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RESUMO

A descoberta de farmacos a partir de produtos isolados de organismos marinhos
tem apresentado um grande crescimento nos ultimos anos, principalmente devido aos
avangos tecnoldgicos analiticos, sintese quimica e biotecnologia. Dentre estes, as esponjas
representam uma das principais fontes de metabdlitos prototipos para diversas atividades,
destacando-se os efeitos antitumorais. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo a
investigacdo quimica e biolégica de trés esponjas coletadas na costa sul-brasileira:
Haliclona tubifera, Polymastia janeirensis e Scopalina ruetzleri. Considerando a
correlacdo entre cancer, disturbios da coagulacdo e desbalanco de espécies reativas de
oxigénio (EROs), foram realizados ensaios visando a aquisicdo destas atividades e a
identificacdo de substancias bioativas. Para a esponja H. tubifera foram observados
interessantes efeitos antitumorais em células de glioma e neuroblastoma humano (ICsq <
20 pg/ml), além das atividades antioxidante e anticoagulante para a fracdo acetato de
etila. O composto majoritario desta fragdo foi isolado como um derivado N-Boc e sua
configuracdo foi estabelecida utilizando um novo protocolo de dicroismo circular e
semissintese de derivados. Assim, este esfingosideo de cadeia longa isolado
(2R,3R,6R,7Z)-2-amino-7-octadecene-1,3,6-triol, foi denominado halisphingosine A.
Um novo composto minoritario, halisphingosine B foi obtido usando técnicas de
isolamento em escala nanomolar. Sua configuracdo absoluta foi estabelecida por
comparagdo com o composto A. Da mesma forma, para a esponja S. ruetzleri, a fracdo
acetato de etila demonstrou os resultados mais promissores. Um potencial efeito
anticancer e de inibicdo dos radicais peroxila foi observado. Além disso, um efeito
modulador da peroxidacdo lipidica foi evidenciado em ensaio ex vivo de dienos
conjugados. Através da analise por RMN de H, verificou-se que a fracdo era
majoritariamente constituida por acidos graxos, os quais foram derivatizados para
caracterizacdo por Cromatografia Gasosa (GC/FID). Foram identificados 32 &cidos
graxos principalmente poli-insaturados (53%). Acidos graxos minoritarios no usuais para

0 ambiente marinho também foram caracterizados. A esponja P. janeirensis apresentou 0s



efeitos citotoxicos mais promissores em células de glioma e neuroblastoma humano, com
um ICsg < 1,0 pg/ml para o extrato aquoso (pH 6,8), sendo este efeito pH-dependente,
uma vez que o extrato (pH 5,8) ndo alterou a viabilidade celular. Para P. janeirensis, foi
também investigado seu potencial de defesa quimica em modelo de Zebrafish. Foi
observado que o0 extrato aquoso desencadeia um efeito de fuga, alterando
significativamente o comportamento espago-temporal de peixes Danio rerio. Analisando
em conjunto, os dados do presente trabalho representam uma nova contribuicdo para o
estudo quimico e bioldgico de espécies de esponjas marinhas da costa sul-brasileira e
apontam as potencialidades destas esponjas na busca de moléculas protétipos para

farmacos, especialmente relacionados a terapia do cancer.

Palavras-chave: Polymastia janeirensis; Haliclona tubifera; Scopalina ruetleri; esponjas

marinhas; anticancer; esfingosideos; acidos graxos; Zebrafish.



ABSTRACT

Chemical prospecting of marine sponges and bioassays related to anticancer activities in

vitro and of defense in zebrafish model

Drug discovery from marine natural products has increased in the past few years,
mainly due to technological advances in spectroscopy, chemical synthesis and
biotechnology. Among all marine animals, sponges represent one of the major sources of
prototype metabolites for several biological activities, highlighting the antitumor effects.
In this context, this study carried out chemical and biological investigation of three
sponges collected on the South Brazilian coastline: Haliclona tubifera, Polymastia
janeirensis and Scopalina ruetzleri. Considering the correlation between cancer, clotting
disorders and imbalance of reactive oxygen species (ROS), experiments were conducted
for acquisition of these activities and identification of bioactive compounds. H. tubifera
showed an interesting cytotoxic effect in human neuroblastoma and glioma cell lines (1Cs
<20 pg/ml), antioxidant and anticoagulant effect for ethyl acetate (EtOAc) fraction. The
major compound of EtOAc fraction was isolated as an N-Boc derivative and its
configuration was established using a new circular dichroism protocol with the production
of semi-synthetic derivatives. This long chain sphingoid base (2R,3R,6R,Z2)-2-
aminooctadec-7-ene-1,3,6-triol was named as  halisphingosine A. A new minor
compound, halisphingosine B was obtained using nanomol scale techniques and their
absolute configuration was established by comparison with compound A. Likewise, for
the sponge S. ruetzleri, the EtOAc fraction showed the most promising results. A potential
anticancer effect, inhibition of peroxyl radicals and modulation effect of lipid
peroxidation was observed. Fingerprint *H NMR analysis showed that this fraction is
mainly constituted of fatty acids. Through Fatty Acid Methyl Ester (FAMESs) analysis by
GC/FID, it was possible to identify 32 fatty acids, of which around 50% were

Polyunsaturated Fatty Acids (PUFAS). In addition, some minor unusual fatty acids for the



marine biosphere were identified. It was observed for P. janeirensis the most promising
cytotoxic effects on human glioma and neuroblastoma cells, with an 1Csq <1.0 pg/ml to
aqueous extract (pH 6.8), being this effect pH-dependent, since the extract (pH 5.8) did
not affect the cell viability. Moreover, P. janeirensis was investigated along their
potential chemical defense in Zebrafish model. Aqueous extract trigged an escape effect,
significantly altering the spatio-temporal swimming activity of animals. Taken together,
the data presented from this study represent a new contribution to chemical and biological
research of marine sponge species from South Brazilian coastline, and point the
potentialities of sponges to search chemical prototypes for drugs, especially related to
cancer therapy.

Keywords: Polymastia janeirensis; Haliclona tubifera; Scopalina ruetleri; marine

sponges; anticancer; sphingosines; fatty acids; Zebrafish.
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I. INTRODUCAO







Nos ultimos anos, o ambiente marinho tem originado expressiva variedade de
compostos com grande diversidade de atividades biologicas. Os oceanos sdo fontes de um
grande grupo de produtos naturais, e a descricdo de novos compostos, muitas vezes
unicos em suas estruturas, tem sido relatada (SPAINHOUR 2005; BLUNT et al., 2013).
Estima-se que, dos 153.000 produtos de origem natural aproximadamente 22.000 sdo

derivados de organismos marinhos (BLUNT et al., 2011).

Entre estes, as esponjas representam uma das mais promissoras fontes de
metabdlitos biativos (SIPKEMA et al., 2005), devido principalmente a sua condicdo séssil
e filtradora, a qual requer um efetivo sistema de defesa (BOHLIN et al., 2010). Por isso,
as esponjas marinhas tém se mantido, por anos, como umas das principais fontes de
produtos isolados (BLUNT et al., 2013). Entre estes destacamos, Ara-C (Cytosar-U®),
Ara-A (Vira-A®) e mesilato de eribulina (Halaven®), utilizados na terapéutica para
tratamento da leucemia, como agente antiviral e tratamento de cancer de mama
metastatico, respectivamente. Atualmente dois produtos obtidos destes organismos
encontram-se no pipeline de estudos clinicos para atividade anticancer (LIU, 2012;
MAYER, 2013).

O cancer é considerado um problema de saude publica e esta fortemente
correlacionado ao envelhecimento da populagdo. Dentre todos os tipos de céncer, as
estatisticas comprovam a agressividade dos tumores cerebrais e do sistema nervoso, dos
quais aproximadamente 92 % dos casos resultaram em oObito (FERLAY et al., 2010). Os
gliomas sdo considerados os mais devastadores tumores primarios do cérebro,
representando cerca de 30% dos casos (BINELLO e GERMANO, 2011). Por outro lado,
0 neuroblastoma e o tumor maligno mais comum na infancia, afetando principalmente
criangas entre 1 a 3 anos (PARK et al., 2010).

As evidéncias clinicas comprovam uma estreita relacdo entre cancer e disturbios da
coagulacado (PICCIOLI et al., 2004). O estado de hipercoagulacdo relaciona-se com o
crescimento do tumor e a sintese de mediadores pro-coagulantes, enguanto que a
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neoangiogénese e as disfuncdes dos 6rgdos afetados também contribuem para agravar o
quadro (MEIS e LEVY 2007; KVOLIK et al., 2010).

A etiologia do cancer esta associada a diversos processos metaboélicos: mutacgdes
em uma variedade de genes envolvidos na regulacdo do ciclo celular e vias de reparo do
DNA, estresse oxidativo e autofagia (MORRIS et al., 2010). As mitocondrias sdo
importantes integradores da funcdo celular, por isso podem afetar o equilibrio
homeostatico da célula. Por esta razdo, uma das principais causas de cancer esta associada
a disfuncBes mitocondriais e o consequente desbalango na producdo de Espécies reativas
de oxigéncio (EROs) (DE MOURA et al.,2010).

Apesar da variedade de farmacos existentes para o tratamento de diferentes tipos
de cancer, problemas referentes a baixa seletividade dos antineoplasicos e ao fenotipo de
resisténcia a multiplos farmacos ddo sustentacdo para a busca de novas moléculas com
propriedades antiproliferativas e, principalmente, novas modalidades terapéuticas. Nesse
contexto, as esponjas marinhas surgem como uma potencial fonte para busca de

moléculas para aumentar o arsenal terapéutico disponivel.

Embora o litoral brasileiro seja um dos mais extensos, existem poucos estudos com
esponjas coletadas no Brasil objetivando a descoberta de novos farmacos (FROTA
JUNIOR et al., 2012). Face a potencialidade desse tema, um grupo de pesquisas, formado
por docentes e discentes da Faculdade de Farmacia e do Departamento de Bioguimica
desta Universidade, em colaboracdo com a Fundacdo Zooboténica do Estado do Rio
Grande do Sul iniciou investigacOes de extratos de esponjas coletadas na costa Sul do
Brasil. Resultados promissores foram obtidos para as atividades anticancer,
antiquimiotatica (MONKS et al., 2002) e antiviral (DA SILVA et al., 2006). Lectinas
foram caracterizadas e isoladas da esponja Axinella corrugata (DRESCH et al., 2008 e
2011). Além disso, foi possivel estabelecer o mecanismo de acdo dos extratos brutos de P.

janeirensis para células de glioma humano (FROTA JUNIOR et al., 2009a,b).
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Neste contexto, este trabalho teve como foco a avaliagdo da composi¢cdo quimica e
das atividades bioldgicas de extratos de trés esponjas, Haliclona tubifera (George e
Wilson, 1919), Polymastia janeirensis (Boury-Esnault, 1973) e Scopalina ruetzleri
(Wiedenmayer, 1977), coletadas no litoral do Sul do Brasil. S. ruetzleri é constituida por
um tecido fino e delicado, entretanto, apresentou um perfil epibidtico no ambiente
marinho, mostrando sua grande capacidade quimica de defesa (ENGEL e PAWLIK,
2005). Segundo observagdes no campo de coleta, P. janeirensis, aparentemente, ndo é
atacada por predadores (FROTA JUNIOR, 2008) e libera um liquido de coloracéo laranja
com propriedades ictiotdxicas (MOTHES et al., 2006; MURICY e HAJDU, 2006), as
quais ndo foram comprovadas cientificamente. H. tubifera é encontrada no litoral
brasileiro cobrindo grandes extensdes de rocha (LERNER, 1993), porém esta espécie

ainda carece de investigacao.
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Il. OBJETIVOS







O objetivo geral deste trabalho consistiu na investigacdo quimica e bioldgica das

esponjas Haliclona tubifera, Polymastia janeirensis, e Scopalina ruetzleri coletadas na

costa sul-brasileira.

