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RESUMO

Os glioblastomas s@o tumores cerebrais agressivos e invasivos, com baixa taxa de resposta as
terapias convencionais. A necessidade de novas abordagens terapéuticas tem impulsionado a
pesquisa com produtos naturais, incluindo metabdlitos secundarios de algas marinhas. Neste
estudo, foi avaliada a atividade antitumoral in vitro dos sesquiterpenos bromados 5-(S)-
hidroxicaespitol (C1), hemiacetal (C2) e caespitol (C3), isolados da alga vermelha Laurencia
aldingensis, em linhagens de glioblastoma. A citotoxicidade dos compostos foi avaliada nas
linhagens A172, U251 e U87-MG, além da linhagem ndo tumoral de fibroblastos L-929. O
composto C1 foi citotdxico a todas as linhagens tumorais, com os menores valores de CCso:
16,63 + 2,53 pug/mL (U87-MG, 24h), 19,80 + 1,13 pg/mL (A172, 24h) e 20,68 + 7,27 pg/mL
(U251, 48h). Os compostos C2 e C3 demonstraram atividade preferencial na linhagem U251,
com CCso de 22,29 + 1,70 pug/mL (24h) e 13,62 £ 4,88 pg/mL (24h), respectivamente. Nenhum
dos compostos apresentou toxicidade significativa para fibroblastos (CCso > 40 pg/mL),
resultando em indices de seletividade acima de 1,8 (IS > 2,41 para C1 em U87-MG, >1,80 para
C2 em U251 e >2,94 para C3 em U251). Ensaios funcionais indicaram que C1 inibiu
significativamente a recolonizacdo celular da linhagem U87-MG e reduziu o potencial de
transmembrana mitocondrial sem causar danos diretos a membrana plasmatica ou fragmentacéo
de DNA, sugerindo um mecanismo de morte celular via disfun¢do mitocondrial. O composto
C2 demonstrou citotoxicidade na linhagem U251. J& o C3 apresentou maior a¢do citotdxica na
linhagem U251 e um alto indice de seletividade, sugerindo um mecanismo alternativo de morte
celular além dos testados neste estudo. Os achados reforcam o potencial de Laurencia
aldingensis como fonte de novos agentes citotoxicos seletivos para glioblastomas, com o
composto C1 se destacando como um candidato promissor para terapias alternativas, enquanto
C2 e C3 apresentam potencial para aplicacGes especificas em subtipos tumorais altamente
invasivos.
Palavras-chave: Glioblastoma multiforme. Laurencia. Produtos naturais.



ABSTRACT

Glioblastomas are aggressive and invasive brain tumors with limited response rates to
conventional therapies. The search for new therapeutic approaches has led to investigations of
natural products, including marine algae-derived secondary metabolites. In this study, we
evaluated the in vitro antitumor activity of the brominated sesquiterpenes 5-(S)-
hydroxycaespitol (C1), hemiacetal (C2), and caespitol (C3), isolated from the red alga
Laurencia aldingensis, against glioblastoma cell lines. Cytotoxicity assays were conducted on
Al172, U251, and U87-MG glioblastoma cells, as well as on non-tumoral fibroblasts (L-929).
C1 exhibited the highest cytotoxic activity, with CCso values of 16.63 + 2.53 pg/mL (U87-MG,
24h), 19.80 + 1.13 pg/mL (Al172, 24h), and 20.68 £ 7.27 pg/mL (U251, 48h). C2 and C3
selectively targeted U251 cells, with CCs values of 22.29 + 1.70 pg/mL (C2, 24h) and 13.62
+ 4.88 pug/mL (C3, 24h). None of the compounds exhibited significant toxicity to fibroblasts
(CCso > 40 pg/mL), resulting in high selectivity indices (SI > 2.41 for C1 in U87-MG, >1.80
for C2 in U251, and >2.94 for C3 in U251). Functional assays demonstrated that C1
significantly inhibited cell recolonization in U87-MG and reduced mitochondrial membrane
potential without causing direct plasma membrane damage or DNA fragmentation, suggesting
a mitochondria-mediated cytotoxic mechanism. C2 and C3 exhibited selective cytotoxicity
against U251 cells, with C3 showing the highest selectivity index, suggesting an alternative cell
death mechanism beyond those tested in this study. These findings highlight Laurencia
aldingensis as a promising source of selective cytotoxic agents for glioblastoma treatment, with
C1 emerging as a strong candidate for alternative therapies, while C2 and C3 show potential
for targeting highly invasive tumor subtypes.
Palavras-chave: Glioblastoma multiforme. Laurencia. Natural products.
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corresponde a regido de alta probabilidade de absor¢do passiva pelo trato gastrointestinal (HIA
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1 INTRODUCAO

