicity
evaluation, the MTT colorimetric method was used, as well as four different
tumor cell lines - HL-60 (leukemia), HCT- 8 (colon), MDA-MB-435
(melanoma) and SF-295 (glioblastoma) — during a 72h incubation period. The
active samples were evaluated for lytic effects on Mus musculus mouse
erythrocytes. PT and 8HPT showed a cytotoxic activity towards all tumor cell
lines tested, exhibiting a relative specificity to the melanoma and leukemia cell
lines, with an average of 1.8-fold greater potency of PT compared to 8HPT.
These compounds also showed hemolytic activity, but in concentrations much
higher than those obtained for mean antiproliferative activity on the tumor cell
lines.

Key-words: cytotoxicity, ptilocaulin, 8b-hydroxyptilocaulin, Pedra da Risca do

Meio Marine State Park, sponges.



FRACIONAMENTO BIOGUIADO DO EXTRATO BRUTO DA ESPONJA
MARINHA Monanchora arbuscula (Duchassaing & Michelotti, 1864)
COLETADA NO PARQUE ESTADUAL MARINHO PEDRA DA RISCA DO

MEIO - CE.

ELTHON GOIS FERREIRA

1. INTRODUGAO

1.1. Estudo de Produtos Naturais Marinhos:

Mais da metade dos compostos isolados e utilizados na terapéutica de
doencas sdao moléculas provenientes de produtos naturais (Mann, 2002).
Mesmo sendo recente, o estudo dos produtos naturais de origem marinha tém
se mostrado muito promissor por ter apresentado uma gama imensa de
estruturas unicas, oriundas principalmente de invertebrados voltando grande

interesse para a pesquisa na area de farmacologia (Proksch et al., 2002).

Os organismos que habitam os oceanos estdo sujeitos a muitas pressées
impostas por esse ambiente, selecionando assim, aquelas espécies que
apresentem mecanismos de defesa contra a predagdo, favorecendo a
competicédo por espaco e auxiliando na captura de presas. A defesa quimica €
uma das solugdes encontradas, freqlientemente, em animais de habito séssil,
corpo mole e sem defesa mecanica. Dentre os principais grupos estudados,
estdo as esponjas, briozoarios, ascidias, moluscos e cnidarios (Burkhard,

2003; Donia & Hamann, 2003). O estudo dos compostos obtidos desses



organismos vem se mostrando muito promissor para a area biomédica (Nagle

et al., 2004).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da
populagdo mundial utiliza-se diretamente dos recursos naturais no tratamento
de doencgas (Farnsworth et al., 1985; Cragg & Newman, 1999) e os 20 %
restantes fazem uso de medicamentos derivados destes produtos, sendo que
mais da metade dos farmacos em uso clinico devem sua origem a fontes

naturais (Balandrin et al.,1993; Cragg & Newman, 1999).

O céncer continua sendo a segunda causa de morte por doenga no mundo e
também no Brasil (INCA, 2006). Mesmo com uma grande quantidade de
farmacos existente para o tratamento de neoplasias malignas e sucesso em
diversos tumores, ainda ndo se chegou a um composto ideal. Por isso, a busca
por novos compostos mais potentes, seletivos, que apresentem menos efeitos

colaterais e menor indice de resisténcia se faz tdo importante.

O trabalho de Bergman e Feeney na década de 50 com a esponja caribenha
Cryptotethya crypta foi o marco do inicio do estudo com produtos naturais
marinhos devido ao isolamento de dois nucleosideos, a espongouridina e
espongotimidina (figura 1) que serviram de protétipo para o desenvolvimento
de uma nova classe de analogos - Ara-A (Vidarabina, Vidarabin Thilo®) e Ara-C
(Citarabina, Alexan®, Udicil®) (Sipkema et al., 2005). Atualmente, o Ara-A e o
Ara-C (figura 1) sdo os Unicos derivados de produtos naturais marinhos
utilizados em tratamentos clinicos de viroses e tumores respectivamente

(Proksch et al., 2002).
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Figura 1 — Estruturas quimicas da (a) Espongouridina, (b) Espongotimidina, (c) Vidarabina e (d)

Citarabina.

Atualmente, outras substancias encontram-se em estudos clinicos em fases
bem avangadas como, a tetrahidroisoquilona ecteinascidinas 743, agente
antitumoral isolado da ascidia Ecteinascidia turbinata (ET-743) que se encontra
em fases |, Il e lll, enquanto a briostatina 1 isolada do briozoario Bugula
neritina esta em fases | e |l de estudos, ja as criptoficina 52 um depsipeptideo
isolado da cianobacteria Nostoc sp., e a dolastatina 10 composto isolado do
molusco Dolabella auricularia encontram-se em fase Il (Tabela 1). (Bhargava et
al., 2001 ; Delaloge et al., 2001; Mayer & Gustafson, 2006 ; Newman & Cragg,
2004; Shin, & Teicher, 2001; Varterasian et al., 2001; Vaishampayan ef al.,

2000).



(A)

Figura 2 — Estruturas quimicas de ecteinascidina 743 (A), dolastatina 10 (B), briostatina 1 (C) e

criptoficina 52 (D).




Tabela 1 - Compostos derivados de fontes marinhas em fase de testes para o tratamento do

cancer
5ok s 3 Status do
Composto Espécie Mecanismo de Agdo autiido
Citarabina Cryptotethya crypta Inibicdo da sintese de DNA Fase lII/IV
Briostatina 1 Bugula neritina Ativacéo de PKC Faselell
ET-743 Ecteinascidia turbinata Alquilacédo de DNA Fasel/ll elll
Didemnina B Trididemnum solidum Inibigdo da sintese protéica nge I
Apoptose (retirada)
Aplidina Aplidium albicans Blogueio do ciclo celular em G1 Fase Il
Dolastatina 10 Dolabella auricularia tnfbigha de micrebulas Fase Il
Apoptose
Hiperfosforilagéo d
Criptoficina 52 Nostoc sp. R T Fase Il
Bcl-2
g : Halichondria okadai £ A

Halicondrina B Lissodendoryx sp. Interac&o com tubulina Faselell
Discodermolida Discodermia dissoluta Estabilizag&o da tubulina Pré-clinica
G . : Interagéo com fosfatases ptt &
Acido ocadaico Prorocentrum lima protéicas Pré-clinica
At : ; Inibicdo de polimerizacdo da S ech

plironina A Aplysia kurodai : Pré-clinica

actina

Dercitina Dercitus sp. Intercalacdo no DNA Pré-clinica
Macaluvaminas Zyzzya sp. Inibicdo da topoisomerase |l Pré-clinica
Naamidina A Leucetta chgorensis Inibicdo de EGF Pre-clinica
Agosterol A Spongia sp. Reverséao de MDR Pré-clinica
Isogranulatimida  Didemnum granulatum Blogueio do ciclo celular em G2 Pré-clinica

Fonte: Schwartsmann et al, 2001; Newman & Cragg, 2004; Jimenez, 2004 ; Delaloge et al.,

2001; Bhargava et al., 2001; Varterasian et al., 2001; Vaishampayan et al., 2000; Shin, &

Teicher, 2001; Mayer & Gustafson, 2006.