Os objetivos especificos incluiram:

e Fracionamento bioguiado dos extratos das trés espécies;

e Avaliacdo do potencial anticancer das fracbes em celulas de glioma e
neuroblastoma humano;

e Investigacdo dos efeitos na coagulacdo sanguinea e do potencial antioxidante
total das fracdes;

e Caracterizacdo quimica das fraces ativas;

e |solamento e elucidacdo estrutural dos compostos obtidos;

e Avaliacdo da defesa quimica de P. janeirensis utilizando modelo

comportamental de Zebrafish.
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I1l. REVISAO DO TEMA







I11.1 Produtos Naturais de Origem Marinha

O ambiente marinho estd emergindo, cada vez mais, como uma importante fonte
de compostos bioativos (SPAINHOUR, 2005), os quais tém mostrado maior potencial de
bioatividade em comparacdo com os obtidos de fontes terrestres (MONTASER e
LUESCH, 2011). Somente no ano de 2011, houve um aumento de 15% comparando com
2010, no namero de compostos isolados a partir de microrganismos marinhos, algas
(verde, marrom e vermelha), esponjas, cnidarios, briozoarios, moluscos, tunicados e
equinodermos (BLUNT et al., 2013). Estudos pré-clinicos de citotoxicidade feitos pelo
NCI (National Cancer Institute) reportam que aproximadamente 1 % dos extratos de
animais marinhos testados mostra potencial antitumoral, contra 0,1 % dos obtidos dos
demais organismos (MONTASER e LUESCH, 2011).

Tendo em vista que mais de 70 % da superficie do nosso planeta é coberta por
oceanos, alguns especialistas consideram que a biodiversidade deste ambiente & maior que
a existente nas florestas tropicais. Considerando o fato de muitos organismos marinhos
serem animais sésseis e de corpo mole, um sistema quimico de defesa é essencial para sua
sobrevivéncia. Seus metabdlitos sao liberados na agua, sendo assim rapidamente diluidos,
portanto, eles devem ser muito potentes para atingir seu efeito final desejado, oferecendo
assim uma grande oportunidade para a descoberta de novos agentes terapéuticos
(HAEFNER, 2003).

Foi somente no final dos anos 1950 que o conceito de farmacos oriundos do
ambiente marinho comecou a atrair interesse. Essa ideia ganhou forca através de um
trabalho pioneiro realizado por Bergmann e seus colaboradores, com o isolamento de um
nucleosideo da esponja Cryototethya crypta (BERGMANN e FREENEY 1950, 1951).
Subsequentemente, dois outros nucleosideos foram isolados desta esponja, espongosina e
espongouridina (BERGMANN e BURKE, 1955 e 1956; BERGMANN e STEMPIEN,

1957). Os arabino-nucleosideos espongotimidina e espongouridina derivados de timina e
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uracil, respectivamente, serviram de modelo para a sintese de novos compostos
(BASLOW, 1969)

Os anélogos sintéticos derivados destes nucleosideos, Ara-A e Ara-C, foram os
primeiros produtos naturais de origem marinha a atingir 0 mercado para uso terapéutico
(KIJJOA e SAWANGWONG, 2004). O Ara-C (Citarabina) é produzido sinteticamente e
atualmente é vendido para tratamento da leucemia aguda néo linfoblastica. Por outro lado,
0 Ara-A (Vidarabina) ¢ um agente antiviral utilizado para tratamento de infeccdes
oftalmologicas contra Herpes simplex (POMPONI, 2001). Esses estudos também
contribuiram para dar origem a diversos nucleosideos incomuns com potencial
terapéutico, como o primeiro medicamento usado como anti-HIV, zidovudina ou AZT
(SUCKLING, 1991).

Atualmente existem seis farmacos derivados de organismos marinhos em uso
clinico, incluindo os ja citados Ara-C e Ara-A, além de diversos compostos que se
encontram em estudos clinicos (LIU, 2012; MONTASER e LUESCH, 2011). O
ziconotideo ou w-conotoxina MVIIA (Prialt®), peptideo isolado do molusco Conus
magnus, foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em 2004 para manejo
da dor cronica, por possuir um potencial antinociceptivo mil vezes superior a morfina. A
trabectedina (Yondelis®), alcaloide tetraidroquinolinico isolado da ascidea caribenha
Ecteinascidia turbinata, foi aprovada pela Comissdo Européia para o tratamento de
sarcomas de tecidos moles e para recidiva de cancer de ovario, mas aguarda aprovacéo do
FDA. Mesilato de eribulina (Halaven®), andlogo sintético do composto halicondrina B,
isolado da esponja Halichondria okadai em 1986, ganhou aprovacdo do FDA em 2010
para cancer de mama metastatico (MONTASER e LUESCH, 2011). A mais recente
contribuicdo do ambiente marinho para o mercado farmacéutico, a brentuximabe vedotina
foi aprovada pelo FDA em 2011 para tratamento de linfomas de Hodgkin e esta sendo

comercializada pelo nome Adcetris®. Este € um analogo sintético da dolastatina 10, um
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produto natural isolado a partir do molusco Dolabella auriculara (ADCETRIS, 2012;
LIU, 2012; SENTER e SIEVERS, 2012).

A descoberta de farmacos a partir de produtos naturais marinhos tem apresentado
um grande crescimento nos ultimos anos (MOLINSKI et al., 2009), principalmente
devido a disponibilidade de abordagens modernas para superar os desafios. Os avangos
tecnologicos, tais como estratégias de amostragem, RMN em escala nanomolar para a
determinacdo estrutural, sintese quimica total, fermentacdo e biotecnologia sdo cruciais
para a viabilizacdo destes produtos como fonte de novos farmacos (MONTASER e
LUESCH, 2011). Estima-se que dos 153.000 produtos de origem natural
aproximadamente 22.000 sdo derivados de produtos marinhos (BLUNT et al., 2011).
Dentre a grande biodiversidade marinha, as esponjas representam umas das maiores

fontes de produtos naturais, como pode ser observado na Figura 1.

" Cnidarios

Briozoarios e 26%
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Figura 1: Distribuicdo de produtos naturais marinhos por filos isolados no ano de 2011
(Adaptado de: Blunt et al., 2013).
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I11.2 Esponjas Marinhas

As esponjas marinhas (Filo Porifera) sdo organismos altamente adaptados que
sobreviveram por mais tempo do que qualquer outro animal pluricelular. Surgiram ha
mais de 550 milhdes de ano atrds, no periodo Pré-Cambriano, Era Paleozoica, sendo
consideradas um modelo essencial na transicdo entre organismos unicelulares e
pluricelulares (BERGQUIST, 1978).

Estes animais vivem fixos a rochas, corais e outros substratos duros, ou também
em fundos arenosos ou lodos. Portanto, sua distribui¢do esta associada a duracdo do seu
periodo larval livre-nadante, em geral de poucas horas. Os principais fatores que afetam a
distribuicdo da larva sdo a temperatura e salinidade. Sua fixacdo é afetada por fatores
como luz, gravidade e turbuléncia da &gua (BERGQUIST, 1978).

O nome Porifera origina-se do latim (porus = poro; ferre = portar), justificando a
presenca de pequenas aberturas na superficie, chamadas poros. Cada poro é formado por
um pordcito, uma célula em forma de anel que se estende da superficie externa até a
cavidade central denominada de atrio ou espongiocele. Internamente, a parede do corpo é
revestida pelos coandcios, células flageladas responsaveis por promover a movimentagdo
da &gua no interior do corpo da esponja. Os coandcitos realizam a filtracdo da agua
capturando particulas alimentares e microorganismos. Apos a filtracdo, a agua ¢é expelida
para 0 meio externo através de uma abertura maior, denominada Osculo. A parede
corporal externa é revestida com células achatadas conhecidas como pinacdcitos, que
juntas formam a pinacoderme. Os pinacdcitos da base secretam um material que promove
a fixacdo da esponja ao substrato. Por baixo da pinacoderme esta 0 mesohilo, composto
por uma matriz protéica gelatinosa que contém celulas amebdides e material esquelético.
Possuem um esqueleto de sustentacdo relativamente complexo, constituido por uma rede
de espiculas rigidas, fibras flexiveis e sedimentos externos, como areia, ou ainda uma
combinacdo destes trés elementos (Figura 2). A maioria das esponjas tem esqueleto
formado por fibras de espongina, juntamente com espiculas, as quais podem ser de silica
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(semelhante ao vidro) ou de carbonato de célcio. As espiculas possuem tamanhos
menores, denominadas microescleras e também tamanhos maiores, as megaescleras, que
formam os elementos de sustentagdo principal no esqueleto. A combinacdo das
dimens@es, do tipo e da distribuicdo das espiculas, assim como sua relacdo com o
esqueleto fibroso, séo as ferramentas-chave para identificacdo das esponjas (MOTHES et
al., 2006).

pinacocito

espicula

Atrio g
*~ (espongiocele) =@ L.

/v,

A~

espicula

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura de uma esponja (Fonte: Mothes et al., 2006).

O filo Porifera divide-se em 3 classes principais: Calcarea, Desmospogiae e
Hexactinellida. A classe Calcarea é representada por espécies que possuem esqueleto de
espiculas de carbonato de calcio (CaCOg) di-, tri- ou tetractinais, em geral restrita a aguas
rasas. A classe Desmospongiae inclui espécies com esqueleto de espiculas silicosas
mono-, di- ou tetractinais, com fibras de espongina presentes ou ausentes. Esta classe
abrange cerca de 85% das espécies atuais de esponjas distribuidas por todos os ambientes
aquaticos. A classe Hexactinellida possui uma histologia peculiar bastante caracteristica,

conhecida como “rede trabecular” formada pela organizagdo dos tecidos em forma de
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uma rede e abrange cerca de 500 espécies de esponjas com espiculas silicosas hexactinais,
as quais, em sua maioria, sdo restritas a aguas profundas ou com temperaturas baixas
(BASLOW, 1969; MOTHES et al., 2006; MURICY e HAJDU, 2006).

111.3 Esponjas marinhas como fonte de novos farmacos

As esponjas marinhas representam o filo mais estudado devido a diversos fatores:
(a) sdo abundantes, independente da profundidade ou temperatura; (b) sdo relativamente
grandes e faceis de serem recoletadas; (c) produzem a maior variedade de metabdlitos
secundarios; (d) oferecem uma grande variabilidade quimica dentro de uma mesma
espécie (PALERMO, 2003).

Devido a sua condicdo séssil e filtradora, as esponjas marinhas desenvolveram ao
longo da sua evolugdo, um efetivo sistema contra o estresse ambiental, produzindo
substancias que tém papel fundamental na defesa contra patdgenos, parasitas, predadores
e também a bioincrustacdo de organismos (BOHLIN et al., 2010). Por estas razdes,
acredita-se que as esponjas possuam um mecanismo quimico de defesa (BECERRO et al.,
2003; THOMS e SCHUPP, 2007), contribuindo para a probabilidade de identificagcdo de
novas substancias bioativas a partir destes animais. Nos ultimos anos, cerca de 300 novos
produtos foram isolados de esponjas, como pode ser observado na Figura 3 (BLUNT et
al., 2013).

38



w

u

=]
1

W

o

=]
1

Numero de Compostos Isolados
= = 8] 8]
o u [an] ul
o o o o
L L L L

u
=]
1

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Figura 3: NUumero de produtos isolados de esponjas marinhas entre 2001 e 2011 (BLUNT et al.,
2003-2013).

Diversas atividades biologicas sdo relatadas para os produtos isolados, como
antiviral, antibacteriana, antifingica, antituberculose, anticoagulante, anti-inflamatéria e
anticancer (MAYER et al., 2013). Dentre estas, destaca-se a atividade anticancer, com o
maior nimero de metabdlitos ativos isolados. Atualmente, dois produtos encontram-se no
pipeline de estudos para esta atividade (Figura 4). Hemiasterilina (1), tripeptideo isolado
de Hemiasterella minor, teve seus estudos clinicos completados e esta em
desenvolvimento pela industria Eisai Inc. O policetideo PM060184 (2) isolado de
Lithoplocamia lithistoides, encontra-se em estudo clinico fase | e Il para cancer de ovario,

mama, pulmao e leucemia pela empresa PharmaMar (L1U, 2012; MAYER, 2013).
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Figura 4: Compostos isolados de esponjas marinhas que estdo em estudo clinico.

