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Rosario, Hiago Fernando do. Analise citotoxica do extrato bruto de
tentaculos extraidos de trés espécies de cnidarios (Ceriantharia e
Actiniaria) em duas linhagens celulares tumorais.2020. 63 f. Dissertagao
(Mestrado Académico em Biociéncias). - Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Faculdade de Ciéncias e Letras, Assis, 2020.

RESUMO

Acredita-se que o filo Cnidaria seja um dos mais antigos a se ter presenca de
toxina, devido a sinapomorfia do grupo: cnidoblastos. O composto de toxinas
presente nos Cnidaria apresenta uma gama de efeitos nocivos aos humanos,
porem demonstram um grande potencial para uso médico, principalmente pelas
suas capacidades citoliticas. Neste trabalho analisamos a capacidade citotoxica
do extrato bruto do tentaculo de trés espécies de Cnidaria (Os ceriantos
Ceriantheomorphe brasiliensis e Pachycerianthus multiplicatus e a anémona de
mar Actinia bermudensis) em células MCF-7 e HEP-2, através de ensaios de
MTT e imagens, onde o extrato bruto de Ceriantheomorphe brasiliensis
apresentou uma IC50 de 50 ug/ml para células MCF-7, e o de Actinia
bermudensis com uma IC50 de 120 ug/ml a 60 ug/ml para células MCF-7 e de
120 ug/ml a 30 ug/ml para células HEP-2. Estes resultados corroboram com o0s
estudos ja realizados na area, onde a presenca de citolisinas na peconha de
alguns cnidarios atua em células cancerigenas provocando morte celular,
despontando como potenciais candidatos de origem natural para a producao de
agentes que atuam no combate ao cancer. Os extratos brutos de
Ceriantheomorphe brasiliensis e Actinia bermudensis induziram morte celular
nas linhagens celulares, mas sdo necesséarios mais estudos afim de aferir a

extensdo dessa capacidade e o real potencial de ambos os extratos.

Palavras-Chave: Cancer. Toxinas. Cnidaria. Anthozoa. Ceriantharia. Actiniaria.
MCF7. Hep-2.



Rosario, Hiago Fernando do. Cytotoxic analysis of crude tentacle extract
from three species of cnidarians (Ceriantharia and Actiniaria) in two tumor
cell lines. 63 p
2020. Dissertation (Masters in Biosciences). Sdo Paulo State University
(UNESP), School of Sciences, Humanities and Languages, Assis, 2020.

ABSTRACT

It is believed that the phylum Cnidaria is one of the oldest to have the presence
of toxin, due to the group's synapomorphy: cnidoblasts. The toxin compound
present in Cnidaria presents a range of harmful effects to humans, but they
demonstrate a great potential for medical use, mainly due to their cytolytic
capacities. In this study, we analyzed the cytotoxic capacity of the crude tentacle
extract of three species of Cnidaria (Cerianthus Ceriantheomorphe brasiliensis
and Pachycerianthus multiplicatus and sea anemone Actinia bermudensis) in
MCF-7 and HEP-2 cells, through MTT assays and image tests , where the crude
extract of Ceriantheomorphe brasiliensis showed an IC50 of 50 pg/ml for MCF-7
cells, and that of Actinia bermudensis with an IC50 of 120 pg/ml at 60 pug/ml for
MCF-7 cells and 120 pg/ml at 30 pg/ml for HEP-2 cells. These results corroborate
with the studies already carried out in the area, where the presence of cytolysins
in the venom of some cnidarians acts on cancer cells causing cell death,
emerging as potential candidates of natural origin for the production of agents
that can be used in the fight against cancer. The crude extracts of
Ceriantheomorphe brasiliensis and Actinia bermudensis induced cell death in cell
lines, but further studies are needed in order to assess the extent of this capacity

and the real potential of both extracts.

Keywords: Cancer. Toxins. Cnidaria. Anthozoa. Ceriantharia. Actiniaria. MCF7.
Hep-2.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Filo Cnidaria

Cnidaria é um filo altamente diversificado que abrange cerca de 11.000
espécies, incluindo anémonas-do-mar, corais e aguas-vivas (Appeltans et al.,
2012). O filo Cnidaria apresenta dois grandes subfilos: Medusozoa, que
abrange organismos que podem apresentar fase medusoide no seu ciclo de
vida, e Anthozoaria, representada por organismos bentdnicos e polipoides, com
auséncia de fase medusoide. Um dos grupos pertencentes a Anthozoaria, € 0
menos estudado, é o Ceriantharia cujos representantes sdo comumente
conhecidos por anémonas-de-tubo ou ceriantos (Tiffon, 1987; Daly et al.,

2007).

A sinapomorfia mais evidente entre todos os representantes deste filo &
a presenca de cnidas (van Iten et al., 2014). Essas estruturas sédo produtos
celulares produzidos pelo complexo de Golgi de células especializadas
chamadas de cnidoblastos, e 0 nematocisto, um tipo de cnidoblasto presente
em todos os cnidarios, que possuem substancias toxicas que auxiliam na
protecao, alimentacao e habitacdo (Marques & Collins, 2004; Fautin, 2009;
Beckmann & Ozbek, 2012). Além disso, estima-se que dos filos que compdem
o reino Metazoa, Cnidaria seja 0 com derivagdo mais antiga a conter toxinas, 0
qual evoluiu desde a era neoproterozoica, 650 milhdes de anos atras (van Iten
et al, 2014)

As cnidas podem ser encontradas em diversas partes corporais nos
cnidarios e sio classificadas em trés tipos morfoldgicos (Ostman, 2000; Ozbek
et al., 2009): nematocistos (Unicos com toxina e presentes em todos 0s
cnidarios), espirocistos (adesivos nao toxicos e presentes unicamente em
Hexacorallia e Ceriantharia) e pticocistos, sendo estes Ultimos adesivos nao
toxicos e exclusivos de Ceriantharia (Mariscal et al., 1977).

Apesar de algumas diferencas funcionais e morfolégicas, todos os
cnidarios possuem nematocistos (David et al., 2008; Fautin, 2009). Essas cnidas
possuem a funcao primordial de liberar e injetar toxinas em seus predadores ou
presas mediante a um estimulo quimico ou fisico (Mariottini & Pane, 2010),

auxiliando na captura de presas e defesa territorial e contra predadores. Ainda,
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a toxina liberada por essa estrutura também pode influenciar disputas
intraespecificas e interespecificas (Bigger, 1980; Kass-Simon & Scappaticci,
2002). Além disso, nematocistos possuem alta concentracdo de proteinas e
polipeptidios, que agem como hemolisinas, enzimas, e neurotoxinas as quais
sdo nocivas aos seres humanos, podendo causar cardiotoxicidade, inchaco,
dores, paralisia, dermatite e necrose de tecidos (Martins et al., 2009).

Ceriantharia € um dos trés clados pertencentes a classe Anthozoa,
incluido Hexacorallia e Octocorallia (Stampar et al., 2014). Individuos que
pertencem a subclasse Ceriantharia apresentam, entre outras caracteristicas,
dois tipos de tentaculos: Os labiais, que circundam a boca, e 0s marginais, que
sao dispostos a margem do disco oral (Stampar et al., 2016). Hoje, estima-se a
presenca de 85 espécies nesta subclasse (Molodtsova, 2004; Stampar et al.,
2015).

Figura 1. Cerianteomorphe brasiliensis Carlgren, 1931. Credito: Hellen

Ceriello
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Figura 2: Pachyceriantus multiplicatus Carlgren, 1912. Foto: Hellen Ceriello

A subclasse Hexacorallia, representada pelos corais verdadeiros
anémonas do mar, corais negros e zoantarios, como sugerido pelo nome, possui
simetria hexamera (apesar de que simetrias de oito ou dez lados possam ocorrer
dentro desta subclasse), podem ser encontradas em col6nias ou solitarios (Daly
et al., 2007), e apresentam 3.152 especies descritas validas (Appeltans et al.,
2012).

Figura 3: Actinia bermudensis McMurrich, 1889. Foto: Sérgio N. Stampar
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1.2 Toxinas de Cnidaria

O ambiente marinho € um dos mais complexos e ricos ecossistemas da
Terra. Diferentes condicfes, fisicas e quimicas, foram fatores importantes para
a producdo de uma variedade de moléculas de estruturas Unicas. Essas
moléculas, produzidas no dificil ambiente marinho, apresentam diversos tipos de
atividades bioldgicas (Jain et al., 2008).