1.2. Filo Porifera:

As esponjas sdo animais multicelulares com organizagdo simples que
constituem o filo Porifera. Estima-se que existam em torno de 5000 espécies
de esponjas, que em sua grande maioria habitam o ambiente marinho podendo
também ser encontradas tanto em &guas doce quanto em &guas salobras, sao
animais de habito séssil com as mais variadas formas, dimensdes e cores.
Taxonomicamente o filo Porifera é dividido pela sistematica em trés classes
distintas: Calcarea, Hexactinellida e Demospongiae (Hickman, Roberts e

Larson, 2003).

Revestindo a parte externa do corpo das esponjas ha um grande nimero de
poros denominados de 6stios, de onde se originou o nome Porifera (portador
de poros), e canais que servem de sistema de alimentagéo e filtragdo do
animal, adequado para o habito de vida séssil, sendo classificados em trés
tipos diferentes de acordo com a complexidade do seu sistema aquifero, do
mais simples ao mais complexo tem-se: asconodides, sicondides e leucondides

(Hickman, Roberts e Larson, 2003; Ruppert & Barnes, 1996).

Apesar serem multicelulares estes animais ndo apresentam tecido
verdadeiro, desta forma as células que envolvem seu corpo realizam diversas
funcdes, apresentando um alto grau de independéncia (Ruppert & Barnes,
1996).

O revestimento externo desses animais €& feito por células achatadas
denominadas de pinacdécitos, que constituem a pinacoderme da esponja e sao
responsaveis pela fixagcdo da esponja ao substrato. Os porécitos sdo células
em formato de anel que ligam a superficie externa do animal a cavidade

interna denominada de espongiocele (atrio). Abaixo da pinacoderme encontra-



se 0 mesoilo constituido de uma matriz proteinacea gelatinosa, € equivalente
ao tecido conjuntivo de metazoarios, e possui material esquelético e células
ameboides denominadas de arqueodcitos (figura 2) (Hickman, Roberts e

Larson, 2003; Ruppert & Barnes, 1996).

Figura 3 — Desenho esquematico de uma esponja (do tipo ascondide), evidenciando sua

estrutura e alguns tipos celulares. Fonte: http://fossil.uc.pt/imags/esponja_esquema.jpg.



1.3. Potencial farmacolégico da familia Crambeidae e do género

Monanchora:

As esponjas pertencentes a familia Crambeidae pertencem & ordem
Poecilosclerida, s&o incrustantes com formato ramoso irregular ou tubulares
podendo ser encontradas em rochas, corais e mangues, principalmente em
aguas rasas, mas alguns géneros podem ocorrer em profundidades de ate
180m (Van Soest, R.W.M., 2002). Alcaléides guanidinicos ciclicos sao
encontrados, freqlientemente, nas espécies pertencentes a essa familia, tendo
sido inclusive sugerido que estes compostos possam ser usados como

marcadores taxonémicos para os seus géneros (Tavares et al., 1994).

A classe de alcaldides guanidinicos policiclicos isolados,
predominantemente, de esponjas pertencentes as ordens Poecilosclerida e
Axinellida é conhecida por exibirem uma ampla variedade de atividades
biolégicas dentre elas citotoxica, antiviral e antibacteriana (Hua et al., 2004).
Os géneros Crambe, Monanchora e Batzella pertencentes a essa ordem e o
género Ptfilocaulis pertencente a ordem Axinellida geralmente apresentam

estes tipos de compostos (Chang et al., 2003).

O isolamento da ptilomicalina A da espécie Ptilocaulis spiculifer foi o marco
inicial para o estudo destes compostos. Esta molécula foi, posteriormente,
isolada da espécie Hemimycale sp. observando-se, nesse estudo, que este é
um composto com atividade citotdxica potente em linhagens de células
tumorais apresentando também atividade anti-fungica contra Candida albicans
e antiviral contra Herpes simplex tipo 1 (HSV-1), desde entdo varios outros
compostos foram isolados de esponjas marinhas dos géneros acima citados

(Heys et al.,1999).



As crambescidinas foram isoladas, inicialmente, da esponja marinha Crambe
crambe e, posteriormente, das esponjas brasileiras Monanchora unguiculata e
Monanchora arbuscula (Patil, A.D., 1997). Estes sdo compostos com atividade
citotoxica em diversas linhagens de células, sao ictiotoxico (toxicos em peixes),
potente atividade antiviral contra Herpes simplex e, especificamente, a
crambescidina 816 & uma potente bloqueadora de canais de calcio (Heys ,

2000).

As batzelladinas sdo alcaldéides guanidinicos triciclicos que,
semelhantemente as ptilomocalinas, possuem um grande potencial antiHIV-1,
anticancer e antiprotozoaria (Hua et al., 2004 ).. Estes compostos foram
relatados de espécies do género Batzella, sendo também presentes no género
Monanchora, de acordo com trabalhos encontrados na literatura. No género
Batzella também ¢é possivel encontrar crambescidinas, mirabilinas e

ptilocaulinas (Patil ef al., 1995).

O género Monanchora, semelhantemente a todos os géneros pertencentes a
familia Crambeidae, € rico em alcaldides guanidinicos. Muricy e colaboradores
(1993) realizaram um estudo do potencial antifingico e antimicrobiano do
extrato bruto de 21 espécies de esponjas encontradas no sudoeste do atlantico
e observaram que o extrato etandlico da espécie M. arbuscula apresentou um

potencial promissor quanto a atividade antiinfecciosa.

Em um estudo realizado por Hui-ming Hua e colaboradores (2004)
foram isolados 3 alcaldides guanidinicos da espécie Monanchora unguifera, a

saber, Mirabilina B, 1,8a;8b,3a-didehidro-83-hidroxiptilocaulina e um isémero
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inédito deste a 1,8a;8b,3a-didehidro-8a-hidroxiptilocaulina. Nenhum dos
compostos exibiu atividade citotoxica relevante contra linhagens de células
tumorais, porém a Mirabilina B apresentou atividade anti-flingica contra
Cryptococcus neoformans e anti-protozoaria contra Leishmania donovani e a

mistura de isémeros foi ativa contra Plasmodium falciparum.

1.4. Relevancia e Justificativa:

Sabendo-se que 70% da superficie do planeta correspondem a ecossistemas
marinhos, os quais representam 95% da biosfera, o estudo desses ambientes
tem se tornado cada vez mais promissor por apresentarem uma imensa
biodiversidade. No tocante a alternativas terapéuticas, tem se mostrado
farmacolégicas que auxiliem no tratamento de inimeras patologias, dentre elas

o cancer (Burkhard Haefner, 2003).