O Brasil tem uma costa litoranea de aproximadamente 8000 km com grandes areas
de recifes de corais e costdes rochosos que abrigam uma grande diversidade de esponjas
(MURICY e HAJDU, 2006). Recentemente, uma revisao da literatura sobre os produtos
isolados destes animais com potencial anticancer, evidenciou que os trabalhos realizados
explorando a diversidade quimica da nossa fauna marinha sdo infimos frente ao seu real
potencial (FROTA JUNIOR et al., 2012).
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I11.4 Polymastia janeirensis (Boury-Esnault, 1973)

A classificacdo taxondmica da esponja Polymastia janeirensis esta apresentada na
Figura 5. Ela possui uma morfologia bastante peculiar, conforme pode ser observado na
Figura 6. Apresenta coloracdo externa marrom arroxeada escura COM NUMErosas
projec@es cilindricas que partem do corpo incrustante, conhecidas como papilas, com até
5 c¢cm de altura por 0,5 cm de diametro. Além disso, possui uma consisténcia firme e
colorago interna amarela esverdeada. E encontrada em rochas cobertas de areia, da qual
se projetam apenas as papilas, em profundidades de 3-39 metros (MOTHES et al., 2006;
MURICY e HAJDU, 2006).

Filo: Porifera
Classe: Demospongiae
Ordem Hadromerida
Familia Polymastiidae
Género Polymastia
Espécie Polymastia janeirensis.

Figura 5: Taxonomia da esponja marinha Polymastia janeirensis.

Figura 6: Foto in situ da esponja marinha Polymastia janeirensis (Jodo de Fraga Carraro).
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Observacgtes de campo relatam que esta esponja ao ser cortada libera um liquido
alaranjado com propriedades antibacteriana e ictiotdxica (MOTHES et al., 2006;
MURICY e HAJDU, 2006), as quais ndo foram comprovadas cientificamente. Além
disso, apresenta uma aparente falta de predadores naturais (FROTA JUNIOR, 2008).
Estas observagdes ecoldgicas tornam-se importantes para uma abordagem orientada para
a descoberta de novas drogas (PROKSCH et al., 2010). Até o momento, os trabalhos
realizados com esta espécie descrevem propriedades bioldgicas somente em extratos

brutos.

Muricy e colaboradores (1993) demonstraram que o0 extrato metandlico da esponja
apresentou forte atividade antimicrobiana frente as bactérias gram positivas
Staphyloccocus aureus e Bacillus subtilis e também as bactérias gram negativas
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Também, foi observado uma atividade
antifngica moderada frente a Candida tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
guiliermondii e Cryptococcus laurentii. Em outro estudo, foi relatado que o extrato

aquoso foi capaz de inibir cepas de Staphyloccocus epidermidis (LAPORT et al., 2012).

Através de um screening realizado pelo nosso grupo de pesquisa com esponjas
coletadas na costa sul brasileira, foi observado importante atividade citotdxica do extrato
organico de P. janeirensis contra células de cancer de colo retal, células de glioma e
células de cancer de pulmdo (HT-29, U-373 e NCI-H460, respectivamente), com 1Csg
entre 25 e 50 pg/ml. Além disso, o extrato aquoso retardou a migracdo de leucocitos em
um ensaio quimiotatico (MONKS et al., 2002). Posteriormente, atividade antiviral foi
evidenciada para extrato aquoso de P. janeirensis contra o rotavirus RV-SA1l, com
inibicdo dos ultimos estagios de replicacdo do rotavirus, enquanto que o extrato organico
apresentou atividade contra o virus (cepa HSV-1, KOS) da herpes (DA SILVA et al.,
2006).

Face ao potencial citotoxico apresentado, um estudo mais aprofundado foi
realizado para avaliacdo do seu mecanismo de acdo frente a células de glioma humano.
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Os extratos aquoso e organico reduziram a viabilidade de células de glioma humano
(linhagem U138MG) com ICsy < 15 pg/ml. A menor concentracdo (10 pg /ml) induziu
apoptose por uma via dependente de caspase-9 e demonstrou efeito citotoxico seletivo
para a linhagem de glioma humano quando comparado com células ndo transformadas
(FROTA JUNIOR, 2008; FROTA JUNIOR et al., 2009a,b)

Recentemente, um screening com diversas esponjas e algas marinhas foi realizado
para as atividades anticoagulante e antiagregacdo plaquetaria. O extrato acetona da
esponja P. janeirensis diminuiu o percentual de agregacdo plaquetaria e aumentou o
tempo de coagulacdo verificado através dos ensaios de tempo de recalcificacdo, tempo de
protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada e coagulagcdo do fibrinogénio
(MOURA et al., 2011).

I11.4.1 Produtos isolados de esponjas do género Polymastia

O estudo com esponjas do género Polymastia teve sua origem com o pesquisador
pioneiro Bergmann e seus colaboradores. Eles identificaram em extratos da esponja P.
infrapilosa, além do colesterol, um segundo esterol saturado da ordem de C,gHsq0, 0 qual
foi nomeado de aptostanol (BERGMANN et al., 1950).

Foi somente a partir da década de 90 que o isolamento de esterois de esponjas do
género teve continuidade. Kong e Andersen (1993) isolaram de P. boletiformis um esterol
3B-O-sulfatado denominado de polimastiamida A (3). Este foi o primeiro exemplo de um
novo tipo de produto natural marinho formado pela combinacdo de esterol e a-
aminoacido e foi isolado a partir de um fracionamento bioguiado para atividade
antimicrobiana. Apresentou atividade frente a Staphylococcus aureus, Candida albicans e
Pythium ultimum. A continuidade deste trabalho deu origem ao isolamento de outros

esterdis minoritarios presentes no extrato de P. boletiformis, os quais foram identificados
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como polimastiamidas B-F (4-9). Dificuldades no isolamento e separacdo destes
constituintes foram atribuidas a presenca de grupamentos sulfato e acido carboxilico que
conferiam a estas moléculas uma extrema polaridade (KONG e ANDERSEN, 1996).

Xu e Zeng (2000a) isolaram de P. sobustia coletada no sul da China dois novos
esterdis oxigenados (10-11). Logo depois, esse mesmo tipo de composto esteroidal foi
encontrado na esponja P. tenax coletada na Colémbia (12-14). Os compostos (12) e (13)
apresentaram uma significativa citotoxicidade contra linhagens de carcinoma humano de
pulméo (A-549), carcinoma humano de colon (HT-29 e H-116), endotélio de rato (MS-1)
e carcinoma humano de préstata (PC-3) com ICs de 0,5-10 pg/ml (SANTAFE et al.,
2002). A continuagdo dos estudos com a esponja P. sobustia levou ao isolamento de outro
metabdlito inédito, uma tetraidroxiamida de cadeia longa (15), além de timina (16), uracil
(17) e acido p-hidroxibenzdico (18) (XU e ZENG, 2000b e 2001).
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Figura 7: Esterois isolados do género Polymastia.
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Figura 8: Metabolitos isolados da esponja P. sobustia.

Acidos graxos também sdo frequentemente encontrados e o primeiro relato deste
grupo de metabdlitos em esponjas do género Polymastia foi realizado por Ayanoglu e
seus colaboradores em 1985. Eles isolaram acidos graxos 2-acetoxi com cadeia saturada
(C,s.30) da esponja P. gleneni, sendo o acido 2-acetoxitetracosandico (2-OAc-24:0) o

composto majoritario (19).

Posteriormente, 24 &cidos graxos foram identificados para Polymastia sp.
(RODKINA et al., 2008) e 60 para a esponja P. penicillus, coletada na Franca. Dentre 0s
diversos acidos graxos identificados nesta ultima, destaca-se 0 acido 17-metil-13-acido
octadecandico (20) (DENIS et al., 2009) que foi sintetizado em um processo de sete
etapas, com rendimento de 45% do total. Este produto apresentou atividade

antiprotozodria contra Leishmania donovani com uma concentracao efetiva 50% de 19,8
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pug/ml e inibiu completamente a DNA topoisomerase leishmania IB com uma
concentracdo de 50 uM. (CARBALLEIRA et al., 2009).
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Figura 9: Acidos graxos isolados do género Polymastia.
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I11.5 Scopalina ruetzleri (Wiedenmayer, 1977)

Scopalina ruetzleri foi originalmente descrita como Ulosa ruetzleri e a sua
taxonomia esta apresentada na figura 10. Esta esponja apresenta forma incrustante com 5-
50 mm de espessura e coloracdo amarela ou laranja-clara (como pode ser observada na
figura 11), consisténcia carnuda, macia, delicada e facilmente rasgavel. Sua superficie
possui textura lisa com o¢sculos circulares diminutos (1-4 mm de diametro) dispersos
aleatoriamente. Geralmente, fixa-se em paredes de rochas em ambientes de aguas rasas e
calmas, mas suporta diferentes condi¢bes de iluminacdo (LERNER et al., 2005;
MOTHES et al., 2006; MURICY e HAJDU, 2006).

Filo: Porifera
Classe: Demospongiae
Ordem: Halichondrida
Familia: Dictyonellidae
Género: Scopalina
Espécie: Scopalina ruetzleri

Figura 10: Taxonomia da esponja marinha Scopalina ruetzleri.

Figura 11: Foto in situ da esponja marinha Scopalina ruetzleri (Jodo de Fraga Carraro).
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Poucas espécies sdo conhecidas para o género Scopalina (BLANQUER e URIZ,
2007), por isso 0s Unicos compostos isolados para este género sdo os relatados para S.
ruetzleri. Os estudos com esta espécie iniciaram na década de 80 por Cardellina e seus
colaboradores, com o isolamento do composto majoritario presente no extrato
diclorometano, 17Z-tetracosanil 1-glicerol éter (21) (CARDELLINA Il et al., 1983). Logo
depois, foi identificada a presenca de um metabolito inddlico (22), que atua como
regulador no crescimento de plantas (CARDELLINA 11 et al., 1986).

Mais tarde, foi identificado um potente agente inseticida denominado ulosantoina
(23) e outro metabolito, inativo, estruturalmente relacionado (24). A ulosantoina
demonstrou possuir uma forte atividade contra a larva do tabaco (Manduca sexta) com
dose letal de 50% (DLsg) de 6 ppm. Além disso, este metabolito foi totalmente letal em
aplicacOes topicas para o besouro do feijao mexicano (Epilachna varivestis) e para a
lagarta (Spodoptera frugiperda) com dose de 0,2 e 2,0 ug, respectivamente. Ulosantoina
também foi excepcionalmente téxica para a barata americana (Periplaneta americana),
seja aplicada topicamente (DL,q = 1,0 pg) ou intratoracicamente (DLygo = 0,2 ug). Este
foi o mais importante inseticida isolado da biosfera marinha desde o isolamento da
nereistoxina, o qual serviu de modelo para o inseticida comercial Padan
(VANWAGENEN et al., 1993).
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Figura 12: Compostos isolados da esponja marinha S. ruetzleri.

Prado e colaboradores (2004) demonstraram que 0 extrato metanolico desta
esponja produz um efeito antiproliferativo contra células de carcinoma mamario humano
com ICsq < 30 pg/mL. Além disso, o tratamento com este extrato produz diminui¢do das
células em fase de mitose, sugerindo que o efeito antiproliferativo deve-se ao atraso na
progressédo do ciclo celular. Em outro trabalho, foi relatado que os extratos metandlico e

hexanico de S. ruetzleri produziram atividade antifungica contra Candida albicans

(GALEANO e MARTINEZ, 2007).
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Um estudo sobre a avaliagdo das interacOes interespecificas entre esponjas em
habitats de recifes de corais na Flérida mostrou que dentre 43 espécies avaliadas, S.
ruetzleri ficou no topo da hierarquia com o maior indice de crescimento, pois demonstrou
nunca ser coberta por outras espécies com as quais entrou em contato. Além disso,
apresentou um perfil epibiotico em 9 das 13 espécies com as quais interagia, ou seja,
frequentemente cobria outras espécies de esponjas. A capacidade de crescimento
excessivo S. ruetzleri é provavelmente um resultado de sua capacidade de cobrir
substratos disponiveis e da aparente incapacidade das outras esponjas de cobrir seus
delicados tecidos (ENGEL e PAWLIK, 2005).