1.1  Aspectos gerais do glioblastoma

Cancer é um termo generico utilizado para dar nome a um grupo de doencas que podem
afetar qualquer tecido do organismo. Também chamado de tumor maligno ou neoplasma
maligno, é uma doenca caracterizada pela proliferacdo descontrolada de células transformadas,
que evoluem por selecdo natural, adquirindo caracteristicas que favorecem sua sobrevivéncia e
disseminacdo no organismo (BROWN et al., 2023). O cancer é uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Em 2022, ocorreram cerca de vinte milhdes de
novos casos e dez milhdes de mortes, ou seja, uma a cada seis mortes causadas por doencas néo
transmissiveis no mundo, representando um desafio significativo para a sadde publica mundial
(BRAY etal., 2024).

O processo de desenvolvimento do cancer envolve uma série complexa de eventos que
podem ser influenciados por fatores genéticos, ambientais e de estilo de vida (BRAY et al.,
2024). As alteracbes genéticas sdo majoritarias nesse processo, como as mutacdes em genes
supressores de tumor, como TP53, e em genes reguladores de crescimento celular, como EGFR.
Essas mutacOes levam a uma proliferacdo celular descontrolada e a resisténcia a morte celular
programada (apoptose), comprometendo mecanismos naturais de supressdo tumoral
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Adicionalmente, tais células tém grande capacidade de
metastatizar, ou seja, de espalhar-se e invadir tecidos saudaveis em outras partes do organismo
via sistema circulatorio ou linfatico. Durante esse processo, as células cancerigenas se
desprendem do tumor primario, invadindo vasos sanguineos ou linfaticos e estabelecendo
col6nias em locais distantes do corpo, formando metastases e comprometendo o funcionamento
normal dos 6rgaos, esse processo torna o tratamento mais complexo, e reduz significativamente
a chance de cura (SAN JUAN et al., 2019).

As diferentes alteracGes genéticas contribuem para a ampla variedade de tipos e subtipos
de cancer, cada um com suas caracteristicas proprias e que representam desafios unicos. Alguns
dos tipos mais comuns incluem cancer de pulmao, responsavel por 12,4% de todos 0s casos
diagnosticados no mundo, seguido pelo cancer de mama (11,6%), colorretal (9,6%), préstata
(7,3%) e estdmago (5,7%). No entanto, existem muitos outros tipos que podem afetar diferentes
orgaos e tecidos do corpo humano como pele, ovario e cérebro (BRAY et al., 2024).

Entre esses, os canceres cerebrais sdo particularmente desafiadores devido a sua

localiza¢do no sistema nervoso central (SNC) e a complexidade do tecido cerebral. Embora



menos frequentes, estdo entre os dez tipos de cancer que mais matam no mundo, representando
cerca de 3% das mortes por cancer. No Brasil, os tumores cerebrais sdo responsaveis
anualmente por cerca de 10 mil casos e 9 mil mortes (PATEL etal., 2019; SIEGEL et al., 2023).

Os canceres cerebrais podem ser classificados em tumores primarios ou secundarios. Os
tumores primarios tém origem no sistema nervoso central, enquanto os tumores secundarios,
também conhecidos como metastases cerebrais, resultam da disseminacdo de células tumorais
provenientes de outros 6rgdos, sendo mais frequentemente associados a canceres de pulmao,
mama e colorretal (SAN JUAN et al., 2019; WEN; KESARI, 2008). Por outro lado, os tumores
cerebrais primarios, como os gliomas, podem se originar de células-tronco neurais
indiferenciadas ou progenitores gliais que sofreram mutacdes genéticas ou epigenéticas. As
alteracdes nos genes TP53 e RB1, que regulam o ciclo celular, e nos genes TERT, EGFR e
PTEN, envolvidos na apoptose e crescimento celular, estdo associadas a tumores altamente
agressivos como os glioblastomas, ao passo que as mutacdes nos genes IDH1 e IDH2,
envolvidos no metabolismo celular, sdo caracteristicas de gliomas menos agressivos,
associados a um melhor prognéstico (ALDAPE et al., 2015; BATISTA et al., 2014).