O Brasil apresenta uma costa com aproximadamente 8.500 km de extenséo,
sendo que a maior porcdo tropical dela encontra-se na regido nordeste.
Contudo, pouco se conhece sobre os organismos que habitam esse ambiente.
A pesquisa voltada para prospecgdo de compostos com potencial
farmacoldgico desses organismos € considerada estratégica por envolver o
estudo da biodiversidade, pouco conhecida e ainda praticamente inexplorada,

das espécies que habitam essas aguas.

O potencial farmacoldgico dos invertebrados marinhos da costa cearense foi
pouco explorado pelos grupos de pesquisa até o momento, mas alguns
trabalhos merecem destaque. Em 2003, Jimenez e colaboradores realizaram
um screening (triagem) do extrato das 10 espécies de ascidias mais

abundantes do litoral cearense, avaliando quanto ao potencial citotdxico, 6 das
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10 espécies estudadas mostraram-se promissoras fontes de compostos com

atividade citotoxica.

Outros dois trabalhos estudaram o potencial citotéxico de esponjas marinhas.
O primeiro consistiu em um screening com extratos hidroalcodlicos das 8
esponjas mais abundantes encontradas na zona intertidal na praia de Flexeiras
(Trairi), onde avaliou-se o potencial citotéxico e antimicrobiano dos mesmos.
Dentre as 8 espécies estudas, 7 apresentaram atividade em algum dos
ensaios realizados (Jimenez et al., 2004). Em 2007, Ferreira e colaboradores
publicaram um screening para atividade citotoxica e antimitética de extratos
hidroalcodlicos de 22 espécies de esponjas coletadas no Parque Estadual
Marinho Pedra da Risca do Meio, Ceara (PEMPRM) no qual foram
encontradas 9 espécies citotoxicas e 19 que inibiram a divisdo de ovos de

ourico-do-mar Lytechinus variegatus (Ferreira et al., 2007).

Dentre as espécies mais promissoras deste trabalho (Ferreira et al., 2007),
a espécie M. arbuscula foi selecionada por se destacar das demais exibindo
potente citotoxicidade em 4 linhagens de células tumorais apresentando
concentragées inibitérias médias (Clsp) do extrato hidroalcodlico bruto variando
de 1,601 a 2,032 ug/mL. Também observou-se 100% de inibicdo dos ovo de

ourigco-do-mar em concentragdo unica de 500 pg/mL (Ferreira et al., 2007).

O objetivo do presente trabalho foi realizar o fracionamento quimico e
purificagdo do extrato bruto da esponja marinha Monanchora arbuscula
coletada no Parque Estadual Marinho Pedra da Risca do Meio — CE guiado
pela atividade citotéxica, bem como estudar a citotoxicidade das substancias

isoladas em células tumorais in vitro.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

2.1.1. Equipamentos

Agitador de placa MLW Modelo Thys 2

Centrifuga Centimicro FANEN Modelo 212

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

Colunas preparativas para CLAE Shimadzu ODS

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

Espectrofotometro de placas Packard Spectra Count

Evaporador rotativo Fisatom Modelo 802

Fluxo laminar VECO

Frascos para cultura de células Corning

Incubadora de células (CO; Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow
Liofilizador E — C Micromodulye com Bomba Valupump Savant Modelo VLP 80
Microscopio 6ptico Metrimpex Hungary/PZ0O-Labimex Modelo Studar lab
Microscopio éptico de inversao Nikon Diaphot

RMN Brucker DPX-300



2.1.2. Solugdes

Meio de cultura de
células RPMI 1640

MTT

Penicilina -
estreptomicina

Solugao salina (para
hemoalise)

Soro fetal bovino

Tampao fosfato (PBS)

Tripsina 0,25%

Triton X -100 1%

2.1.3. Reagentes

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

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

Penicilina 10.000 U.l./mL
Estreptomicina 10 mg/mL

8,5 g de Cloreto de sédio (0,85%)
1,11 g de Cloreto de calcio (10 mM)
H.O g.s.p 1 L de solugéo

8,766 g de Cloreto de sédio
2,14 g de NaHPO4.7H,0
0,276 g de NaHPO4.H,0

H20 g.s.p. 1 L de solugéo (pH = 7,2)
50 mL de Tripsina 2,5%

0,125 g de EDTA

450 mL de PBS

1 mL de Triton X-100
H,0 g.s.p. 100 mL de solugéo

Acetato de Etila Vetec Alcool Etilico Vetec

Acido Acético Vetec
Acido Cloridrico Vetec
Acido Sulftrico Vetec

Diclorometano Vetec

DMSO Vetec

13

Cultilab

Sigma

Cultilab
Cultilab

Labsynth
Reagen

Cultilab

Labsynth
Labsynth

Labsynth

Cultilab
Proquimios

Isofar

Eter de Petroleo Vetec

Alcool Metilico Vetec
Sephadex LH-20 Pharmacia
Silica gel 60 GF254 Merck
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2.1.4. Farmaco

Doxorrubicina Zodiac (fornecida pela farmacia do Institudo do Céancer do
Ceara - ICC)

2.1.5. Animais/Modelos Biolégicos Experimentais
Camundongos Mus musculus Swiss

Linhagens celulares tumorais:

2.2. Metodologias
2.2.1. Coleta do material:

A espécie Monanchora arbuscula (figura 5) foi coletada no Parque
Estadual Marinho Pedra da Risca do Meio, Ceara (figura 4), distante 10
milhas nauticas (aproximadamente 18,52 Km) do Porto do Mucuripe, em
Fortaleza, na dire¢édo 60°. Com uma area de 33,20Km?, o parque marinho
esta delimitado pelas seguintes coordenadas geograficas: A: 3°33'800”S e
38°26’000"W, B: 3°36°000”S e 38°26'000”W, C: 3°36’000”S e 38°21'600"W
e D: 3°33'800”S e 38°21'600”.

A coleta foi realizada por mergulho auténomo em profundidades que
variam de 17 a 30m. Apos a coleta foi feita a retirada dos contaminantes
do material, pesagem e em seguida o mesmo foi imerso em etanol (1,5L)
e estocado em freezer a -18 °C até o momento da preparagao do extrato

bruto.
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Figura 4 - Mapa do Parque Estadual Pedra da Risca do Meio — CE (modificado por Diego V.
Wilke). Fonte: http://Aww.projetonetuno.com.br/images/mapa_gran.gif.

2.2.2. Identificacdo da espécie:

Uma amostra do material coletado foi separada e fixada em solugdo
de etanol a 70% para identificagdo pelo Dr. Eduardo Hajdu do Museu

Nacional de Poriferas, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Figura 5 - Fotografia da espécie Monanchora arbuscula, registrada no Parque Estadual

Marinho Pedra da Risca do Meio, Ceara, em julho de 2004. Por Eduardo Hajdu.



