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RESUMO

Os corais do género Tubastraea, conhecidos como coral-sol, correspondem
a um género de coral com varias espécies ja conhecidas, que chegaram ao
Brasil na década de 1980. Esse coral ndo-nativo, € original do pacifico e
compete com espécies nativas se estabelecendo com facilidade em outros
habitats. Atualmente pode ser facilmente encontrado ao longo da costa do
Brasil. Embora o coral-sol esteja relacionado a invasdo e prejuizos
ambientais, seu extrato tem sido investigado quanto a moléculas presentes
em sua composigdo. A investigacdo de metabdlitos presentes no seu
extrato, como alcaloides, tem apontado para bioativos associados a
atividades farmacoldgicas, inclusive atividade antitumoral. O Glioblastoma
(GBM) é o tumor mais agressivo do sistema nervoso central, e atualmente a
estratégia terapéutica padrédo ouro prolonga a sobrevida entre 3 a 6 meses
apenas. De acordo com a necessidade de desenvolver novas terapias,
testaou-se um alcaloide presente no extrato do coral-sol, conhecido como 6-
bromoindol-3-carboxaldeido quanto ao seu potencial antitumoral in vitro. O
alcaloide marinho foi investigado através de ferramentas in silico
apresentando caracteristicas adequadas ao seu uso na area farmacéutica,
além de demonstrar efeito citotoxico significativo em modelo in vitro de
células de GBM, em modelo 2D e 3D, via producédo de espécies reativas de
oxigénio. Afim de verificar possivel toxicidade do alcaloide, este mostrou-se
seguro nas concentragées menores testadas, causando a coagulagdo dos
embrides de peixe zebra apenas nas maiores concentragdes e em estagios
iniciais, ausente em estagios tardios de seu desenvolvimento. De acordo
com os resultados obtidos nesse estudo o alcaldide testado pode ser um
futuro candidato a compor um bioativo de farmaco ou ter a fungdo de

complementar a estratégia terapéutica do GBM.

Palavras chave: Coral-sol; Glioblastoma; Tubastraea.



ABSTRACT

Corals of the Tubastraea genus, known as sun coral, are a genus of coral
with several known species that arrived in Brazil in the 1980s. This non-
native coral is native to the Pacific and competes with native species, easily
establishing itself in other habitats. It can currently be easily found along the
coast of Brazil. Although sun coral is associated with invasion and
environmental damage, its extract has been investigated for molecules
present in its composition. Investigation of metabolites present in its extract,
such as alkaloids, has pointed to bioactives associated with pharmacological
activities, including antitumor activity. Glioblastoma (GBM) is the most
aggressive tumor of the central nervous system, and currently the gold
standard therapeutic strategy prolongs survival by only 3 to 6 months. In
accordance with the need to develop new therapies, an alkaloid present in
the sun coral extract, known as 6-bromoindole-3-carboxaldehyde, was tested
for its antitumor potential in vitro. The marine alkaloid was investigated using
in silico tools, presenting characteristics suitable for its use in the
pharmaceutical area, in addition to demonstrating significant cytotoxic effect
in an in vitro model of GBM cells, in 2D and 3D models, via production of
reactive oxygen species. In order to verify possible toxicity of the alkaloid, it
was shown to be safe in the lower concentrations tested, causing coagulation
of zebrafish embryos only in the highest concentrations and in early stages,
absent in late stages of their development. According to the results obtained
in this study, the alkaloid tested may be a future candidate to compose a
bioactive drug or have the function of complementing the therapeutic strategy
of GBM.

Keywords: Sun coral; Glioblastoma; Tubastraea.
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1. CONSIDERAGOES INICIAIS

Organismos marinhos sésseis possuem mobilidade limitada, nao
possuindo defesa fisica, apresentam uma defesa quimica contra
competidores, patdgenos e predadores. Essas substancias produzidas por
estes animais s&o atualmente um grande destaque na bioprospec¢édo de
produtos naturais marinhos (Rampelotto et al., 2019). A partir de 1980, a
biotecnologia surgiu como um campo que direcionou o estudo da vida
marinha, visando aplicagbes como o desenvolvimento de medicamentos
(Khalifa et al., 2019). O arranjo peculiar de moléculas naturais contém
requisitos estruturais que permitem a ligacdo a alvos especificos ou
interacdes moleculares que resultam em alteragdes fenotipicas nos sistemas
biologicos. Essas propriedades estdo intimamente relacionadas ao seu
potencial farmacoldgico e sucesso terapéutico nas mais diversas doencgas.
Estima-se que 64% de todos os medicamentos atualmente registrados
tenham um produto natural envolvido em seu desenvolvimento (Carpes et
al., 2019). Barreca et al. (2020) concluiram que o ambiente marinho € uma
fonte inestimavel e subestimada de alcalbdides antitumorais e Jimenez et al.
(2018), sugeriram que ha uma relevante quantidade de compostos com
atividade especificamente antineoplasica derivada de organismos marinhos,
microrganismos e plantas. Além disso, ha muitas substancias conhecidas
que mostram atividades sem precedentes quando testadas contra novos
alvos terapéuticos.

