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Avaliacao toxicogenética da antraguinona marinha hirsutatina a. JONATAS
FERNANFES DA SILVA. Orientador: Prof. Dr. Felipe Cavalcante Carneiro 102p.
Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas - PPGCF,
Universidade Federal do Piaui - UFPI, 2018.

RESUMO

O grupo de substancias Hirsutatina foi isolado inicialmente em 2005, juntamente com
outros compostos, inicialmente os estudos com estas substancias mostraram que algumas
delas apresentavam funcao antiparasitaria no tratamento contra a malaria, diversos estudos
hoje vém mostrando a correlagdo de varios agentes antiparasitarios, incluindo substancias que
assim como grupos de hirsutatina, agem contra o Plasmodium falciparum, causador da
maldria, apresentam acdo anticancerigena. Baseado nisso o presente estudo se dispGe a avaliar
os efeitos tdxicos, citotdxicos e o potencial mutagénico da hirsutatina a através de ensaios in
vitro. Dentro do estudo foram realizados os ensaios de Artemia salina, Allium cepa, MTT,
cometa e CBMN, SARCOMA 180. Os resultados obtidos a partir da exposicao dos nauplios
de artémias a acdo da hirsutatina a nos periodos de 24 e 48 horas, demonstram que a mesma
possui elevada toxicidade. O tratamento com hirsutatina a apresentou mudancas significativas
no indice mitdtico das raizes no teste de Allium cepa, quanto maior a dose testada maior foi a
inibicdo da divisdo celular. Demonstrando atividade diretamente dependente da concentracéo
utilizada. Além disso, o presente estudo também demonstrou que todas as concentracfes da
hirsutatina a apresentaram efeito citotoxico nas células de S180 conforme revelado pelo
ensaio MTT. Através do ensaio de cometa. Observou-se que a genotoxicidade causada pela da
hirsutatina a pode estar associada a processos de estresse oxidativo. O teste de CBMN, nos
permitiu levantar a hipotese de que 0s possiveis mecanismos de morte celular correlacionados
com a hirsutatina a sdo provocados por danos ao material genético das células. A hirsutatina a
apresentou alta atividade citotoxica e genotdxica com grande potencial como substancia
antitumoral. Diante disso, novos estudos complementares ainda sdo necessarios para melhor
elucidacdo da toxicidade e aplicagdo clinica da hirsutatina A.

Palavras-chave: Hirsutatina a, Ciclohexadepsipeptideos, Citotoxidade, Toxicogenética.

Genotoxicidade, Mutagenicidade
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ABSTRACT

ABSTRACT:

The group of substances Hirsustatin was initially identified in 2005, where studies showed
that some had antiparasitic function against malaria. Several parasitic agents have been
described with potential anticancer activity due to their highly toxic effects. In this sense, the
present study aimed to evaluate the toxic, cytotoxic and mutagenic potential of Hirsustatin A.
The study tested different concentrations of Hirsutatin A through in vitro tests, including
Artemia salina, Allium cepa, MTT, Comet test and CBMN. The results obtained from the
exposure of nauplii to the action of Hirsustatin A in the periods of 24 and 48 hours,
demonstrate that it has high toxicity. Hirsustatin A presented significant changes in mitotic
index of Allium cepa meristematic cells in a dose dependent manner, where the higher the
dose, greater the growth inhibition. The present study also demonstrated that all
concentrations of Hirsustatin A had cytotoxic effect on Sarcoma 180 (S180) cells as revealed
by the MTT assay. Genotoxicity through comet assay revealed damages associated with
oxidative stress processes. Through the CBMN test, it can be assumed that the possible
mechanisms of cellular death are caused by DNA damage. The results showed that Hirsustatin
A is very cytotoxic and genotoxic, with potential antitumor activity, and further studies are

necessary to better elucidate its toxicity and clinical aplication.
Keywords: Hirsustatin A, Cyclohexadepsipeptides, Cytotoxicity, Toxicogenetic.

Genotoxicity, Mutagenicity.
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1 INTRODUCAO

O cancer é considerado uma patologia complexa e multifatorial, sua etiologia é
assumida por mutacdes genéticas que causam incapacidade de controlar a proliferagéo celular,
perda de resposta aos fatores de inibigdo do crescimento, evasdo de mecanismos de morte
celular como a apoptose, capacidade de invasdo de outros tecidos corporais e producdo de
novos vasos sanguineos (HERCOS et al., 2014). Em 2015, havia 17,5 milhdes de casos de
cancer em todo o mundo. Entre 2005 e 2015, os casos de cancer aumentaram 33%. Para 0s
homens, o cancer mais comum em todo o mundo foi cancer de proéstata (1,6 milhdo de casos).
O traumatismo traqueal, bronco e pulmonar foi a principal causa de morte por cancer em
homens (1,2 milhdo de mortes). Para as mulheres, o cancer mais comum foi cancer de mama
(2,4 milhdes de casos), sendo também a principal causa de morte por cancer para mulheres
(523 000 mortes) (FITZMAURICE et al., 2017).

Os mecanismos das drogas antitumorais sdo diversos, agindo diretamente sobre
alguma vulnerabilidade celular, tais como o desequilibrio do estresse oxidativo tumoral;
citotoxicidade celular por inducdo de morte celular, apoptose, necrose e autofagia; e a
interferéncia sobre as etapas do ciclo celular (MOHLER; PFIRMAN; FREI, 2014). No
entanto, as atuais estratégias preventivas, clinicas e de pesquisa ainda ndo foram suficientes
para enfrentar todos os desafios causados por essa patologia (MENDELSOHN; RINGBORG,;
SCHILSKY, 2012).

O custo médio empregado no desenvolvimento de uma nova droga para o tratamento
do cancer, passando por todos os estagios, chegou a cerca de 1,042 bilhdo de dolares, em
2006 (ADAMS; BRANTNER, 2006) e 1,3 bilhdo de dolares em 2007 (DIMASI;
GRABOWSKI, 2007). Nesse cenario, existe a necessidade da exploracdo para o
desenvolvimento de novos compostos para o tratamento do cancer de forma mais produtiva e
sustentavel financeiramente. Enquanto fontes terrestres de produtos farmacéuticos e
bioquimicos foram consideravelmente exploradas, menos de um por cento das espécies
marinhas tém sido examinadas para a producdo dos novos produtos quimicos. Portanto,
substancias vindas do ambiente marinho representam uma grande fonte de substéncias
bioativas com uma vasta gama de aplicabilidade, principalmente para o desenvolvimento de
novos medicamentos na industria farmacéutica (MOLINSKI et al., 2009; BLUNT et al.,
2011).
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Nas Gltimas décadas, cerca de 60% das drogas utilizadas em hematologia e oncologia
foram originalmente derivadas a partir de fontes naturais, e um terco dos agentes mais
vendidos sdo derivados naturais (SINGH et al., 2008). Entre todos os produtores de moléculas
naturais conhecidas, os fungos representam uma rica fonte de metabdlitos biologicamente
ativos, com larga aplicagdo como agroquimicos, antitumorais, antiparasitarios,
imunossupressores, entre outros. Estima-se que apenas 1% das bactérias e 5% dos fungos
encontrados nos solos s@o conhecidos, indicando a possibilidade de se encontrarem milhares
de espécies ainda desconhecidas. Estes microrganismos s&o encontrados na Antartida, Artico,
Alpes, desertos, regides aridas, vulcanicas e solos férteis ou inférteis, englobando assim todo
planeta abrangendo todos os ecossistemas, independentemente de suas condicGes geograficas
ou climéticas (LEPTOKARYDIS, 2008).

Os microorganismos marinhos atrairam uma atencdo consideravel como fontes
importantes de metabdlitos secundarios estruturalmente diversos e com grande potencial para
a descoberta de novas drogas (CHEN et al., 2011). O fungo Penicillium citrinum possui
potenciais metabolitos secundarios e foi isolado da espécie Dichotomaria marginata (DE
ANDRADE et al., 2014) que é uma macroalga vermelha que pertence a ordem Nemaliales,
classe Florideophyceae e familia Galaxauraceae. Existem poucos estudos quimico-
farmacoldgicos para esta espécie e geralmente limitados a estudos taxondmicos para esta alga.
(ROZAS et al., 2008), porém fracdes hexanicas dessa alga revelaram substancias com 6timo
potencial citotdxico (LIAO et al., 2003).

Mesmo com o isolamento e obtencdo de novos compostos naturais, a investigacdo dos
efeitos e genotoxicos e mutagénicos em substancias aromaticas heterociclicas com em ensaios
de genotoxicidade é indispensavel. E de importancia critica a avaliagdo de danos ao DNA
visto que o desenvolvimento do cancer pode decorrer de agentes genotdxicos (KASSIE et al.,
2001). No entanto, este mesmo processo constitui uma das bases para o tratamento do cancer
(BA-SANG et al., 2016). A hirsutatina a, sustancia isolada no presente estudo, € uma
substancia com poucos estudos desenvolvidos, mais substancias extraidas da mesma classe de
fungos ja demonstraram efeitos promissores.

O principal problema do tratamento com antineoplasicos € a sua pouca seletividade a
células tumorais, levando a inducdo de danos ao DNA, incluindo danos oxidativos, mutacdes
genéticas e aberracfes cromossomicas (NAITO et al., 2015), os quais geram uma alta
toxicidade em tecidos normais e 6rgdos (ROY; CHAKRABORTY; BHATTACHARYA,
2014).
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Portanto, o biomonitoramento dos danos oxidativos, nucleares e genotdxicos de
produtos naturais e/ou sintéticos, manipulados/ingeridos pelo homem é de fundamental
importancia para a liberacdo de substancias para o0 uso terapéutico. Neste contexto, ensaios
ndo-clinicos com organismos inferiores como Artemia salina, Allium cepa e 0 uso de
linhagens de células cancerosas proporcionam um meio importante para o teste de drogas e
produtos quimicos (DOKE; DHAWALE, 2015).

Tendo em vista a necessidade de compreender 0s possiveis efeitos tdxicos,
citogenéticos e genotdxicos da hirsutatina a, o presente trabalho objetivou valiar os efeitos
toxicos em Artemia salina e Allium cepa; citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos através do

estudo em Allium cepa e culturas de células de Sarcoma 180 (S180).