2.2.3. Preparo do extrato bruto e fracionamento quimico:

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara com a participagdo da mestranda Julieta
Rangel de Oliveira e sob a orientagdo do Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira e

co-orientacao da Prof2. Dr2. Otilia Deusdénia Loiola Pessoa.

O etanol utilizado para estocagem do material foi separado e
evaporado em evaporador rotativo originando assim o extrato hidroalcodlico
(9,14g), em seguida o mesmo foi extraido com diclorometano e agua
obtendo-se assim uma fragdo aquosa e um extrato hidroalcoolico. As
colénias de M. arbusucula (1,5 Kg) foram homogeneizadas em 4,5 L de
etanol/diclorometano 1:1 (v/v) e, em seguida, filtrado. O filtrado foi seco em
evaporador rotativo numa temperatura maxima de 50°C, obtendo assim o
extrato organico (8,75g). Tanto o extrato hidroalcodlico quanto o extrato
organico foram submetidos a analise por cromatografia em camada delgada
(CCD) e reunidos por similaridade, obtendo-se assim o extrato bruto

(17,89g) como esquematizado na figura 6.

16
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[ Monanchora arbusctula ]

1. Estocagem em etanol
2. Evaporagao do solvente

{ Extrato Hidroalcodolico J Residuo
1. Extragéo com CH,Cl,/H,0 (3:1) 1. Trituragéo
2. Secagem com Na2S0O4 anidro 2. Extraga@o com CH,Cl,/EtOH (1:1)
r l 3. Evaporagéo do solvente
LFrac;ﬁo Aquosaq [ Extrato Hidroalcdolico } L Extrato Organico ]
cep CCD
| Reunido

[ Extrato Bruto ]

1. Ressuspenséo em metanol
2. Particédo lig/liq

Eter de Petréleo Diclorometano IAcetao de etila/ H,O Metanol

l
MAEP l [ MADCM ] FMAAC] Fase Aquosa MAME

Figura 6 - Representacdo esquematica da obtencdo do extrato bruto e respectivas
particdes liquido/liquido da Monanchora arbuscufa. As amostras dos balbes preenchidos de

azul foram submetidas ao teste do MTT para verificacdo de atividade bioldgica.

O extrato bruto seco foi dissolvido em metanol (200 mL) e submetido
a uma particdo liquido-liquido (figura 6), que foi acondicionado em um funil
de separagéo e extraido com éter de petroleo (3 X 100 mL), originando 2
fases distintas. A fase menos polar foi separada originando assim a fragdo
eter de petréleo (MAEP) (4,15g), enquanto que a fase mais polar foi
novamente submetida a uma particdo com diclorometano/agua (2 X 100
mL) obtendo-se, assim, a fracdo diclorometano (MADCM) (7,34g) e o

residuo metandlico.
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O residuo metandlico foi novamente submetido a uma partigéo liquido-
liguido em acetato de etila (2 X 100 mL) e agua (30 mL), obtendo-se as fragées
acetato de etila (MAAC) (2,89mg), uma fase aquosa e a fragcdo metandlica
(MAME) (1,459).

A fragdo MADCM, depois de seca, foi aliquotada (1g, 2,51g e 2,229g) e
cromatografada separadamente em coluna em gel de SEPHADEX LH-20,
utilizando metanol como eluente (figura 7). As fragdes obtidas foram
submetidas a analise comparativa em CCD e posteriormente reunidas por
semelhanga, obtendo-se assim as fragdes MADCM | (898,2 mg), MADCM II

(1,94g) e MADCM Il (164,7mg).

A fracdo MADCM | foi cromatografada em gel de silica por coluna
cromatografica (CC). A eluicdo do material foi realizada com diclorometano,
acetato de etila e metanol puros ou em misturas binarias em escala crescente
de polaridade. As duas fragdes obtidas dessa coluna foram submetidas a uma
RMN "H, sendo possivel determinar a presenca de uma mistura de alcaldides,
denominada MADCM AG (11,5mg), e uma fragdo denominada de Fr.AG |
(9,2mg) (figura 7).

A fracdo MADCM Il foi submetida a outra cromatografia em coluna de
SEPHADEX LH-20 utilizando metanol como solvente, da qual obtiveram-se
duas fragbes que foram submetidas a uma ressonéncia magnética nuclear de
préton (RMN 1H) para obtencéo dos espectros para a determinacao estrutural.
Da primeira fragao, foi identificado o alcaléide guanidinico mirabilna B (26mg) e

a outra fragcéo foi denominada Fr.AG Il (17,7 mg) (figura 7).
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A fragdo MAAC foi submetida a uma coluna cromatografica em gel de
silica filtrante eluida com diclorometano, acetato de etila e metanol puros ou
em misturas binarias em escala crescente de polaridade, obtendo-se, assim,
22 amostras que foram reunidas por analise comparativa por CCD em 15
fracoes. A fracdo mais purificada foi submetida & uma cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) eluida em metanol. As trés fragdes obtidas,
denominadas MAA-1, MAA-2 e Fr. AAG foram analisadas por RMN 'H onde,
das fragdes MAA-1 e MAA-2 respectivamente, observou-se tratar de alcaldides
guanidinicos isolados, ptilocaulina (PT) (34,0 mg) e 8b-B-hidroxiptilocaulina
(8HPT) (24,5 mgq) (figura 7).

As fracbes Fr.AG |, Fr.AG Il e a Fr. AAG foram analisadas por CCD
comparativa e reunidas em uma Unica fragdo. Esta amostra foi submetida a
uma coluna cromatografica (CC) obtendo-se uma mistura de epimeros
composta por 1,8a;8b,3a-didehidro-8B-hidroxiptilocaulina e um isémero
1,8a;8b,3a-didehidro-8a-hidroxiptilocaulina que foi denominada MAMPI (6,0

mgq) (figura 7).
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1. Dividido (3X)
2. SEPHADEX LH-20

——
l MADCM | MADCM II MADCM I1I

cc SEPHADEX LH-20

P 2

[MADCM e J [F“AG' }( Mirabilina B ][ Fr.AG Il ] [ Fr.AAG ]LPtilocaulinaj( 8b-B-hidroxiptilocaulina ]
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Figura 7 — Esquema mostrando a obtencdo das misturas e compostos puros das fracdes

MADCM e MAAC. As amostras dos baldes desatacados em azul foram submetidas ao teste do
MTT para verificagZo da atividade antiproliferativa.

2.2.4. Triagem das fra¢des bioativas:
2.2.4.1 Estudos em células tumorais in vitro
2.2.4.1.1. Manutencdo da cultura de células:

As linhagens celulares fornecida pelo foram cultivadas em frascos para
cultura (Corning, 75cm?, volume de 250mL), utilizando meio de cultura RPMI
1640 complementando com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos. As
células foram incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,,
seguido da observacdo do crescimento das mesmas utilizando um microscopio
de inversdo a cada 24 horas. Quando necessario, as células foram repicadas

em um novo meio de cultura em uma concentracdo de 0,5-1,0 x 10° céls/mL.
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2.2.4.1.2. Avaliacao da citotoxicidade - Ensaio do MTT:

A citotoxicidade em todas as etapas do fracionamento quimico foi
monitorada através do ensaio do MTT (Mosmann, 1983) utilizando as
seguintes linhagens celulares de origem humana: HL-60 (leucemia aguda
promielocitica), HCT-8 (carcinoma de célon), SF-295 (glioblastoma) e MDA
MB-435 (melanoma) fornecidas pelo US - National Cancer Institute (Instituto

Nacional do Cancer dos Estados Unidos).