Considerando a necessidade biotecnolégica de novos farmacos na area
biomédica e a crescente descoberta de bioativos de origem marinha, chama-
se a atencdo para o hexacoral Tubastraea spp.,conhecido popularmente

como coral-sol.
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Figura I: Espécie de Tubastraea spp. fotografa em Arraial do Cabo, RJ.

Fonte: Fraga, D., Mirra, B., Cardoso, N.

O género Tubastraea (Filo Cnidaria, Classe Anthozoa, Ordem
Scleractinia, Familia Dedrophyllidae) consiste em corais duros sem
zooxantelas simbidticas e sdo considerados nao formadores de recifes. As
espécies do género sao nativas do Oceano Pacifico. No entanto, algumas
espécies, como Tubastraea coccinea agora sao consideradas cosmopolitas
devido a invasao bioldgica (Cairns, 2000; De Paula & Creed, 2004; Creed et
al., 2017). Atualmente o coral-sol pode ser encontrado ao longo da costa
Brasileira e acredita-se que ele provavelmente tenha chegando ao Brasil no
final da década de 1980 (De Paula et al., 2004). Ha mais de trés décadas, ja
foi verificado em extratos brutos do género Tubastraea a presenga de
alcaloides como a aplisinopsina e seus analogos, conhecidos por possuirem
atividades farmacoldgicas variadas (Okuda et al, 1982; Guella et al., 1988;
Rashid et al., Koh, et al., 2000; Bialonska et al., 2009; Meyer et al, 2009.,
Maia et al., 2014). Baird-Lambert e colaboradores ja em 1982, utilizando
diferentes modelos pré-clinicos demonstraram o potencial de
neuromodulagao desses alcaloides, tanto no estimulo quanto na inibigcdo da
liberagdo de neurotransmissores nas sinapses, demonstrando um importante
papel na fisiologia do sistema nervoso central (SNC). O 6-bromoindol-3-
carboxaldeido é um alcaloide que pode ser encontrado em alguns
organismos marinhos, estando presente também no extrato bruto de
Tubastraea spp., e ja vem sendo descrito na literatura ha alguns anos por

apresentar atividades que podem ser empregadas na industria farmacéutica



15

com o potencial antifungico (Li; Fusetani, 1994) e antiincrustante (Olguin-
Uribe et al., 1997). Os derivados de indol ja sdo conhecidos ha mais de duas
décadas por apresentarem varias atividades como citotoxidade, antiviral,
antiparasitaria e antiinflamatéria (Gul; Hamann, 2005).

Munekata et al. (2021) esclarecem que experimentos in vivo,
utilizando alcaloides marinhos, resultaram em potenciais beneficios a saude
contra o desenvolvimento de cancer, doengas cardiovasculares, convulsdes,
doenca de Alzheimer, disturbios de saude mental, doencas inflamatdrias,
osteoporose, fibrose cistica, estresse oxidativo, parasitas e infeccdes
bacterianas.

Recentemente, Carpes et al. (2020) demonstraram o potencial
antiinflamatorio desses alcaloides inddlicos em modelos pré-clinicos in vitro
e in vivo, evoluindo no estudo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de um
possivel biofarmaco futuro. Carpes et al. (2019) verificaram o potencial
citotéxico do extrato bruto de Tubastraea coccinea e T. tagusensis em
células neoplasicas de carcinoma hepatocelular humano (HepG2).

Ainda ha poucos estudos relacionados a prospeccdo de novos
compostos dos corais Tubastraea spp. com potencial anti-cancer. Nos
ultimos anos existe um crescente interesse na realizacdo de pesquisas
cientificas para explorar a sintese, bioatividades, e efeitos potenciais de
novos compostos de indol, que sdo muito promissores para varias
aplicagdes praticas (Saleem et al., 2023). O indol é uma das moléculas
farmacologicamente ativas mais promissoras e varios medicamentos
derivados de indol sao utilizados na area da saude como o quimioterapico
Vincristina ( Kumar et al., 2020).