A peconha de Cnidaria € uma mistura de componentes toxicos que séo
expelidos quando os nematocistos, organelas especializadas, sédo ativadas via
situa¢des quimicas ou mecéanicas. Os compostos que compdem a toxina incluem
toxinas formadoras de poros (PFT — pore-forming toxins), enzimas
(metaloproteases e fosfolipases), neurotoxinas (Peptideos ricos em cisteina e
moduladores dos canais de ion), toxinas hemostéaticas e hemorragicas, e aminas
biogénicas (histamina, serotonina) (Anderluh & Macek, 2002; Jouiaei et al.,
2015). No geral, a peconha de cnidarios contém 3.5 — 6.5 kDa de toxinas do
canal Na*, 3 -5 kDa de toxinas do canal de K*, e ~20 kDa de toxinas formadoras
de poros (Honma et al., 2006). Existem outros compostos ndo toxicos produzidos
por cnidaria que sdo estudados devido ao interesse em suas atividades
biologicas, como propriedades bioflorescentes (Ip et al., 2007).

As citolisinas, um grupo que faz parte da toxina formadora de poros dos
cnidarios, sdo capazes de comprometer a estrutura e permeabilidade seletiva da
membrana celular (Crinigoj Kristan et al., 2009), logo, como a vida da célula
depende desses fatores citados, €& uma estratégia interessante o
desenvolvimento desse tipo de molécula. As citolisinas séo classificadas em
quatro grupos de polipeptidios, baseados na sua principal funcionalidade e em
sua estrutura primaria: Tipo I, de 5 a 8 kDa, possuem atividade anti-histaminica;
O tipo I, que compreende proteinas de 20 kDa, s&o as mais estudadas na
literatura e podem ser inibidas por esfingomielina. O tipo Il também leva o nome
de actinoporina, e tem a capacidade de formar poros seletivos de cations,
através da sua habilidade de se ligar aos fosfolipideos das membranas celulares
(Suput, 2009). O tipo Il sdo citolisinas de 30 a 40 kDA, representadas apenas
pelas proteinas do género de anémona de mar Urticina (Anderluh et al., 2011),
ja as de tipo IV sao produzidas apenas pela anémona de mar Metridium senile,

anico representante deste grupo (Anderluh & Macek, 2002).
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As citolisinas estdo bem distribuidas entre os venenos de cnidaria, porem
existem algumas que ndo estdo localizadas nos nematocistos, como as
hidrolisinas e alguns integrantes da familia MACPF, mesmo que ndo atuem como
“toxinas classicas”, elas ainda tém fung¢des no desenvolvimento, digestdo da
presa e imunidade do animal. Até mesmo existem dentro de algumas espécies
de Cnidaria, fosfolipases que podem destruir a integridade da membrana celular,
assim agindo como citolisinas (Oshiro et al., 2004; Cline et al., 1995)

As actinoporinas levam esse nome ao género Actinia, na qual foi
identificada primeiramente, mas também € uma das citolisinas mais espalhadas
pelo filo, e até mesmo em tdxons mais distantes (Kem, 1988; Gutierrez-Aguirre
et al., 2006). Actinoporinas sédo pequenos mondmeros, secretados
aproximadamente com 20 kDa, e sado conhecidas por se ligarem
especificamente, a esfingomielina em membranas lipidicas, formando poros
transmembranas, que levam a um desbalanco osmético, e por fim, a morte
celular. A presenca de colesterol na membrana pode promover, indiretamente, a
atividade de formacéo de poros da actinoporina (Barlic et al., 2004), assim como
a falta de esfingomielina na membrana celular da anémona do mar (sendo
substituida por um analogo que possui fosfocolina) garante que a actinoporina
nao va se ligar a sua membrana celular, logo, permitindo que os individuos dessa
espécie possam atacar membranas das suas presas ou predadores, sem que
sejam atingidas pelos maleficios da sua propria toxina (Meinardi et al. 1995).

Como as actinoporinas pertencem a uma familia multigenica em
individuos de espécies, € possivel que ela tenha evoluido com propdésitos de
defesa, alimentacao e relacdes intraespecificas, e essa gama de participacdes
em func¢Bes bioldgicas putativas também podem explicar a presenca e liberacdo
das actinoporinas em outras partes do corpo da anémona do mar, ndo s6 no
nematocisto (Frazéo et al., 2012; Anderluh et al., 1999; Macek, 1999; Basulto et
al., 2006). Nao s6 a capacidade de formar poros nas membranas celulares
permeia as actinoporinas, mas também existem estudos sobre actinoporinas
isoladas da anémona de couro, Heteractis crispa, que demonstraram atividade
anticancer, através da inducdo de apoptose independente do gene p53,
importante na capacidade da célula tumoral em evitar a morte celular

programada (Fedorov et al., 2010; Johnstone et al., 2002).
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1.3 Cancer

As células de um organismo multicelular trabalham de forma coordenada
e conjunta, e distlrbios moleculares que consigam quebrar essa dinamica
podem acarretar em danos e até mesmo doencas (Bruce et al., 2007). Uma
mutacédo, neste cenario, pode conceder algumas vantagens seletivas, podendo
por exemplo, permitir que essa célula se divida e cres¢a mais rapidamente do
gue as células vizinhas, formando assim a origem de um tumor (Alberts, 2008).
Mas o tumor ndo € apenas uma massa proliferativa de células, mas na realidade
um tecido complexo composto de camadas bem distintas de varios tipos
celulares que interagem entre si (Hanahan & Weinberg, 2011), e existem varias
formas que podem disparar a proliferacdo de células tumorigenicas, como
fatores genéticos, quimicos e poluicdo, para se citar algumas (Hanahan &
Weinberg, 2011; Yuan et al., 2016).

Os tumores podem ser classificados, de forma histolégica, com uma base
de critérios definidos, como o tecido de origem das células, seu comportamento,
morfologia, e o tipo bésico de célula (Louis, 1978), e sdo divididos em dois
grupos: Os tumores benignos e os tumores malignos. Os benignos néo invadem
tecidos préximos e crescem de maneira lenta, através de uma expansao da
massa celular, logo, podem ser destruidos ou removidos sem maiores
complicagBes. J& os malignos conseguem invadir e se espalhar para outros
orgédos e tecidos (Weinberg, 2013), e essa capacidade de invasdo dos tumores
malignos é essencial para o cancer, ja que a mesma permite que ela possa gerar
tumores secundarios, chamados de metastase, em outras partes do corpo.

O processo em si da metastase comeca com o desprendimento de
algumas células do tumor primario e entram ativamente no estroma préximo, e
em seguida no sistema linfatico ou circulatério. Quando na corrente, tanto
sanguinea quanto linfatica, essas células conseguem se espalhar para 6rgaos
distantes, saindo da corrente e adentrando ao orgéo/tecido alvo (Weinberg,
2013; Engers & Gabbert, 2000).

As primeiras caracteristicas identificadas do cancer foram divididas em

seis capacidades bioldgicas que vao sendo atingidas em varios passos durante
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o desenvolvimento do tumor humano, isto é, da evolucao da célula normal até o
seu estado neoplasico (Hanahan & Weinberg, 2011) (Figura 4).

Todas essas caracteristicas oferecem alvos em potenciais para
tratamentos terapéuticos anticancer, como por exemplo, a capacidade em
resistir a morte celular programada tem levado os pesquisadores a tentarem
induzir apoptose em células cancerigenas. O campo de pesquisa sobre os
mecanismos do cancer vive em constante crescimento, com novas

caracteristicas ainda sendo descobertas (Hanahan & Weinberg, 2011).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death sSUppressors

inducing
angiogenesis and n

Enabling replicative
immortality

Figura 4: As principais caracteristicas do cancer, como descritas por Hanahan
& Weinberg, 2011. No sentido horério: sustento dos sinais de proliferacdo, resisténcia
contra supressores de crescimento, ativacdo da sua capacidade de invasdo e
metastase, continua replicacéo das suas células, inducdo da angiogenese e resisténcia

contra morte celular programada.