Recentemente foi realizado um estudo sobre o perfil de alimentacdo do peixe
Holacanthus ciliaris, comparando com a abundancia dos organismos bentdnicos no
arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo - Brasil. Esses peixes alimentavam-se
preferencialmente de esponjas e algas e, em menor proporcdo, de cnidarios e briozoarios.
S. ruetzleri, uma das esponjas mais abundantes, foi totalmente evitada na alimentacao dos
peixes (REIS et al., 2013). Estes dados abrem perspectivas bastante interessantes para
estudo com esta esponja que apesar de possuir um tecido fino, fragil e delicado possui

uma grande capacidade de defesa.
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I111.6 Haliclona tubifera (George e Wilson, 1919)

Haliclona tubifera também pode ser chamada de Reniera tubifera e Adocia
tubifera e sua classificagdo taxondmica esta representada na Figura 13. E uma esponja
incrustante e espessa, de coloragédo lilas-azulada com dsculos de 1-4 mm de diametro,
situados em pronunciadas elevagdes (Figura 14). Pode ser encontrada em profundidades
de 10 a 13 metros, em substrato rochoso. Frequentemente, aparece cobrindo grandes
extensoes de rochas (LERNER, 1993).

Filo: Porifera
Classe: Demospongiae
Ordem: Haplosclerida
Familia: Chalinidae
Género: Haliclona
Espécie: Haliclona tubifera

Figura 13: Taxonomia da esponja marinha Haliclona tubifera.

Figura 14: Foto in situ da esponja marinha Haliclona tubifera (Jodo de Fraga Carraro).
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Estudos com esta esponja realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram
efeito citotoxico contra trés linhagens de cancer: carcinoma de colo retal (HT-29), glioma
(U-373) e carcinoma de pulmdo (NCI-H460), com ICsq de aproximadamente 30 pg/mi
para 0 extrato organico. Além disso, atividade antibacteriana contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Micrococcus luteus também foram
evidenciadas (MONKS et al., 2002).

111.6.1 Produtos isolados de esponjas do género Haliclona

O género Haliclona compreende muitas espécies, sendo amplamente estudado.
Extensa revisdo da literatura de compostos isolados de esponjas do género desde o ano
2000 foi realizada, objetivando verificar a diversidade quimica e bioldgica. Conforme
pode ser visualizado na tabela 1, diversos metabdlitos com potencial farmacoldgico foram
isolados de 14 diferentes espécies do género. Entretanto, muitos trabalhos ndo descrevem

a espécie estudada, referindo-se somente ao género Haliclona (sp).

A diversidade quimica encontrada no género compreende peptideos, acetilenos,
acidos graxos, glicosilceramidas, terpendides, esfingolipideos, esterdides, esfingosideos,
polimeros, e em maior destaque, os alcaloides. Nestes metabdlitos, a atividade citotdxica
destaca-se como a principal atividade farmacoldgica relatada. Encontra-se também
atividade antibacteriana, antifangica, antituberculose, anti-HIV, antiinflamatoria,

antioxidante, dentre outras.
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Tabela 1: Substancias quimicas isoladas de esponjas do género Haliclona.

Espécie Composto Classe quimica Atividade Referéncia
Farmacolégica
Haliclona sp Lemberinas A Acetileno Alcool Citotdxica Aoki et al., 2000
Haliclona sp. LemberinaBe C Acetileno Alcool Citotdxica Aoki et al., 2002
Haliclona sp. 18-bromooctadeca-9(E),17(E)-dien-7,15- Acetileno Bromado Citotoxica Alarif et al., 2013
acido diindico; (1E,5E,12E,19E)-1,22-
dibromodocosa-1,5,12,19-tetraen-3,14,21-
triino; metil-18-bromooctadeca-9(E),17(E)-
dien-7,15- diinoato
Haliclona sp. Haliclonina Acetileno Oxigenado - Chill et al., 2000
Haliclona sp. 6-Bromo-icosa 3Z,5E,82,13E,15E Acido Graxo Bromado Citotdxica Acratake et al., 2009
pentaeno-11,19-4cido diindico Poli-insaturado
Haliclona sp. 1-Hidréximetil-7-metdxiisoquinolin-6-ol Alcaloide Citotdxica Rashid et al., 2001
Mimosamicina Isoquinolinico
Haliclona sp. Renierol Alcaloide Hipouricémica Wang et al., 2008
Inibidora da Xantina-
oxidase
Haliclona sp. 3-Alquilpiridinico dimerico, Alcaloide Citotoxica Casapullo et al., 2009
3-Alquilpiridinico trimético Alquilpiperidinico
Haliclona sp. Haliciclamina A Alcaloide Antituberculose Arai et al., 2008
Alquilpiperidinico
Tetraciclico
Haliclona sp. 22-Hidroxihaliclonaciclamina B Alcaloide Antituberculose Arai et al., 2009
Haliclonaciclamina A e B Alquilpiperidinico
Tetraciclico
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Tabela 1 cont.:

Substancias quimicas isoladas de esponjas do género Haliclona.

Espécie

Composto

Classe quimica

Atividade

Farmacolégica

Referéncia

Haliclona sp.

Haliclona sp.
Haliclona sp.

Haliclona sp.

Haliclona sp.

Haliclona sp.

Haliclona sp.

Haliclona sp.

Haliclona sp

Haliclona sp.

Haliclona sp

Haliclona sp.

Haliclona sp

Ciclohaliclonaminas A-E
Papuamina, Haliclonadiamina
Halaminol A-C
(62,92,127,157)-1-[(2-feniletil)amino]
octadeca-6,9,12,15-tetraen-3-ona
(62,92,127,15Z)-1-(dietilamino)octadeca-
6,9,12,15-tetraen-3-ona

Bis-1,3-dialquipiridinas ciclicas

2-Palmitamidoetano acido sulfarico
Haliclomercaptodipeptideo
Dicetopiperazines ciclo(Pro-Leu), ciclo(Pro-
Ala) e ciclo(Pro-Tyr)
Esfingolipideos 1a-d, 2, 3

Renierosidas A1-5, B1-5; (2R,3R,6R,72)-2-
amino-7-octadecene-1,3,6-triol

Glicosilceramida tipo A (1-3)
Glicosilceramida tipo B (1-2)

Renierosidas C1-C3, C5-C14

Halioxepina

Adociasulfato 10

Alcaloide Alquipiridinico
Alcaloides Pentaciclicos
Alquil amino alcool

Amino Cetonas

Ciclo alquilpiridina

Derivado da taurina

Dicetopiperazina

Esfingolipideos

Glicosilceramida e
Esfingosideo

Glicosilceramida

Glicosilceramidas

Meroditerpeno

Merohexaprenoide

Citotdxica
Antiflngica

Citotdxica e
antibacteriana

Citotoxica

Citotoxica

Citotoxica
Antioxidante

Teruya et al., 2006
Ymazaki et al., 2013
Clark et al., 2001

Sun et al., 2010

Lee etal., 2012

Wang et al., 2009

Lietal., 2011

Ayyad et al., 2009

Mansoor et al., 2007a,b

Ahn et al., 2009

Park et al., 2009

Trinato et al., 2011

Blackburn e Faulkner 2000
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Tabela 1 cont.:

Substancias quimicas isoladas de esponjas do género Haliclona.

Espécie Composto Classe quimica Atividade Referéncia

Farmacolégica

Haliclona sp )
Acido Halicldico A e B Merohexaprenoide Inibidor da enzima Williams et al., 2012
enzima indoleamina

2,3-dioxigenase
Haliclona sp. Haliclotriol Ae B Merotriterpeno Antimicrobiana Crews e Harisson 2000
Haliclona sp. Kendarimida A Peptideo Reversor da Aoki et al., 2004

Glicoproteina-P

mediadora da
resisténcia a multiplas
drogas em células
tumorais
Haliclona sp. Haliclonamidas A e B. Peptideo - Guan et al., 2001
Haliclona sp. Halipeptines A e B Peptideo Anti-inflamatéria Randazzo et al., 2001
Haliclona sp. Haliclamida Peptideo Citotdxica Randazzo et al., 2001b
Haliclona sp. Haliclonamides C, D e E Peptideo Antifounling Sera et al., 2002
Haliclona sp. Derivado sufonico da Haligramida A Peptideo Antifounling Seraet al., 2003
Haliclona sp. 6-hidroxi-7-metoxiisoquinolinametanol Quinolina - Saito et al., 2004
Mimosamicina
Haliclona sp. Fuclona sulfato Triterpeno + Anti-HIV Bokesch et al., 2002
Hidroxiquinona
H. baeri Maleimida-5-oxima Derivado da piperidina e - Wattanadilok et al., 2007

Tetillapirona

do pirano
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Tabela 1 cont.:

Substancias quimicas isoladas de esponjas do género Haliclona.

Espécie Composto Classe quimica Atividade Referéncia
Farmacoldgica
H. caerulea Halilectina 1 Lectina - Carneiro et al., 2012
Halilectina 2
H. cribricutis S,S-Fenvalerato Piretroide Inseticida

H. cymaeformis

H. densaspicula

H. exigua

H. fulva

H. lunisimilis

H. nigra

H. oculata

R,S-Fenvalerato
Tetillapirona

Nortetillapirona

Densanins Ae B

Araguspongina-C

Fulvinos

(1z,32)-1-Clorohexadeca-1,3-dieno-5,7-
diino-14-ol,
(1Z,3E,9Z)-15-Acetoxi-1-clorohexadeca-
5,7-diino-1,3,9-trieno,
(1Z,3E)-14-Acetoxi-1-clorohexadeca -1,3
dieno-5,7-diino.

Haligramidas A e B,

Oculatol
Oculatolida

Derivado do pirano

Alcaloide Pirrol
Macrociclico
Alcaloide
Acetilenos Oxigenados

Acetileno Clorado

Hexapeptideo

Esterol

Antimicrobiana

Antiflngica

Inibicéo da producao de
Oxido Nitrico

Antileishmaniose

Antimicrobiana

Citotoxica

Goud et al., 2005

Wattanadilok et al., 2007

Hwang et al., 2012

Dube et al., 2007

Nuzzo et al., 2012

De Jesus e Faulkner, 2003

Rashid et al., 2000

Yu et al., 2006
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Tabela 1 cont.:

Substancias quimicas isoladas de esponjas do género Haliclona.

Espécie Composto Classe Quimica Atividade Referéncia
Farmacolégica
H. sarai Sarainas A, Be C Alcaloide Antibacteriana Defant et al., 2011
Macrociclico Hemolitica
Inibidor da
Acetilcolinesterase
H. sarai Poli-APs Polimero Antifouling Garanventa et al., 2010
Citotoxica
Inibidor da
Acetilcolisnetrase
H. tulearensis Isohalitulina Alcaloide - Sorek et al., 2010

H. vansoesti

H. viscosa

H. viscosa

H. viscosa

H. viscosa

H. viscosa

Haliclorensina B
Haliclorensina C

(2R,3R,7Z)-2-Aminotetradec-7-eno-1,3-diol

3-Alquilpiridinico monomético

Viscosamina (3-alquilpiridinico trimérico)
Ciclostellettamina C (3-alquilpiridinico
monomeérico)

Viscosalina (1,3-dialquil piridinico aciclico)

Haliclaminas C e D (3-
alquiltetrahidropiridina)

Viscosalinas B1, B2, E1, E2

Alquil amino alcool

Alcaloide Alquilpiridinico

Alcaloide
Alquilpiridinico

Alcaloide Alquilpiridinico

Alcaloide Alquilpiridinico

Alcaloide Alqulipiridinico

Antimicrobiana

Citotoxica
Antibacteriana

Devijver et al., 2000
Richelle-Maurer et al.,
2001

Timm et al., 2008

Volk e Kock 2003

Volk e Kock 2004

Volk et al., 2004

Schmidt et al., 2012
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Tabela 1 cont.: Substancias quimicas isoladas de esponjas do género Haliclona.