Alguns dos tipos mais comuns de tumores cerebrais primarios incluem glioblastomas,
meningiomas e outros gliomas. Os gliomas sdo um grupo de tumores cerebrais que se originam
das células gliais (astrdcitos, oligodendrécitos ou células ependimarias), que desempenham um
papel de suporte e protecdo no sistema nervoso central. O glioblastoma € o tipo mais comum
de tumor cerebral maligno primario, representando aproximadamente 50,9% dos casos (BRAY
etal., 2024; OSTROM et al., 2023).

De acordo com a classificagdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o
glioblastoma é um tumor de grau 4, sendo caracterizado por um crescimento rapido e invasivo,
apresentando uma alta taxa de recorréncia e um prognostico desfavoravel (JIN; JIN-LEE;
JOHNSON, 2021; TORP; SOLHEIM; SKJULSVIK, 2022). A principal caracteristica do
glioblastoma é sua capacidade de infiltrar o tecido cerebral circundante, tornando-o dificil de
ser completamente removido por meio de cirurgia. Além disso, o glioblastoma apresenta alta
resisténcia aos tratamentos convencionais, como a radioterapia e a quimioterapia. Essa
resisténcia contribui para a alta taxa de recorréncia e a baixa sobrevida média dos pacientes,
que varia entre 12 e 15 meses apds o diagnostico (LOUIS et al., 2021; TORP; SOLHEIM,;
SKJULSVIK, 2022).

Os sintomas relacionados ao glioblastoma podem variar dependendo da localizagéo e
do tamanho do tumor, mas frequentemente incluem dores de cabeca persistentes, convulsdes,

alteracdes na visdo, problemas de equilibrio, dificuldades de fala e mudancas de personalidade.



O diagnostico de glioblastoma geralmente envolve exames de imagem, como ressonancia
magnética nuclear (RMN) e tomografia computadorizada (TC), além de bidpsia para analise
das células tumorais (LOUIS et al., 2021; WELLER et al., 2017).

1.2 Terapias empregadas em glioblastomas

As opcgOes terapéuticas empregadas em pacientes com glioblastoma podem incluir
cirurgia, radioterapia e quimioterapia (HANAHAN; WEINBERG, 2011; OSTROM et al.,
2023).

No que tange a cirurgia, seu objetivo primordial é a remog¢do da maior quantidade
possivel da massa tumoral, contudo, este procedimento pode trazer complicacBes graves aos
pacientes, como danos neuroldgicos, motores, sensitivos ou cognitivos, a depender da
localizacdo do tumor, infeccBes intracranianas, hematomas e hemorragias, além de epilepsia
pos-cirdrgica que podem impactar a recuperacdo do paciente (BRZOZOWSKA; TORUN;
MAZURKIEWICZ, 2015).

Ja a radioterapia, que é essencial para o controle local do tumor, tem como efeitos
adversos a necrose de tecidos saudaveis pela radiacdo, comprometimento cognitivo, como a
perda de memoria e atencdo, principalmente em tratamentos prolongados, e fadiga severa
durante e apos o tratamento (DIECKMANN, 2010).

Em relacdo a quimioterapia, entre os quimioterapicos utilizados em glioblastoma,
destaca-se a temozolomida (TMZ), que é um farmaco ministrado pela via oral e que vem sendo
amplamente utilizado, inclusive em combinacdo com radioterapia (HERBENER et al., 2020;
STUPP et al.,, 2005). A temozolomida é um agente alquilante que ao ser absorvida pelo
organismo, sofre hidrolise espontanea em condic6es fisiologicas de pH neutro ou baésico,
gerando a molécula 5-(3-metil-1-triazen-1-il)imidazol-4-carboxamida (MTIC). Essa molécula
é instavel e se converte em 4-amino-5-imidazolcarboxamida (AIC) e no ion metildiazonio,
sendo este Gltimo o responsavel por causar danos ao DNA por meio da metilagio (Figura 1).
As metilacbes causadas pelo ion metildiazénio ocorrem principalmente nas posi¢des N7 da
guanina (N7 — MeG), N3 da adenina (N3 — MeA) e 06 da guanina (O6 — MeG), sendo que a
metilagdo do DNA na posicdo O6 da guanina nas células cancerigenas é considerada a principal
responsavel por levar a célula tumoral a senescéncia, autofagia ou apoptose. Assim, esses
mecanismos inibem a capacidade das células tumorais de se dividir e crescer (HEGI et al., 2005;
ORTIZ et al., 2020; WELLER et al., 2017).
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Figura 1 — Representacdo esquematica do mecanismo de acdo da TMZ, quimioterapico
utilizado na terapia de glioblastoma. A hidrolizacdo da TMZ leva a formacdo do ion
metildiazdnio que € responsavel por metilar as posicdes N7 da guanina (N7 — MeG), N3 da
adenina (N3 — MeA) e 06 da guanina (O6 — MeG). Apenas a metilacdo da posicdo 06 da
guanina é considerada a etapa letal e mediadora da acdo citotoxica da TMZ. Figura adaptada de
(ORTIZ et al., 2020).