O céancer pode ser classificado dependendo da origem do tecido e o tipo
de célula que se tornou cancerigena (Cooper, 2000). Sarcomas tem origem no
tecido conjuntivo ou células musculares, ja os carcinomas surgem de células
epiteliais, sendo o tipo mais comum gue acomete os humanos. Os canceres que
ndo se encaixam nessas duas categorias mais “amplas” incluem os linfomas,
gue origina do sistema linfatico, e leucemia, que sdo derivadas dos tecidos
formadores de células sanguineas (Albert, 2008).
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O céncer de mama é o cancer mais comum entre as mulheres brasileiras,
sé em 2014 a SIM (sistema de informacao sobre mortalidade) registrou 14.622
Obitos de mulheres devido ao cancer de mama, sendo essa a principal causa de
morte por cancer em mulheres no Brasil. Em 2017, foi estimado em 57.960 os
novos casos dessa doenca (Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes
da Silva, 2015), e nas ultimas trés décadas, houve um aumento na mortalidade
causada pela doencga nas cinco macrorregioes do Brasil (Azevedo e Silva, 2011).

1.4 Estudos na area

Estudos ja demostraram que produtos extraidos de organismos marinhos
apresentam varios tipos de atividades bioldgicas, podendo exercer influéncia
sobre patologias humanas e doencas infecciosas, assim como caracteristicas
anti-inflamatorias, antitumorais e antivirais (Mayer & Lehmann, 2001; Mayer et
al., 2009), apontando assim um potencial uso para a industria da farmacia,
devido ao grande leque de a¢des sobre sistemas bioldgicos.

Mesmo com uma enorme variedade de substancias e atividades
biolégicas, chegando na casa dos 14.000 produtos, e ja existem alguns farmacos
provenientes de organismos marinhos em farmacias, como Yondelis® e Prialt®,
mas a relacao de farmacos prontos para uso humano e o potencial encontrado
no ambiente marinho é contrastante, principalmente devido as estruturas Unicas
encontradas (Proksch et al., 2002).

Apesar dessas caracteristicas, ha um problema logistico para o
desenvolvimento dessas drogas baseadas em animais marinhos seria o
fornecimento de matéria-prima, ja que a producdo de farmacos poderia mexer
com o numero de individuos de uma populacdo, destruicdo do ambiente e até
mesmo casos de extingdo, caso essas drogas entrassem no mercado sem
producgbes sustentaveis (Proksch et al., 2003; Newman et al., 2000). Algumas
estratégias podem ser tomadas com relacdo ao problema de sustentabilidade,
como a sintese artificial dos componentes ativos desses produtos, assim como
o cultivo desses organismos (Mendola, 2000).

Um estudo demonstrou que a peconha extraida do tentaculo do cifozoario

Pelagia noctiluca (Medusozoa, Scyphozoa), comumente encontrada no mar
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mediterraneo, possui atividade analgésica e antibutiriicolienesterase, e a
aplicacao desta descoberta pode implicar em avancos no estudo de doengas
neurodegenerativas progressivas, pois a inibicdo da butirilcolinesterase no
sistema nervoso humano pode ser (til no tratamento de doengas como
Alzheimer (Ayed et al., 2012).

Moléculas bioativas também foram descobertas em antozoarios como, por
exemplo, as prostaglandinas (15R) -PGA2 encontradas em Plexaura homomalla
Esper, 1794 (Weinheimer & Spraggins, 1969), o extrato de Sarcophytan sp, que
demonstrou grande capacidade antitumoral, provocando apoptose em células do
cancer de mama (Dobretsov et al., 2016), compostos prostanoides extraidos de
Clavularia viridis, que ndo s6 foram capazes de inibir o crescimento de células
leucémicas (HL-60), mas também demonstrou uma seletividade para células
leucémicas, quando a citotoxicidade foi comparada com células normais ou
celulas HeLa (Honda et al., 1985), ou mesmo a equinotoxina extraida de Actinia
equina, que teve uma atividade anitumoral in vitro em células de Ehrlich
(Adenocarcinoma mamario de camundongos femeas) e em células L1210
(Leucemia linfoide), e capacidades in vivo da equinotoxina em células de Ehrlich
implantadas em camundongos (Giraldi et al., 1976).

Devido a miriade de caminhos que a apoptose celular possui para sua
ativacdo, além dos testes realizados com as toxinas para analisar sua
citotoxicidade e capacidade antitumoral, muitos estudos procuram identificar os
métodos que as toxinas ativam a apoptose em células cancerigenas.

Por exemplo, o veneno de Heteractis magnifica apresentou um resultado
significativo com relacdo a sobrevivéncia celular de duas linhagens
cancerigenas, a T47D (Adenocarcinoma originado no ducto da mama) e as
MCF7 (células cancerigenas da mama, com o gene p53 do tipo selvagem),
induzindo apoptose nessas ceélulas através da ativacdo de caspases
(Ramezanpour et al., 2013), ou um estudo com uma espécie muito préxima a
H.magnifica, a Heteractis crispa, onde actinoporinas isoladas do seu veneno
demonstraram a capacidade de induzir apoptose em células cancerigenas
deficientes do gene p53, isto €, uma apoptose independente do p53 (Fedorov et
al., 2010). Essa € uma descoberta interessante para o campo de estudo das
toxinas de Cnidaria, pois a maioria das neoplasmas tem uma mutagcdo ou

deficiéncia do gene p53.
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Duas fragbes da toxina de Stichodactyla haddoni, F1 (30-50 kDa) e F2
(10-30 kDa) tiveram 6timos resultados na linhagem cancerigena de células do
pulmao (células A549), e a indugcédo de apoptose nas células, mas através do
caminho do stress mitocondrial (Abdzadeh et al., 2020) e a prépria toxina, e por
conseguinte, suas fracdes, sdo extraidas do muco produzido pelo animal, e ndo
pelo nematocisto, corroborando a evidencia de que outras estruturas anatomicas
podem liberar toxinas, tendo diferentes localizacbes em diferentes espécies
(Moran et al., 2012; Bastos et al., 2016) ou podem ser produzidas pela microbiota
gue mora N0 mMucus

Quando pensamos nessa area, associamos o0s estudos e os esforcos com
as anémonas do mar, mas ainda em Anthozoa temos 0s corais, € mesmo que
as anémonas do mar e os corais possuam diferencas, eles ainda pertencem a
mesma classe, e podem ter compostos similares. Um estudo ja citado no texto
demonstra a acdo antitumoral de Sarcophytan sp em células MCF7, também
notando caracteristicas de células que sofreram apoptose, como aumento da
vacuolizacdo e fragmentacédo nuclear (Dobretsov et al., 2016).

Outro estudo visou a identificacdo e analise de novos peptideos
citotoxicos extraidos de Sarcophyton glaucum e sua acgéo citotoxica em células
HelLa (Células de cancer na cervical), onde trés novos peptideos tiveram acao
antitumoral nas células HelLa, mas ndo houve nas células controle (n&o
cancerigenas), indicando uma droga anticancerigena em potencial (Quah et al.,
2019), Assim como extratos de quatro corais encontrados nas ilhas Togian, na
indonésia, tiveram suas capacidades citotOxicas testadas, onde a espécie
Sinularia sp 2 teve um bom resultado na inibicdo do crescimento de células
MCF7 e HCT-116 ( Zubair et al., 2018).

Mas as toxinas de Cnidaria demonstram muito mais do que essas
capacidades antitumorais, na literatura existem alguns exemplos que
demonstram as citolisinas extraidas de anémonas do mar, devido sua
capacidade de formar poros em membranas celulares, podem facilitar a entrada
de drogas no citosol, aumentando assim a eficAcia de agentes anticancer
convencionais, como por exemplo um estudo com o veneno extraido de
Bunodeopsis globulifera, que aumentou a atividade citotoxica da cisplatina, um
agente quimioterapico conhecido, em células A549 (Soletti et al., 2008; Monroy-

Estrada et al., 2013). Até mesmo outras capacidades farmacoldgicas das toxinas
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foram testadas, como a toxina de Palythoa caribaeorum demonstrando uma
acao antiparasitaria contra Giardia intestinalis, possivelmente alterando o
equilibrio osmaético que existe em sua membrana celular, e também potencial na
area agraria como inseticida, ja que essa mesma toxina apresentou efeitos
paralisantes in vivo em grilos (Lazcano-Pérez et al., 2018)

Todos esses estudos sao importantes, porem acima de tudo, existe uma
certa lacuna com relacao a extratos brutos de toxinas de Cnidaria. Conhecer os
efeitos totais do extrato bruto da toxina, in vivo e in vitro, que encapsula diversos
componentes € tao importante quanto saber os efeitos de uma parte da toxina

em particular (Suput, 2009).

OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi a andlise da capacidade citotoxica do extrato
bruto dos tentaculos dos ceriantos Ceriantheomorphe brasiliensis e
Pachycerianthus multiplicatus, e da anémona do mar Actinia bermudensis, em
células MCF-7 (célula tumorigénica do cancer de mama) e células HEP-2

(Carcinoma epitelial).
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Capitulo 1.

Analise citotéxica do extrato bruto de tentaculos extraidos de trés espécies
de cnidérios (Ceriantharia e Actiniaria) em duas linhagens celulares
tumorais.

Hiago Fernando do Rosario?, Sergio N. Stampar?
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RESUMO

Acredita-se que o filo Cnidaria seja um dos mais antigos a se ter presenca de toxina,
devido a sinapomorfia do grupo: cnidoblastos. O composto de toxinas presente nos
Cnidaria apresenta uma gama de efeitos nocivos aos humanos, porem demonstram um
grande potencial para uso médico, principalmente pelas suas capacidades citoliticas.
Neste trabalho analisamos a capacidade citotdxica do extrato bruto do tentaculo de trés
espécies de Cnidaria (Os ceriantos Ceriantheomorphe brasiliensis e Pachycerianthus
multiplicatus e a anémona de mar Actinia bermudensis) em células MCF-7 e HEP-2,
através de ensaios de MTT e imagens, onde o extrato bruto de Ceriantheomorphe
brasiliensis apresentou uma IC50 de 50 ug/ml para células MCF-7, e o de Actinia
bermudensis com uma IC50 de 120 ug/ml a 60 ug/ml para células MCF-7 e de 120 ug/ml
a 30 ug/ml para células HEP-2. Estes resultados corroboram com os estudos ja
realizados na area, onde a presenca de citolisinas na peconha de alguns cnidarios atua
em células cancerigenas provocando morte celular, despontando como potenciais
candidatos de origem natural para a producdo de agentes que atuam no combate ao
cancer. Os extratos brutos de Ceriantheomorphe brasiliensis e Actinia bermudensis
induziram morte celular nas linhagens celulares, mas sdo necessarios mais estudos afim

de aferir a extenséo dessa capacidade e o real potencial de ambos os extratos.

Palavras-Chave: Cancer. Toxinas. Cnidaria. Anthozoa. Ceriantharia. Actiniaria.
MCF7. Hep-2.
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2.2.Introducéao

Cnidaria é um filo altamente diversificado que abrange cerca de 11.000
espécies, incluindo anémonas-do-mar, corais e aguas-vivas (Appeltans et al.,
2015). A sinapomorfia mais evidente entre todos os representantes deste filo &
a presenca de cnidas (van Iten et al., 2014). Essas estruturas sao produtos
celulares produzidos pelo complexo de Golgi de células especializadas
chamadas de cnidoblastos, e possuem substancias tdxicas que auxiliam na
protegcéo, alimentagcdo e habitagdo (Marques & Collins, 2004; Fautin, 2009;
Beckmann & Ozbek, 2012). Um dos grupos menos estudado € o Ceriantharia,
cujos representantes sdo comumente conhecidos por anémonas-de-tubo ou
ceriantos (Tiffon, 1987; Daly et al., 2007).

Ceriantharia € um dos trés clados pertencentes a classe Anthozoa,
incluido Hexacorallia e Octocorallia (Stampar et al., 2014). Individuos que
pertencem a subclasse Ceriantharia apresentam, entre outras caracteristicas,
dois tipos de tentaculos: Os labiais, que circundam a boca, e 0s marginais, que
sao dispostos a margem do disco oral (Stampar et al., 2016), estes que foram
usados nesse trabalho. Hoje, estima-se a presenca de 85 espécies nesta
subclasse (Molodtsova, 2004; Stampar et al., 2015).

A subclasse Hexacorallia, denominados corais ou anémonas verdadeiras,
como sugerido pelo nome, possui simetria hexamera (apesar de que simetrias
de oito ou dez lados possam ocorrer dentro desta subclasse), podem ser
encontradas em col6nias ou solitarios (Brusca & Brusca, 2007; Daly et al., 2007).
Existem cerca de 4300 espécies pertencentes a esta subclasse (Doumenc & van
Praét, 1987).

Apesar de algumas diferencas funcionais e morfologicas, todos os
cnidarios possuem nematocistos (David et al., 2008; Fautin, 2009). Essas cnidas
possuem a funcao primordial de liberar e injetar toxinas em seus predadores ou
presas mediante a um estimulo quimico ou fisico (Mariottini & Pane, 2010).
Essas toxinas, presentes nos nematocistos, possuem alta concentracdo de
proteinas e polipeptidios, que agem como hemolisinas, enzimas, e neurotoxinas
as quais sao nocivas aos seres humanos, podendo causar cardiotoxicidade,

inchaco, dores, paralisia, dermatite e necrose de tecidos (Martins et al., 2009).
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Mesmo com os diversos efeitos nocivos ao contato com as toxinas dos
cnidérios, seu estudo pode abrir novos caminhos e opg¢bes na area da
farmacologia. Por exemplo, a presenca de atividade antibutirilcolinesterase na
peconha extraida do tentdculo do cifozoario Pelagia noctiluca (Meduzosoa,
Scyphozoa) (Ayed et al.,, 2012), implicando que, no caso da aplicacdo da
descoberta, haveriamos um novo caminho a ser tomado no tratamento de
doencas neurodegenerativas progressivas. Ja no campo da oncologia, temos um
estudo que demonstra a atividade antitumoral da equinotoxina extraida de
Actinia equina em células cancerigenas do tumor de Ehrilch (Giraldi et al., 1976).

J& na literatura existem alguns exemplos que demonstram as citolisinas
extraidas de anémonas do mar, devido sua capacidade de formar poros em
membranas celulares, podem facilitar a entrada de drogas no citosol,
aumentando assim a eficacia de agentes anticancer convencionais, como por
exemplo um estudo com o veneno extraido de Bunodeopsis globulifera, que
aumentou a atividade citotoxica da cisplatina, um agente quimioterdpico
conhecido, em células A549 (Soletti et al., 2008; Monroy-Estrada et al., 2013).

As citolisinas, presentes na composicdo de toxinas dos cnidarios,
apresentam capacidade de formar poros em membranas celulares,
desestabilizando a pressdo osmética e permitindo a perda de conteudo
intracelular, levando a célula a morte (Macek et al., 1997; Tejuca et al., 2001).
Tal capacidade pode ser exemplificada com um estudo sobre actinoporinas
isoladas de Heteractis crispa, que demonstrou atividade anticancer, através da
inducdo de apoptose independente do gene p53, importante na capacidade da
célula tumoral em evitar a morte celular programada (Fedorov et al., 2010;
Johnstone et al., 2002).

Logo, este estudo visa a analise da citotoxicidade do extrato bruto extraido
dos tentaculos de Ceriantheomorphe brasiliensis, Actinia bermudensis e
Pachycerianthus multiplicatus em células cancerigenas da mama (MCF7) e
células HEP-2, tendo em mente a falta de estudos a cerca destas espécies,

assim como a busca por novos caminhos no combate ao cancer.
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2.3.Materiais e métodos.

2.3.1.Extracdo do extrato bruto dos tentaculos.

Os espécimes Ceriantheomorphe brasiliensis e Actinia bermudensis
foram coletados na Praia do Pantano do Sul, Florianopolis — SC, ja o espécime
de Pachycerianthus multiplicatus foi coletado em Moray Firth, ao norte da
Escocia. As amostras de tentaculos foram retiradas diretamente do animal com
uma pinca, e mantidas em agua do mar. Um método denominado quente-frio,
onde as amostras sdo congeladas em nitrogénio liquido e logo apds colocadas
em um banho-maria quente, foi utilizado visando a quebra do tecido dos
tentaculos através do choque, proporcionado pelas rapidas alteracfes de
temperatura. Logo apés as amostras foram centrifugadas trés vezes a 6000

RPM, por 5 minutos. O contetdo foi aliquotado e estocado a - 20 °C. Durante

o estudo houve a perda do espécime de Ceriantheomorphe brasiliensis.

2.3.2Células para experimentacao

Para os testes de citotoxicidade da composi¢cao de toxinas, serao usadas
células MCF-7 (tumorigénica) e as células HEP-2, mantidas em culturas in vitro,
em uma estufa umedecida a 37 °C e 5% de CO2, meio de cultura DMEM/F12
(Sigma) suplementado com 5% de soro fetal bovino e acrescido de antimicoticos
e antibioticos.