As células em suspensdo ou monocamadas foram plagueadas em
multiplacas de 96 cavidades numa concentracdo de 2 x 10* células/100pL,

para células suspensas e 2 x 10° células/1 00pL para aderidas.

As amostras (extrato bruto, fragdes e compostos isolados) a serem
testadas foram diluidas em dimetilsuféxido (DMSO) e em seguida foram
diluidas em serie e plaqueadas nas cavidades com a suspensdo de células
onde ficaram incubadas durante 72 horas em concentragdes que variaram de
0,02 pg/mL a 25 ug/mL. Apds o periodo de incubagédo, as placas foram
centrifugadas a 1000 rpm por 5 min, e o sobrenadante foi aspirado e
descartado, logo em seguida cada cavidade recebeu 150uL da solugéo de
MTT 0,5mg/mL (10% em meio RPMI 1640) e foi reincubada durante 3 horas
nas mesmas condi¢gées das células. Em seguida, as placas foram novamente
centrifugadas a 3000 rpm por 10 min., o sobrenadante foi aspirado e o
precipitado ressuspendido em 150uL de DMSO. Para a quantificagao do sal
reduzido pelas mitocdndrias das células vivas, as absorbancias foram lidas
com auxilio de um espectrofotémetro de placas, em um comprimento de onda

de 595 nm.
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2.2.4.1.3. Analise dos resultados:

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e seus
respectivos erros-padréo de n experimentos. O calculo das Clsg (concentragao
inibitéria capaz de provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos
intervalos de confianga de 95% (IC 95%) foram realizados por regressdo nao-

linear no software GraphPad Prism.
2.2.4.2, Avaliagcao do dano a membrana plasmatica - Teste Hemolitico:

Foi feita uma coleta de sangue de camundongos (Mus musculus Swiss)
pela via do plexo ocular e imediatamente diluido em solugdo salina
complementada com CaCl, 10 mM sob agitagéo para evitar coagulagdo. Apés
a coleta, o sangue foi centrifugado, (5000 rpm por 3 mim) e o sobredandante
descartado. O precipitado contendo os eritrocitos foi lavado trés vezes em
solugao salina e diluido para se obter uma solugao de eritrocitos (SE) a 2%. O
material a ser testado foi diluido e plagueado em placas de 96 cavidades,
como controle negativo do ensaio foi utilizada solugcdo salina, que foi
adicionada aos pog¢o da 1?2 coluna e para controle positivo foi adicionado 20 pyL
de Triton X-100 1% e 80 pL de solugdo salina a serem adicionados as
cavidades da 32 coluna. A 22 coluna recebeu em cada poc¢o 50 puL de solucéo
salina e 50 pL do veiculo‘da substancia testada (DMSO). Da 42 a 112 coluna
receberam 100 puL de solugéo salina enquanto que a 122 coluna recebeu 180
ML de solucéo salina e 40 pL do material teste, em seguida foi retirado 100 uL
da solucéo e transferida para coluna anterior de modo que as concentragoes
ficaram reduzidas a metade. Logo apos, a placa recebeu 100 pL de solugéo de

eritrocitos (SE) 2% e ficou incubado sobre agitacdo a temperatura ambiente.
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Apés 1 hora de incubagéo as placas foram centrifugadas a 5000 rpm
por 3 min. e o sobrenadante foi transferido para outra placa a qual foi feita a

leitura de absorbéancia a 540nm.

2.2.4.2.1. Analise dos Resultados:

A concentracéo efetiva média (CEsp) foi determinada de maneira relativa
aos controles positivo e negativo utilizando o programa GraphPad Prism 5.0

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

3.1. Fracionamento bioguiado do extrato bruto e isolamento de

compostos da espécie Monanchora arbuscula:

As fragbes MADCM e MAAC, submetidas a uma separacao
cromatografica, possibilitou o isolamento de 3 alcaldides guanidinicos puros,
ptilocaulina, 8b-B-hidroxiptilocaulina e mirabilina B, e duas misturas, uma delas
a MAMPI composta por dois epimeros (1,8a;8b,3a-didehidro-83-
hidroxiptilocaulina e  1,8a;8b,3a-didehidro-8a-hidroxiptilocaulina),  cujas
estruturas foram determinadas por espectro de RMN 'H (figura 8). A outra

MADCM AG mistura nao teve suas estruturas identificadas.
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Figura 8 - Estruturas dos compostos: ptilocaulina, 8b-B-hidroxiptilocaulina, mirabilina B,

1,8a;8b,3a-didehidro-8B-hidroxiptilocaulina e 1,8a;8b,3a-didehidro-8a-hidroxiptilocaulina.

3.2. Avaliagao do Potencial citotoxico:

As fracbes obtidas do fracionamento do extrato bruto da esponja
marinha M. arbuscula foram avaliadas quanto ao seu potencial citotéxico
através do método do MTT, em curva de concentragcdes variando entre 0,05 a
25ug/mL em 4 linhagens de células tumorais: HL-60, HCT-8, MDA-MB-435 e
SF-295 apés 72 horas de incubacgao, para obten¢do a concentracao inibitoria
média (Clsp) das fracbes. As fragdes obtidas dos solventes de polaridade
intermediaria se mostraram bastantes promissoras para dar-se continuidade ao
fracionamento quimico, apresentando Clsy variando de 1,13 pg/mL a 3,10

pg/mL (tabela 2).
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Tabela 2 — Atividade antiproliferativa do extrato bruto e das fragdes obtidas determinadas pelo
método do MTT apds 72hs de incubagéo. Os valores representam suas Clsg € IC95% (ug/mL)

MTT
Amostras Clsp (ng/mL)
IC 95%
HL-60 HCT-8 MDA-MB-435 SF295
218 5,42 1,74 756
E |
xratoBrto . 4 o485 57 3.716-7,897 1,513-2,000 6.415-8.886
MADCM 1,44 231 1,17 3.05
1,210-1,725 2.039-2,616 0,959-1,418 2274-4,094
MAAC 1,31 1,87 1,13 208
1,193-1,447 1,678-2,083 0,956-1,331 1,937-2.244
- 250 286 422 7.04
2.065-3,021 1,972-4,162 3,509-5,066 5.353-9.269
772 15,64
WASR 6,094-9,768 *E9 14,43-16.95 B