Embora tenha agdo contra o glioblastoma, a TMZ tem sua eficacia reduzida pela barreira
hematoencefalica, estrutura seletiva que protege o sistema nervoso central (SNC) e limita a
penetracdo de muitas moléculas, incluindo quimioterapicos (ORTIZ et al., 2020). Assim, apesar
de sua alta biodisponibilidade oral, apenas cerca de 20% da concentracdo plasmatica alcanca o
tecido cerebral, restringindo sua eficacia (HERBENER et al., 2020; ORTIZ et al., 2020).
Ademais, a presenca de enzimas reparadoras nas células tumorais como MGMT (O6-
metilguanina-DNA metiltransferase), que repara os danos causados pelo farmaco, estdo
associadas a resisténcia tumoral a TMZ (WICK et al., 2014).

Devido as limitacbes dos tratamentos isolados, a abordagem terapéutica para o
glioblastoma comumente envolve a combinagdo de diferentes estratégias. A associagdo entre
radioterapia e quimioterapia - atualmente realizada com a temozolomida — baseia-se em um
efeito sinérgico: enquanto a radioterapia causa quebras no DNA das células tumorais, a
temozolomida, como agente alquilante, introduz danos adicionais ao DNA, particularmente na
posicdo O6 da guanina. Essa combinacdo de danos tende a superar 0s mecanismos de reparacao
do DNA tumoral, como o0s mediados pela MGMT, levando as células tumorais a morte e

aumentando a chance de sobrevivéncia geral dos pacientes (Figura 2) (WICK et al., 2014).
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Figura 2 — Estimativas de sobrevivéncia geral pelo método de Kaplan-Meier em relacdo ao
grupo de tratamento. Adaptado de STUPP et al. (2005).

Essa combinacgdo pode ser usada em casos especificos de glioblastoma, geralmente apds
a resseccao cirurgica total ou parcial do tumor, para prolongar a sobrevida (STUPP et al., 2005).
Neste sentido, tem sido demonstrado em estudos clinicos que a combinagéo da quimioterapia
com radioterapia aumentou a mediana de sobrevida de 12,1 meses (apenas radioterapia) para
14,6 meses (radioterapia mais temozolomida) (STUPP et al., 2005). Apesar disso, a associa¢ao
da quimioterapia com temozolomida com radioterapia causa efeitos secundarios significativos
aos pacientes, como mielossupresséo, nauseas, vomitos, fadiga e aumento do risco de infec¢des
oportunistas devido a linfopenia (HEGI et al., 2005; ORTIZ et al., 2020; STUPP et al., 2005).

A ressecgdo cirurgica € frequentemente utilizada como etapa inicial para remover o
maximo possivel da massa tumoral, com o objetivo de aliviar os sintomas, reduzir a pressdo
intracraniana e aumentar a eficacia das terapias complementares, mas € um metodo arriscado,
jaque aresseccao agressiva pode causar deficits neurologicos permanentes. Embora haja riscos,
a maxima remocdo cirurgica de grandes volumes tumorais estd associada a uma maior
sobrevida, pois reduz a carga tumoral inicial, facilitando a agc&o de terapias subsequentes como
a quimioterapia e a radioterapia. As terapias complementares visam tratar células residuais e

prevenir a recorréncia local do glioblastoma (JANJUA et al., 2021).



Apesar dessas possibilidades terapéuticas (cirurgia, radioterapia e quimioterapia), 0s
efeitos colaterais relacionados as modalidades terapéuticas disponiveis ainda se mostram
bastante desafiadores aos pacientes (STUPP et al., 2005). Isso evidencia a necessidade de se
desenvolver novas estratégias terapéuticas e novos quimioterapicos que supram as limitacoes
das terapias atuais, assim como 0 progndstico apo6s terapia (ANGOM; NAKKA,;
BHATTACHARYA, 2023; TANAKA et al., 2013; WELLER et al., 2017). Neste contexto,
observa-se que ha uma necessidade significativa de se caracterizar compostos biologicamente
ativos e que tenham a capacidade de penetrar a barreira hematoencefalica para uso em

glioblastomas.