2.3.3Quantificacdo de proteinas presentes no extrato

A concentracao de proteinas presente no extrato bruto dos tentaculos foi
quantificada usando o kit Pierce BCA Protein Assay, seguindo as instrucdes
presentes no mesmo. Resumidamente, o reagente foi preparado misturando 50
partes do reagente BCA A com 1 parte do reagente BCA B. 10ul do BCA
Standard foi pipetado nos micros poc¢os da plaquinha, e logo depois 200ul do
reagente preparado. A microplaca entdo foi encubada por 20 minutos, e a

absorbancia dos micros pocos foi medida em 560nm.

2.3.4 Ensaio de citotoxicidade
A andlise da citotoxicidade foi avaliada através dos ensaios de

viabilidade celular, utilizando o método de MTT. Apds a aplicacdo de diferentes
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concentracdes do extrato bruto, nas células MCF7 e nas células HEP-2 (em
uma microplaca de 96 pocos), houveram dois periodos onde as concentracdes
foram mantidas na microplaca, 24 horas e 48 horas, até a realizagdo do ensaio
de MTT. ApoOs a aplicacédo de 50ul de MTT por poco, foi esperado 4 horas até a
formacéo do sal de formazana, seguida da administracdo de 50ul DMSO por
poco na microplaca, e sua leitura, em 560nm, foi medida, considerando o grupo
controle (sem aplicacdo da toxina), como 100% viaveis. Imagens tiradas, em
um aumento de 10 vezes logo apos o termino das 24h e 48h das aplicacfes
das concentracdes também foram analisadas. As concentracdes utilizadas
estdo presentes na Tabela 1, o nimero elevado de concentracfes de
Ceriantheomorphe brasiliensis é devido ao uso de dois estoques provenientes

de duas extracfes realizadas em momentos diferentes.

Ceriantheomorphe Actinia bermudensis Pachycerianthus
brasiliensis multiplicatus
0.54 ug/ml 1.875 ug/ml 1.46 ug/ml
1.09 ug/ml 3.75 ug/ml 2.92 ug/ml
2.18 ug/ml 7.5 ug/ml 5.84 ug/ml
4.37 ug/ml 15 ug/ml 11.68 ug/ml
8.75 ug/ml 30 ug/ml 23.375 ug/ml
17.5 ug/ml 60 ug/ml 46.75 ug/ml
25 ug/mi 120 ug/ml 93.5 ug/ml
35 ug/ml 240 ug/ml 187 ug/mi
50 ug/ml 480 ug/ml 374 ug/ml
70ug/ml | -
100 ug/ml | ------
140 ug/ml | ------
200 ug/ml | ------
400 ug/ml | ------
800 ug/ml | mmememmemeeees
1600 ug/ml | ------

Tabela 1: Concentracfes, em microgramas por mililitro, dos extratos brutos
utilizados no estudo.
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2.4.Resultados
Células HEP-2

A toxina extraida de Actinia bermudensis demonstrou grandes efeitos,
principalmente em suas maiores concentra¢cdes. Como visto na Figura 5 as
concentracdes de 480 ug/ml, 240 ug/ml e 120 ug/ml mataram 85% ou mais das
células nos micropocos durante o teste de 24h, e esse padréo se repete no
teste de 48h (Figura 6), ndo s6 demonstrando a capacidade citotoxica da
toxina, mas também seu efeito sobre o crescimento das células. A IC50 da
toxina de Actinia bermudensis, ou seja, a concentracao da toxina capaz de
matar 50% da cultura celular, pode ser colocada entre 60 ug/ml e 30 ug/ml no
teste de 24h, e entre 120 ug/ml e 60 ug/ml no teste de 48h, sendo os efeitos
dose-dependente.

J& a toxina de Pachycerianthus multiplicatus nao apresentou efeitos
sobre as células nos testes de 24h e 48h, logo, ndo demonstrando capacidades
antitumorais ou até mesmo sobre o crescimento das células, demonstrado nas
Figuras 7 e 8.

Nas Figuras 9 e 10, retiradas diretamente dos micropo¢cos com
concentracfes do extrato bruto de Actiniaria bermudensis, € possivel notar que
no controle celular e na concentragdo mais baixa existem poucos espagos ou
nenhum espaco entre as células, e a sua morfologia permanece mais estavel,
ja em concentracdes mais elevadas os espacos entre as células estéao
presentes, assim como as células apresentam formas estranhas.

Nas figuras 11 e 12, que sao 0s micropo¢os tratados com concentracdes
do extrato bruto de Pachyceriantus multiplicatus, ndo ha diferencas entre o
micropoco do controle celular e dos micropocos com as concentracoes,
indicando que ndo houve algum tipo de acao sobre as células.

Na figura 13, foram destacados circulos desfocados em volta das células,
denominados corpos apoptoticos, esses mesmos presentes também em
concentragcbes onde houve morte celular acima de 50%, podendo indicar o tipo
de mecanismo de morte celular que ocorreu dentro das janelas de tempo de 24h
e 48h.
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Figura 6: Sobrevivéncia celular (%) de células hep-2, quando tratadas com diferentes
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concentracdes ndo obtiveram tanto efeito, nunca eliminando 50% ou mais das células
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concentracdes do extrato bruto de Pachycerianthus multiplicatus durante 48h. Mesmo com as
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de morte celular.



Figura 9: Acgdo citotdxica in vitro da composi¢éo de toxinas de Actinia bermudensis em

células hep-2 durante 24h, no zoom 6tico de 10x

Figura 10: Acéo citotdxica in vitro da composic¢éo de toxinas de Actinia bermudensis em

células hep-2 durante 48h, no zoom o6tico de 10x.




Figura 11: Ac¢éo citotdxica in vitro da composicao de toxinas de Pachycerianthus

multiplicatus em células hep-2 durante 24h, no zoom ético de 10x.

Figura 12: Acéo citotdxica in vitro da composicéo de toxinas de Pachycerianthus

multiplicatus em células hep-2 durante 48h, no zoom 6tico de 10x.
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Figura 13: Corpos apoptoticos presentes em células hep-2 tratadas com uma

concentracdo de 60 ug/ml da toxina de Actinia bermudensis durante 24h.
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Células MCF7

As toxinas extraidas de Ceriantheomorphe brasiliensis e Actinia
bermudensis demonstram efeito citotoxico nas células tratadas por 24h, sendo
gue as maiores concentracdes apresentaram os melhores resultados. A toxina
extraida de Ceriantheomorphe brasiliensis apresentou um IC50 de 50 ug/ml, e
os efeitos sobre as células foram dose-dependente, como demonstrado na figura
14.

J& a toxina extraida de Actinia bermudensis apresentou também efeitos
dose-dependente nas células, porem com sua IC50 podendo ser colocada entre
120 ug/ml e 30 ug/ml (Figura 15), onde o mesmo padrdo de funcionamento
ocorrido nas células Hep-2 pode ser notado. A toxina de Pachycerianthus
multiplicatus ndo apresentou efeitos na célula, mesmo em concentracdes mais
altas (Figura 17).

Nos testes de 48h, a toxina de A.bermudensis continuou demonstrando
efeitos nas células, de maneira dose-dependente, com uma IC50 entre 120 ug/ml
e 60 ug/ml (Figura 16). Ja a de P. multiplicatus ndo apresentou efeitos nas
celulas, durante o teste de 48h, mesmo nas concentracfes mais elevadas
(Figura 18). As concentracfes que mataram 50% ou mais de células, tanto de C.
brasiliensis quanto de A.bermudensis, apresentaram a presenca de corpos

apoptoticos, indicando o tipo de mecanismo de morte ocorrido nas células.
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Figura 14: Sobrevivéncia celular (%) de células MCF7, quando tratadas com diferentes
concentracdes da toxina de Ceriantheomorphe brasiliensis durante 24h. As maiores

concentragdes mataram mais de 70% das células, e a IC50 ficou em 50 ug/ml
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Figura 15: Sobrevivéncia celular (%) de células MCF7, quando tratadas com diferentes

concentracdes da toxina de Actinia bermudensis durante 24h, com sua IC50 ficando entre 120

ug/ml e 60 ug/ml
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Figura 16: Sobrevivéncia celular (%) de células MCF7, quando tratadas com diferentes

concentracdes da toxina de durante Actinia bermudensis 48h, onde a IC50 pode ser colocada

entre 120 ug/ml e 60 ug/ml



—~ 140+ CC = Controle celular 140
X
~ 1204 =120
L)
S 100 - 100
()]
o
© 80 80
(&)
c 60 ~60
(D]
2 4 L
S 40 40
(D]
o 20+ =20
o
U) O I | | 1 1 1 1 L L] L] O