Espécie Composto Classe Quimica Atividade Referéncia
Farmacolégica

H. viscosa Haliclaminas E e F Alcaloide Piridinico - Schmidt et al., 2009
H. viscosa Haliclociclina C Alcaloide Piridinico - Schmidt et al., 2011
H. viscosa HaliclaminaG e H Alcaloide Piridinico - Chycon et al., 2012
H. viscosa Haliscosamina Esfingosideo Antiflngica El-Amraoui et al., 2013
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O interesse em esponjas do género Haliclona comecou na década de 60, desde a
obtencgédo de um extrato aquoso de H. viridis com elevada toxicidade para camundongos, o
qual foi nomeado de halitoxina (BASLOW e TURLAPATY, 1969). Extratos com
propriedades toxicas similares foram obtidos de varias espécies do género. Porém,
somente em 1978 o composto toxico foi isolado de H. rubens, H. vidiris e H. erina e sua
estrutura, elucidada por Schmitz e seus colaboradores. Além disso, foi demonstrado que
este composto possui atividade citotoxica, hemolitica e toOxica para camundongos e
peixes. Como pode ser visualizado na figura 15, a halitoxina (25) consiste em um
composto polimérico com varias unidades 3-alquilpiridinicas unidas pelo nitrogénio do

anel e a cadeia 3-alquil da unidade subsequente.
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Figura 15: Primeiro metabdlito isolado de esponjas do género Haliclona, denominado de
halitoxina.

A presenca desta toxina ndo pode ser generalizada a todas as espécies do género,
entretanto a grande maioria dos alcaloides isolados pertence a classe dos alcaloides
piridinicos e piperidinicos. Dentre estes metabdlitos, Arai e colaboradores (2008)
isolaram um alcaloide alquilpiperidinico tetraciclico denominado de haliciclamina A (26)
com atividade antituberculose. Este composto demonstrou uma atividade bactericida para

Mycobacterium smegmatis, M. bovis BCG e M. tuberculosis H37Ra com CIMs na faixa
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de 1,0-5,0 pg/ml. A continuacdo dos estudos levou a avaliacdo do seu mecanismo de

acdo, o qual se baseia na expressdo da proteina DedA (ARAI et al., 2011).

Wang e colaboradores (2008) isolaram um alcaloide de Haliclona sp. com
atividade hipouricémica, verificada através de ensaios in vivo em ratos. Apds a
administracdo oral desse metabolito, chamado de renierol (27), em doses de 10, 20 e 30
mg/kg, houve diminuicdo significativa do nivel sérico de urato. Além disso, demonstrou

potente inibicdo da xantina oxidase, enzima envolvida na fisiopatologia da gota.

Alcaloides macrocilicos isolados da esponja H. sarai chamam atencdo pela sua
estrutura peculiar, como pode ser observado na figura 16. Denominados de sarainas A, B
e C (28-30), esses metabdlitos demonstraram uma inibicdo seletiva sobre bactérias gram-
positivas, com a maior atividade mostrada pela forma protonada contra Streptococcus
agalactiae. Observou-se, ainda, atividade hemolitica e inibidora da enzima
acetilcolinesterase (DEFANT et al., 2011).
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Figura 16: Alcaloides isolados de esponjas marinhas do género Haliclona.

Além dos alcaloides, outros metabolitos isolados se destacam principalmente com
relacdo aos aspectos farmacoldgicos, como, por exemplo, os acetilenos obtidos por Aoki e
colaboradores (2000 e 2002) de esponjas do género, os quais foram denominados de
lemberinas A, B e C (31-33). Lemberina A apresentou atividade citotoxica contra
linhagem de ratos PC12 tumoral de medula adrenal e linhagem Neuro 2A de

neuroblastoma nas concentracdes de 2,0 e 0,1 pg/ml, respectivamente. Apesar das
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lemberinas B e C apresentarem diferencas na cadeia carbonica com relacdo a lemberina
A, também apresentaram atividade contra linhagem Neuro 2A de neuroblastoma de ratos.
Por isso, cinco analogos foram sintetizados para avaliacdo da relacdo estrutura-atividade,
onde se observou que o tamanho da cadeia e a estereoquimica do grupamento hidroxila do
carbono-3 sdo importantes para a atividade. Por outro lado, as ligagdes insaturadas nao

parecem afetar o efeito citotoxico.

Devido aos resultados promissores obtidos para lemberina A, este metabdlito foi
totalmente sintetizado (MURAKAMI et al., 2001) e avaliado seu mecanismo de acao
contra linhagem de neuroblastoma. Observou-se que lemberina A induz diferenciagdo
celular em células de neuroblastoma Neuro 2A e produz uma maior expressao da proteina

p21/WAF1, interrompendo o ciclo celular na fase G1 (AOKI et al., 2001, 2003).
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3 15
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H/ 15—j/\19:/\(CH;)E%:E-[3
OH (32)
3
= PN
H/1// \/\/\/\/\/1%\17:/\/21%/\@_'2)12 %Hs
(33)

Figura 17: Acetilenos obtidos de esponjas do género Haliclona.
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A complexidade e diversidade quimica do género pode ser exemplificada pelo
peptideo isolado de Haliclona sp. (Figura 18), o qual possui 11 residuos de aminoéacidos,
com muitos residuos N-metila, chamado de kendarimida A (34). Este composto mostrou-
se um potente modulador de resisténcia a maultiplas drogas em células tumorais,
invertendo completamente resisténcia a colchicina em células de carcinoma humano (KB-
C2) com superexpressdo de glicoproteina-P. Kendarimida, na concentracdo de 6 uM,
mostrou inibicdo do crescimento de 87% na presenca de 0,1 mg de colchicina. Este
peptideo possui uma estrutura muito semelhante a ciclosporina, também um potente
modulador de resisténcia a multiplos farmacos. Assim, 0s autores estimaram que a
similaridade estrutural destes compostos esteja relacionada com suas atividades
moduladoras (AOKI et al., 2004).
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Figura 18: Kendarimida A, peptideo isolado de esponjas do género Haliclona.
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I11.7 Cancer

H& aproximadamente quatro décadas a situacdo global dos casos de cancer vem
mudando, pois atinge tanto os paises desenvolvidos quanto aqueles em desenvolvimento.
Por isso, 0 cancer ganhou uma dimensao maior e atualmente é considerado um dos mais
importantes problemas de saude plblica (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Segundo o0s
dados publicados pelo projeto Globocan, em 2008 surgiram 12,7 milhdes de casos de
cancer e ocorreram 7,6 milhdes de mortes no mundo (FERLAY et al., 2010). A estimativa
para 2030, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) é de 27 milhdes de casos
incidentes, 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

O Brasil ainda € considerado um pais em transicdo epidemioldgica, ou seja, esta
havendo uma mudanca no perfil de mortalidade da populagdo com a diminuicdo da taxa
de doencas infecciosas e 0 aumento da taxa de doencas crénico-degenerativas,
especialmente o cancer (GUERRA et al., 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Em
2008, o Brasil teve uma incidéncia de aproximadamente 320 mil casos de cancer e uma
mortalidade de 190 mil pessoas (FERLAY et al., 2010). As estimativas para o Brasil, em
2012, vélidas também para o ano de 2013, apontavam a ocorréncia de aproximadamente
385 mil casos novos de cancer, sem considerar os casos de cancer de pele ndo melanoma.
Estes nUmeros mostram a magnitude do problema no pais. O Ministério da Saude alerta
para a necessidade de prevencao e controle da doenca no pais, pois com o aumento rapido
de casos de cancer pode ndo haver recursos financeiros para fazer frente aos custos do
diagnostico, tratamento e prevencdo. Aumentaria assim, de forma significativa, a
mortalidade prematura por cancer, cujas consequéncias podem ser devastadoras no
ambito social e econémico do pais, tornando-se um obstaculo para o desenvolvimento
socioeconémico (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Dentre os diversos tipos de cancer, os tumores cerebrais sdo 0s mais graves e com
maior risco de morte, pois podem comprimir o tecido normal do cérebro, causando danos
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irreversiveis e por vezes, fatais (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013a). As
estimativas comprovam a agressividade deste tipo de cancer; os Gltimos dados publicados
para o Brasil mostram que em 2008 a incidéncia de cancer cerebral e do sistema nervoso
para ambos os sexos foi de 8461 casos e a mortalidade de 7783, ou seja, 92% dos casos
(FERLAY et al., 2010). Além disso, o cancer do Sistema Nervoso Central (SNC)
representa, na populacdo mundial, aproximadamente 2% de todas as neoplasias malignas,
sendo mais frequente em criangcas e adultos acima de 45 anos, contribuindo
significativamente para a morbidade global (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

111.7.1 Gliomas

As células da glia séo células de suporte para o funcionamento do Sistema Nervoso
Central (SNC). A maioria dos tumores cerebrais e da medula espinhal se desenvolve a
partir de células da glia. Os trés tipos de células gliais sdo: os astrécitos, 0s
oligodendrdcitos e as células ependimarias. Os astrocitos ajudam a apoiar e nutrir 0s
neuronios, participando de diversas atividades neuronais, inclusive no processo de
cicatrizacdo que ajuda a reparar danos ao tecido cerebral; este tipo de tumor é chamado de
astrocitoma ou glioblastoma. Os oligodendrécitos sdo responsaveis pela producdo da
bainha de mielina, a qual isola os axénios das células nervosas, 0s tumores a partir destas
células sdo chamados de oligodendrogliomas. As células ependimérias sdo células
epiteliais colunares que revestem os ventriculos do cérebro e o canal central da medula
espinhal, formando as vias de movimentacdo do liquido cefalorraquidiano; os tumores a
partir destas células sdo conhecidos como ependimomas (FULLER e ALDAPE 2006;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013a).

Os gliomas sdo considerados os mais devastadores tumores primarios do cérebro,
representando cerca de 30% dos casos (BINELLO e GERMANO, 2011). A gravidade

deste tipo de tumor deve-se também a sua associacdo a processos metastaticos
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(DEANGELIS e POSNER, 2004). Estes tumores sdo classificados pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) em quatro graus ascendentes de malignidade, dentre estes, 0s
graus Ill e IV sdo considerados alto grau e estdo associados com um prognéstico pobre
(LOUIS et al.,, 2007). O grau IV dos gliomas também é chamado de glioblastoma
multiforme (GBM) e, além de ser o mais maligno, é o mais comum (BINELLO e
GERMANO, 2011). O atual protocolo padrdo para gestdo deste tipo de tumor inclui
cirugia, radioterapia e temozolomida (TMZ) (ARGYRIOU et al., 2009). Mesmo com este
tratamento, pacientes com GBM tém uma sobrevida média de 14,6 meses e uma
sobrevida global de apenas 10% em cinco anos (STUPP et al., 2009). A resisténcia a
compostos alquilantes, como a TMZ, € muito comum e frequentemente esta relacionada a
expressdao da enzima de reparo do DNA metilguanina metiltransferase (MGMT)
(ESTELLER et al., 2000). Isto mostra a necessidade da busca por agentes multialvos
capazes de atingir simultaneamente mdltiplas vias de sinalizacdo que ocorrem
concomitantemente ou sequencialmente, como uma ativacdo compensatéria, para o
crescimento do tumor (ARGYRIOU et al., 2009).

111.7.2 Neuroblastoma

Neuroblastoma é uma forma de cancer iniciado em ceélulas nervosas jovens do
sistema nervoso simpatico (neuroblastos simpatico), por isso pode ser encontrado em
qualquer lugar ao longo desse sistema (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013Db). Este
tipo de cancer ocorre em fetos e criangas jovens, sendo raramente encontrado em
criangas com mais de 10 anos. Neuroblastoma é o tumor maligno mais comum na
inféncia, correspondendo a aproximadamente 9% de todos os canceres infantis e 15%
das mortes por cancer em criangas. O pico de incidéncia ocorre em idade de 0-4 anos,
com idade mediana de 23 meses e € ligeiramente mais frequente em meninos que em
meninas (PARK et al., 2010).
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O neuroblastoma raramente se desenvolve no cérebro ou na medula espinhal
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013b), a maioria surge no abdomen, com mais da
metade destes decorrentes na glandula adrenal. Outros locais de origem também sao
bastante comuns, como 0 pescoco, térax e pélvis, havendo uma forte correlacdo da idade

da crianca com o sitio da doenca (PARK et al., 2010).