Diante disso, esse estudo analisa o potencial de um alcaloide sintético
marinho ja descrito nos extratos de Tubastraea, o 6-bromoindol-
3carboxaldeido, utilizando o modelo experimental da neoplasia cerebral mais
agressiva dentre os tumores malignos do sistema nervoso central (SNC), o
GBM, em ensaios in vitro. O primeiro capitulo, consiste em uma revisao
bibliografica sobre o coral sol e suas aplica¢gdes farmacologicas. O segundo
capitulo refere-se aos resultados do efeito anti-cancer do alcaldide inddlico,

em modelo invitro de GBM, e de toxicidade em embrides de peixe-zebra.
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2. JUSTIFICATIVA

Esse estudo foi desenvolvido a partir dos resultados da dissertagao de
Noreyini Ndiaye Grego (2019), pelo Programa associado de Pds-graduagéo
em Biotecnologia Marinha (PPGBM), no qual que foi demonstrado que o
extrato bruto da Tubastraea spp., excluindo-se o esqueleto de carbonato de
célcio, apresentou significativo efeito citotoxico e citostatico seletivo usando-
se duas linhagens celulares humanas de GBM (T98G e U251), em dois
diferentes modelos in vitro (culturas 2D e 3D), nao afetando a viabilidade de
células humanas nao tumorais. Em continuidade ao estudo, escolheu-se
trabalhar com um alcaloide presente no coral-sol, identificado no extrato
utilizado no trabalho anterior, e selecionado a partir de caracteristicas
fornecidas por ferramentas de analises in silico. O alcaloide 6-bromoindol-3-
carboxaldeido ja sintetizado e fornecido comercialmente, foi adquirido para a
realizacdo dos testes no intuito de avancar no P&D na area farmacoldgica
nos testes com ceélulas de GBM.

Apesar da crescente busca pelo desenvolvimento de farmacos que
fornecam tratamento a doencas como o cancer, € importante considerar que
0 consumo crescente de farmacos pode gerar a contaminagao de lagos, rios
ou depdsitos subterrdneos (mananciais) com residuos desses produtos
devido ao descarte inapropriado. Kirsten et al. (2020) demonstraram que a
exposicao a farmacos, mesmo em concentracdes baixas foi capaz de alterar
o comportamento de peixes-zebra, além de prejudicar o desenvolvimento de
embrides e larvas. Isso foi associado diretamente ao aumento da expressao
de fatores de estresse liberados pelo SNC. Com tais indicios e raros estudos
associados a atividade anti-cancer, esse trabalho abrange aspectos
biotecnolégicos de um alcaloide marinho identificado no extrato bruto de
Tubastraea spp., seu potencial anti-cancer, além de elucidar os mecanismos

de acao in vitro, considerando sua toxicidade em embrides de peixe-zebra.

3. HIPOTESE
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O alcaloide identificado no extrato bruto da Tubastraea spp. possui

efeito antitumoral.

4. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antitumoral e toxicidade do alcaloide identificado
no extrato bruto da Tubastraea spp. em células tumorais do sistema nervoso

central (SNC) in vitro.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar quimicamente o alcaloide marinho no extrato bruto de
Tubastraea spp.;

- Testar o efeito citotdoxico do alcaloide marinho da Tubastraea spp. em
modelo 2D de células tumorais humanas de GBM;

- Analisar o efeito citotoxico do alcaloide marinho da Tubastraea spp. em
modelo 3D de células tumorais humanas de GBM;

- Observar o mecanismo de acado via formacao de espécies reativas de
oxigénio nesta citotoxicidade;

- Verificar a toxicidade do alcaloide presente no extrato.
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RESUMO

Os corais do género Tubastraea sao conhecidos pelo nome popular
de coral-sol, sdo comumente relacionados a capacidade invasiva,
competitiva e de causar danos em habitats n&o-nativos. Com sua alta
capacidade invasiva, o coral-sol invadiu o Atlantico e tem dominado regides
costeiras até o sul do Brasil, podendo ser encontrado facilmente na regiao
costeira. Recentemente foram descobertas quatro novas espécies do
género. Espécies de Tubastraea foram rastreadas nos ultimos anos em
testes relativos a composicdo do seu extrato, microbiota associada e
producao de metabdlitos secundarios. Sabe-se que organismos marinhos
produzem substancias com propriedades utilizadas na farmacologia e o
coral-sol apresenta algumas substancias, ja sendo identificado entre eles a
aplysinopsina e seus derivados, alcaloides e carotendides. Tanto o extrato
quanto compostos isolados de algumas dessas espécies ja foi testado com