1.3 Produtos naturais

A diversidade molecular presente nos organismos terrestres e marinhos é uma fonte
imensa, mas ainda pouco explorada, de moléculas bioativas com potencial terapéutico.
Organismos terrestres e marinhos, como plantas, anfibios, serpentes, algas, esponjas, tunicados
e microrganismos sao fontes de compostos Unicos, que atuam como antibacterianos, antivirais,
antiparasitarios e antitumorais (NEWMAN, 2022; NEWMAN; CRAGG, 2020). Entre 1981 e
2019, mais de 30% de todos os medicamentos aprovados e mais de 60% dos medicamentos
anticancer foram diretamente ou indiretamente derivados de compostos naturais. Por exemplo,
plantas terrestres como Taxus brevifolia (Taxaceae), cujos estudos fitoquimicos levaram a
caracterizacdo do paclitaxel, utilizado no tratamento de cancer de pulméo; Catharanthus roseus
(Apocynaceae), que sintetiza vincristina e vimblastina, utilizadas no tratamento de linfomas; e
Camptotheca acuminata (Nyssaceae), fonte da camptotecina, utilizada no tratamento de cancer
de mama e ovario, tém desempenhado um papel crucial no desenvolvimento de farmacos
(Figura 3) (NEWMAN; CRAGG, 2020; WINK et al., 2005).
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Figura 3 — Exemplos de plantas terrestres que sdo fontes de compostos com propriedades
antitumorais. Taxus brevifolia (Taxaceae), fonte do paclitaxel. Catharanthus roseus
(Apocynaceae), planta que produz vincristina e vimblastina. Camptotheca acuminata
(Nyssaceae), fonte da camptotecina. Abaixo, estdo representadas as estruturas quimicas dos
compostos paclitaxel, vincristina, vimblastina e camptotecina. Fonte: Adaptadas de
https://www.worldfloraonline.org/, https://powo.science.kew.org/ e
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.

Ao mesmo tempo em que a biodiversidade terrestre vem nos proporcionando uma
variedade de compostos bioativos, ainda hd uma vasta e praticamente inexplorada diversidade
molecular nos oceanos. Estima-se que mais de 90% das espécies marinhas permanecem
desconhecidas e que menos de 5% do oceano profundo tenha sido estudado (JIMENEZ, 2018;
MORA et al., 2011). Essa lacuna de conhecimento ressalta a necessidade de intensificar os
esforgos em bioprospec¢do marinha para identificar novos agentes terapéuticos capazes de
enfrentar doencas complexas, como o céncer. Evidéncias do potencial da biodiversidade
marinha podem ser confirmadas por compostos ja identificados em organismos marinhos, como
0 ecteinascidina 743, derivado do tunicado Ecteinascidia turbinata, aprovado e comercializado
como trabectedina (Yondelis®) para o tratamento de sarcomas de tecidos moles, e a
salinosporamida A (Marizomib®), isolado da bactéria marinha Salinispora tropica, atualmente
em testes de fase 111 para tratar o glioblastomas (JIMENEZ, 2018; ROTH et al., 2024).

O Brasil, com sua extensa linha de costa de 8000 km e uma imensa area marinha
apelidada de “Amazonia Azul”, que cobre aproximadamente 3,5 millhdes de km?, abriga uma
grande biodiversidade de organismos marinhos como algas, poriferos, cnidarios, tunicados e

microorganismos, cujo potencial farmacologico é pouco explorado (WILKE et al., 2021).



Apesar disso, entre 1980 e 2020, cerca de 61 moléculas com potencial anticancer foram isoladas
de espécies marinhas nativas do Brasil. Por exemplo, a ptilocaulina, encontrada na esponja
Monanchora arbuscula, que apresentou citotoxicidade em células de leucemia, e a molécula
Bc2, obtida a partir da anémona Bunodosoma caissarum, que demonstrou ser citotoxica a
glioblastoma das linhagens U87 e A172, em testes in vitro (SOLETTI et al., 2008; WILKE et
al., 2021).

Esses dados reforcam o potencial da biodiversidade marinha brasileira como de
importancia estratégica para a descoberta de novas moléculas bioativas e, em conseguinte,

evidenciam a necessidade de sua protecao.