A dissertacdo compreende um estudo ndo-clinico frente a acdo toxica, citotdxica,
genotoxica e mutagénica por meio de tratamentos em nauplios de Artemia salina e raizes de
Allium cepa; Assim como os efeitos citotoxico, genotdxico e mutagénico do hirsutatina a em

linhagens tumorais de Sarcoma 180, avaliados pelos testes de MTT, cometa e CBMN.

Figura 1. Divisdo esquematica do corpo da dissertacéo
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar os efeitos toxicogenéticos e antitumorais da hirsutatina a, isolada do fungo

endofitico Penicillium citrinum, extraido da alga Dichotomaria marginata.

2.2 Especificos

e Determinar a toxicidade aguda empregando o microcrustaceo Artemia salina;

e Avaliar a toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade da substancia
hirsutatina a isolada do fungo endofitico Penicillium citrinum, extraido da Alga
Dichotomaria marginata) por meio do teste Allium cepa;

e Auvaliar a viabilidade celular da hirsutatina a em células de Sarcoma 180.

e Avaliar a atividade antitumoral da hirsutatina a utilizando em células de Sarcoma 180
por mecanismos citogenéticos indicativas de genotoxicidade e de alteragdes nucleares
(brotos, pontes nucleoplasmaticas, micronucleo), apoptose e necrose;

e COMETA, EXTRESS SANGUE PERIFERIFERICO
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Cancer

O céncer é definido como o crescimento descontrolado de células, que podem invadir
e se espalhar para locais distantes do corpo, pode ter consequéncias graves para a salde, e é
uma das principais causas de morte a nivel mundial. E causado, na maioria dos casos, por
mutacdo ou ativacdo anormal dos genes que controlam o crescimento celular (LOURO,
2000), resultando em modificacbes progressivas da biologia celular caracterizadas por
alteracOes na proliferacdo, diferenciacdo e na interacdo das células com o meio extracelular
(COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2000). Pulméo, prostata, colorretal, estdmago e cancer de
figado sdo os tipos mais comuns de cancer em homens, enquanto mama, colorretal, pulméo,
colo uterino e cancer de estdbmago sdo os mais comuns entre as mulheres (WHO, 2017).

O céancer é uma patologia genética e as alteracGes que geram mutagdes sdo causadas
por agentes fisicos e quimicos do meio ambiente ou produtos da propria célula levando ao
processo de carcinogénse em trés estagios (iniciacdo, promoc¢do e progressao), gerando um
acumulo de mutacGes no DNA, principalmente em genes envolvidos na ordem dos eventos do
ciclo de divisdo celular, os quais sdo responsaveis por consertar erros de replicacdo do
material genético ou diferenciacéo celular (BELIZARIO, 2002).

Mesmo na auséncia de qualquer exposicdo significativa de agentes exdgenos, as
células de mamifero acabam mantendo milhares de lesdes no DNA pro-mutagénicas todos os
dias, onde atividades metabdlicas normais estdo associadas com a hidrolise, desaminagéo,
alquilacéo, e oxidagao, acabando por infligir danos as bases nitrogenadas, quebras de cadeia
simples, rupturas de filamentos duplos e entre cadeias de ligacdo cruzada (BERRA; MENCK;
DI MASCIO, 2006). Nesse sentido, 0 reparo dos erros ou a apoptose Sd0 necessarios para
manter a integridade do material genético (KLAPACZ et al., 2016). Células que que
acumulam varios danos no DNA e ndo entram em apoptose acabam por perpetuar 0s danos
quando ha replicacdo de seu material genético gerando um processo que resulta em cancer.

Com o crescente aumento populacional e o envelhecimento continuo da populagéo, o

perfil epidemioldgico do cancer tem sofrido alteragdes, afetando significativamente o impacto
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das neoplasias no cenario mundial (VERAS; 2007). O estilo de vida da sociedade moderna
contribui para aumentar a exposicdo da populacdo a alguns fatores ambientais, nutricionais,
quimicos e hormonais potencialmente carcinogénicos (SILVA; SERAKIDES; CASSALLI,
2004).

O céncer se tornou um importante problema de saude publica em paises desenvolvidos
e em desenvolvimento, causando mais de seis milhGes de 6Obitos a cada ano, representando
cerca de 12% de todas as causas de morte no mundo. Embora as maiores taxas de incidéncia
de cancer sejam encontradas em paises desenvolvidos, dos dez milhdes de casos novos anuais
de céncer, cinco milhdes e meio sdo diagnosticados nos paises em desenvolvimento (INCA,
2017).

3.2 Estresse Oxidativo

O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na indugédo de danos
celulares pelas espécies reativas do oxigénio (ROS) tem sido chamado de estresse oxidativo
(PYLVAS et al., 2010), mas pode ser definido também como uma consequéncia de um
aumento da geracdo de radicais livres e/ou reducdo da atividade fisioldgica das defesas
antioxidantes contra os radicais livres (HASTY et al., 2003; POLJSAK; SUPUT; MILISAV,
2013). Quando ROS e as espécies reativas do nitrogénio (RNS) excedem as capacidades de
desintoxicacdo, pode ocorrer danos oxidativos em lipideos, &cidos nucleicos e proteinas. Se
este dano for irreparavel, a célula vai sofrer morte celular, sob a forma de apoptose (morte
celular programada), ou necrose, dependendo da extensdo do dano.

A producao de radicais livres constitui um processo continuo e fisiolégico, cumprindo
funcgBes bioldgicas relevantes. Durante os processos metabdlicos, esses radicais atuam como
mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias reagfes bioquimicas (BARBOSA et al.,
2010; GARCIA-SOUZA; OLIVEIRA, 2014). A continua producdo de radicais livres em
processos metabdlicos resulta no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante que
tem o objetivo de limitar os niveis intracelulares de radicais livres e controlar a ocorréncia de
danos decorrentes (BARBOSA et al., 2010).

Espécies reativas sdo formados em concentragGes fisioldgicas e degradada durante o
metabolismo aerdbico normal nas células. No entanto, o aumento descontrolado da producéo
destas espécies pode resultar em danos oxidativos de biomoléculas, tais como lipideos,
proteinas e acido desoxirribonucleico, levando a interrup¢éo da funcéo celular (apoptose ou
necrose) (GARCIA-SOUZA; OLIVEIRA, 2014). O processo de estresse oxidativo leva a
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resultados que podem ser bastante danosos as celulas, variando bastante entre organismos,
tipos celulares e até mesmo entre células de um mesmo tecido, devido a diversificada
capacidade antioxidante das células (BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006). Ha evidéncias
de que o estresse oxidativo pode ser um mecanismo de fator de risco/patogénico
(GRAHAME; SCHLESINGER, 2012), estando envolvido em mais de 100 doengas, como
causa ou consequéncia (GILKA et al., 2007; POLJSAK et al., .2011). Existem diversos
mecanismos que podem levar a carcinogénese e a producdo excessiva de radicais livres e
espécies reativas de oxigénio esta associada a danos na fita ou alteracbes nas bases
nitrogenadas ou, ainda, modificagdes de desoxirribose, podendo gerar mutacbes em genes
importantes no controle da diviséo celular (BERTOLOZZO et al., 2010).

Em condi¢Bes normais, as mitocondrias desencadeiam sinalizacdo redox na célula
através da liberacdo de espécies reativas de oxigénio da cadeia de transporte de elétrons. Sob
condicBes fisiopatoldgicas, a geracdo de espécies reativas do oxigénio das mitocondrias
também pode contribuir para o inicio do céncer, bem como, para uma amplificacdo do
fenotipo das células tumorais. Ao mesmo tempo, as espécies reativas do oxigénio geradas nas
mitocondrias podem tornar as células tumorais vulneraveis, principalmente, a terapias que
enfatizam sua capacidade de regular a homeostase redox, abrindo oportunidades para o
tratamento do cancer (SABHARWAL; SCHUMACKER, 2014).

Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos métodos para avaliagdo
de atividade antioxidante tém aumentado consideravelmente nos Gltimos anos. As descobertas
do efeito deletério dos radicais livres sobre as células e sua relacdo com certas doengas,
agindo como causador ou agravante. Existem diversos métodos para avaliar a atividade
antioxidante in vitro de substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios
guimicos com substratos lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas
técnicas instrumentais (SANCHEZ-MORENO, 2002).

A utilizacdo de métodos analiticos para determinacdo da atividade antioxidante ou
quantificacdo de antioxidantes especificos em matrizes complexas como extratos vegetais,
frutas e alimentos em geral, pode ser justificado pela relevancia comercial e farmacoldgica,
bem como pela necessidade de metodologias mais simples e baratas (PALANISAMY et al,
2011). Esses testes ttm se tornado ferramentas de grande importadncia como auxiliares na
busca por substéncias bioativas, bem como na selecdo de matéria-prima para estudo. Devido a
crescente busca por substancias bioativas que substituam os produtos sintéticos e diminuam
os efeitos colaterais, um grande nimero de testes in vitro tem sido desenvolvido para avaliar a
atividade antioxidante de compostos (SANCHEZ-MORENO, 2002).
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3.3 Fungos endofiticos de algas marinhas e potencial producdo de moléculas bioativas para

formulacgdes farmacéuticas

Existe a necessidade de desenvolver novas substancias para o tratamento de doencas
humanas graves, tais como o cancer, infecgdes microbianas e doencas neurolégicas. O
desenvolvimento de drogas derivadas de produtos naturais tornou-se uma estratégia altamente
promissora para a identificacdo de novos agentes antitumorais (GARCIA et al.,, 2015).
Organismos marinhos proporcionam potencialmente uma fonte rica de substancias, o que
apoia a pesquisa intensiva para as novas substancias de organismos marinhos (IMHOFF;
LABES; WISE, 2011). A exploracdo de produtos naturais marinhos pode ser considerada
recente, datando a década de 1960, com o foco para a descoberta de medicamentos na década
de 1980. Esse ambiente tem sido uma fonte de mais de 20.000 produtos naturais descobertos
nos Ultimos 50 anos, mas devido a gama de ensaios bioldgicos ser tdo grande ainda ha muito o
quer ser descoberto sobre esses produtos (GERWICK; FENNER, 2013).