relacdo a atividades antifungica, antitumoral, citotoxica, anti-parasitaria entre
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outras. De maneira geral organismos marinhos parecem produzir compostos
em comum, sendo possivel encontrar compostos presentes em Tubastraea
em outros animais marinhos. A investigagcdo das novas espécies
encontradas pode apresentar novas possibilidades de encontro de bioativos

com propriedades farmacologicas.
1. Introducgao

Tubastraea é um género de corais escleractinianos conhecidos
popularmente como corais-sol (Yiu et al., 2022). O género Tubastraea
(Classe Anthozoa, Ordem Scleractinia, Familia Dendrophyllidae), foi
caracterizado como um coral duro sem a presenga de zooxantelas (Carpes
et al., 2020). Nas ultimas décadas, esses corais se espalharam globalmente,
revelando-se organismos de grande capacidade invasiva (Bastos et al.,
2024). Savio et al. (2021), ressalta que a introdugc&o de espécies exoticas é
uma das principais causas da perda de biodiversidade em ambientes
marinhos e que espécies introduzidas podem impactar comunidades locais
alterando o funcionamento do ecossistema. Os corais Tubastraea podem
causar impactos econdbmicos e ambientais por incrustagdo na navegagao e
modificacdo de comunidades nativas (Mantelatto et al., 2020). Sua alta
capacidade invasiva esta relacionada a estratégias reprodutivas que lhe
permitiram dispersar-se de maneira rapida e ampla (Luz et al., 2020). Capel
et al.(2017) sugeriram que espécies ndo-nativas possuem o potencial de
desencadear rapidamente mudancas em comunidades nativas e nas
fungdes do ecossistema, o que pode ter impactos negativos abrangentes.
Silva et al. (2022), esclarecem que os corais azooxantelados T. coccinea e
T. tagusensis invadiram a costa brasileira na década de 1980 e ainda estao
em expansao, favorecidos pela menor predacado e pressido de competicdo
em seus novos habitats. Essas duas espécies sao reconhecidas como
altamente invasivas e por estarem causando impactos ambientais,
econdOmicos e sociais significativos que exigem agbes de gestdo (Creed et
al., 2017).
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2. Metodologia

A busca literaria foi realizada através de 3 plataformas de base de
dados (PubMed, Litmaps e Connected papers). Considerando-se a palavra
de busca “Tubastraea”, foram encontrados 239 resultados no site de busca
Connected papers, enquantoo PubMed mostrou 72 resultados e o Litmaps
apenas 8. Quando a busca foi realizada com as palavras: “Tubastraea
activity”, o PubMed apresentou 14 resultados, o Connected Papers 25e o

Litmap 8.

3.0 Descoberta das espécies do género Tubastraea

Os corais do género Tubastraea concentram algumas dezenas de
especies identificadas até o presente momento, a (Tabela 1) mostra algumas
das especies mais conhecidas e estudadas do género de acordo com a
ordem cronoldgica de descoberta. A primeira delas foi a Tubastraea
coccinea (Lesson, 1830), a partir de entdo Tubastraea aurea (Quoy;
Gaimard, 1833), Tubastraeca micranthus (Ehrenberg, 1834), Tubastraea
diaphana (Dana, 1846), Tubastraea tagusensis (Wells, 1833) e Tubastraea
faulkneri (Wells, 1982). Das dez espécies de Tubastraea identificadas, 4
delas foram descobertas recentemente. Em 2021, foi descoberta a
Tubastraea megacoralita sp. nov., exibindo varias caracteristicas do género,
incluindo apresentar-se em forma de colonia e distinguindo-se de seus
congéneres por coralitos maiores e pelo arranjo do plano de seus septos
(Yiu et al,. 2021). Em 2022 mais 3 novas espécies foram reportadas em
Hong Kong na China, incluindo T. dendroida sp. nov., que tem uma colénia
semelhante a uma arvore, T. violacea sp. nov., que tem pdlipos violetas, e T.
chloromura sp. nov., que tem pdlipos verde-oliva (Yiu et al., 2022). Além das
espécies de Tubastraea relatadas na literatura, também ja foram
identificados morfotipos, sendo essas variacbes da mesma espécie do
género. O que pode dificultar um pouco essa identificagdo. Bastos et al.
(2022), demonstrou que esses corais ainda apresentam uma taxonomia com
sobreposicdo de caracteres morfolégicos entre as espécies, sendo
necessario mais ferramentas de validagado. Nesse estudo foram investigadas

trés espécies de Tubastraea encontradas no Atlantico ocidental, e embora
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trés morfotipos tenham sido identificados, foram delimitados geneticamente

em apenas duas espécies: T. coccinea (morfotipos | e Il) e Tubastraea sp.