As fragdes MADCM e MAAC mostraram-se bastante promissoras para
continuidade do estudo e foram selecionadas para o fracionamento. Trés
compostos puros isolados, uma mistura nao identificada e uma mistura de
epimeros foram obtidas e submetidas ao ensaio do MTT nas quatro linhagens
tumorais incubadas durante 72 horas para se obter as suas Clsg. Os resultados
estdo descritos na tabela 3, evidenciando uma atividade mais pronunciada das
fracoes MADCM I, seguida por MADCM |. Dentre os compostos puros, tanto a
ptilocaulina quanto a 8b-B-hidroxiptilocaulina apresentaram atividade
antiproliferativa frente as linhagens testadas, sendo a ptilocaulina mais ativa
com Clsg variando de 1,10 pg/mL em células HL-60 a 11,26 pug/mL em células

da linhagem SF-295.
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Tabela 3 — Fracbes ativas, misturas e compostos puros obtidos do extrato bruto de M.

arbuscula testadas em linhagens celulares tumorais pelo método do MTT apds 72hs de

incubagéo. Os valores abaixo se referem as Cls € IC 95% dados em pg/mL para fragdes

MTT
Amostras Clso (pg/mL)
IC 95%
HL-60 HCT-8 MDA-MB-435 SF 295
6,74 20,40 8,08
MADCM I > 25
5,441 -8,350 18,07 —23,03 7,242-9,028
3,35 15,10 5,24 20,56
MADCM II
2,503-4,489 12,71-17,94 4607 -5949 18,88-22,38
23,59
MADCM Il >25 >25 >25
11,20 — 49,67
MADCM AG >25 >25 >25 >25
MAMPI >25 >25 >25 >25
Mirabilin B >5 >5 >5 >5
PT 1,10 4,37 1,84 11,26
8HPT 1,82 8,89 3,51 18,85
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3.3. Avaliagao quanto ao dano em membrana plasmatica

O extrato bruto obtido da espécie M. arbuscula assim com as suas
fragbes, misturas e compostos obtidos foram submetidos ao ensaio hemolitico
para avaliar o seu dano a membrana plasmatica, sendo testadas durante um
periodo de incubagao de 1h em eritrécitos de camundongos Mus musculus em
concentragdes que variaram de 8 a 1000 pg/mL. A fragdo MAAC (acetato de
etila) concentrou em maior grau a atividade hemolitica observada no extrato
bruto. Os compostos puros ptilocaulina e 8b-B-hidroxiptilocaulina também
apresentaram uma atividade hemolitica elevada e moderada, respectivamente
(tabela 4).

Tabela 4 — Valores de CEg, € IC 95% referentes ao teste de hemdlise em eritrécitos murinos
apdés 1h de incubacgéo das fragbes e compostos puros isolados (ug/mL) ativos no ensaio do
MTT

Hemolise Hemolise

Amostras CEs, (pg/mL) Amostras CEs (pg/mL)
IC 95% IC 95%
37,54 195,5

Extrato Bruto 29,99 — 47,00 MADCM I 193.9 - 197 1
146,4 114.7

MADCM 135,0-158,6 MARCHI 108.2- 115.3
80,02 87,17

MARG 59,54-107.6 il 79.06 - 96.12
132,4 1625

MAME 110,9-158, 1 SHFT 138.6 - 167.9

MAEP > 500
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A figura 9 abaixo representa, comparativamente, as curvas de concentragdes

obtidas dos ensaios MTT e hemdlise dos compostos isolados.
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Figura 9 - Grafico representativo da curva de concentragbes inibitérias e efetivas médias

determinadas pelos ensaios do MTT e hemdlise dos compostos PT e 8HPT.
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3.4. Analise dos resultados obtidos

Os resultados de Clsg e CEsg dos ensaios de MTT e hemodlise
respectivamente foram relacionados quanto a razdo de 8HPT/PT, onde
percebemos que as razbes obtidas apresentam pouca variagdo entre as

linhagens e os modelos estudados, como mostrados na tabela 5.

Tabela 5 — Valores de Clsy e CEsp dos ensaios de MTT e hemdlise respectivamente,

relacionando quanto a razéo de atividade entre PT e HPT expressos em pg/mL

MTT Hemolise
CE

Amostras Clso (ng/mL) 50

(ng/mL)
IC 95%

HL60  HCT-8 MNDA-MB-435 SF205 ¢ %%%

PT 1,10 4,37 1,84 11,26 8717

8HPT 1,82 8,89 3,51 18,85 1525

8HPT/ PT 1,65 2,03 1,91 1,67 1,75
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4. DISCUSSAO

Os estudos com organismos marinhos coletados no litoral cearense
visando a prospeccdo de substancias bioativas, sdo ainda incipientes, mas ja
ressaltam o potencial anticAncer de ascidias e esponjas, alem do alto grau de

endemismo da regido (Jimenez ef al., 2003; 2004; Wilke, 2005).

Recentemente, Ferreira e colaboradores (2007) realizaram um
screening de 22 espécies de esponjas coletadas no Parque Estadual Marinho
Pedra da Risca do Meio, Ceara, avaliando o potencial citotéxico, hemolitico e
antimitético em ovos de ourigo-do-mar (Lytechinus variegatus) dos extratos
etanodlicos destas espécies. Das espécies coletadas 6 delas mostraram-se
promissoras quanto ao seu potencial citotdéxico nas linhagens de células
tumorais testadas (HL-60, MDA-MB-435, HCT-8, SF-295), sendo que as
espécies Monanchora arbuscula, Amphimedon compressa e Geodia
corticostylifera apresentaram-se mais potentes na inibicdo do crescimento
celular com Clsg variando de 1,601 a 2,032 pg/mL, 1,596 a 2,962 yg/mL e

menor que 1,56 pg/mL respectivamente.

Os extratos das espécies Agelas clathrodes, Agelas sp.,
Pseudosuberites sp.n. e Hyattella intestinalis apresentaram atividade
moderada quanto ao seu potencial citotéxico nas linhagens celulares testadas.
As espécies Monanchora arbusucula e Geodia Corticostylifera foram as que

apresentaram maior atividade hemolitica em eritrécitos murinos com
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concentragbes efetivas médias (CEsg) de 37,54 pg/mL e 55,10 pg/mL

respectivamente (Ferreira ef al., 2007).

P

do-mar apenas as espécies Niphates sp., Pseudosuberites sp.n. e
Dragmacidon reticulatus apresentaram pouca ou nenhuma atividade em
concentragdo de 500 pg/mL. Ja as espécies Monanchora arbuscula,
Amphimedon compressa, Agelas dispar, A. clathrodes, Aplysina sp., Aplysina
Osp.n.3, Aiolochroia crassa, Ircinia strobilina e Hyattella intestinalis

apresentaram maior efeito inibitério da divisao celular (Ferreira et al., 2007).