A busca por novos medicamentos em produtos naturais bioativos ainda é a principal
forma de adquiri-los e a procura por metabdlitos secundarios de microrganismos isolados de
ambientes ecoldgicos especificos, tais como ambientes marinhos, podem aumentar a chance
de encontrar compostos com novos esqueletos e bioatividades variadas (WANG et al., 2013,
BUGNI; IRELAND, 2004; LU et al., 2008).

Os fungos derivados de algas marinhas continuam a ser uma fonte prolifica para a
descoberta de diversos metabolitos secundarios com diversas atividades bioldgicas (BLUNT
et al., 2008; BLUNT et al., 2009). Metabolitos de fungos secundarios, ou produtos naturais,
sdo conhecidos por possuir propriedades farmacoldgicas potentes e tém sido muito utilizados
para medicamentos humanos (GERWICK; FENNER, 2013). Historicamente produtos
naturais de fungos e metabolitos secundarios tem sido uma rica fonte de compostos
biologicamente ativos (CAO et al., 2010; CAO; CLARDY, 2011) tais como antibioticos,
antimicrobianos, antioxidantes (PARANJAPE et al., 2014), anticancer, e antiparasitaria
(SCHUEFFLER; ANKE 2014). Os fungos endofiticos possuem uma capacidade de
metabolizar constituintes quimicos da planta hospedeira, produzindo novos produtos quimicos
que podem ser utilizados diretamente como drogas ou fonte de novos produtos naturais
bioativos (LIU et al., 2016).

O Penicillium é um dos fungos mais comuns e pode ser encontrado em uma variada

gama de ambientes, na vegetacdo, no solo, ar, e até mesmo varios alimentos, com uma
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distribuicdo mundial e um grande impacto econdémico sobre a vida humana (VISAGIE et al.,
2014). Penicillium é um género muito difundido nos biétopos marinhos. Parece se ajustar
facilmente a condi¢des mdaltiplas e ser uma importante fonte de novos compostos. A espécie
Penicillium citrinum é um fungo filamentoso de distribuicdo mundial e pode ser uma das
formas de vida eucariontes mais comuns do planeta (PITT, 1979). Uma de suas caracteristicas
principais é a producdo de citrinina uma micotoxina altamente nefrotdxica, hepatotoxica,
imunotoxica e carcinogénica (FLAJS; PERAICA, 2009).

3.4 Biomarcadores toxicogenéticos
3.4.1 Ensaios para estudos de viabilidade celular

O ensaio com MTT é um dos testes mais populares para avaliar a atividade de
potenciais compostos antitumorais, e ele também é o ensaio mais utilizado para examinar
interacdes entre compostos e sinergismo. O teste foi criado e descrito por Mosmann em 1983
(SLIWKA et al., 2016). Este ensaio baseia-se no pressuposto de que a reducdo do sal de
tetraz6lio MTT para formazan que ocorre nas mitocéndrias de células vivas devido a
atividade das desidrogenases mitocondriais (em particular, succinato desidrogenase). No
entanto, a precisdo do ensaio tem sido debatida ao longo dos anos. O ensaio de MTT €
significativamente influenciada por compostos que modificam o metabolismo das células,
aumentando o nivel de NADPH ou a atividade de LDH (lactato desidrogenase) (WANG,;
HENNING; HEBER, 2010). Além disso, 0 MTT pode ser reduzido ndo somente nas
mitocbndrias, mas também dentro do citoplasma, na superficie da célula (endossoma e
lisossoma) ou até mesmo no ambiente extracelular (BERRIDGE; HERST; TAN, 2005;
WANG; HENNING; HEBER, 2010). Os fatores que influenciam o processo de reducdo
incluem a fase atual de crescimento, a fase do ciclo celular e as condi¢bes de reacdo, tais
como o pH e a concentracio de D-glicose (SLIWKA et al., 2016).

Diante de um elevado risco de interpretacdo errbnea, existe a necessidade do uso de
diferencas métodos de ensaio de viabilidade celular / proliferacdo e de citotoxicidade (por
exemplo, XTT, MTT, Alamar azul, azul de Tripan, e CellTiter-Glo. Atualmente, varios
métodos sdo usados simultaneamente para examinar a atividade antitumoral de um composto
(PUTNAM; BOMBICK; DOOLITTLE, 2002; WANG; HENNING; HEBER, 2010). O Alamar
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Blue (Rezasurina) é um corante usado para medir a viabilidade celular baseado no
metabolismo celular. A Rezasurina de cor azul € facilmente convertida na forma reduzida de
cor rosa altamente fluorescente (Resofurina). Apenas as células com metabolismo ativo
(células viaveis) convertem o composto para a forma fluorescente. Portanto, a conversao da
rezasurina a resofurina reflete a viabilidade celular e pode ser quantificada pela leitura da
fluorescéncia com um comprimento de onda de excitacdo/emissdo de 465/540 nm
(NAKAYAMA et al., 1997).

3.4.2 Toxicidade/citotoxicidade em Artemia salina

A Artemia salina € um organismo regulador hipo / hiper-osmético capaz de manter as
concentracOes de ions de hemolinfa dentro de limites estreitos, sobre uma gama de salinidade
externa de NaCl a 0,26% em ambientes supersaturados (ATES et al., 2013). A principal razéo
pela qual este microcrustaceo de dgua salgada é amplamente utilizado para testar a toxicidade,
é devido a disponibilidade comercial de ovos dormentes, os quais sdo colhidos em grandes
quantidades em lagos de sal (ARCANJO et al., 2012). Além disso, os ovos ficam viaveis
longos periodos de tempo (anos) e sdo, portanto, uma excelente fonte bioldgica para
bioensaios rapidos, simples e baratos (MAYORGA et al., 2010).

Varios autores tentaram correlacionar a toxicidade da Artemia salina utilizando outras
atividades, alguns exemplos podem ser encontrados em estudos que correlacionam o ensaio
com atividades antifungicas, antivirais e antimicrobianas (MACBAE et al., 1988). Outros
estudos também fizeram a mesma associacdo com atividades antiparasitarias (SAHPAZ et al.,
1994), antitripanossomas (ZANI et al., 1995) e antitumorais (MEYER et al., 1982,
MCLAUGHLIN; ROGERS, 1988; NUNES et al., 2009; ARCANJO et al., 2012). O estudo de
correlagdo entre o crescimento e a defesa quimica associada a biocompostos de plantas
medicinais (ALMEIDA-CORTEZ et al., 2004), também é uma alternativa bastante utilizada
baseado neste ensaio. Outras possibilidades podem estar associadas a investigagéo da
ecotoxicidade de nanomateriais em ecossistemas marinhos (ATES et al., 2013). Esse
bioensaio de letalidade demonstra a possibilidade de correlacionar a toxicidade com diversas
atividades farmacoldgicas, viabilizando uma prévia avaliacdo da seguranga de compostos

naturais e sintéticos com um baixo custo, boa reprodutibilidade e resultados rapidos.

3.4.3 Teste de Allium cepa
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O uso de Allium cepa como sistema de teste foi introduzido por Levan (1938) quando
ele demonstrou distdrbios no fuso mitético associados ao uso de colchicina. Posteriormente, a
técnica sofreu adaptacdes por Fiskesjo (1985) com o objetivo de tornar este ensaio em um
sistema teste de monitoramento, permitindo uma avaliagdo mais abrangente de produtos
quimicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

O sistema teste de Allium cepa é um excelente parametro de andlise citotdxica, para a
observacao da ocorréncia de alteracbes cromossdmicas no ciclo celular (AMARAL et al.,
2007; FACHINETTO; TEDESCO, 2009). Testes bioldgicos de mutagenicidade com plantas
tem como objetivo verificar a frequéncia de micronucleos, aberracbes cromossdmicas e
alteracfes no indice mitético nas células do meristema radicular (MELLO et al., 2004). Este
teste é de baixo custo, é facil de usar e produz resultados semelhantes aos ensaios em animais
por causa da semelhanca em suas composi¢oes genéticas. As células de Allium cepa possuem
cromossomos metacéntricos permitindo uma facil avaliagdo microscépica (AKINBORO et
al., 2011).

As aberracbes cromossomicas identificadas no ensaio sdo indicativas de
genotoxicidade (RANK; NIELSEN, 1993), enquanto que a avaliacdo mutagénica foi proposta
pela contagem de microndcleos, indicador mais efetivo e mais simples de danos citolégicos
(MA et al., 1995), visto que tanto os fragmentos quanto cromossomos inteiros podem ser
reincorporados no nucleo principal durante o ciclo celular (FENECH et al., 2002).

3.4.4 Teste cometa

Diversos agentes enddgenos e exdgenos podem comprometer a integridade do DNA
celular, resultando em quebras, modificacéo de bases, crosslinks DNA-DNA e DNA-proteina,
gerando mutagdes ou levando a morte celular (DEUTSCHMANN et al., 2016). A maioria
destes danos é induzida por radicais livres, tais como EROs e ERNSs, 0s quais constituem
fatores de risco para cancer, envelhecimento, doencas neurodegenerativas e outras
indisposi¢cdes (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATE, 2016).

Neste contexto, o Teste Cometa, é um teste simples, barato, rapido e sensivel na
caracterizacdo de danos ao DNA. Por isso, € amplamente utilizado como um biomarcador
genotoxico (DEUTSCHMANN et al., 2016). Esta técnica pode ser utilizada como uma
técnica sensivel para avaliar os danos de DNA induzidos por condi¢Ges de estresse
(SANTOS; POURRUT; OLIVEIRA, 2015). Além disto, este teste requer uma baixa
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quantidade de células por amostras e apresenta uma alta sensibilidade para detectar niveis
pequenos de danos ao DNA (GANAPATHY et al., 2016)

Por estes motivos, o teste cometa continua a ser uma técnica importante no campo da
pesquisa para decifrar mecanismos genéticos relacionados a danos no DNA, o mesmo é
bastante aplicado durante a analise genotoxica de novos quimicos, monitoramento ambiental,
biomonitoramento humano e epidemiologia molecular, além de diagnostico de doencas
genéticas e pesquisas em dano e reparo a0 DNA. As diferentes variacdes desta técnica
permitem a identificacdo de diferentes tipos de danos, tais como quebras de fita simples,
quebra de fitas duplas e outras. Apoés realizacdo do teste, as células sdo exibidas em forma de
cometas, 0s quais sdo escorados quantitativamente e qualitativamente, e sdo mais exuberantes
quanto maior o dano (GLEI; SCHNEIDER; SCHLORMANN, 2016).