(morfotipo Ill) (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies mais comuns de Tubastraea identificadas até o momento

Espécie

Referéncia

Tubastraea coccinea

Tubastraea aurea

Tubastraea micranthus

Tubastraea diaphana

Tubastraea tagusensis

Tubastraea faulkneri

Tubastraea megacoralita sp.

nov.

Tubastraea. dendroida sp.

Lesson, 1830

Quoy & Gaimard, 1833

Ehrenberg, 1834

Dana, 1846

Wells, 1982

Wells, 1982

Yiu et al,. 2021
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nov. Yiu et al,. 2022

T. violacea sp. nov.

Yiu et al,. 2022

T. chloromura sp. nov. Yiu et al,. 2022

Fonte: Autoria prépria.
3.1 Dispersao e adaptagcao

Lu et al. (2021), esclarecem que a capacidade regenerativa dos
cnidarios desempenha um papel essencial na manutencdo e restauracao
dos ecossistemas de recifes de corais, essa condicdo permite uma
recuperacao mais rapida e uma dispersao mais eficiente. No entanto, esse
fator também contribui para a dispersdao dessas espécies e fixagdo em
habitats nao nativos. Coelho et al. (2022), explicam que a maioria das
espécies marinhas tem uma fase larval planctdnica, ambientalmente
resistentes, com diferentes regimes de fluxo e substratos artificiais que
demonstram padrées complexos de sua dispersdo, impulsionando a
expansao geografica. As colbénias de Tubastraea sao comumente
associadas a recifes de corais, costdes rochosos, bancos de mexilhdes,
detritos de madeira, lixo marinho e substratos artificiais estacionarios, como
naufragios ferrosos, portos e estruturas offshore de petroleo e gas (Creed &
de Paula, 2007; Mantellato & Creed, 2015; Miranda et al., 2016; Creed et al.,
2017; Lopez ~ et al., 2020; Mantellato et al., 2020 Braga et al., 2021). Em um
estudo no qual foram realizadas observacdes de colénias de coral-sol presos
a lixo flutuante, foi verificado que ocorreu o transporte dessas colénias por
longas distancias, a aderéncia a esses substratos méveis aparece como um

mecanismo de expansao e introdu¢ao secundaria (Mantelatto et al., 2020).

Desde a invasao do coral escleractineo indo-pacifico T. coccinea no

Atlantico, ocorrida no final da década de 1930, populagdes foram
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encontradas ao longo de 8.000 km do Atléntico oeste e nas llhas Canarias
da Espanha (Atlantico leste), relacionadas a poluicdo de embarcacdes na
industria de petréleo e gas (Crivellaro et al., 2022). A primeira espécie de
Tubastrea introduzida, a T. coccinea, chegou ao Caribe, em Curagao e
Porto Rico por volta de 1940, Vaughan et al. (1943), e posteriormente,
expandiu sua distribuigdo para o norte até a Gedrgia (EUA) e até o sul do
Brasil (Cairns, 2000). Desde o final da década de 1980, no Atlantico
sudoeste, os primeiros registros de corais invasores Tubastraea spp. foram
encontrados em plataformas de petréleo, sendo favorecidos por menor
predacao e pressao de competicdo em seus novos habitats (Silva et al.,
2022). Essas plataformas sao consideradas vetores importantes de
introducdo a espécies nao nativas, para as populacdes estabelecidas em
toda a costa brasileira. O coral-sol, tem se espalhando ao longo da costa
brasileira, onde competem com por espago com especies nativas,
produzindo compostos quimicos com propriedades antincrustantes e
antipredatdrias, modificando a estrutura e a fungao da biodiversidade local
(Vancato et al., 2023). Sua rapida reprodugéo e crescimento, monopolizaram
recifes rochosos ao redor do Oceano Atlantico, reduzindo a diversidade de
invertebrados e macroalgas incrustantes, e consequentemente também
alterando a composicdo de invertebrados moveis que vivem associados a
recifes (Merz et al., 2023). Um fator que também parece estar associado ao
mecanismo de dispersdo e adaptacdo da Tubastraea € sua microbiota
associada, um estudo realizado na costa Nordeste de Taiwan comparou
comunidades bacterianas associadas a T. aurea, mostrando variagdes que
parecem contribuir para aumentar tanto a capacidade de adaptacdo do
hospedeiro quanto seus mecanismos fisiologicos de dispersao resultando
em sua resiliéncia em ambientes extremos (lgirija et al., 2023). Nos ultimos
anos, espécies incomuns de Tubastraea tem sido avistadas no Atlantico, em
2010 foi relatado pela primeira vez a observagédo de uma T. micranthus no
Atlantico occidental. Esta foi encontrada na Louisiana nos Estados Unidos,
perto da foz do rio Mississipi, em uma plataforma petrolifera.Suas taxas
reprodutivas tanto sexuais quanto assexuais sao semelhantes as de T.

coccinea, indicando grande possibilidade de dispersao (Sammarco et al.,
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2010). Indicando grande possibilidade de se dispersar com rapidez e
facilidade.