Um estudo realizado por Jimenez e colaboradores (2004) avaliou o
potencial citotéxico, antimitético e antimicrobiano de extratos hidro-metandlicos
obtidos de 8 espécies de esponjas coletadas na zona intertidal da praia de
Flexeiras, Ceara (Trairi). Das 8 espécies estudadas 7 apresentaram algum tipo
de atividade bioldgica, sendo a inibicdo do desenvolvimento de ovos de ourigo-
do-mar e a atividade antiproliferativa em células tumorais mais freqiientemente
observadas. O extrato obtido da esponja Amphimedon sp. apresentou-se como
sendo o mais ativo inibindo o crescimento bacteriano com minima
concentracgao inibitoéria (MIC) de 0,15 mg/mL; quanto a atividade antimitética no
desenvolvimento embrionario de ovos de ourigo-do-mar foi mais acentuado em
32 divisdo e fase de blastula com concentracdes inibitérias (Clsp) de 107,8
Hg/mL e 62,5 pg/mL respectivamente, enquanto que sua atividade
antiproliferativa em linhagens de células tumorais variaram com Clso de 2,8 a

31,9 pg/mL.
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Um estudo realizado por Wilke (2005) com a espécie Ircinia felix
coletada no Parque Estadual Pedra da Risca do Meio, Ceara, avaliou o
potencial citotdxico de fragbes obtidas do extrato hidroalcdolico bruto da
espécie em um fracionamento bioguiado e mostrou que as fracdes de
polaridades intermediarias obtidas por diclorometano, cloroférmio e as obtidas
por acetato de etila, apresentavam uma atividade antiproliferativa bastante

promissora.

Tendo em vista os resultados promissores observados para o extrato
bruto da espécie M. arbuscula coletada no PEMPRM, decidiu-se por investigar
mais adiante as suas propriedades quimicas e farmacolégicas, realizando o
fracionamento quimico deste extrato bruto direcionado pela atividade citotéxica

das amostras obtidas em 4 linhagens de células tumorais.

O ensaio do MTT é uma ferramenta muito importante no estudo de
bioprospeccdao de compostos citotdxicos, que tém uma forte correlagdo com
atividade antiproliferativa. Este € um ensaio colorimétrico quantitativo baseado
na determinacdo indireta da quantidade de células presentes a partir da
conversdo do MTT, um sal amarelo de tetrazolina, em formazan, um composto

de purpura, pelas células metabolicamente viaveis (Fornelli et al., 2004).

Das fracdes obtidas das primeiras particbes com solventes organicos do
extrato, as fragcbes MAME (metandlica), MADCM (diclorometanica) e MAAC
(acetato de etila) mostraram-se ativas nas linhagens testadas, sendo que as
fracdes de polaridade intermediaria — MADCM e MAAC — mostraram uma
atividade semelhante e mais pronunciada (Tabela 2). Estas fragées, quando

comparadas por analise CCD, mostraram, também, serem semelhantes
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quimicas. Vale ressaltar que, fracionamentos bioguiados de extratos
hidroalcodlicos de invertebrados realizados anteriormente pelo nosso grupo de
estudos, as fragées de polaridade intermediaria sao freqiientemente as mais

promissoras quanto a atividade citotoxica (Wilke, 2005; Jimenez et al., 2007).

As fracbes MADCM e MAAC foram, entdo, submetidas a varias
separagbes cromatografica de onde obtivemos 3 compostos puros e 2
misturas. Por andlises de RMN 'H pode-se constatar que se tratavam de
alcaléides guanidinico. Outros estudos ja foram realizados no sentido de
obterem-se compostos com algum tipo de atividade biolégica da espécie M.
arbuscula, também comprovaram ser esta espécie uma fonte em alcaldides

guanidinicos biologicamente ativos.

Estudos realizados por Muricy e colaboradores (1993) avaliaram a
atividade antimicrobiana de extratos metanodlicos de 21 espécies de esponjas
coletadas nas praias do Forno e Arraial do cabo, Rio de Janeiro — RJ. Este
estudo mostrou que 19 dos 21 extratos testados apresentaram-se
potencialmente interessantes quanto a alguma das atividades avaliadas. Das
esponjas estudadas, o extrato metandlico obtido das espécies M. arbuscula e
Arenosclera Osp. apresentaram potente atividade antibacteriana e antifungica,
tendo sido este o primeiro relato de atividade anti-infecciosa da espécie M.
arbuscula.

Recentemente, Kossuga e colaboradores (2007) realizaram estudos

quimicos e farmacoloégicos para determinar o potencial citotdxico,

antibacteriano e antimicobacteriano do extrato metandlico da espécie M.
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arbuscula. Este extrato mostrou-se potente em todas as atividades

investigadas.

Neste mesmo estudo Kossuga e colaboradores (2007) relatam
separagao quimica deste extrato, de onde isolaram um alcaléide guanidinico, a
isoptilocaulina, que foi testado quanto a sua atividade antibacteriana. A
isoptilocaulina encontrada no extrato metandlico da espécie M. arbuscula
apresentou como um potente antibiético contra linhagens de Staphylococcus

aureus resistentes a cloranfenicol.

Os alcaldides guanidinicos sdo compostos conhecidos na literatura por
apresentarem uma vasta variedade de atividades biolégicas. Eles s&o
freqientemente encontrados em espécies do género Monanchora, Crambe,
Ptilocaulis e Batzella. Alguns autores consideram que os estes 4 géneros, e
mais enfaticamente, os 3 primeiros, poderiam ser eventualmente agrupados
em um unico género (Crambe, por razdes de prioridade). Além dos caracteres
morfolégicos e estruturais, as semelhancas quimicas entre essas espécies,
inclusive pela presenca recorrente dos alcaléides guanidinicos, sao forteé
argumentos para embasar essa reuniao (Kossuga et al.,, 2007; Patil et al.,
1997; Van Soest ef al., 1996). Tavares e colaboradores (1994) sugerem que a
presenca do alcaldide guanidinico crambescidina 800 nos géneros
Monanchora e Crambe possa estabelecer uma relacdo entre ambos os
géneros.

A isoptilocaulina € um composto homélogo a ptilocaulina, que é também
um alcaldide guanidico ftriciclico que apresenta uma pronunciada atividade

antimicrobiana e citotoxica. Este alcal6ide foi primeiramente isolado da esponja



36

caribenha Ptilocaulis spiculifer, contudo este composto ja foi isolado de outros

géneros de esponjas incluindo o género Monanchora (Patil et al., 1997).

Ruben e colaboradores (1989) realizaram um estudo para avaliar o
potencial citotéxico da ptilocaulina extraida de P. spiculifer em 14 linhagens de
células tumorais humanas e murinas e teve como resultados uma pronunciada
inibicdo do crescimento celular avaliado pelo método do MTT em 4 linhagens
celulares, com Clsp < 0,1 pg/mL, e apresentou uma inibicdo moderada para 6
linhagens celulares com um intervalo de Clsg entre 0,1ug/mL < Clsp < 1pg/mL.
Neste estudo também se observou uma maior seletividade do composto por
linhagens de melanomas, e, por outro lado, uma menor atividade em linhagens

de adenocarcinomas de colon e células linféides normais.