C & & @& &

o \ \ \ \ \ \ \ \ \

NN IS N RN
N ARSI NP N AN
N oY N o' 9 )
NT D ™
Vv
Concentragcdes ug/ml
140 - =140
CC = Controle celular
120 - =120

Sobrevivencia celular (%)

100 W oo

80 - 80
60 - - 60
404 - 40
20 4 - 20
o +*r——4v+-——b—"7—7T—T"—"7—""T—"7—"110

o @Q @9 @Q @9 @9 @9 @Q &

§°Q%&2y&i&&iﬁ&iﬁ&)%&iﬁéiv&b
MUY et N q,’b(‘b RS 62 N o

Concentragdes ug/ml

37

Figura 17: Sobrevivéncia celular (%) de células MCF7, quando tratadas com diferentes

concentracbes da toxina de Pachycerianthus multiplicatus durante 24h. N&o houve efeito

citotéxico, mesmo em concentra¢des mais elevadas
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Figura 18: Sobrevivéncia celular (%) de células MCF7, quando tratadas com diferentes
concentracdes da toxina de durante Pachycerianthus multiplicatus 48h. Nao houve nenhum tipo

de efeito da toxina sobre as células, mesmo em concentragfes mais elevadas.
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Figura 19: Acdo citotdxica in vitro da composicéo de toxinas de Ceriantheomorphe brasiliensis
em células MCF7 durante 24h, no zoom 6tico de 10x.

Figura 20: Acgéo citotoxica in vitro da composicao de toxinas de Actinia bermudensis em células

MCF7 durante 24h, no zoom 6tico de 10x.



Figura 21: Acdo citotoxica in vitro da composicao de toxinas de Actinia bermudensis em células

MCF7 durante 48h, no zoom 6tico de 10x.

Figura 22: Acao citotoxica in vitro da composi¢cdo de toxinas de Pachycerianthus multiplicatus

em células MCF7 durante 24h, no zoom 6tico de 10x.
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Figura 23: Acao citotoxica in vitro da composicéo de toxinas de Pachycerianthus multiplicatus
em células MCF7 durante 48h, no zoom 6tico de 10x.

Figura 24: Corpos apopt6ticos presentes nas células MCF7, tanto na concentracdo de 400 ug/ml

da toxina de Ceriantheomorphe brasiliensis (Esquerda da imagem), quanto na concentracédo de
60 ug/ml da toxina de Actinia bermudensis (Direita na imagem). Os corpos apoptéticos estdo

presentes nas concentracdes que mataram 50% ou mais das células presentes.
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2.5.Discusséo

O ambiente marinho possui uma complexidade muito grande, e possui
uma rica gama de compostos com ac¢des bioldgicas diversas (Jain et al., 2008),
portanto, carregando consigo um grande interesse econdmico. Seguindo essa
linha, o estudo da citotoxicidade dessas toxinas se torna necessario, para que
se possa avaliar com mais clareza a sua utilidade, assim como sua viabilidade
econOmica e farmacéutica. Este trabalho demonstrou a capacidade antitumoral
do extrato bruto extraido dos tentdculos de duas espécies de Cnidaria,
Cerianteomorphe brasiliensis e Actinia bermudensis em células MCF7, onde a
IC50 de C.brasiliensis ficou em 50 ug/ml e a de A.bermudensis entre 120 ug/ml
e 60 ug/ml.

Na literatura existem outros trabalhos que testam toxinas de Cnidaria em
células MCF7, por exemplo, o extrato cru do octocoral Sarcophyton sp teve uma
IC50 de 97 ug/mL, uma IC50 menor que a de C.brasiliensis e comparada a de
A.bermudensis, porem esse mesmo extrato conseguiu induzir apoptose nas
células, através da analise do nucleo celular das MCF7, procurando por
indicativos de apoptose, como nucleo celular fragmentado, semelhante ao
ocorrido nas imagens apresentadas nesse estudo. O uso de fibroblastos como
controle celular positivo ajuda na comparacdo da citotoxicidade entre células
cancerigenas e células saudaveis, conseguindo delinear as capacidades do
composto, no caso do extrato de Sarcopyhton sp ndo houve efeitos significativos,
logo, sendo benéfico para o futuro do mesmo como potencial droga terapéutica
(Dobretsov et al., 2016).

O extrato do coral Sinularia sp também demonstrou capacidade
antitumoral em células MCF7, com uma IC50 de 47 ug/ml, podendo se comparar
a IC50 de C.brasiliensis, sendo menos toxica em linhagens celulares néao-
cancerigenas, o que soma ainda mais para o potencial do extrato da espécie
como futuro agente terapéutico contra o cancer, usando de agentes
guimioterapeuticos como a doxorrubicina e o fluorouracil, de padrao positivo para
comparacao da eficacia anti-tumoral do composto, sendo o extrato de Sinularia
sp semelhante aos usados nesse estudo, ou seja, material além da peconha
presente em nematocistos, com resultados parecidos na mesma linhagem
celular (Zubair et al., 2018). Outras partes anatébmicas de Cnidaria podem liberar

toxinas, o que permite que outros extratos, como mucos e estruturas corporais,
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possam ser estudas além do nematocisto na procura de compostos
biologicamente ativos (Moran et al., 2012; Bastos et al., 2016).

O extrato de Heteractis magnifica apresentou acdo citotoxica em duas
linhagens do cancer de mama (MCF7 e T47D), onde 15 ug/ml conseguiram
menos de 10% de sobrevivéncia celular. Outros pontos analisados foram o
aumento significativo da ativagdo das caspases -3, -8 e -9 quando as células
MCF7 foram tratadas com 40 ul/ml do extrato, e o desregulamento do controle
do ciclo celular com um tratamento de 40 ul/ml do extrato, tendo um aumento no
pico sub G1, com uma queda concomitante na fase G1, comprovando ainda mais
a presenca de apoptose nos testes dessa concentracdo. A ativacdo das
caspases apenas reitera a ocorréncia de apoptose nas células, podendo ser
esse aumento de ativacdo decorrente das duas vias apoptéticas conhecidas, a
via intrinseca e a via extrinseca (Ramezanpour et al., 2013; Lowe et al., 2004).

ECHC (2-ethoxycarbonyl-2-B-hydroxy-a-nor-cholest-5-ene-4one), um
extrato de Acropora formosa, apresentou acao citotdéxica em células MCF7, com
uma IC50 de 350 ug/ml durante uma aplicacdo de 24h, mas ndo demonstrou
toxicidade quando a mesma concentracdo foi aplicada em células HBL100
saudaveis, demonstrando uma especificidade do composto para com células
cancerigenas, ja que essa mesma concentracdo do composto matou cerca de
35% das células saudaveis. Comparativos de imagens permitiram a analise da
morfologia das células HBL100 tratadas apenas com meio e com a concentracao
de 350ug/ml, demonstrando que as células tratadas possuiam a mesma
morfologia celular que as células saudaveis, logo, sem efeitos sobre a células
vivas. O ECHC demonstrou uma citotoxicidade muito menor em células MCF7
do que as apresentadas por C.brasiliensis e A.bermudensis, IC50 50ug/ml e
entre 120 ug/ml e 30 ug/ml, o que demonstra um potencial citotéxico maior para
as duas espécies deste trabalho (Ramalingan & Rajaram, 2018).

O composto ECHC, em um estudo anterior, demonstrou capacidade
citotoxica em células A549 (cancer de pulméao), com uma IC50 de 300 ug/ml, e
nao apresentou nenhuma toxicidade em células HBL100 saudaveis, matando
apenas 31% das células viaveis com essa mesma concentracdo. Analises
morfolégicas das celulas, tanto HBL100 quanto A549, e as células HBL100,
mesmo tratadas com concentragdes de 500 ug/ml ndo demonstraram mudangas

morfoldgicas, ja as celulas A549, quando tratadas com a IC50, apresentaram
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formacao de “bolhas” apoptoticas, diminuicdo de tamanho quando comparado
com celulas A549 nao tratadas com o composto. O composto também aumentou
a expressao de proteina BAX, uma proteina apoptéticas, assim como regulou
negativamente proteina Bcl2, uma proteina anti-apoptotica, isso em
concentracfes de 350 ug/ml durante 24h, assim como diminuiu a expressao de
proteinas MMP2 e MMP9, que tem um papel chave contribuindo para a
angiogénese e a invasdo de células cancerigenas em outros tecidos, ou
metastase, indicando um potencial anitmetastatico do composto (Bauvois, 2012;
Aalinkel et al., 2011; Vaikundamoorthy et al., 2016). MMPs, supostamente, tem
papeis essenciais na regulacdo de vérias func¢des celulares, como multiplicagéo,
angiogénese, diferenciacado celular e migracédo (Bauvois, 2012). Esses dois
estudos demonstram a importancia de testes em varias linhagens celulares,
como apresentados nesse estudo, onde houve apoptose causada pelo extrato
bruto em duas linhagens celulares diferentes, mas com numeros de
sobrevivéncia celular distintos, onde podemos inferir que as diferengas celulares
entre essas duas linhagens tiveram papeis atuantes nesses resultados.