4.0 Bioprospecgao da microbiota da Tubastraea spp.

De acordo com More et al. (2014), corais saudaveis exibem uma
simbiose complexa entre polipos de corais, algas endossimbidticas e uma
variedade de microrganismos, acredita-se que a secrecdo de metabdlitos
especificos da microbiota contribua para a defesa desse organismo séssil
contra fatores bidticos e abioticos. Recentemente foram identificados 2
cepas de bactérias marinhas associadas a microbiota de T. coccinea
(Alteromonas macleodi e Vibrio alginolyticus), coletadas no canal de S&o
Sebastidao e llha de Buzios, a microbiota testada com relacdo a atividade
anti-parasitaria, apresentou significativo potencial contra Trypanossoma cruzi
(Santos et al., 2024), (Tabela 2).

4.1 Atividades dos extratos brutos dos corais Tubastraea e simbiontes

Extratos de diferentes espécies de Tubastraea foram estudados
quanto as propriedades farmacoldgicas in vitro e in vivo. O primeiro estudo
foi realizado com o extrato etandlico de T. aurea que apresentou efeito
citostatico inibindo a divisdo celular de ovos fertilizados de ourigco-do-mar
(Hernicentrotus pulcherrimus) (Jacobs et al., 1981). Em seguida, Koh et al.
(1997) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos de 100 espécies de
corais escleractinianos (44 géneros e 13 familias), contra 7 espécies de
microorganismos, e foi encontrada uma significativa agéo antibiética contra
bactérias marinhas em seis espécies de Tubastraea., dentre eles T.
faulkneri, T. micranthus, T. diaphana. Em um estudo in vivo, Santos et al.
(2013), também testaram extratos metandlicos de T. coccinea e T.
tagusensis em camundongos, tratados no modelo de edema de pata
induzido por carragenina, ambos os extratos apresentaram atividade anti-
inflamatoria significativa, ocorrendo diminuicdo do edema a partir de 2h do
tratamento. Em um estudo mais recente, fracbes do extrato do coral T.
coccinea foram testadas quanto a atividade antibidtica em 21 cepas de
bacteria, através do método de difusdo em disco. A fracdo extraida com n-

butanol apresentou atividade contra as cepas de Staphylococcus aureus,
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Klebsiella pneumoniae carbapenemase e Enterococcus faecalis (Bianc et al.,
2016) (Tabela 2).

Em um estudo voltado para atividade antitumoral dos extratos, testou-
se o potencial citotoxico de extratos metandlico e etandlico de T. coccinea e
T. tagusensis em células de carcinoma hepatocelular humanas (HepG2), em
que foi verificado atividade significativa da desidrogenase mitocondrial e
danos a membrana citoplasmatica (Carpes et al., 2020). Os mesmos autores
testaram duas fracbes desses extratos metandlicos de T.coccinea e T.
tagusensis in vivo, 0s quais apresentaram atividade anti-inflamatéria através
da diminuigdo do edema da pata do camundongo via inibicao da produgao
de nitrito (Carpes et al., 2020). Assim como foi visto potencial farmacolégico
nos extratos dos corais, os estudos evoluiram na busca dos bioativos
presentes nos extratos, responsaveis pelas atividades in vitro e in vivo,
evoluindo no P&D para um futuro medicamento baseado em Tubastraea
(Tabela 2).

Tabela II: Extrato bruto de espécies do género Tubastraea e atividades farmacoldgicas
anteriormente relacionadas

Extratos Espécies Local Atividades Referéncias
farmacoloégicas
Etandlico Tubastraea Grande
faulkneri
Barreira de o o
corais, Atividade citotdxica Koh &
Australia Sweatman
(2000)
Etandlico Tubastraea Canal de Sao Santos et
coccinea Sebatido, llha al. (2024)
de Buzios, Anti
Cepas bacterianas Brasil nt-
associadas
aos corais tripanosémica
Diclorometano Tubastraea Canal de Sao Koh &
faulkneri Sebastido, Sweatman
llha de (2000)