1.4 Algas marinhas

Dentre os organismos marinhos, as macroalgas sdo organismos fotossintetizantes
amplamente distribuidos nos oceanos que desempenham papel crucial na sustentagdo dos
ecossistemas marinhos e destacam-se como fonte promissora de compostos bioativos. As
macroalgas marinhas pertencem a trés filos distintos: Chlorophyta (algas verdes), Ochrophyta
(algas marrons) e Rhodophyta (algas vermelhas), cada um com caracteristicas quimicas
distintas e fonte de diversos compostos como polissacarideos, polifendis, terpendides e
peptideos (PEREIRA; VALADO, 2023).

As algas verdes (Chlorophyta), como as pertencentes aos géneros Caulerpa e Ulva, tém
ampla distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, destacam-se pela producdo de
terpendides e polifendis, compostos que sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes,
antibidticas e antitumorais. No Brasil, a alga verde Caulerpa sertularioides mostrou-se ser uma
fonte de metabolitos bioativos como os polissacarideos sulfatados que podem apresentar
atividades antioxidantes, anticoagulantes e antitumorais (DOS SANTOS et al., 2023;
PEREIRA; VALADO, 2023).

Ja as algas marrons (Ochrophyta), como Sargassum, Laminaria e Dictyota, geralmente
reconhecidas pelas formacgdes Kelps, predominam em regides frias e temperadas, sendo ricas
em polissacarideos sulfatados e carotenoides. Por exemplo, o metabolito secundario
fucoxantina, que pertencente ao grupo dos carotenoides, é um dos pigmentos mais abundantes
e caracteristicos das algas marrons dos géneros Undaria, Sargassum, Laminaria, Eisenia,
Alaria, Cystoseira e Hijikia, e tem sido associado a efeitos citotoxicos e células de glioblastoma
das linhagens U87 e U251 em testes in vitro, por meio da inducdo de apoptose, aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e inibicdo de vias de sinalizacdo proliferativa, como



PI3K/Akt/mTOR (LIU et al., 2016; LOURENCO-LOPES et al., 2021; PEREIRA; VALADO,
2023). No Brasil, espécies como Sargassum vulgare e Dictyota menstrualis tém tido seus
extratos estudados em relacdo as suas propriedades antivirais e antiparasitarias (DOS SANTOS
etal., 2023; PEREIRA; VALADO, 2023).

Finalmente, as algas vermelhas (Rhodophyta), como Gracilaria, Porphyra e Laurencia,
sdo encontradas principalmente em &reas tropicais e temperadas, acumulando compostos
halogenados, sesquiterpenos e diterpenos, conhecidos por suas agdes antimicrobianas, anti-
inflamatdrias e citotdxicas. Atividades antitumorais foram relatadas, por exemplo, para a
macroalga vermelha Gracilaria edulis em tumores de Ehrlich. Nesse caso, foi verificado em
experimentos in vitro que o extrato bruto etandlico eliminam as células tumorais isoladas de
tumor ascitico de animais experimentais e 0 mecanismo associado foi a morte por apoptose
(PATRA; MUTHURAMAN, 2013; PEREIRA; VALADO, 2023).

De maneira similar, foi observado que algas vermelhas dos géneros Laurencia e
Palisada acumulam metabdlitos apolares, obtidos a partir de extratos hexanicos, que conferem
propriedades citotoxicas em células de sarcoma humano das linhagens ATCC CRL-1976,
MES-SA/Dx5 e ATCC CRL-1977. Até o momento, ndo foram determinadas as moléculas puras
bioativas responsaveis por essa atividade. Contudo, presume-se que 0s extratos hexanicos
contenham compostos apolares, como terpenos e outros produtos naturais hidrofébicos (STEIN
etal., 2011).

O género Laurencia (Rhodophyta, Rhodomelaceae) compreende cerca de 130 espécies
reconhecidas taxonomicamente no mundo. No Brasil, ocorrem 7 espécies deste género,
distribuidas entre os estados do Cearéa e de Santa Catarina (Laurencia caraibicado, Laurencia
dendroidea, Laurencia intricata, L. aldingensis, L. catarinenses, L. oliveirana e L. translucida)
sendo 4 delas endémicas (L. aldingensis, L. catarinenses, L. oliveirana e L. translucida)
(HERNANDEZ CERVANTES, 2017). Esse género em particular, é reconhecido pela producéo
de uma ampla variedade de metabolitos halogenados, como sesquiterpenos, diterpenos e
acetogeninas (HARIZANI; IDANNOU; ROUSSIS, 2016; STEIN et al., 2011). Espécies desse
género, como Laurencia dendroida, Laurencia obtusa e Laurencia majuscula, tem sido
estudada por serem fontes de compostos com potencial antitumoral.