Duas fraces extraidas do veneno de Cassiopea andromeda tiveram sua
toxicidade testada em células do cancer de pulmao coletadas diretamente de
pacientes do Surgery Center of Imam Khomeini, Tehran Medical University, Ira,
assim como células saudaveis a pelo menos 5 cm de distancia do tumor. Uma
das fracbes (40 kDa) demonstrou uma IC50 de 240 ug/ml para celulas do cancer
de pulméo, mas nao apresentou toxicidade nas células vizinhas do cancer. A
fracdo tambem aumentou a producéo de espécies reativas de oxigénio, ou ROS
(sigla em inglés), em mitocondrias isoladas das celulas cancerigenas, cujo
possui participacdo crucial em processos biolégicos normais e processos
patolégicos anormais. O mesmo ROS pode causar danos oxidativos, que em
resposta a diversos estimulos, pode estimular a ativacdo de fatores de
transcricdo e inducdo da apoptose, através da liberacdo do citocromo c. Alguns
agentes quimioterapicos como a cisplatina e bleomicina podem causar aumento
na producdo de espécies reativas de oxigénio (Matés and Sanchez-Jiménez,
2000; Pelicano et al., 2004; Mirshamsi et al., 2017).

Toxinas extraidas dos nematocistos de Chrysaora helvola inibiram o
crescimento de células MCF7 e CNE-2 (uma linhagem de céncer da

nasofaringe), de uma maneira dose-dependente, em teste de 48h, com uma IC50
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de 12 ug/ml e 1.6 ug/ml, respectivamente, com as células CNE-2 demonstrando
uma maior sensibilidade a toxina. Esse mesmo extrato de toxinas aumentou a
ativacdo da caspase -4, que ndo esta envolvida em nenhuma das duas vias
apoptoticas, mas se encontra presente em uma apoptose mediada pelo estresse
no reticulo endoplasmatico. Existe a possibilidade que essa inducdo da apoptose
seja realizada por alguma via independente de caspase (Huang et al., 2010; Urra
et al., 2013; Qu et al., 2016). Duas fracbes de pesos moleculares diferentes (< 3
kDa e 30 — 100 kDa), extraidas do disco oral de Stichodactyla haddoni
apresentaram efeito inibitorio em células MCF7 durante 24h e 48h, na mesma
magnitude de um agente quimioterapico, a doxorrubicina, com uma IC50 de 1400
ug/ml, muito maior do que as IC50 de C.brasiliensis e A.bermudensis. A
metodologia de aplicacdo usada em Yavari et al., 2019 é semelhante a usada
nesse trabalho, com pequenas modificacdes como a presenca da doxorrubicina
de controle positivo, logo, em comparativo entre os dois trabalhos, os extratos
de C.brasiliensis e A.bermudensis demonstram maior potencial citotéxico, sendo
necessarios testes de identificacdo de apoptose e se 0s dois extratos sdo toxicos
a células humanas saudaveis para um melhor panorama. O peso das fracdes
usadas por Yavari et al., 2019 se liga ao conhecimento de que as citolisinas, um
grupo presente nas toxinas de cnidaria capaz de comprometer a estrutura da
membrana celular, variam em quatro tipos, indo de 5 — 8 kDa a 40 kDa (Tipo II)
(Yavari et al., 2019; Anderluh & Macek, 2002).

O uso da propria maquinaria da célula € um método extremamente efetivo,
e com uma grande chance de sucesso entre os métodos ndo cirurgicos. E ter a
apoptose como obijetivo a ser atingido com as moléculas testadas é 6timo plano,
ja que a capacidade de nédo sofrer da célula cancerigena € ndo especifica, ou
seja, esta presente em todos os tipos de cancer. Existem varios tipos de drogas
e extratos que atuam em diferentes estagios das vias extrinsecas e intrinsecas,
mas existem dois tipos de situagdes mais “comuns”, que sdo a estimulagédo da
producdo de proteinas pro-apoptoticas, e a supressdo de proteinas anti-
apoptéticas (Liu & Zhu, 2017; Bao et al., 2017; Villa-Pulgarin et al., 2017)

A presenca desses corpos apoptoticos indicam que as células passaram
pela apoptose, normalmente causada pelas citolisinas presentes na toxina de
Cnidaria, logo, indicando a presenca desse grupo de polipeptidios nas toxinas

testadas nesse trabalho. Em um estudo ainda n&o publicado sobre a
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caracterizacao da toxina de C.brasiliensis, foi encontrado um tipo de citolisina e
alguns tipos de fosfolipase, que em alguns casos podem agir como citolisinas,
desregulando a integridade da membrana celular (Oshiro et al., 2004; Cline et
al., 1995).

A presencga de citolisinas na toxina de A.bermudensis pode ser inferida
através dos resultados apresentados neste trabalho, assim como supostamente
pode conter a presenca de equinotixinas, uma actinoporina encontrada em
Actinia equina, uma espécie irma a Actinia bermudensis. Essa equinotoxina foi
testada in vivo e in vitro, em células do tumor de Ehrlich e L1210 (leucemia),
apresentando resultados satisfatorios antitumorais in vitro nas duas células e in
vivo em células do tumor de Ehrlich inoculadas em camundongo (Giraldi et al.,
1976).

A quantidade de estudos em células MCF7 é compreensivel, ja que o
cancer de mama é o tipo mais comum que acomete mulheres, sendo
responsavel por 15% dos obitos por cancer em mulheres e 30% dos novos casos
(Siegel et al., 2019), e a resisténcia adquirida a agentes anticancerigenos
durante o tratamento, mas existem outros trabalhos usando toxinas de Cnidaria
em uma miriade de linhagens cancerigenas e também para outros fins.

O céancer é uma doenca global, que acomete 6 milhdes de pessoas por
ano, sendo uma das principais causas de morte no mundo, assim como um
grande peso na economia mundial. O cancer nada mais € do que uma
proliferacdo anormal de células e tecidos, possuindo fatores de risco dos mais
diversos, como genética, mutacdes de genes relacionados ao cancer e até
mesmo um tipo de dieta especifica. Existem alguns tratamentos para o cancer
disponibilizados para a populacdo, como quimioterapia (que visa a inducéo de
apoptose de células cancerigenas) e cirurgias de remoc¢do, mas infelizmente sdo
limitados por fatores como eficacia, efeitos colaterais, e caracteristicas inatas ao
cancer, como a metastase (Siegel et al., 2019; Macdonald et al., 2018; Kumar &
Adki, 2018; Miller et al., 2019). A metastase em si comega com o desprendimento
de algumas células do tumor de origem, ou tumor primario, que conseguem
adentrar no sistema linfatico ou circulatério, e quando nessas correntes,
consegue se espalhar para tecidos/orgaos mais distantes (Weinberg, 2013;
Engers & Gabbert, 2000).
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Uma actinoporina isolada de Heteractis crispa demonstrou atividade
citotoxica em celulas HelLa, THP-1 (Leucemia monocitica), SNU-C4 (Cancer de
colon), MDA MB 231 (Cancer de mama), HL-60 (Leucemia) e em celulas JB6
Cl41 de camundongo, com as respectivas IC50: 2.26 nM, 1.11 nM, 4.66 nM, 4.64
nM, 1.06 nM e 0.57 nM. A actinoporina conseguiu induzir apoptose independente
do gene p53, uma caracteristica observada em agentes anticarcinogenicos
conhecidos, como o gingerol, a curcumina, a genisteina, entre outros (Fedorov
et al., 2010; Park et al., 2006; Tsvetkov et al., 2005; Lian et al., 1999).