O efeito genotoxico de diversas substancias e drogas utilizadas na quimioterapia tem
sido testado por meio do teste cometa. Logeshwaran et al. (2016) demonstraram o efeito
genotoxico de produtos utilizados no combate a incéndios por meio do teste cometa em
células meristemais das raizes de Allium cepa. Ghassemi-Barghi e colaboradores (2016)
realizaram a andlise da fragmentacdo de DNA em células HepG2 por meio do teste cometa.
Dessa forma € de conhecimento geral a validade desta tecnica em estudos correlacionados a
citotoxidade.

O teste tradicionalmente utiliza suspensfes de células, que sdo incorporados em
agarose sobre uma lamina e levada ao microscopio. As células sdo expostas a lise por
exposicdo a solucdes de detergente e sal elevado (AZQUETA et al., 2009) permitindo a
remocdo de membranas e componentes celulares sollveis, deixando um DNA nucletide
super-enrolado (AZQUETA et al.,, 2011). Apo6s serem submetidas a eletroforese, o0s
fragmentos de DNA migram para o anodo, formando a cauda do cometa, onde a quantidade
de quebras na cadeia é em geral proporcional a quantidade de DNA na cauda,
respectivamente, para o DNA remanescente na cabeca (HOVHANNISYAN, 2010).

3.4.5 Linhagens de células cancerigenas de Sarcoma 180

Sarcomas representam 1% de todas as doengas malignas em adultos em todo o
mundo. Estes tumores raros sdo originarios a partir de células mesenquimais em diferentes

areas do corpo (QUINTANA et al.,, 2017). Os sarcomas sdo um grupo heterogéneo de
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neoplasias mesenquimais que podem ser divididos em dois tipos gerais: sarcoma 0sseo
primario e sarcoma de tecido mole (SKUBITZ; D’ADAMO, 2007). Sarcoma 6sseo primario
inclui principalmente osteossarcoma, sarcoma de Ewing e condrossarcoma; sarcoma dos
tecidos moles incluem principalmente leiomiossarcoma, sarcoma sinovial, rabdomiossarcoma
e lipossarcoma. Sarcoma de tecido dsseo e mole pode ocorrer em todas as faixas etarias, e a
incidéncia tem aumentado nos ultimos 30 anos (YOUN et al., 2014).

O sarcoma 180 é bastante utilizado em estudos experimentais com taxa de
disseminacéo e indice de proliferacdo determinados, permitindo o estudo comparativo no uso
de substancias potencialmente toxicas. O transplante de suas células é realizado, em animais,
via inoculagdo subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal, com crescimento em até 100%

dos casos, no qual pode ocorrer regressdo natural em 8 a 10% (WAL et al., 2003).

3.4.7 Teste de micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN)

O teste do micronucleo encontrou seu lugar em biomonitoramento, como um teste que
oferece mais facilidade em relacdo a outros ensaios de aberracbes cromossoémicas, pois 0S
micronucleos sdo mais faceis de observar e contar, desta forma essa técnica acaba
necessitando de um menor tempo de treino e uma menor pericia, para sua execucao. O teste
permite identificar eventual aumento na freqiiéncia de mutacdo em células que sdo expostas a
uma gama variada de agentes genotoxicos, por isso é capaz de expressar 0s danos no
cromossomo como Micronucleos. Além de fornecer uma medida de confianca da perda ou
ruptura do cromossomo (FENECH et al., 2010).

O teste do Micronucleo foi descrito pela primeira vez por Schimidt em 1975 e a Unica
exigéncia era a escolha de tipos de células com elevada atividade mitética. Em 1985, o teste
foi aprimorado e foi desenvolvida a técnica de bloqueio de citocinese (BOLOGNESI et al.,
2002), utilizando um agente quimico chamado citocalasina B. O uso da citocalasina B inibe a
polimerizacdo da actina, que € necessario para formagdo dos microfilamentos que
constringem o citoplasma entre os nucléolos filhos durante a citocinese, isso faz com que as
células ndo consigam realizar o0 processo de citocinese porem nao impede a divisdo celular.
apos a realizagdo desse teste, € possivel obsevar 0 acimulo de células binucleadas a partir de
células que passaram por um ciclo de divisdo nuclear (DUTTA; GUPTA, 2013).

A formacdo de micronucleos é resultado da perda de cromossomos inteiros ou apenas
fragmentos de cromossomos que ndo migraram para o nucleo principal apds a divisdo

mitotica, estes fragmentos ndo séo incluidos nos nucleos das células filhas originando assim a
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formacdo de um micronulcleo, sendo este morfologicamente igual ao nucleo com tamanho
reduzido, porem também podem ocorrer alteracfes nucleares, formadas quando determinada
quantidade de material fica levemente atrasada na mitose fazendo com que o nucleo resultante
ndo seja oval, mas apresente uma saliéncia de cromatina. assim esse teste detecta mutagénese
cromossdmica, como clastogénese e aneugénese.

O Teste de Micronucleo com Bloqueio da Citocinese (CBMN) é um dos métodos mais
utilizado para medir a frequéncia de microntcleos em cultura de linfocitos humanos,
indicam, portanto, a ocorréncia de danos aneugeénicos e clastogénicos (CHANG; LI; LI,
2010). E realizado em mamiferos, in vivo, e detecta substancias mutagénicas que quebram os
cromossomos (substancias clastrogéncias) que interferem na formacgdo do fuso mitético,
alterando a distribuicdo equitativa dos cromossomos durante a divisdo celular (LEE et al.,
2014).

Esse ensaio foi desenvolvido para medir micronicleos MN com cromossomos totais ou
fragmentos de cromossomo acéntricos que sao deixados para tras durante a anafase e ndo sdo
distribuidos para o nucleo principal. Além disso, essa técnica permitiu a exploragcdo de novos
parametros de genotoxicidade e cinética de divisdo celular como indice de divisdo nuclear
(IDN); pontes nucleoplasmaticas (PNP) brotos nucleares; deteccdo de perdas cromossémicas
ou elementos de ndo disjuncao, dentre outros. O CBMN também proporciona informacGes
sobre 0 atraso do ciclo celular e é o resultado de uma estreita interacdo entre danos ao DNA e
reparo do DNA (MILIC et al., 2015).

O teste de micronicleo com bloqueio de citocinese (CBMN) ndao mede somente 0s
danos cromossdmicos como, micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos celulares, mas
também outros eventos celulares como, a apoptose e a necrose (MCHUGH et al., 2013). E
técnica amplamente utilizada para avaliar os danos citogenéticos em células de
mamiferos. Sua popularidade se deve ao fato de ser um procedimento ndo invasivo e muito
econémico, além de pode ser executado com menos conhecimentos técnicos relativos a

analise de aberragéo cromossdmica (PRADEEP, 2014).

3.4.8 Hirsutatina a

Figura 1 — Estrutura quimica da hirsutatina a (JESUS, 2014).
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A substéncia hirsutatina a € um ciclohexadepsipeptideo. Estudos realizados por espectro de
massas de alta resolucdo EM-IES (+) apresentaram picos da molécula protonada em m/z
677,3753 [M+H]+, além de m/z 699,3568 [M+Na]+ e m/z 1353,7444 [2M+H]+, que
juntamente com dados do espectro de RMN 13C permitem sugerir a formula molecular da
hirsutatina como C34H52N4010 (JESUS, 2014).

Espectros de RMN de 13C e 1H revelaram seis sinais de carbono de carbonila em 6C 173,5;
172,7; 172,7; 171,8; 171,7 e 169,6 e seis sinais de hidrogénios o em 6H 5,23 (dd; 10; 4,17),
5,17 (dd; 9,2; 4,6); 4,84 (m); 4,62 (d; 5,0); 4,19 (d; 1,2) e 3,61 (m) demonstram a estrutura da
hirsutatina a como de um peptideo com seis subunidades. A substancia possui 34 carbonos
(incluindo dois C com sinais equivalentes do anel benzénico), duas unidades de &cidos
hidrocarboxilicos e quatro residuos de aminoacidos. Dois hidrogénios oximetinicos em 6H
4,63 (d; 5,0; H2) e 5,23 (dd; 10; 5,0; H2) ligados respectivamente aos grupos isopropila (6C
80,3; C2) e isobutila (6C 74,7, C2) indicaram a presenca dos residuos de acido

2hidroxisovalérico e acido 2-hidroxisocaproico. (JESUS, 2014)

Analise do experimento de gHMBC associado ao experimento de COSY permitiu propor as
estruturas parciais dos dois &cidos hidrocarboxilicos: &cido 2-hidroxivalérico e acido 2-
hidroxicaprdico e bem como dos quatros residuos de aminoacidos: fenilalanina, serina, N-

metil leucina e treonina. Existe apenas um relato na literatura (ISAKA et al., 2005) para essa
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substancia, obtida a partir do fungo patogénico de inseto Hirsutella nivea, o estudo mostrou
que a substancia apresentava funcdo antiparasitaria no tratamento contra a malaria. A
hirsutatina A € um exemplo de substancia natural pouco explorada e de grande potencial para
desenvolvimento de novas drogas antitumorais (ISAKA, 2005; JESUS, 2014).
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RESUMO