Buzios, Brazil Atividade

antibacteriana



Metandlico

Metandlico

Hexanico

Metandlico

Hidroal-cdlico

Hidroalcélico

Metandlico

Tubastraea
faulkneri

Tubastraea
coccinea

Tubastraea
coccinea

Tubastraea
coccinea

Tubastraea
coccinea

Tubastraea
tagusensis

Tubastraeatagusen

SIS

Recife Davies,
Grande
Barreira de
corais,
Australia

Angra dos Reis,
Rio de
Janeiro, Brasil

Angra dos Reis,
Rio de
Janeiro, Brasil

llha
dos

Macacos, Baia da
llha Grande
Brasil

llha dos Macacos,
Baia da llha
Grande,
Brasil

Ilha dos Macacos,
llha Grande
Bay, RJ,
Brazil

Ilha dos Macacos,
Ilha Grande
Bay, RJ,
Brazil

Atividade

antibacteriana

Atividade
antioxidante

Atividade
antioxidante

Efeito citotéxico
(HepG2 e
RAW 264.7)

Efeito citotéxico
(HepG2 e
RAW 264.7

Efeito citotéxico
(HepG2 e
RAW 264.7

Efeito citotéxico
(HepG2 and
RAW 264.7)

29

Koh &
Sweatman
(2000)

Maia et al.
(2014)

Maia et al.
(2014)

Carpes et al
(2020)

Carpes et
al., 2020

Carpes et al
(2020)

Carpes et al
(2020)
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Metandlico T. coccinea llha dos Macacos, Carpes et al
Ilha Grande (2020)
Fragao de acetato Bay, RJ, . »
de etila Brazil Antinflamatério
Metandlico T. tagusensis llha dos Macacos, Carpes et al
Ilha Grande (2020)
Bay, RJ,

. Antinflamatério
Brazil

4.2 Desenvolvimento farmacolégico dos compostos isolados e seus

sintéticos derivados de Tubastraea e seu microbioma

Até o momento, onze compostos ja foram isolados e identificados de
corais do género Tubastraea e testados quanto a atividade farmacoldgica,
entre eles, 8 alcaloides e 2 carotenoides (Tabela 3). As espécies de coral-sol
sdo conhecidas por possuirem alcaloides derivados do composto
aplisinopsina, essa molécula vem sendo relacionada a atividades
farmacoldgicas ao longo dos anos. Na década de 80, corais identificados
apenas pelo género Tubastraea foram coletados no Arquipélago das llhas
Hanish no Iémen. A partir do extrato metandlico de Tubastraea sp., dois
pigmentos amarelos foram isolados quimicamente, aplisinopsina 1 e 6-
bromo-30-oxoaplisinopsina (Fusetani et al., 1986; Guella et al. 1988). Em
1995, em um bioensaio no qual foi utilizado extrato metandlico de T.
faulkneri, da grande barreira de corais da Australia, este forneceu, pela
primeira vez, fracbes ricas em macrolideos de polioxazol citotoxicos
(mycalolide D e E), além do composto (mycalolide C) que ja era conhecido
anteriormente Rashid et al.(1995); os compostos (mycalolide C e D), foram
identificados com atividade citotéxica em um ensaio de triagem de células
antitumorais de 60 linhagens celulares do NCI, mycalolide E, néo foi testado
devido nao foi testado devido ao material insuficiente (Boyd,1993; Boyd &
K.D., 1995) (Tabela 3).

Varios compostos presentes nos corais Tubastraea também sao

sintetizados por outros animais marinhos, o alcaloide 6-bromoindol-3-
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carboxaldeido, embora presente e identificado em T. coccinea e T. faulkneri,
foi testado com relagdo a bioatividade quando isolado de outras fontes,
como bactérias, algas, esponjas e pseuddémona marinha, apresentando
atividades antifungica, antibidtica, antiincrustante, e antitumoral (Wratten et
al., 1977; Olguin et al., 1997; Carletti et al., 2000; Hong-yu et al., 1994; Wang
et al., 2013). Ja o 6-bromoindole-3-carboxaldeido quando isolado da
esponja Halichondria sp. apresentou atividade antifungica contra Mortierela
ramannianus (Hong-yu et al., 1994). O alcaloide também presente na
macroalga Laminaria japonica, demonstrou efeito antitumoral in vitro, através
de células de tumores de préstata e ndo apresentou citotoxidade contra a
linha celular HEK293 (linha de célula renal embrionaria humana),
apresentando assim, um efeito seletivo (Wang et al., 2013). Em 2009 um
novo bis(indol) identificado, denominado cicloaplysinopsina C, foi capaz de
inibir o crescimento do Plasmodium falciparum apresentando efeito anti-

malaria (Meyer et al, 2009).