A extensdo do neuroblastoma é definida pelo Sistema de Estadiamento
Internacional Neuroblastoma (INSS) que extratifica os estagios da doenca (BRODEUR et
al., 1993). Os estagios 1, 2A e 2B sdo considerados de baixo risco, nos quais muitas vezes
somente a recessao cirdrgica € necessaria, sem intervencao de quimioterapia (SIMON et
al., 2004). No estagio 3, o cancer ndo se espalhou para partes distantes do corpo, como
acontece no estagio 4 da doenca, no qual o cancer pode se espalhar para linfonodos
distantes, ossos, figado, pele, medula Ossea e outros Orgaos; nestes casos, além da
cirurgia a poliquimioterapia é recomendada. No estagio 4, a quimioterapia chega a ser o
tratamento principal. A combinacdo mais comum de medicamentos para tratar
neuroblastoma é composta de cisplatina, ciclofosfamida, doxorrubicina e etoposideo
(MATTHEY et al., 1998; SCHIMDT et al., 2000; AMERICAN CANCER SOCIETY
2013b). O estagio 4S é um estagio especial de neuroblastoma que inclui somente criancas
menores de um ano, no qual o tumor primario pode ter se espalhado somente para o
figado, pele, medula 6ssea ou para 0s nodulos linfaticos do mesmo lado do corpo. De
uma maneira interessante, este estdgio sem a amplificacdo do gene MYCN pode haver
regresséo espontanea do tumor (BRODEUR et al., 1984; SEEGER et al., 1985). Isso
comprova a heterogeneidade clinica do neuroblastoma que € conhecida ha décadas, pois
um subconjunto de tumores neuroblasticos pode sofrer regressdo espontanea enquanto
que outros progridem rapidamente independentemente da multimodalidade terapéutica
intensiva (AMBROS et al., 2009).
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111.7.3 Céncer e Coagulagao

Os distarbios da coagulacdo em casos de cancer sdo bastante conhecidos.
Aproximadamente 95% dos pacientes com cancer mostraram ativagdo da coagulacdo e
50% dos pacientes com tumor sélido tem trombose (Rao e Ezban, 2000). As evidéncias
clinicas de distdrbios da coagulacdo sdo comumente o primeiro sinal de malignidade
(PICCIOLLI et al., 2004). A ativacdo da coagulacdo em pacientes com cancer é causada
principalmente pelo crescimento do tumor, neoangiogénise e disfuncdo dos 6rgdos
afetados. Ademais, a terapia antineoplasica pode agravar ainda mais a condicdo geral dos
pacientes e os referidos disturbios (MEIS e LEVY 2007; KVOLIK et al., 2010).

A quimioterapia antineoplasica pode provocar a diminuicdo da sintese de a2-
antiplasmina e plasminogénio, importantes fatores anticoagulantes e fibrinoliticos,
resultando em uma diminuicdo da lise do coagulo por plasmina, aumentando o risco de
trombose (APPEL et al., 2008). Além disso, 0 aumento da taxa de apoptose no endotélio
tumoral, um dos principais mecanismos de a¢do dos quimioterapicos, é um fator proé-
coagulante forte. Quando a célula entra em apoptose, ocorre a desestruturacdo da camada
de lipideos, expondo uma classe de lipideos anidnicos, a fostadidil serina (FS). A
expressdo de FS no exterior da célula entrando em apoptose gera um acUmulo de
trombina na regido, desencadeando a coagulacdo (CASCIOLA-ROSEN et al., 1996;
FLYNN et al., 1997; STRIETH et al., 2008).

O estado trombofilico em pacientes com cancer esté relacionado com a sintese de
mediadores pré-coagulantes como o fator tecidual (FT - principal ativador fisiol6gico do
sistema extrinseco da coagulacdo sanguinea) e o pro-coagulante neoplasico, cisteina
protease (CP). FT é produzido como parte de uma resposta inflamatdria do organismo,
ativada pela presenca de um tumor, uma vez que este seria um organismo estranho. As
citocinas pro-inflamatorias, como a interleucina 1B (IL-1pB) e o fator de necrose tecidual
(TNFa), sdo produzidas pelas células neoplésicas estimulando a expressdo de FT pelas
células endoteliais integras e os mondcitos, ativando assim a cascata de coagulacdo
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(HILLEN 2000; RICKLES e FALANGA 2001). O fator pré-coagulante neoplasico CP é
expresso somente em tecidos neoplasicos e em tecido fetal humano, sendo responsavel

pela ativacdo do fator X, sem preévia ativacédo do fator VII (HOFFMAN et al., 2001).

Por outro lado, alguns dados experimentais sugerem que certos tipos de cancer,
como o carcinoma pulmonar de pequenas células e melanoma respondem aos
anticoagulantes orais e pacientes sobrevivem por um longo periodo de tempo
(BUCHANAN et al., 1995). Em suma, os efeitos na coagulacdo sanguinea devem ser

atentamente avaliados na terapia antineoplasica, objetivando sua seguranca e eficacia.

I11.7.4 Céncer e as Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

Espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo constantemente geradas e eliminadas no
organismo, desempenhando papel essencial para uma variedade de processos bioldgicos.
Entretanto, evidéncias sugerem que a etiologia do cancer estd intimamente ligada ao
aumento intrinseco de EROS, uma condicdo conhecida como estresse oxidativo. Este
desbalango é causado principalmente por disfuncdes ou mutacbes mitocondriais, sinais
oncogénicos e ativagdo do metabolismo (PELICANO et al., 2004; DE MOURA et al.,
2010).

O aumento moderado de EROS pode promover a proliferacéo e a diferenciacéo
celular, enquanto que quantidades excessivas podem causar danos oxidativos a lipideos,
proteinas e a0 DNA (TRACHOOTHAM et al., 2009). Além disso, 0 estresse oxidativo
afeta proteinas circulantes e estd associado a um padrdo anormal de coagulagéo
(SHACTER et al., 1995; ABRAHAM, 2000). Outras consequéncias da elevacdo de
EROS sdo a morte celular e também alteragdes na sensibilidade aos farmacos
(PELICANO et al., 2004).
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Neste sentido, as estratégias que modulam o estado redox celular estdo sendo
aplicadas para matar células cancerosas. Ativacdo da apoptose ou atenuagéo de resisténcia
de células transformadas para indugdo de morte celular € talvez a mais promissora direcdo
escolhida para desenvolver novas classes de farmacos. A relacdo entre estresse oxidativo,
apoptose e cancer ja é vista pela industria farmacéutica como potencial para
desenvolvimento de novas modalidades de tratamento (BOOY et al., 2005; FULDA,
2011).
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IV. ARTIGO 1
Halisphingosines A and B, Modified Sphingoid Bases from Haliclona tubifera.
Assignment of Configuration by Circular Dichroism and van’t Hoff”s Principle of Optical

Superposition
Journal of Natural Products, 76(3), 2013.







RESUMO (Artigo paginas 75-100)

Introducdo: Diversas variantes de esfingosideos C18 de cadeia longa podem ocorrer,
especialmente em esponjas, tunicados e algas. Modificagbes podem incluir
comprimentos de cadeia variaveis, ramificacdo de cadeia por grupos metila,
hidroxilagdo e modificagGes dos grupamentos. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo o isolamento de esfingosideos da fracdo acetato de etila da esponja marinha

Haliclona tubifera coletada na costa sul brasileira.

Materiais e métodos: Dois esfingosideos foram isolados da fracdo acetato de atila de
H. tubifera como derivados N-Boc através de uma sequéncia de métodos
cromatograficos: cromatografia em coluna flash fase normal, cartuchos SPE C18 e
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a detector de espalhamento de luz.
Uma nova abordagem de Dicroismo circular foi desenvolvida utilizando o principio da

sobreposigdo optica de Van’t Hoffs com derivados semi-sintéticos do produto natural.

Resultados: Os compostos isolados foram denominados de halisphingosines A (1) e B
(2) (Figura 1). A configuracdo 6R ,2R, 3R, de halisphingosine A, foi determinada pelo
método de dicroismo circular desenvolvido. Halisphingosine B, esfingosideo ainda
ndo reportado na literatura, foi designado pela correlagdo com halisphingosine A e

mostrou possuir a mesma configuracao absoluta.

Concluséo: O método de dicroismo circular desenvolvido mostrou ser sensivel, sendo
aplicavel a submiligramas de amostra e foi capaz de prever, simultaneamente, a
configuracdo absoluta dos trés estereocentros de halisphingosine com precisdo e

exatidao.



OH OH 1 Halisphingosine A

NH> OH

OH OH 2 Halisphingosine B

Figura 1: Esfingosideos isolados da fracdo acetato de atila da esponja H. tubifera.
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V. ARTIGO 2

Potential effect of Sphingosines Fraction from marine sponge Haliclona tubifera
against brain tumor cell lines, free radicals and blood coagulation

Submetido ao periddico Journal of Pharmacy and Pharmacology







RESUMO (Artigo paginas 103-122)

Introducéo: Haliclona Tubifera é uma espécie de esponja marinha abundante no litoral
brasileiro, porém apresenta poucos trabalhos publicados na literatura. Recentemente,
realizamos o isolamento de dois esfingosideos C18 modificados. Neste contexto, afim de
continuar os estudos com esta espécie de esponja, este trabalho teve como objetivo a

investigacdo bioldgica das fragdes que levaram ao isolamento destes compostos.

Materiais e métodos: Foram avaliados os efeito citotoxicos das fragdes acetato de etila,
aquosa e hexanica de H. Tubifera em linhagem humanas de glioma (U87) e
neuroblastoma (SH-SY5Y) usando método de MTT. Além disso, considerando a relagédo
entre cancer, desequilibrio de espécies reativa de oxigénio e disordes na coagulacdo
sanguinea, também foi investigado os efeitos in vitro sobre a coagulacdo sanguinea e suas
propriedades redox. Os efeitos sobre a coagulagdo do sangue foram avaliados pelo tempo
recalcificacdo (RT) e atividade antioxidante foi verificada utilizando o método do

potencial antioxidante reativo total (TRAP).

Resultados: Os resultados mais promissores foram evidencias para a fracdo acetato de
etila da espoja H. tubifera, a qual reportamos o isolamento dos esfingosideos
(halisphingosines A e B). A fracdo de esfingosideos demonstrou efeitos citotoxicos
importantes em ambas as linhagens celulares de cancer com um 1Csq <15 pg/ml, além
inibir a producdo de radicais peroxil (TEAC=8,0 uM Trolox/g de esponja). Além disso,
esta fracdo apresentou efeitos significativos na coagulacdo sanguinea, todas as
concentracbes testadas (1,0-100 pg/ mL) alteraram o tempo de coagulagdo, em
comparacdo com o controle. Na maior concentracdo testada, observou-se um tempo de
recalcificacdo significativamente maior (cerca de 9 minutos, Figura 1B), frente ao

controle que iniciou a coagulacdo em aproximadamente 6 minutos.
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Conclusbes: O presente estudo indica a fracdo de esfingosideos como uma fonte
promissora de protétipos a farmacos para terapia do cancer. Alem disso, a relacdo entre
atividade citotoxica e anticoagulante da fracdo de esfingosideos de H. tubifera abre
perspectivas para a pesquisa de novas modalidades terapéuticas no tratamento do cancer,

especialmente drogas multifuncionais.
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V1. ARTIGO 3

Effects on cancer therapy of biologically active fatty acids from the marine sponge
Scopalina ruetzleri

Submetido ao periédico Comparative Biochemistry and Physiology - Part C: Toxicology
& Pharmacology







RESUMO (Artigo paginas 125-148)

Introducéo: Esponjas marinhas estdo entre as mais promissoras fontes de &cidos graxos
quimicamente diversificadas. Além disso, varios estudos tém demonstrado o efeito de
acidos graxos poliinsaturados (AGPIs) na terapia do cancer. Scopalina ruetzleri é uma
esponja marinha que merece especial atengédo, principalmente porque tem tecido fino e
delicado, porém apresenta um elevado potencial de defesa quimica. Neste contexto, este
trabalho teve como objetivo a investigacdo quimica e bioldgica da esponja S. ruetzleri

coletada no litoral Sul do Brasil.