O grupo de substancias Hirsutatina foi isolado inicialmente em 2005, juntamente com
outros compostos, inicialmente os estudos com estas substancias mostraram que algumas
delas apresentavam funcéo antiparasitaria no tratamento contra a maléria, diversos estudos
hoje vém mostrando a correlacdo de varios agentes antiparasitarios, incluindo substancias que
assim como grupos de hirsutatina, agem contra o Plasmodium falciparum, causador da
malaria, apresentam acdo anticancerigena. Baseado nisso o presente estudo se dispde a avaliar
os efeitos toxicos, citotdxicos e o potencial mutagénico da hirsutatina a através de ensaios in
vitro. Dentro do estudo foram realizados os ensaios de Artemia salina, Allium cepa, MTT,
cometa e CBMN, todos testes ja reconhecidos pelo seu padrdo de qualidade e
reprodutibilidade. Os resultados obtidos a partir da exposicao dos nauplios de artémias a acao
da hirsutatina a nos periodos de 24 e 48 horas, demonstram que a mesma possui elevada
toxicidade. O tratamento com hirsutatina a apresentou mudancas significativas no indice
mitdtico das raizes no teste de Allium cepa, quanto maior a dose testada maior foi a inibi¢do
da diviséo celular. Demonstrando atividade diretamente dependente da concentracéo utilizada.
Além disso, o presente estudo também demonstrou que todas as concentragdes da hirsutatina

a apresentaram efeito citotoxico nas células de S180 conforme revelado pelo ensaio MTT.
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Atraveés do ensaio de cometa. Observou-se que a genotoxicidade causada pela da hirsutatina a
pode estar associada a processos de estresse oxidativo. O teste de CBMN, nos permitiu
levantar a hipdtese de que os possiveis mecanismos de morte celular correlacionados com a
hirsutatina a sdo provocados por danos ao material genético das células. A hirsutatina a
apresentou alta atividade citotoxica e genotoxica com grande potencial como substancia
antitumoral. Diante disso, novos estudos complementares ainda sdo necessarios para melhor
elucidacéo da toxicidade e aplicacdo clinica da hirsutatina A.

Palavras-chave: Hirsutatina a, Ciclohexadepsipeptideos, Citotoxidade, Toxicogenética.

Genotoxicidade, Mutagenicidade.
ABSTRACT

ABSTRACT:

The group of substances Hirsustatin was initially identified in 2005, where studies showed
that some had antiparasitic function against malaria. Several parasitic agents have been
described with potential anticancer activity due to their highly toxic effects. In this sense, the
present study aimed to evaluate the toxic, cytotoxic and mutagenic potential of Hirsustatin A.
The study tested different concentrations of Hirsutatin A through in vitro tests, including
Artemia salina, Allium cepa, MTT, Comet test and CBMN. The results obtained from the
exposure of nauplii to the action of Hirsustatin A in the periods of 24 and 48 hours,
demonstrate that it has high toxicity. Hirsustatin A presented significant changes in mitotic
index of Allium cepa meristematic cells in a dose dependent manner, where the higher the
dose, greater the growth inhibition. The present study also demonstrated that all
concentrations of Hirsustatin A had cytotoxic effect on Sarcoma 180 (S180) cells as revealed
by the MTT assay. Genotoxicity through comet assay revealed damages associated with
oxidative stress processes. Through the CBMN test, it can be assumed that the possible
mechanisms of cellular death are caused by DNA damage. The results showed that Hirsustatin
A is very cytotoxic and genotoxic, with potential antitumor activity, and further studies are
necessary to better elucidate its toxicity and clinical aplication.

Keywords: Hirsustatin A, Cyclohexadepsipeptides, Cytotoxicity, Toxicogenetic.

Genotoxicity, Mutagenicity.
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1 Introdugéo

O céncer é uma das maiores causas de morte no mundo com cerca de 7,6 milhdes de
Obitos. Todo ano quase 13 milhdes de novos casos da doenca sdo diagnosticados (WHO,
2017). Hoje boa parte das pesquisas realizadas tem como objetivo descobrir mecanismos de
combater o cancer ou atenuar seus efeitos, porem em boa parte dos casos diagnosticados de
cancer a cirurgia se faz necessaria. A quimioterapia € a terapia sisttmica de grande impacto e
apos a resseccao cirargica é empregada no manejo clinico do cancer cujo objetivo primério é
destruir as celulas neoplasicas, preservando as normais. (ZENG; MORGENSTERN;
NYSTROM, 2014).

O mecanismo de acdo de drogas citotoxicas &, principalmente, causar danos ao DNA,
levando as células tumorais a morte (SWIFT; GOLSTEYN, 2014). No entanto, a grande
dificuldade no tratamento de cancer por agentes quimioterapicos se deve a grande semelhanca
existente entre as células neoplasicas e células normais, o que compromete a acdo seletiva dos
antioneoplasicos, levando ao surgimento de efeitos adversos (DE ALMEIDA et al., 2005),
incluindo aumento da morbidade e a reducdo da qualidade de vida (TAMBURINI; CASALL;
MICCINESI, 2000). . O desenvolvimento de novos farmacos que agem, principalmente, por
células e induzindo as mesmas a parada do crescimento ou a morte sdo excelentes alternativas
para o tratamento dos mais variados tipos de cancer (FREEDMAN; PATRIDGE, 2011).

A 0 grupo de substancias hirsustatina foi isolado inicialmente em 2005, juntamente
com outros compostos (ISAKA, 2005), analises posteriores mostraram que algumas delas
apresentavam funcéo antiparasitaria no tratamento contra a maléaria. Diversos estudos hoje
vém mostrando que varios agentes antiparasitarios tém potencial agdo anticancerigena
(BILSLAND, 2018). A hirsutatina A € um exemplo de substancia natural pouco explorada e
de grande potencial para desenvolvimento de novas drogas antitumorais (ISAKA, 2005;
JESUS, 2014).

Desta forma uma elucidacdo melhor do potencial de acdo da Hirsutatina a se faz
necessaria, este estudo teve como objetivo analisar a potencial toxico, citotoxico genotoxico,

mutagénico e antitumoral da hirsustatina a através de diferentes ensaios in vitro.
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2 Materiais e métodos

2.1 Solventes gerais e equipamentos basicos do isolamento da hirsutatina a

Foram utilizados solventes padrdes analiticos (PA) das marcas Synth, Dinamica,
Vetec, Merck: metanol (MeOH), etanol, acetato de etila, n-hexano, sec-butanol, acetonitrila
(MeCN). Estes solventes foram usados para extracdo, fracionamento. Os extratos e fragdes
foram concentrados em evaporador rotatério da Buchi R-114, sob pressdo reduzida com
auxilio de bombas de vacuo FABBE; Autoclave vertical Quimis Aparelhos Cientificos Ltda;
Camara de Fluxo laminar vertical — Panchane; Incubadora Rotatoria (“Shaker”) Marconi. Foi
utilizado no auxilio a dissolucdo dos extratos e fragdes um equipamento de ultrassom modelo
Unique, sendo as massas medidas em balanca Kern 410 e Digimed KN5000L, ambas da
Marconi. Para a separacdo cromatogréafica em coluna aberta foi utilizado a fase estacionaria
Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich. Para isolamento e crescimento dos microrganismos foram
utilizados os meios sélidos: Arroz parboilizado (Marcon®) e BDA (Batata Dextrose Agar-
Sigma®).

2.2 Coleta da macroalga Dichotomaria marginata

A macroalga vermelha Dichotomaria marginata foi coletada em dezembro de 2009 na
regido norte de Sao Paulo, na praia de Fortaleza, na cidade de Ubatuba, no Brasil (23°24'93 ‘e
45°03'41"W) durante o tempo de maré baixa. A Dra. Nair Yokoga (Instituto de Botanica, Sdo
Paulo, Brasil) realizou a identificacdo de D. marginata, e uma espécime do voucher foi
depositada no Herbério do Instituto de Botanica de Sdo Paulo, Brasil (comprovante n. ° SP
400960).

2.3 Isolamento e identificacdo do fungo endofitico

O fungo endofitico P. citrinum foi isolado e classificado a partir do tecido interno da
macroalga vermelha marinha D. marginata conforme descrito em (DE ANDRADE et al.,
2014).
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2.4 Obtencdo do extrato acetonitrila do fungo P. citrinum (FMeCNDm) e isolamento da

hirsutatina a por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A substancia hirsutatina a foi isolada do microrganismo Penicillium citrinum. Para
isso linhagens dos microrganismos foram repicadas para placas de Petri em PDA e
posteriormente inoculado. A linhagem foi distribuida em seis frascos erlenmeyer de 500 mL,
contendo cada um 90 g de arroz parboilizado e 75 mL de agua destilada, por 21 dias. Ap0s
este periodo, a cultura foi triturada e extraida com AcOEt (7 x 350 mL). O solvente foi
evaporado em rotaevaporador fornecendo 10 g e 36 g respectivamente, de cada extrato bruto.
O extrato bruto foi re-solubilizado em AcOEt e submetido a particdo com agua Milli-Q. A
fase em AcOEt foi rota-evaporada e re-solubilizada em MeCN e submetida a particdo com
hexano. Os solventes organicos foram eliminados utilizando evaporador rotatorio, fornecendo
0 extrato FMeCNDm. Uma porcdo (900 mg) da fracdo acetonitrila de P. citrinum
(FMeCNDm) foi fracionado por cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (70 cm x 3,0
cm) eluida com MeOH:DCM (1:1), obtendo-se 45 fracdes de aproximadamente 80 mL cada.
A analise por CCD e CLAE-DAD/EM-IES [Coluna C18; MeOH:H,0 (5-100% MeOH), 254
nm], permitiu seu agrupamento em 16 novos grupos de fracdes por similaridade dos
cromatogramas (FDm1Se-FDm16Se). Destes 16 grupos, foi identificado o grupo
correspondente a hirsutatina a (15 mg), e a substancia foi separada para analise.