Neste sentido, observou-se que o sesquiterpeno halogenado elatol, purificado de
Laurencia dendroida e L. microcladia, causou efeitos citotoxicos em linhagens tumorais de
melanoma e cancer de mama. Adicionalmente, observou-se que os sesquiterpenos halogenados
como o obtusol purificados de Laurencia obtusa, também eliminaram linhagens celulares de

cancer de mama, de pulmdo e melanoma. Além de tais compostos, observou-se que 0



laurenceno de Laurencia majuscula, eliminou células de melanoma devido a inibi¢&o de vias
de sinalizacdo associadas a proliferagdo tumoral e a inducdo de apoptose (BARCELLOS
MARINI et al., 2018; CAMPOS et al., 2012; HARIZANI; IOANNOU; ROUSSIS, 2016;
STEIN et al.,, 2011). Esses metabolitos produzidos pelas algas, desempenham funcdes
ecoldgicas importantes, como defesa quimica contra predadores e radiacdo solar, e destacam-
se na bioprospeccdo por sua capacidade de interagir com alvos especificos em linhagens
tumorais, como cancer de mama, de pulmdo, o melanoma e o glioblastoma. Estudos recentes
ampliaram o entendimento sobre o potencial do género, com novas espécies sendo identificadas
como fontes de compostos bioativos de interesse farmacolégico, reforcando a relevancia de
Laurencia na bioprospecgdo de compostos anticancer (HARIZANI; IOANNOU; ROUSSIS,
2016).

1.5 Laurencia aldingensis SAITO, 1974

Dentre as espécies do género Laurencia, a alga vermelha Laurencia aldingensis (Figura
4) destaca-se como uma fonte promissora de metabdlitos secundarios, ao passo que espécies do
mesmo género sdo capazes de produzir diversos compostos, incluindo acetogeninas,
sesquiterpenos e diterpenos, dentre os quais alguns ja evidenciaram bioatividade em humanos
(FUJII et al., 2011). Essa espécie, distribuida nas regides costeiras do Brasil, nos estados do
Ceard, Espirito Santo e Rio de Janeiro, tem atraido o interesse cientifico devido a diversidade
de compostos halogenados que acumula, principalmente sesquiterpenos (DE CARVALHO et
al., 2003, 2006; DE PAULA et al., 2020; PEREIRA SOARES et al., 2018; STEIN et al., 2011,
VIEIRA et al., 2016).
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Figura 4 — Alga vermelha Laurencia aldingensis. Escala 1 cm. Adaptada de CASSANO et al.
(2009).

Recentemente, foram isolados desta alga trés sesquiterpenos bromados denominados
como aldingenina A, aldingenina B e aldingenina C (DE CARVALHO et al., 2003, 2006).
Posteriormente, as estruturas desses compostos foram reavaliadas e 0s nomes retificados para
5-(S)-hidroxicaespitol, hemiacetal e caespitol, respectivamente (CRIMMINS; HUGHES, 2012;
MUKHINA et al., 2015; TAKAHASHI et al., 2014).

Cada um desses compostos apresenta caracteristicas estruturais unicas que contribuem
para suas atividades bioldgicas (Figura 5). A aldingenina A (5-(S) -hidroxicaespitol) é um
sesquiterpeno halogenado contendo uma hidroxila na posi¢éo 5, derivado do &cido bisabolano.
Este composto apresenta na sua estrutura um éter oxaciclico, &tomos de bromo e cloro,
contribuindo para sua reatividade quimica e bioatividade. (CRIMMINS; HUGHES, 2012; DE
CARVALHO et al., 2003, 2006; MUKHINA et al., 2015; TAKAHASHI et al., 2014).

Aldingenina B (hemiacetal): um sesquiterpeno halogenado caracterizado pela presenca
de um grupo hemiacetal, o que contribui para sua reatividade quimica (CRIMMINS; HUGHES,
2012; DE CARVALHO etal., 2003, 2006; MUKHINA et al., 2015; TAKAHASHI et al., 2014).

Aldingenina C (caespitol): Este sesquiterpeno halogenado se diferencia da aldingenina
A pela auséncia da hidroxila na posigéo 5, essa variagdo estrutural pode implicar diferencas

significativas nas propriedades fisicas, quimicas e biologicas do composto. (CRIMMINS;

11



HUGHES, 2012; DE CARVALHO et al., 2003, 2006; MUKHINA et al., 2015; TAKAHASHI
etal., 2014).