Materiais e métodos: O fracionamento bioguiado da esponja S. ruetzleri foi realizado
atraves da avaliacdo dos efeitos citotdxicos em células de glioma (U87) e neuroblastoma
humano (SH-SY5Y) pelo método de MTT, e dos efeitos in vitro sobre os radicais livres
pelo método de TRAP. Para a caracterizacdo quimica da fracdo bioativa, foi realizada
analise dos esteres metilicos dos acidos graxos (EMAG). Método ex vivo de dienos

conjugados foi empregado para avaliar os efeitos da fracdo sobre a peroxidacao lipidica.

Resultados: A fracdo acetato de etila da esponja S. ruetzleri mostrou resultados
promissores nas células testadas, com 1C50 <20 pg/mL. O fingeprint por RMN de 'H
mostrou que essa fracdo é principalmente constituida de &cidos graxos. Assim, através a
analise dos EMAGs, foi possivel identificar 32 &cidos graxos, dos quais cerca de 50%
eram AGPIs. Além disso, alguns &cidos graxos ndo usuais para o ambiente marinho foram
identificados. O ensaio de dienos conjugados, mostrou que a fracdo de &cidos graxos, em
concentracbes acima de 50 pg/ml, tem um efeito pro-oxidante, indicando que a
peroxidacdo lipidica pode estar, em parte, relacionada com o0 mecanismo de

citotoxicidade em células de cancer.

Conclus@es: Em suma, este trabalho mostrou os efeitos citotoxicos da esponja S. ruetzleri
em células de glioma e neuroblastoma, além da investigacdo quimica da fracdo bioativa.

Em particular, contribuiu para estudos que incidem na aplicacdo de acidos graxos no
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tratamento de cancer, os quais podem ser usados como adjuvantes para radio ou

quimioterapia ou também como um agentes quimioterapicos.
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VIl. ARTIGO 4

pH-dependent cytotoxic effects on cancer cell lines of marine sponge Polymastia

janeirensis extracts

Submetido ao periddico Toxicology in vitro







RESUMO (Artigo paginas 151-170)

Introducéo: Observacdes ecoldgicas sdo extremamente importantes para uma abordagem
orientada para a descoberta de novas drogas no ambiente marinho. Nosso particular
interesse é a esponja marinha Polymastia janeirensis, pois de acordo com observacdes de
campo, tem a propriedade de liberar um liquido de coloracdo laranja com propriedades
ictiotoxicas. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo a investigacdo dos
efeito citotoxico de extratos aquosos e fracbes de P. janeirensis. Aléem disso,
considerando a ligacdo entre o cancer, distlrbios da coagulacdo e o desequilibrios de
espécies reativas de oxigénio, também foi avaliado os efeitos sobre a coagulacdo

sanguinea e suas propriedades redox.

Materiais e métodos: Os efeitos citotdxicos em células de glioma (U87) e neuroblastoma
humano (SH-SY5Y) foram avaliados método de MTT. A investigacdo dos efeitos in vitro
sobre os radicais livres foi estudada pelo método de TRAP, enguanto que o tempo de

recalcificacdo foi empregado para avaliar os efeitos na coagulacdo sanguinea.

Resultados: O resultado mais significativo foi observado para o extrato aquoso de P.
janeirensis (pH = 6,8), o qual produziu uma atividade citotoxica com I1Csy <1,0 pg/ml em
ambas as linhagens de cancer testadas. Curiosamente, este efeito é altamente dependente
do pH da 4gua, uma vez que a viabilidade das células cancerosas ndo foi afetada quando o
extrato foi preparado com &gua a pH = 5,8. Além disso, o extrato aquoso (pH = 6,8) de P,
janeirensis apresentou pronunciado efeito antioxidante (69,25 uM Trolox/g de esponja) e
também, pré-coagulante, uma vez que iniciou a coagulacdo em aproximadamente 3,5
minutos (100 pg/ml) frente ao controle que iniciou a coagulagdo em 6 minutos. A estreita
semelhanca entre o extrato aquoso (pH = 6,8) e o liquido laranja que a esponja libera
quando é cortada, indicam que P. janeirensis tem um potencial mecanismo quimico de

defesa que merege ser investigado.
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Conclusoes: Este trabalho contribuiu para a investigacdo sobre o potencial bioativo da
esponja marinha P. janeirensis. Os resultados demonstram um efeito citotdéxico pH
depente para células de glioma e neuroblastoma. Além disso, o forte potencial do extrato
aquoso em modular os radicais livres e exercer um efeito pro-coagulante suportam o
mecanismo de acdo citotdxica por apoptose, previamente reportado frente a células de
glioma. Podemos, portanto, inferir que a esponja marinha P. janeirensis é uma fonte

promissora de prototipos a farmacos, especialmente para terapia do cancer.
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VIIl. ARTIGO 5

Chemical defense of marine sponge Polymastia janeirensis: analysis of Spatio-Temporal
Behavior of Zebrafish

A ser submetido ao periddico Archives of Toxicology







RESUMO (Artigo paginas 173-196)

Introducéo: Zebrafish tem sido amplamente aplicado em varios campos da pesquisa
biomédica e na busca de novas drogas, uma vez que varios alvos pode ser avaliados, ou
seja, neurotoxicidade, aprendizagem, memodria, atividade locomotora dentre outros.
Esponjas marinhas sdo animais sesseis e filtrantes, por isso tiveram gque desenvolver uma
defesa quimica contra predadores, produzindo metabolitos secundarios . De acordo com
observacOes de campo, a esponja marinha Polymastia janeirensis tem a propriedade de
liberar um liquido laranja, o qual é tdxico para os peixes, sugerindo a presenca de
mecanismos de defesa quimica. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi
investigar o potencial de defesa quimica da esponja P. janeirensis frente o

comportamento espaco-temporal de peixes zebra.

Materiais e métodos: Com o objetivo de simular a liberagdo do liquido de coloracéo
laranja que é liberado pela esponja, foi utilizado o extrato aquoso (pH 6,8). Apos 6
minutos, quando 0s animais ja estavam ambientados ao aparato, foi adicionado o extrato
aquoso da esponja para observacéo dos efeitos no perfil locomotor dos peixes zebra. Para
avaliar a condicdo de estresse apds o tratamento com o extrato de P. janeirensis, o nivel

de cortisol foi quantificado.

Resultados: Os resultados mostraram que o extrato aquoso de P. janeirensis tem a
propriedade de produzir uma resposta de fuga para 0s animais, uma vez que eles passaram
mais tempo no lado esquerdo do aparato, enquanto que o extrato aquoso foi adicionado no
lado direito. Desta forma, considerando somente a area esquerda do aparato e apds a
adicdo extrato aquoso (6-10 minutos), foi observada alteracdo significativa no tempo de
movel, na distancia percorrida e na sinuosidade de nado dos animais comparando 0 grupo
extrato com o grupo de controle (agua destilada) . Occupancy plots foram construidos
para avaliar o perfil de difuséo do extrato ao ser adicionado ao aparato e comparar com a
resposta dos animais. Curiosamente, os efeitos sobre o perfil locomotor dos peixes-zebra

ocorre assim que o extrato é adicionado ao tanque experimental, fazendo com que 0s
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animais nadem para o lado oposto ao de adicdo do extrato. Apés cerca de 45 segundos, 0
extrato aquoso da esponja estava espalhado por quase todo o aparato, porém 0s peixes
continuaram a nadar preferencialmente no lado esquerdo. Além disso, o aumento dos
niveis de cortisol e da sinuosidade de nado dos animais, permitem considerer que uma
condicdo de estresse esta relacionada com o mecanismo de defesa da esponja P.

janeirensis.

Conclusbes: Em resumo, o presente trabalho suporta as observagdes de campo, a qual
descrevem que a esponja marinha P. janeirensis utiliza um liquido cor de laranja como
defesa quimica. Além disso, mostramos a aplicacdo da atividade exploratéria espaco -

temporal de zebrafish em estudos ecolégicos .
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IX. DISCUSSAO GERAL







A descoberta de farmacos antineoplasicos é uma necessidade devido ao crescente
namero de casos incidentes de cancer. O Ministério da Salde alerta que a falta de
diagndstico, prevencdo e tratamento desta doenca pode se tornar um obstaculo para o
desenvolvimento sécioecondmico do pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

O potencial dos organismos marinhos na busca de novas moléculas protétipos para
aumentar o arsenal terapéutico antineoplasico é evidente. Durante o periodo 1998-2008,
592 produtos de origem marinha foram incluidos no pipeline de estudos pré-clinicos com
atividade antitumoral e 666 compostos para outras atividades farmacoldgicas.
Pesquisadores acreditam que o alto grau de inovacdo nesta area vai levar ao
desenvolvimento de uma grande quantidade de medicamentos num futuro proximo
(MONTASER e LUESCH, 2011; LIU, 2012).

No ultimo trabalho de revisdo realizado por BLUNT e colaboradores (2013) foi
apresentado o panoroma mundial da pesquisa em organismos marinhos. O Brasil, apesar
da sua extensa costa litordnea e consequentemente uma grande biodiversidade, vem
apresentando um pequeno numero de publicacdes. Em suma, a pesquisa nesta area ainda é

incipiente frente ao real potencial do tema.

Face a potencialidade do tema, nosso grupo de pesquisa tém focado ha alguns anos
no estudo com esponjas marinhas. Neste trabalho, objetivou-se a prospeccdo quimica e
bioldgica das esponjas Polymastia janeirensis, Haliclona tubifera, e Scopalina ruetzleri.
Estas foram coletadas na Ilha do Arvoredo, a qual pertence ao conjunto de ilhas da
Reserva Biologica Marinha do Arvoredo de Santa Catarina. A ilha do Arvoredo, a maior
da reserva, estd localizada a aproximadamente 11 km de distdncia da lha de Santa
Catarina (DA ROCHA et al., 2005).

Para o screening biolégico, as esponjas foram extraidas com metanol e
particionadas com solvente organico para obtencdo das fragbes a serem testadas nos
bioensaios. Para P. janeirensis 0 extrato aquoso também foi testado em virtude desta

esponja liberar um liquido de coloracéo alaranjada no momento da coleta. A viabilidade
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das células de glioma e neuroblastoma humano foram quantificadas por método
colorimétrico de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]. Os
efeitos antioxidantes foram analisados pelo método de TRAP, conforme método validado
por Dresch et al (2009). O ensaio anticoagulante foi previamente otimizado com relacéo
aos parametros: i) tempos de descongelamento do plasma; ii) tempo de incubacdo das
amostras; iii) método de avaliacdo. O método estabelecido foi descrito nos manuscritos 2
e 4.

Os resultados anticancer mais significativos foram observados para a esponja P.
janeirensis. O extrato aquoso (pH 6.8) teve um efeito citotoxico com ICsy < 1,0 pg/ml
para células de glioma e neuroblastoma humano. O aspecto mais interesse em relacdo a
este efeito é o fato da atividade ser extremamente dependente do pH da agua de extracao.
Quando a esponja foi extraida em pH = 5,8, a viabilidade das células de glioma e
neuroblastoma nédo foram afetadas. Por outro lado, com pH = 6,8, mostrou uma potencial
atividade citotoxica. Além disso, a fracdo acetato de atila de todas as esponjas testadas
apresentaram efeitos citotdxicos interessantes. Para células de glioma, H. tubifera teve o
maior efeito (ICsq < 15 pg/ml), seguida da S. ruetzleri e P. janeirensis. Por outro lado,
para células de neuroblastoma, os resultados mais interessantes foram evidenciados para a
esponja S. ruetzleri (ICs, em torno de 10 pg/ml), depois para H. tubifera e por ultimo para

P. janeirensis.

Na coagulacdo sanguinea, P. janeirensis também se destacou entre as esponjas
testadas. A fracdo acetato de etila produziu interessante efeito anticoagulante, além da
fracdo hexanica e agquosa. Para a fracdo acetato de etila de H. tubifera, também foi
observado um aumento no tempo de recalcificacdo. Por outro lado, o extrato aquoso de P.
janeirensis mostrou uma atividade pré-coagulante. Até onde nos foi possivel verificar,

esta € a primeira evidéncia deste efeito no ambiente marinho.