2.5 Teste de toxicidade com Artemia salina

O teste de toxicidade com o microcrustaceo Artemia salina foi realizado de acordo com
a metodologia proposta por Mclaughlin (1991) com adaptacdes. Os cistos de Artemia salina
foram eclodidos em agua de salinidade a 12 ppm e ap6s 48 horas, as larvas foram coletadas
para o bioensaio. As diluicBes das amostras e do teste em branco foram realizadas em &gua de
salinidade a 12 ppm e 0,5 mL de dimetil sulfoxido concentrado. Foram preparadas solucdes
em quintuplicata das amostras de hirsutatina a, a serem testadas nas concentragdes 0,5; 2,5;
5,0; 20; 40 pg/mL e adicionadas 10 artemias em cada frasco, sendo a contagem das
sobreviventes realizada ap6s 24. O processo foi repetido com concentragdes intermediarias
afim de definir a CL50 da droga. Faixe toxicidade de meyr 1985 — 1000-5000 e etc.
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2.6 Teste de toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade em Allium cepa

O sistema Allium cepa foi realizado com base no protocolo descrito por Fiskesjo
(1985). Foram utilizadas cebolas médias (Allium cepa), mantidas em contato direto com as
substancias por 48h em temperatura de 25 + 1°C, ao abrigo da luz e manutencdo da solucéo a
cada 24 h. As concentracdes testadas de hirsutatina a foram de 0,5; 1,0 e 2,0 pg/mL.
Compuseram 0s grupos positivo e negativo, sulfato de cobre (CuSO4) a 6,9 uM/ml e &gua da
torneira desclorificada, respectivamente. Apos o tratamento de 48h, as raizes foram retiradas e
fixadas por 24h em uma solugdo de Carnoy (3:1). Em seguida, as raizes foram lavadas com
agua destilada (3 banhos de 5 minutos cada), fez-se a hidrdlise das raizes com 1N HCI a 60°C
por 11 minutos e repetiu-se o banho. As estruturas baséfilas foram coradas mergulhando-as
no reativo de Schiff por 2 horas e depois lavadas com &gua corrente. Para a montagem da
lamina, a regido apical da raiz foi retirada com um bisturi e adicionada uma gota de carmim
acetico 2% para a coloracdo da regido nuclear cobrindo-a com uma laminula. Realizou-se
uma leve pressdo sobre a laminula um lapis borracha para o esmagamento da raiz e uma
melhor separacdo das células. As células foram observadas com o aumento de 400x no
microscopico Optico e foram contadas 5.000 células por concentracdo testada (1.000

células/lamina). Parametro de comparacgéo

2.7 Cultivo in vivo e ex vivo de S180

Os experimentos de manutencdo do tumor S180 em camundongos Mus musculus
foram iniciados sob a aprovacdo prévia pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFPI, com documento comprobatoério de nimero 167/16. As células tumorais do S180 foram
mantidas em camundongos através de passagens intraperitoneais semanais. O liquido ascitico,
com células de S180 germinadas por 7 a 9 dias, foi aspirado da cavidade intraperitoneal dos
animais em condicGes assépticas e centrifugado (500 g, 5 min, 4° C) para obtencdo do pellet
celular. A concentragdo celular para a cultura em RPMI foi ajustada a 1 x 10° células/mL
segundo Ferreira et al. (2011) com adaptacdes. Em frascos de cultura contendo 1mL de meio

RPMI suplementados com soro bovino fetal (20%), antibidticos (Sigma, St. Louis, MO) e
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fitohemaglutinina A (Gibco, Grand Island, NY) foram adicionados 20uL de suspenséo celular
de $180 (1.5 x 10%/mL).

2.8 Ensaios de viabilidade celular

27.1MTT

O ensaio MTT foi realizado para verificar a capacidade citotoxica do composto,
seguindo o protocolo sugerido por Mosmann (1983) com adaptacGes. Em placas de cultura
celular de 96 pocos, cada poco foi semeado com 1x10° células em meio DMEM
suplementado com 10% de soro de bovino fetal e com 1% de estreptomicina e penicilina.
Foram utilizados os seguintes grupos: controle (200 pL de DMEM, como controle negativo),
0 agente citotdxico doxorrubicina (6,9 UM / mL, como controle positivo) e a hirsutatina a (
1,56; 3,12; 6,25; 12,5;25;50;100 pug/mL). As células foram entdo incubadas durante 68 h, apos
este tempo, o DMEM foi substituido por 0,2 mL de meio isento de soro e MTT 0,167 mg /
mL. As placas foram incubadas por mais 4 h. O meio contendo MTT foi entdo descartado e
cada poco recebeu 0,1 mL de DMSO para a solubilizagcdo dos cristais de formazam. As
absorvéncias foram medidas em um leitor de microplacas a 550 nm. Os dados de absorvéncia
foram normalizados para controle (Absorvancia do tratamento / Absorvancia do controle x

100). Compracao

2.9 Avaliacdo genotoxica e mutagénica

2.9.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa foi realizado segundo Uno et al (2015) com modificagdes. 10 uL dos
tratamentos foram misturados a 90 puL de agarose low mellting (com baixo ponto de fusdo) a
0,75% sob uma temperatura de 37°C e dispostos sobre laminas de pré-cobertura com agarose
sob ponto de fusdo normal a 0,75%, cobertas com laminulas (24 x 60 mm), e mantidas em
temperatura ambiente até a solidificacdo. Retirou-se a laminula e mergulhou-se a ld&mina em
solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO,
pH 10) a 4°C e protegida da luz, por 72 horas. Em seguida, realizou-se a corrida de
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eletroforese com a solugéo de eletroforese (1 mM EDTA, 300 mM NaOH, pH > 13), sob
banho de gelo para a manutencdo da temperatura em torno de 4°C, por 20 minutos, para o
desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligacdes e a exposicdo dos sitios alcalino-
labeis. A eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA, por 20 minutos na presenca de
luminéarias com baixo comprimento de onda. Posteriormente, as laminas foram retiradas da
cuba de eletroforese e mergulhadas na solucdo de neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 5
minutos; e expostas por 10 minutos, a solucao fixadora (Acido tricloroacético 15%, Sulfato de
zinco heptahidratado 5%, e Glicerol 5%). Apoés secas, as laminas foram coradas com solucao
de Nitrato de Prata (0,02%) e lavadas com &gua destilada por 3 vezes. Adicionou-se a solugédo
de parada (&cido acético) por 5 minutos, lavou-se as laminas 3 vezes com agua destilada,
sendo estas deixadas em bandejas para secagem em temperatura ambiente. Para cada grupo
foram fotografadas 100 células por lamina, sendo 2 laminas por tratamento. A avaliacdo foi
realizada a partir da anélise do tamanho e intensidade de degradacdo e arraste do material
genético, onde 5 classes de danos foram identificadas: classe 0, material genético sem danos
ou intacto; classe 1, classe 2; classe 3; até 0 maximo de dano, classe 4. Por fim, calculou-se o
indice de dano (ID), wvariando de O a 400, segundo a formula:
ID =} 0x(CO0)+ 1x(C1)+ 2x(C2) + 3x(C3) + 4x(C4). Vale ressaltar “C0” representa
o nimero de nucleos em Classe 0, “C1” representa o numero de ntcleos em Classe 1, “C2”
representa o numero de niicleos em Classe 2, “C3” representa 0 numero de nucleos em Classe
3 e “C4” representa o nimero de nticleos em Classe 4; em 100 nucleos avaliados. Também foi
calculada a frequéncia de dano (FD), variando de 0 a 100%, segundo a formula: FD = 100% —

danos de classe O.
FD (%) = 100 — CO

Nota: “C0” representa o nimero de células em Classe 0, em 100 ntcleos avaliados.

2.9.2 Teste de micronucleo com bloqueio de citocinese (CBMN)

O protocolo para a identificagdo de células binucleadas e pardmetros do ensaio CBMN
foi descrito por Fenech (2007), e seguido com algumas modifica¢Ges. Foi adicionado 1mL de
uma suspensao de células com 1 x 10° / mL em de cultura de meio DMEM suplementado com
10% de soro de bovino fetal e com 1% de estreptomicina e penicilina em placa de 24 pogos.

Cada poco foi tratado com os grupos teste respectivos (CN: Células ndo tratadas; CP:
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Doxorrubicina 6,9 uM/mL; hir -a (0,5; 1,0; 2,0 ug/mL)). As células foram incubadas durante
44 h a37+1°C. Apds a incubacdo, foram adicionados ao baldo de cultura 6 pg / mL de
citocalasina B (Sigma, St. Louis, MO). Em seguida, os frascos foram retornados para
incubacdo por mais 28 horas. No final das fases de incubacéo, as culturas foram transferidas
para tubos Falcon e centrifugadas a 800 rpm durante 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi removido e os granulos celulares foram agitados suavemente, adicionou-se 5 mL de &cido
fixador (metanol: &cido acetico 5: 1) e 3 gotas de formaldeido, os tubos foram novamente
centrifugados. O procedimento foi repetido duas vezes com uma solucdo fixadora (3: 1) e sem
formaldeido. Finalmente, o sobrenadante foi descartado e 2 a 4 gotas de suspensao celular
foram pingadas em laminas, que foram coradas com Giemsa 5% (tempo de exposicdo de 7
minutos). As laminas previamente codificadas foram examinadas em um teste cego com um
microscopio Optico a 1000X ampliacdo, considerando o dano citogenético apresentado em
1000 células por slide em duplicado. O indice de citotoxicidade da divisao nuclear (IDNC) foi
calculado com a equacéo: IDNC = (Ap + Nec + M1 + 2 (M2) + 3 (M3) + 4 (M4)) / N *, em
que Ap representa o numero de células apoptoticas Nec, o numero de células necréticas, M1-
M4, o nimero de células viaveis com 1-4 nacleos e N *, enquanto que o IDN = (M1 + 2 (M2)
+ 3 (M3) + 4 (M4)) / N *. O nimero total de células viaveis e ndo vidveis marcadas, de
acordo com Fenech (2007). A citostase foi calculada conforme Cavalcante et al. (2017).

2.10 Andlise estatistica

Os dados da Artemia salina foram normalizados, transformados em logaritmo e
submetidos a uma regresséo néo linear, afim de determinar a concentragdo que mata 50% dos
microcrustaceos. Os resultados do Allium cepa foram expressos como média + DP. Todas as
analises foram realizadas em software GraphPad Prism 6. Os dados foram verificados quanto
a distorcdo, e um teste de normalidade de Shaphiro-Wilk foi realizado para avaliar se a
distribuicdo dos valores era gaussiana. A comparacao entre grupos foi feita por um teste de
ANOVA com pos hoc de Tukey. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes.