5-(S)-hidroxicaespitol hemiacetal caespitol

Figura 5 — Estruturas quimicas dos compostos isolados da alga vermelha Laurencia
aldingensis: (1) Aldingenina A (5-(S)-hydroxycaespitol), (2) Aldingenina B (hemiacetal) e (3)
Aldingenina C (caespitol). Adaptada de MUKHINA et al. (2015).

Embora outros sesquiterpenos similares tenham sido identificados em outras espécies
de Laurencia e que sugerem potencial para inibir o crescimento de células tumorais por
mecanismos que incluem a modulacdo de vias de sinalizacdo do ciclo celular e a inducdo de
apoptose, a composicdo especifica de L. aldingensis parece ser Unica, reforcando sua
importancia no contexto da bioprospec¢do marinha (CRIMMINS; HUGHES, 2012;
MUKHINA et al., 2015; TAKAHASHI et al., 2014).

Portanto, considerando a toxicidade dos quimioterapicos atuais e a necessidade de novas
abordagens terapéuticas para glioblastoma — um tipo de cancer que ainda ndo tem um
tratamento eficaz e cuja sobrevida média é de apenas 15 meses — este trabalho tem como
objetivo avaliar, pela primeira vez, por meio de ensaios in vitro, a atividade antitumoral de trés
compostos naturais marinhos: aldingenina A (5-(S)-hidroxicaespitol), aldingenina B
(hemiacetal) e aldingenina C (caespitol), purificados da alga vermelha L. aldingensis em

glioblastoma.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo antitumoral in vitro dos compostos aldingenina A (5-(S)-
hidroxicaespitol), aldingenina B (hemiacetal) e aldingenina C (caespitol) purificados da alga
vermelha L. aldingensis, em linhagens tumorais de glioblastomas.

2.2 Obijetivos especificos

e Estimar a concentracéo citotoxica a 50% (CCso) dos compostos aldingenina A (5-(S)-
hidroxicaespitol), aldingenina B (hemiacetal) e aldingenina C (caespitol) em glioblastoma e
comparar os resultados com a CCsp do quimioterapico padrdo, a temozolomida (TMZ);

e Comparar os efeitos citotoxicos dos compostos em glioblastoma e em fibroblastos

(linhagem ndo tumoral) e calcular o indice de seletividade (IS) de cada composto;

e Avaliar as alteragfes no potencial de membrana mitocondrial em glioblastoma

incubadas com 0s compostos;

e Analisar os danos a membrana plasmatica causados pelos compostos aldigenina A, B e

C em glioblastoma;

e Determinar se os compostos induzem fragmentacdo de DNA em glioblastoma.
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5 CONCLUSOES

Diante dos resultados, 0os compostos estudados representam potenciais candidatos para
o0 desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas contra o glioblastoma.

De acordo com a andlise in silico, os compostos 1, 2 e 3 apresentaram alta absorcéo
gastrointestinal e capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. Além disso, 0s
parametros de drug-likeness indicaram que todos os compostos possuem propriedades fisico-
quimicas compativeis com o perfil desejavel para o desenvolvimento de farmacos
administrados via oral.

Os resultados demonstraram que 0s compostos 5-(S)-hidroxicaespitol (C1), hemiacetal
(C2) e caespitol (C3), isolados da alga vermelha Laurencia aldingensis, apresentam atividade
antitumoral in vitro contra linhagens de glioblastoma, com C1 destacando-se por sua maior
citotoxicidade e seletividade em comparagao a temozolomida (TMZ).

Os compostos C2 e C3 também exibiram atividade citotdxica sobretudo na linhagem
U251, sugerindo seus potenciais terapéuticos para certas linhagens de glioblastoma.

Estudos funcionais indicaram que C1 reduziu o potencial de membrana mitocondrial de
glioblastoma da linhagem U87-MG e inibiu a recolonizagdo desta linhagem celular, uma
caracteristica importante para impedir a progressao tumoral. Por outro lado, 0s compostos 2 e
3 apresentaram alteraces transitorias no potencial de membrana mitocondrial sugerindo
mecanismos de acdo distintos.

Nenhum dos compostos comprometeu a integridade da membrana plasmatica.

O C1 ndo induziu fragmentacdo de DNA na linhagem de glioblastoma avaliada.
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