Esse estudo também fez uma comparacdo das médias da Clsp da
ptilocaulina entre as Clsg de 10 compostos, sendo 5 naturais e 5 sintéticos,
atualmente usados na clinica. Por semelhanca de perfil de atividade, os
autores associaram a ptilocaulina a 2 dos compostos naturais (vincristina e
bleomicina) e a 3 dos produtos sintéticos (5-flourouracil, citarabina e

metrotexato) (Ruben ef al., 1989).

No presente trabalho, a ptilocaulina (PT) isolada da M. arbuscula
coletada do PEMPRM apresentou Clsp superiores (Tabela 3, pag 27) as
citadas no trabalho previamente mencionado, porém o perfil da sua atividade
citotoxica apresentou-se de um modo semelhante ao descrito por Ruben e
colaboradores (1989). Ainda que testada em um menor nimero de linhagens,
a ptilocaulina mostrou alguma seletividade entre as linhagens, tendo sido mais

ativa em linhagens de leucemia (HL-60) e melanoma (MDA-MB-435), com ICsg
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cerca de 10 vezes menor que nas linhagens de cdélon (HCT-8) e glioblastoma.
(SF-295).

O composto 8b-B-hidroxiptilocaulina (8HPT) ja isolado de M. arbuscula,
foi descrita anteriormente por Tavares e colaboradores no ano de 1994,
contudo ndo ha relatos anteriores de estudos visando alguma atividade
biolégica (Tavares et al, 1994). No presente estudo, esse composto
apresentou atividade citotoxica mais pronunciada nas linhagens de leucemia
(HL-60) e melanoma (MDA-MB-435) e menos pronunciada nas linhagens de
colon (HCT-8) e glioblastoma(SF-295). Os valores de ICso encontrados sdo
bastante préximos aos determinados para a ptilocaulina presentemente
estudada, entretanto, a razdo 8HPT/PT é em média 1,8X nas linhagens

avaliadas.

Os compostos acima também foram avaliados quanto ao seu potencial
em causar danos a membrana plasmatica em eritrcitos isolados de
camundongos (Mus musculus Swiss). Ambos os compostos PT e 8HPT
apresentaram atividade hemolitica com CEsp de 87,17 ug/mL e 152,50 pg/mL
respectivamente, sendo evidenciada uma atividade mais pronunciada para o
composto PT em relacdo ao 8HPT, contudo este efeito hemolitico € observado
em concentragdes, varias vezes maior que aquelas determinadas no ensaio do

MTT.

Os alcaldides isolados e identificados no presente trabalho apresentam
sua cadeia estrutural muito semelhante, contudo algumas variagées podem ser
observadas em relagéo a atividade biologica destes compostos. Os compostos

PT e 8HPT apresentam estruturas bastante semelhantes, contudo a 8HPT
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diferencia da PT por apresentar uma hidroxila no carbono 8b. A atividade
citotoxica da 8HPT é sempre menor em relagdo a PT e pode estar relacionada
a presenca desta hidroxila. E interessante observar que ambas as moléculas
apresentam o mesmo perfil de atividade, contudo o composto PT apresenta
recorrentemente uma maior atividade em razao aproximada de 1,8 vezes. Ja
os compostos mirabilina B e a mistura de epimeros (1,8a;8b,3a-didehidro-83-
hidroxiptilocaulina e 1,8a;8b,3a-didehidro-8a-hidroxiptilocaulina) apresentam
em sua estrutura duplas ligacdes que podem estar relacionadas a auséncia de
atividade destes compostos.

O composto mirabilina B isolado neste trabalho ndo apresentou
atividade significativa quanto ao seu potencial citotoxico frente as linhagens
testadas o que corrobora com os resultados encontrados em um estudo feito
por Hua e colaboradores em 2004, relatando que a molécula Mirabilina B
isolada da espécie M. unguifera foi avaliada quanto a sua atividade
antimicrobiana, citotéxica, anti-HIV e antituberculose. Este composto néo
apresentou atividade citotoxica contra 14 linhagens de células tumorais
testadas e nem mostrou qualquer efeito antiviral, contudo o composto exibiu
uma potente atividade antifingica contra Cryptococcus neoformans com Clsg
de 7,0 yg/mL e uma pronunciada atividade antiprozoaria contra Leishmania

donovani com Clsgigual a 17,0 pg/mL (Hua et al., 2004).

A mistura de epimeros composta por 1,8a;8b,3a-didehidro-83-
hidroxiptilocaulina e o seu isdmero 1,8a;8b,3a-didehidro-8a-hidroxiptilocaulina
haja vista estudados por Hua e colaboradores em 2004, avaliaram o potencial

citotoxico, antiviral, antimicrobiano e antituberculose desta mistura, que se
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mostrou ativo apenas contra o protozoario causador de malaria, Plasmodium
falciparum, com Clsg igual a 3,8 pg/mL. Os resultados obtidos neste estudo
também mostraram que esta mistura de epimeros néo apresenta atividade

citotéxica em linhagens celulares tumorais.

Este estudo é parte de um trabalho pioneiro que visa conhecer o
potencial farmacolégico das espécies de invertebrados marinhos da costa do
Ceara e, mais especificamente, das esponjas marinhas do Parque Estadual
Marinho Pedra da Risca do Meio. Etapas posteriores deste trabalho ja estédo
em andamento e visam esclarecer os mecanismos de agao citotéxica das
moléculas aqui estudadas utilizando outros modelos celulares e diferentes
alvos bioldgicos. Entretanto, os resultados aqui apresentados sedimentam a
importancia dos estudos dos produtos marinhos como uma inovadora fonte de
moléculas bioativas, assim como fornecem novos dados acerca da fauna

marinha cearense, ainda pouco estudada quanto ao seu potencial

farmacologico.
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5. CONCLUSAO

O Parque Estadual Marinho Pedra da Risca do Meio vem demonstrando
ser uma importante fonte de produtos naturais bioativos na costa cearense. O
fracionamento bioguiado do extrato bruto da esponja marinha Monanchora
arbuscula revelou que esta espécie € rica em compostos citotoxicos e abriga
alcaléides guanidinicos com interessante atividade antiproliferativa em células
de linhagens tumorais.

Os compostos pitlocaulina (PT) e 8b-B-hidroxiptilocaulina (8HPT)
isolados da fracdo MAAC (acetato de etila) apresentaram uma atividade
citotoxica contra as linhagens de células tumorais, mostrando, inclusive, uma
especificidade para a linhagen de melanoma (MDA MB 435) e leucemia (HL-
60), sendo o composto PT em média 1,8 vezes mais ativo que o composto
8HPT, e apresentando atividade hemolitica, porém em concentragdes bem

superiores as encontradas para suas Clsp.
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