Para este estudo, os dados de absorvancia que foram obtidos a partir do ensaio MTT
normalizados foram transformados em logaritmo e submetidos a uma regressao néo linear a
fim de ser encontrado a CI50. A normalidade das variaveis continuas foi verificada pela prova

Shapiro-Wilk. Os valores de apoptose, IDN e IDNC foram submetidos a correlagdo de
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Pearson com significancia para p < 0,05 e 0,0001. As porcentagens de ambos 0s ensaios de
viabilidade celular, o nimero médio de micronucleos, do IDN, IDNC, apoptose e necrose
foram submetidos a analise de variancia unidirecional (ANOVA), seguido do teste de Tukey.
Os valores calculados sdo expressos como média + desvio padrdo (SD) e considerados
estatisticamente significativos com p <0,05, foi usado Graph Pad Prism 6.0 (Graph pad Inc.,
San Diego, CA).



3 Resultados

3.1 Avaliacgdo toxica da hirsutatina a em Artemia salina.

2

64

Os valores de CL50 em Artemia salina obtidos da hirsutatina a em 24 e 48h foram

apresentados na Figura 1. O grau de letalidade foi diretamente proporcional a concentracédo

da substancia em ambas as analises. Na avaliacdo de toxicidade geral, a CL50 da hirsutatina a

em 24h foi de 3,04 pg/mL e em 48h 2,83 pg/mL. N&o houve diferenca estatisticamente

significante na sobrevivéncia das artemias nos tempos avaliados. Os dados apontam que a

hirsutatina a induziu toxicidade em baixas concentragoes.

Figura 1: Sobrevivéncia dos nauplios de artemia tratados 24 e 48h com hirsutatina a. Cada

ponto de dados é a média de 5 determinac6es independentes que compdem um total de 50

nauplios. As barras representam + D.P.M. significancia abc
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3.2 Avaliacgdo da toxicidade, citotoxicidade e em meristemas de raizes de Allium cepa
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Os valores de indice mitético em comparagdo com o controle negativo indicam
toxicidade e citotoxicidade da hirsutatina a (Figura 2). Nessas analises, a reducéo foi parcial

ou inteiramente dependente da concentracdo para o indice mitotico, respectivamente.

Figura 2: Avaliagdo citotoxica da hirsutatina a pelo indice mit6tico em meristemas de raizes
de Allium cepa. CN: controle (dgua da torneira desclorificada); CP: Sulfato de cobre (6,9
pUM/mL); hirsutatina a (0,5; 1,0 e 2,0 pa/mL). Os valores representam a média + D.P.M. As
diferencgas entre os grupos foram determinadas por Analise de Variancia (ANOVA de dois
caminhos), seguido de Tukey como post hoc teste, ® p<0,05, comparado com o grupo CN, "
p<0,05, quando comparado ao grupo CP, ® p<0,05, quando comparado ao grupo hir-a 0,5 e ¢

p<0,05, quando comparado ao grupo hir-a 1,0. Os resultados referem-se a anéalise de 5.000

células por tratamento.
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3.3 Avaliagdo genotoOxica e mutagénica da hirsutatinaia a, em raizes de Allium cepa

Com relacdo as aberragfes cromossdmicas 0s dados obtidos indicam que o hirsutatina
a foi genotdxico em meristemas de raizes de A. cepa apenas na menor concentracdo testada

qguando comparado ao controle negativo (Figura 3), especialmente pela inducdo de
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cromossomos em atrasos. Entretanto ndo foram significantes os dados para formacéo de

micronucleos (Figura 4).

Figura 3: Avaliacdo genotoxica da hirsutatina a por aberracdes cromossdmicas em raizes de
Allium cepa. CN: controle (dgua da torneira desclorificada); CP: Sulfato de cobre (6,9
UM/mL); hirsutatina a (0,5; 1,0 e 2,0 pg/mL). Os valores representam a média + D.P.M. As
diferencas entre os grupos foram determinadas por Anéalise de Variancia (ANOVA de dois
caminhos), seguido de Tukey como post hoc teste, ® p<0,05, comparado com o grupo CN, °
p<0,05, quando comparado ao grupo CP e ¢ p<0,05, quando comparado ao grupo o -hi 0,5. Os
resultados referem-se & analise de 5.000 células por tratamento.
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Figura 4. Avaliacdo mutagénica da hirsutatina a por micronucleos em raizes de Allium cepa.
CN: controle (4gua da torneira desclorificada); CP: Sulfato de cobre (6,9 uM/mL); hirsutatina
a (0,5; 1,0 e 2,0 ug/mL). Os valores representam a média = D.P.M. As diferencas entre 0s

grupos foram determinadas por Anélise de Variancia (ANOVA de dois caminhos), seguido de
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Tukey como post hoc teste, * p<0,05, comparado com o grupo CN e ° p<0,05, quando

comparado ao grupo CP. Os resultados referem-se a anélise de 5.000 células por tratamento.
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3.4 Viabilidade celular de hirsustatina a

3.4.1 Ensaio de citotoxicidade MTT

No ensaio de citotoxicidade MTT a CI50 de hirsutatina a em células de S180 com 72
hr de tratamento foi de 0,484 pg/mL. Os dados de viabilidade obtidos das absorvancias
normalizadas (porcentagem), comparados entre si, demonstraram efeito citotoxico em todas
as concentracOes testadas, devido a todos os resultados serem estatisticamente significantes

guando comparados ao controle negativo (Figura 5). Como esperado, o CP foi citotoxica (p
<0,05).

Figura 5: Efeito citotoxico de hirsutatina a pelo teste MTT em células S180. Os dados foram
normalizados (porcentagem) para o grupo controle negativo. Cada concentragdo em 3 pogos
com 1x10° células por replicata. CN: controle negativo; CP: doxorrubicina (6,9 pM/mL);
hirsutatina a (1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 pug/mL). Os valores representam a média +
D.P.M. As diferengas entre os grupos foram determinadas por Analise de Variancia
(ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, ® p<0,05, comparado com o grupo (CN) e
p<0,05, quando comparado ao grupo (CP).
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3.5 Avaliacdo genotdxica de hirsustatin a em células de S180, com o teste cometa

A versdo alcalina (pH> 13) do ensaio cometa foi realizada em células de S180 e
sangue periférico ap6s 72 h de tratamento. A analise de frequéncia e indice de danos apds a
analise de 100 células em triplicata de cada tratamento assim como o controle demonstrou um
aumento significativo para as todas as concentragdes testadas em relagdo ao controle negativo
e nas concentracdes de 1,0 e 2,0 ug/mL em relacdo ao controle positovo, quando comparados
os tratamentos feitos em células normais de sangue periférico com as células de S180, notou-
se que a substancia apresentou efeito mais relevante nos tratamentos feitos em S180 (figura
6).

Figura 6. Genotoxicidade do peptideo, por mecanismos associados a danos oxidativos, em
cultura primaria de S180 e SP co-tratados com perdxido de hidrogénio. Valores representam a
média £ desvio padrdo de quatro experimentos independentes. CN: células ndo tratadas.
H.0,: peroxido de hidrogénio (10 mM). Hirsutatina a (0,5-2 pg/mL). ANOVA, uma via,
seguido de pés-teste de Tukey. * p<0,05 comparado ao grupo CN e ° p<0,05 comparado ao
grupo CN (H,0, 10).
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3.6 Avaliacdo de alteragcOes nucleares, apoptoses e necroses de hirsutatina a em células de
S180

3.6.1 Teste de micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN)

O hirsutatina a (0,5-2,0 ug/mL) induziu aumentos significativos no namero (p <0,05)
de células apoptéticas e da mesma forma em necréticas apds o tratamento de 72 h em células
de S180 em relacdo ao CN. Em relacdo ao CP a concentragdo de 0,5 uM/mL obteve um
menor numero significativo de células apoptdticas e necroticas. Em relacdo a porcentagem
total de morte celular, todas as concentragdes obtiveram uma maior porcentagem de células
necroticas em comparacdo com o CP (Tabela 1). No teste de mutagenicidade, as analises
estatisticas mostraram que hirsurtatina a apenas nas concentracdes de 1,0 e 2,0 pg/mL
induziram significante (p <0,05) formacdo de micronucleos nas células de S180 apds o
tratamento de 72 h (Tabela 1). Quanto a outros danos citogenéticos, o hirsutatina a
significativamente (p <0,05) formacdo de brotos nucleares e pontes nucleoplasmaticas em
células S180 em todas as concentracgdes testadas em relagdo ao CN (Tabela 1). O CP também
induziu significativamente (p <0,05) apoptose, necrose, microndcleos, brotos nucleares em

relacdo a linha de base das células ndo tratadas (Tabela 1).
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Quanto a citotoxicidade o hirsutatina a induziu reducdo significativa (p <0,05) do IDN
(1,0-2,0 pg/mL) e IDNC (1,0-2,0 pg/mL) Foi observada que houve uma forte correlagdo
positiva entre 0 nimero de células apoptéticas e indice de danos e a frequéncia de danos nas

células tratadas com hirsutatina a (figura 7)

Tabela 1: Danos citogenéticos induzidos por hirsutatina a em células de S180 por meio do

teste de micronucleos com blogueio de citocinese.

Danos citogenéticos

Grupos  Apoptose Necrose Micronucleo Brotos Pontes
S nucleares nucleares
CN 293+23 16,33+ 2,51 6+2 7+2 4,66 + 2,51
CP 302 +17,4° 109 + 11,53° 27,67 + 1,152 26,67 + 1,15 39,67 +2,08°
Hir-aa05 54,7 +2,517* 39,3 + 3,05%° 7+6° 15,7 + 4,5%P 13,3 +1,5%°
Hir-a 1,0 81 + 12,03b¢ 55 + 12,5%¢ 9,3 + 23b¢ 24,7 + 4,2%°¢ 15 + 12°¢
Hir-a 2,0 121 + 173bed 81,7 + 20,3*bcd 16 + 43bed 37 +5¢ 19 + 13bed

Legenda: Os valores representam a média £ D.P.M de 3 experimentos independentes. CN:
Células ndo tratadas; CP: Doxorrubicina 6,9 uM/mL; hir-a = hirsutatina a. As diferencas entre
os grupos foram determinadas por Andlise de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como
post hoc teste,  p<0,05, comparado com o grupo CN, ? p<0,05, quando comparado ao grupo
CP, ¢ p<0,05, quando comparado com o grupo hir-a 1,0 e ¢ p<0,05, quando comparado com o

grupo hir-a 2,0.