A toxina de Pelagia noctiluca, quando aplicada em HCT 116 (cancer de
colén), demonstrou excelente atividade antitumoral com uma IC50 de 320 ug/ml
e fragmentacao do DNA, uma das caracteristicas marcantes da apoptose. (Ayed
et al 2011; Saraste, 2000). Toxinas de Nemopilema nomurai e Cyanea nozakii
apresentaram acdo citotoxica quando aplicadas por 24h em células A431
(Carcinoma epitelial), com uma IC50 68.6 ug/ml e 40.9 ug/ml, assim como acao
hemolitica em eritrécitos de ovelha, com EC50 de 69.69 ug/ml e 63.62 ug/ml,
respectivamente. Entender a acdo de proteinas hemoliticas é importante para
elucidar os efeitos toxicos das picadas de agua-viva, principalmente de espécies
que vem tendo blooms em &reas de importancia econémica. (Dong et al., 2010;
Li et al., 2013; Pang et al., 2018).

O extrato bruto de Chiropsalmus quadrigatus demonstrou uma inibigéo do
crescimento em células U251, C6 e ECV 304, e aumentou a expressao do gene
p53, diferente de outro estudo citado neste texto onde a apoptose era p53
independente (Sun et al., 2002). Duas fragbes (30 — 50 kDa e 10 — 30 kDa)
derivadas do muco de Stichodactyla haddoni apresentam um enorme potencial
como candidatas a terapia contra o cancer, pois apresentaram diminuicdo em
50% da viabilidade celular com uma IC50 de 8.4 ug/ml (isto para a fracéo 1, que
foi a mais citotoxica) e também regulacéo positiva de proteinas pro-apoptoéticas
(BAX e BAK) e uma supressao do gene anti-apoptotico BCL2 (Abdzadeh et al.,
2020).

Além dos testes com extratos brutos e fragBes, um novo caminho a ser
tomado € o dos transcriptomas. Um transcriptoma de um peptideo de Actinia
tenebrosa demonstrou uma atividade citotoxica moderada em duas linhagens
celulares do cancer de mama, e a sintese de peptideos via transcriptoma pode

ser tomada como alternativa a uma producgéo sustentavel de moléculas para
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terapia do cancer, caso drogas baseadas nessas moléculas produzidas por
animais marinhos adentrassem no mercado, podendo acarretar problemas
ecolégicos como destruicdo de ambientes, nimero de individuos de uma
populacao e afins (Elnahriry et al., 2019; Proksch et al., 2002; Newman et al.,
2000; Mendola, 2000).

Os extratos de Cnidaria, além de terem um potencial para a descoberta
de novos agentes terapéuticos contra o0 cancer, podem servir como
“‘melhoradores” aos agentes quimioteraupeticos ja existentes. Extratos derivados
da toxina de Bunodeopsis globulifera, assim como seu extrato bruto,
aumentaram a capacidade antitumoral da cisplatina, um conhecido agente
quimioterapico, indicando o uso da cisplatina abaixo da sua IC50 (quando
utilizada em conjunto com os extratos), o que pode levar a diminuicédo dos efeitos
colaterais causados pela quimioterapia (Monroy-Estrada et al., 2013). Os
compostos Bc2 e EqTx-Il foram extraidos das toxinas de Bunodosoma
caissarum e Actinia equina, respectivamente, ndo sé demonstraram acao
citotoxica em células U87 e A172 (ambas de glioblastoma, com a U87 tendo o
gene p53 tipo selvagem e a Al72 o gene p53 tipo mutante), como em
concentragdes consideradas nao-citotoxicas melhoraram as capacidades de trés
agentes quimioterapicos, o Ara-C, a vincristina e a doxurrubicina, com aumentos
da acdo em até 300 vezes (Soletti et al., 2008).

Saindo do campo da oncologia, extratos da toxina de Cnidaria apresentam
caracteristicas que possam levar a futuros caminhos em outras areas. O extrato
bruto de Palythoa caribaeorum apresenta ac6es hemoliticas, antigiardial e acao
inseticida, com paralisia gradual em grilos, demonstrando potencial no controle
de pragas e na agricultura (Lazcano-Pérez et al., 2018). Ja compostos isolados
de Macrorhynchia philippina tiveram resultados moderados contra Trypanosoma
cruzi, porem esses efeitos foram as duas formas do T.cruzi, amastigota e
tripomastigota, uma caracteristica crucial para o tratamento da doenca de
chagas (Lima et al., 2019; Chatelain, 2015). A toxina dos nematocistos de
Pelagia noctiluca tiveram efeitos analgésicos e antibutirilcolinesterase, sem
induzir toxicidade aguda. A agcéo analgésica da toxina de Pelagia noctiluca foi
cerca de 128 vezes maior que a do paracetamol, testada através da contor¢ao

induzida por &cido ascético em camundongos, logo, podemos considerar o
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potencial da toxina como agente no tratamento de dores e doencas
neurodegenerativas (Ayed et al., 2012; Sakthivel, 1999).

A area de estudo sobre as toxinas de Cnidaria ainda € um grande
continente a ser explorado, ja que entre mais de 1100 espécies de anémonas do
mar, apenas cerca de 4% dos compostos que habitam nas toxinas foram
examinados (Prentis et al., 2018), onde 33,5% dos produtos naturais de origem
marinha descobertos até 2012 sdo pertencentes ao filo Cnidaria.

2.5.Concluséo final

Este estudo nos permitiu analisar a citoxicidade do composto de toxinas
de Ceriantheomorphe brasiliensis, Actinia bermudensis e Pachycerianthus
multiplicatus e aferir sua capacidade antitumoral em células MCF7 e HEP-2. As
espécies usadas nesse estudo carecem de informacBes acerca dos seus
extratos, e o campo de estudo em linhagens cancerigenas oferece um terreno
fértil para podemos aferir seu potencial, tanto como futuro agente terapéutico ou
até mesmo sendo usado com produtos mais convencionais no combate ao
cancer, a fim de aumentar a acdo e diminuir a concentracdo usada. Os
resultados obtidos aqui nos permitem inferir alguns pontos sobre o
funcionamento desse extrato bruto, como sua capacidade de formar corpos
apoptéticos, evidenciando a inducao a apoptose, e a acdo quase semelhante em
duas linhagens celulares tumorais diferentes. Estudos em outras linhagens
celulares, cancerigenas ou ndo, serdo necessarias para que se consiga
identificar a acdo desses extratos, assim como seu efeito em células humanas
saudaveis, sempre visando a elucidacdo do funcionamento e dos mecanismos

do extrato.
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3.Concluséo geral

Com base nos resultados obtidos, podemos avaliar a citotoxicidade da
composicdo de toxinas da espécie Ceriantheomorphe brasiliensis,
Ceriantheomorphe brasiliensis, Actinia bermudensis e Pachycerianthus
multiplicatus em celulas MCF7 durante 24h e de Actinia bermudensis e
Pachycerianthus multiplicatus durante 48h, e Actinia bermudensis e
Pachycerianthus multiplicatus em células HEP-2 durante 24h e 48h a partir da
aplicacdo das concentragfes. Ainda sdo necessarios alguns testes posteriores,
como a aplicagdo em novas linhagens celulares cancerigenas, procurando
determinar se existe alguma especificidade com relacdo a um tipo de cancer,
também a aplicacdo durante maiores e menores quantidades de tempo, afim de
ter um escopo maior das capacidades da composicéo de toxinas secretada por
Ceriantheomorphe brasiliensis, Actinia bermudensis e Pachycerianthus
multiplicatus. O estudo dos efeitos moleculares causados pela composicdo
também é de particular interesse, tentando elucidar melhor como essa toxina
ativa a apoptose em células cancerigenas, procurando distinguir cada vez mais
quais vias apoptoticas esse extrato ativa .Esse trabalho pode se favorecer com
estudos posteriores, como por exemplo uma maior elucidacdo dos componentes
da toxina, até mesmo da aplicacdo dessa composi¢cdo de toxinas em outras
linhagens celulares, uma vez que ndo ha estudos na literatura sobre as toxinas
destas espécie, até mesmo tomando um caminho trilhado pelo estudo de Soletti
et al., 2008, e testar a sinergia dos compostos estudados aqui com agentes
guimioterapicos. Um caminho a ser tomado, fora da oncologia, seria o de testes
em outros tipos de males que aplacam o corpo humano, ja que a composicao da

toxina é tao rica de substancias diversas.
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