Considerando que pacientes com cancer possuem ativacdo da coagulacdo (MEIS e
LEVY 2007; KVOLIK et al., 2010), o efeito anticoagulante observado para a fracédo
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acetato de etila é importante na busca de novas modalidades terapéuticas para o cancer,
principalmente, drogas multifuncionais. Por outro lado, cabe destacar que a atividade pro-
coagulante do extrato aquoso de P. janeirensis é um dado relevante que corrobora com os
resultados prévios ja publicados. Frota Junior e colaboradores (2009b) descrevem que o
extrato aquoso desta esponja induz apoptose por uma via dependente de caspase-9 em
celulas de glioma. Quando a célula entra em apoptose, ocorre a desestruturacdo da
camada de lipideos fostadidil serina (FS). A expressdo de FS no exterior da célula
entrando em apoptose gera um acumulo de trombina na regido, desencadeando a
coagulacdo (CASCIOLA-ROSEN et al., 1996; FLYNN et al., 1997; STRIETH et al.,
2008).

O efeito das fracOes e extratos sobre os radicais livres foi estudado, pois as
estratégias que modulam potencial redox celular estdo sendo aplicadas tanto para matar
células cancerosas (BOQY et al., 2005) quanto na quimioprevencao do cancer (PARK e
PEZZUTO 2013). Nossos dados sugerem importantes efeitos antioxidantes para as
fracBes acetato de etila das trés espécies e também para o extrato aquoso da esponja P.
janeirensis. Além disso, este extrato mostrou uma tendéncia em aumentar a producdo dos
radicais peroxila no final do ensaio de TRAP (Manuscrito 4 — Figura 4). Estes dados estdo
de acordo com os resultados encontrados por Frota Junior e colaboradores (2009b), que
relatam um efeito citotoxico em células de glioma com um aumento na producdo de
EROs.

O fingerprint quimico das fracGes de interesse: acetato de etila das esponjas H.
tubifera e S. ruetzleri e do extrato aquoso de P. janeirensis foi realizado por RMN de *H
(500 MHz), usando como solventes cloroférmio e adgua deuterada, respectivamente. E
também, andlise por cromatografia em camada delgada (CCD), usando como revelador

reagente de ninhidrina®,

#0,2g de ninhidrina em 100 ml de etanol, aquecendo-se a placa em estufa a 120°C por 5 minutos.
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Analisando o espectro de RMN *H da fracdo acetato de etila da esponja S. ruetzleri
(Figura S1- Manuscrito 3) foi possivel verificar que esta é constituida majoritariamente
por acidos graxos. Desta forma, os mesmos foram derivatizados para serem analisadas por
CG/FID. Um total de 32 compostos foram identificados, sendo 52,89% destes acidos
graxos poli-insaturados (AGPI). AGs minoritarios ndo usuais para o ambiente marinho,
cotendo ciclopropanos ou metoxila e acidos graxos ramificados de cadeia longa
insaturada também foram caracterizados. Cabe destacar que este é o primeiro trabalho
reportando analise quimica desta espécie coletada na costa brasileira. Entretanto, um
composto lipidico ndo usual (17Z-Tetracosenil-1-glicerol éter) foi o primeiro metabdlito a
ser isolado de S. ruetzleri (CARDELLINA 1l et al., 1983).

AGPIs tem emergido como importantes adjuvantes para radio e quimioterapia e
também como possiveis agentes quimioterapicos. Isto se deve principalmente, ao
consenso na literatura que reporta o potencial efeito citotoxico seletivo para células de
cancer dos AGPIs, uma vez que as células normais sdo afetadas em menor grau (DIDDLE
2002; PEREIRA et al., 2011). Estudos tem demonstrado que a liporoxidacdo (LPO) é um
dos principais mecanismos de acdo dos &cidos graxos em matar células tumorais
(DIDDLE 2002; HOSSAIN et al., 2009). Devido as multiplas duplas liga¢bes, os AGPIs
tem facilidade em perder um atomo de hidrogénio, assim a producdo de EROs é
responsavel por iniciar a LPO, desencadear outras reacGes e também causar danos a
macromoléculas. Desta forma, investigamos o efeito da fracdo acetato de etila de S.
ruetzleri na LPO usando método ex vivo de dienos conjugados. Observamos que esta
fracdo em concentracGes baixas (< 25 pg/ml) produz um efeito protetor, por outro lado,
em concentragoes superiores a 50 pg/ml induz um aumento na LPO. Isto indica, que os
efeitos citotoxicos desta fracdo nas células de glioma e neuroblastoma podem estar em

parte, relacionados a LPO.

Analisando em conjunto o espectro de RMN *H da fracdo acetato de etila da
esponja H. tubifera e CCD positiva para ninhidrina, foi possivel sugerir que esta é

composta principalmente por esfingosideos. A presenca deste tipo de metabodlito foi
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evidenciada apds reacdo de adicdo de grupamento Boc® e analise por RMN *H, mostrando
um singleto com 64 = 1,45, ou seja, presenca de um nitrogénio nas moléculas. Dois
esfingosideos foram isolados atraves de diversas etapas: cromatografia em coluna,
extracdo em fase solida e CLAE/ELSD, conforme descrito no Manuscrito 1. Entretanto,
para isolamento por CLAE foi necessario realizar reacdo de protecdo do nitrogénio dos
compostos com grupamento Boc, para termos uma boa resolucdo dos picos no

cromatograma (Figura 20).
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Figura 20: Perfil cromatogréafico da Fracdo HT-EA6-3 em CLAE/ELSD, antes da reacdo de

adicdo do grupamento Boc (A) e apés a reacdo (B).

®( Boc),0 e K,CO3 em THF/H,0 (4:1), agitacéo por 2 h.
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O composto majoritario foi isolado e denominado de halisphingosine A, o qual, foi
previamente reportado por Mansoor et al. (2007b) e sua configuracdo absoluta
estabelecida através do método de Mosher. Considerando a configuragdo ndo usual
relatada e as limitacGes deste método: exigéncia de amostra suficiente para a preparacao
de S e R derivados e interpretacfes equivocas para moléculas com multiplos grupos -OH e
-NH,, foi criado um novo protocolo de dicroismo circular (DC), conforme descrito no
Manuscrito 1. Assim a configuracéo 2R,3R,6R foi verificada em escala nanomolar atraves
da interpretacdo dos espectros de DC dos derivados mono e tetra-naftoil do produto
natural. O novo composto, halisphingosine B (7,8-dihidrohalisphingosine A.), teve sua

estrutura e configuracao (2R,3R,6R) estabelecida por comparagcdo com o composto A.

Outros esfingosideos também foram isolados de esponjas do género. Devijver e
colaboradores (2000) isolaram o composto (2R,3R,7Z)-2-aminotetradec-7-eno-1,3-diol, o
qual demonstrou um potente efeito antimicrobiano (Richelle-Maurer et al., 2001) e uma
série esfingosideos foram encontrados para Haliclona vansoestii (CLARK et al., 2001).
Recentemente, o composto 9Z-2-amino-docos-9-eno-1,3,13,14-tetraol, denominado de
haliscosamina, foi isolado da esponja Haliclona viscosa e apresentou propriedades
antifangicas (EL-AMRAOUI et al., 2013).

Né&o foi possivel a obtencdo dos produtos naturais para testar nos bioensaios pois o
composto halisphingosine B foi isolado em quantidade insuficiente (0,6 mg) e as
tentativas de remogdo do grupamento Boc de haliphingosine A ndo foram efetivas. O uso
de é&cido trifluoracético (TFA) 50% em cloroférmio ou condi¢cBes mais brandas (10
equivalentes de TFA, —20 °C) resultarou em decomposi¢do do composto. Por outro lado,
método de desprotecdo usando agua 100 °C por 24 hs (WANG et al., 2009) foi
insuficiente para remocao do grupamento. Considerando os efeitos promissores da fracéo
acetato de etila, a sintese destes compostos, assim como modificagds estruturais nestas

moléculas torna-se uma perpectiva a ser considerada.
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Por outro lado, para o extrato aquoso de P. janeirensis ndo foi possivel estabelecer
a composicdo quimica por RMN de 'H. Os espectros ndo apresentaram sinais claros,
mesmo apos alteracBes de temperatura das analises (30 °C e 50 °C). Porém, considerando
os efeitos promissores deste extrato e a sua semelhanga com o liquido que a esponja libera
no momento da coleta (Figura 21), decidimos investigar seu potencial de defesa quimica

através da analise comportamental em modelo de Zebrafish (ROSEMBERG et al., 2011).

Figura 21: Esponja P. janeirensis (marrom) e seu liquido (laranja) apds a coleta.

O extrato aquoso (pH 6.8) foi adicionado no aquario, de modo a simular a
liberacdo do liquida da esponja. Verificamos uma mudanga significativa no
comportamento espaco-temporal dos peixes Danio rerio, atraves de alteracdes do tempo
movel, distancia percorrida e absolute turn angle do animal. Aliado a isto, mostramos que
este efeito de fuga gerado pelo extrato aquoso pode estar correlacionado com a inducdo de

estresse no animal, através da tendéncia observada em aumentar os niveis de cortisol.

Em suma, os dados do presente trabalho representam uma nova contribuicdo para o

estudo quimico e bioldgico de espécies de esponjas marinhas da costa sul brasileira.
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X. CONCLUSOES







Os experimentos realizados nesta tese revelaram o potencial quimico e biologico

de esponjas marinhas da costa sul-brasileira. Assim podemos concluir que:

1. H. tubifera ¢ uma potencial fonte de esfingosideos com atividade anticancer,
anticoagulante e antioxidante;

2. Os esfingosideos isolados de H. tubifera apresentaram uma configuracdo absoluta
(2R,3R,6R) néo usual para este tipo de composto;

3. Halisphingosine A e B sdo analogos, sendo halisphingosine B um metabolito novo;

4. O método de DC desenvolvido, aplicavel a submiligramas de amostra, prediz a
configuracdo absoluta de trés estereocentros com precisdo e exatidao;

5. S. ruetzleri apresentou uma série de acidos graxos com potenciais propriedades
citotoxicas e antioxidantes;

6. O extrato aquoso da esponja P. janeirensis produziu efeitos importantes nos
bioensaios realizados, corroborando com os trabalhos anteriores que mostram um
efeito citotoxico atraves da morte celular por apoptose;

7. P. janeirensis possui um efetivo sistema quimico de defesa;

8. O modelo comportamental de Zebrafish pode ser empregrado como ferramenta para

analise das relagdes ecologicas no ambiente marinho.

O conjunto dos resultados obtidos aponta as potencialidades destas esponjas na

busca de moléculas protétipos para farmacos, especialmente na terapia do cancer.
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XI. PERSPECTIVAS







Os resultados obtidos levam as seguintes perspectivas de continuacdo deste

trabalho:

e Caracterizacdo quimica do extrato aquoso da esponja P. janeirensis;

e Investigacdo dos mecanismos quimicos de defesa da P. janeirensis através
da analise dos efeitos do extrato aquoso em Zebrafish: neurotoxicidade,
estresse oxidativo, dentre outros.

e Continuidade no isolamento de esfingosideos da esponja H. tubifera;

e Sintese dos compostos halisphingosine A, halisphingosine A e analogos
semi-sintéticos

e Ensaios biologicos dos compostos sintetizados.
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