Figura 7. Avaliacdo da citotoxicidade da hirsutatina a pelo indice de divisdo nuclear (IDN),
indice de divisdo nuclear considerando citotoxicidade (IDNC) em culturas de célula S180, Os
valores representam a média + D.P.M de 3 experimentos independentes. CN: Celulas néo
tratadas; CP: Doxorrubicina 6,9 uM/mL; ®-hi= o-hidroxiemodina; IDN: indice de divisdo
nuclear; IDNC: indice de divisdo nuclear considerando citotoxicidade. As diferencas entre os
grupos foram determinadas por Anélise de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post
hoc teste, a p<0,05, comparado com o grupo CN, b p<0,05, quando comparado ao grupo CP e

¢ p<0,05, quando comparado com o grupo hir-a 0,5.
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4 Discussao

A descoberta de drogas em produtos naturais tem sido objeto de pesquisas recentes no
desenvolvimento de medicamentos contra o cancer (DALL'ACQUA, 2014). Nos ultimos anos
0 ambiente marinho despertou o interesse dos pesquisadores pela descoberta de novos
compostos bioativos (MONTASER; LUESCH, 2011), dentre eles metabdlitos secundérios de
fungos marinhos como a hirsutatina a (EBEL; LIU, 2010). A hirsutatina a € um exemplo de
substancia natural pouco explorada.

Os resultados obtidos a partir da exposicdo dos nauplios das artémias a acdo da
hirsustatina a nos periodos de 24 e 48 horas, demonstram que a mesma possui elevada
toxicidade, vérios estudos ja mostraram que resultados que expressdo alta toxicidade em
Artemia salina podem estar correlacionados com atividade antitumoral. Estudos realizados
com substancias derivadas de outros tipos de fungos marinhos como o Aspergillus wentii (LI
et al., 2015), e até mesmo estudos realizados com outros tipos de ciclodepsipeptideos (DU et
al,. 2014) que usaram o teste de Artemia salina em sua metodologia, também conseguiram
realizar a associacdo dos resultados de alta toxicidade em Artemia salina com a atividade
antitumoral das substancia analisadas. Mesmo sendo um teste relativamente barato e simples,
a Artemia salina ja mostrou ao longo do tempo ser uma ferramenta de grande valor em
estudos preliminares que visdo avaliar atividade citotoxica tanto de drogas naturais como
sintéticas. (RUIZ, A.L.T.G; 2005).
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Sangue periférico animal

O melhor entendimento sobre o céancer no decorrer dos anos, levou ao
desenvolvimento de agentes quimioterapicos que agem, principalmente, por meio da
interferéncia da sintese de DNA e da mitose, levando a inibi¢do de reproducdo de células e
induzindo as mesmas a parada do crescimento (agentes citostaticos) ou a morte (agentes
citotoxicos) (FREEDMAN; PATRIDGE, 2011). Baseado nesses aspectos € incessante a busca
por novos agentes com potencial antimitotico, visto que substancias com essa caracteristica
vem se apresentando com uma excelente ferramenta no combate as células cancerigenas.
Dentro deste estudo em todos os testes realizados diretamente sobre a linhagem cancerigena
de S180, foi observado que a hirsutatina a promoveu um efeito toxico e consequentemente
diminuicdo do processo de divisao celular nessa linhagem, no ensaio de cometa onde foi feita
uma comparacdo da acdo da substancia na linhagem de S180, fica mais evidente ainda o
potencial da hirsutatina a, visto que a mesma apresentou efeito toxico muito mais elevado na
linhagem cancerigena do que na linhagem de células normais. O sarcoma 180 é bastante
utilizado em estudos experimentais com taxa de disseminacdo e indice de proliferacéo
determinados, permitindo o estudo comparativo no uso de substancias potencialmente toxicas.
Vérios estudos de avaliacdo toxicogenéticas realizados com substancias obtidas de
componentes marinhos assim como a hirsutatina ja usaram a linhagem de S180 em seus
experimentos (XIANJING et al., 2012; CANTY et al,. 2009).

A atividade antimitotica também foi avaliada utilizando o modelo de meristema de
raiz de Allium cepa, bioensaio rapido, altamente sensivel e reprodutivel para a deteccdo de
eventos antimitéticos (FISKESJO, 1985; BAGATINI; DA SILVA; TEDESCO, 2007). O
tratamento com hirsutatina a apresentou mudancas significativas no indice mitético das raizes,
quanto maior a dose testada maior foi a inibicdo ocasionada, demonstrando atividade
dependente da concentracdo utilizada. Na concentracdo inicial de 0.5 ug/ml notou-se um
aumento nas aberragGes cromossOmicas nas raizes tratadas com a hirsutatina a, porem em
concentracdes mais elevadas 0 mesmo ndo pode ser observado, mais esse fato pode ter corrido
em correlacdo com o indice mitotico apresentado nas concentra¢fes mais elevadas, visto que
quando menor for o processo mitético menores serdo as alterages genotoxicas ocasionadas, 0
mesmo fato também pode explicar a baixa frequéncia de micronucleos encontrada.

O presente estudo também demonstrou que todas as concentragfes da hirsutatina a
apresentaram efeito citotoxico nas células de S180 conforme revelado pelo ensaio MTT, a
citotoxicidade da hirsutatina também foi demonstrada pela reducéo significativa do IDN e

IDNC em todas as concentracdes testadas nas células de S180 no teste de CBMN, embora


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23342393
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ciclohexadepsipeptideos tenham demonstrado forte citotoxidade contra linhagens de células
cancerigenas, 0s mecanismos de acdo desses metabolitos de fungo ainda sdo raramente
estudados (TIANA, 2016). Alguns estudos realizados com outras espécies de
ciclohexadespsipepitideos ja relataram que o efeito citotdxico causado pode estar relacionado
com a inducédo de apoptose através da inibicdo de mecanismos que envolvem a inibicdo NFxB
(ASOLKAR, 2009; TIANA, 2016). Porem fica clara a importancia da hirsutatina a como
alternativa a ser avaliada na terapia oncoldgica, embora estudos complementares ainda se
facam necessarias para elucidar melhor o mecanismo de acdo da molécula. Paragrafo com
associacéo de

A genotoxicidade da hirsutatina a também foi avaliada no estudo através do ensaio de
cometa, através dos resultados obtidos observou-se que a genotoxicidade da hirsutatina a pode
estar associada a processos de estresse oxidativo, pois os resultados obtidos na linhagem
cancerigena de S180 foram substancialmente mais elevados quando comparados aos de
células do sangue periférico. E sabido que grande parte das células cancerigenas possuem
menos peroxissomos que células sadias, peroxissomos desempenham importante funcdo na
manutencdo do balanco oxidativo na célula e sdo reconhecidos como potenciais reguladores
do estresse oxidativo (WU, 2018), baseado nisto sabemos que boa parte das substancias
anticancerigenas atualmente utilizadas, se baseiam na promocdo do estresse oxidativo, visto
que este pode ser considerado um ponto vulneravel em células cancerigenas, Também se
observou gue todas as concentracdes testadas apresentaram resultados superiores de danos
guando comparados ao peroxido de hidrogénio (CP), fato que foi potencializado quando os
dois componentes foram testados em conjunto, o que indica mais ainda a correlacdo entre o
estresse oxidativo e a agdo da substancia. Outros Cyclohexadepsipeptides como Destruxins
também ja demonstram efeitos oxidativos através do ensaio DHE (TIAN, 2016).

Atraves das avaliagdes realizadas no teste de CBMN, pode-se supor que 0s possiveis
mecanismos de morte celular correlacionados com a hirsutatina a sdo provocados por danos
ao material genético das células, pois houve forte correlacéo entre o indice de danos gerados
com o numero de células que foram induzidas a apoptose ou necrose (Figura 7). Fato este que
pode comprometer a qualidade de vida do paciente pds tratamento. Dessa forma mesmo
apresentando resultados menos eficazes na inducao de células a apoptose, a hirsutatina a ainda
pode ter potencial para ser utilizada em tratamentos alternativos aos quimioterapicos
convencionais, visto que ndo se sabe ainda se a mesma apresenta algum efeito colateral

relevante. Perspectivas futuras
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5 Conclusao

A Hirsutatina A demonstrou alta toxicidade no EBPD com nauplios de Artemia salina,
bem como efeitos tdxicos e citotdxicos, com base na reducdo da divisdo MITOTICA no teste
de Allium cepa. Este estudo também indica que a Hirsutatina A induz genotoxicidade,
apoptose, necrose e outros danos citogenéticos, como micronucleos, pontes nucleares e brotos
nucleares em células S180. Todos esses mecanismos sdo importantes para potenciais agentes
antitumorais, e os dados sugerem que as atividades observadas sdo compativeis com
candidatos a drogas antitumorais. Os resultados desta avaliacdo demonstram a necessidade de
uma avaliacdo mais ampla da capacidade antitumoral desta substancia, mas mostrou-se

promissora para possiveis formula¢des antitumorais no futuro.
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CONSIDERACOES FINAIS

O fungo Penicillium citrinum isolado a partir da alga marinha Dichotomaria
marginata demonstrou ser uma fonte de compostos com potencial antitumoral. O composto
isolado cromatografia e caracterizado estruturalmente por RMN demonstrou um perfil toxico
elevado em A. salina e A. cepa onde também foram observados mecanismos citogenéticos de
inducdo de aberragdes cromossdmicas, especialmente do tipo cromossomos soltos, no entanto
em poucas anafases devido aos seus efeitos citotoxicos. Este composto também induziu
citotoxicidade em células de Sarcoma 180, O estudo também indica que a hirsutatina a
induziu genotoxicidade, apoptose, necrose e outros danos citogenéticos como microndcleos,
pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares em relacdo a linha de base das células de S180.
Portanto os resultados dessa avaliagdo demonstram a necessidade de uma avaliagdo mais
ampla da capacidade antitumoral dessa substancia natural promissora para formulacdes

farmacéuticas.
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ANEXO A

Carta de Aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal — UFPI
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