A composicado do pigmento dos tecidos laranja de T. coccinea e
amarelo dos tecidos de T. tagusensis sdo decorrentes da presencga de
carotenoides como a astaxantina e alcaloides indélicos como derivados de
aplisinopsina que ja demonstraram agao antioxidante (Maia et al., 2014).
Alguns compostos também ja foram isolados de organismos associados
diretamente a Tubastraea sp., como os trés novos alcanoil imidazéis:
bulbimidazois A, B e C, produzidos pela bactéria do género Microbulbifer
sp., que apresentaram potencial antibiotico e K. rhizophila e S. Aureus que
exibiram atividade antifungica (Karim et al. 2020) (Tabela 2). Esses
compostos também apresentaram atividade antitumoral, em células de
leucemia murina in vitro. Um outro alcaloide inddlico, conhecido como 6-
bromo-2'-de-N-metilaplysinopsina (BMA) foi isolado e caracterizado
quimicamente do coral marinho T. tagusensis. O BMA foi menos eficaz
contra tripomastigotas extracelulares de T. cruzi extracelulares, porém
mostrou-se eficaz contra amastigotas intracelulares em comparagdo ao
benzinidazol. Além disso a molécula foi testada com relagéo a toxicidade nas
células de mamiferos, ndo causando toxicidade, demonstrando assim

apresentando assim importante efeito seletivo (Romanelli et al., 2022). A
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citotoxicidade de analogos de aplisinopsina sintetizados ja foi rastreada em
diferentes células cancerigenas como em linhagens de cancer de mama
humano (MCF-7), cancer de célon humano (HCT-116), cancer de figado
humano (HepG2), cancer de pulméao (A549) e cancer de prostata humano
(PC3), a aplisynopsina e todos os 5 analogos testados apresentaram
citotoxicidade contra a linhagem celular de prostata humano (PC3) em
comparagao com células nio tratadas (El-Sawy et al., 2023). Recentemente,
uma molécula inédita foi isolada de T. tagusensis. Os mecanismos de agao
da tubastrina em células de neurbnios (SH-SY5Y) como modelo

experimental para a Doengca de Alzheimer, resultaram na inibigdo

significativa de espécies reativas de oxigénio e diminuicdo da morte celular
causada pelo peptideo amiloide (AB42) (Silva et al., 2024) (Tabela 3).

Tabela Ill. Compostos
farmacolégicas descritas

isolados de espécies do género Tubastraea e atividades

Compostos

Espécies

Local

Atividades
farmacologicas

Referéncias

Alcaloides

Aplinopsina

Cycloaplysinopsina C

6-bromoindol-3-
carboxaldeido

6-bromo-2'-de-N-
metilaplisinopsina

Tubastrina

Tubastraea coccinea

Tubastraea faulkneri

Tubastraea sp.

Tubastraea coccinea

Tubastraea faulkneri

Tubastraea
tagusensis

Tubastraea
tagusensis

Pupukea, Hawaii

Archipelago das
Ilhas Hanish
Yemen

Pupukea, Hawaii

llha Bela
Sao Paulo
Brazil

S&o Sebastiao,

Atividade
citotoxica/sintese

Identificagao

Atividade
Antimalarial

Atividade
antitripanossémica

Antioxidante

Fusetani et al.
(1986)

Carpes et al.
(2020)

Koh &

Sweatman (2000)

Meyer et al.
(2009)

Okuda et al.
(1982)
Rashid et al.
(1995)

Koh & Sweatman
(2000)

Romanelli et al
(2022)

Silva et al., (2024)



Tubastraea sp.

Brasil

(gammaproteo Minami-Ise, Mie, Antibacteriana, Karim et al.
Bulbimidazole A bacterium Japan Antifangica, (2020)
Microbulbifer sp. Citotoxica (P388
associada a células de leucemia
Tubastraea). murina)
Antibacteriana,
Tubastraea Minami-Ise, Mie, Antifangica, Karim et al.
sp.(gammaproteo Japan citotéxica (P388 (2020)
Bulbimidazole B bacterium células de leucemia
Microbulbifer sp. murina)
associada a
Tubastraea)
Tubastraeasp. Minamiise, Mie, Antibacteriana, Karim et al.
(gamma proteo Japao Antifangica, (2020)
Bulbimidazole C bacterium citotoxica (P388
Microbulbifer sp. células de leucemia
associada a murina)
Tubastraea)
Carotenoides
Recife de
Salamandras em Rashid et al.
Mycalolide C Tubastraea faulkneri | Cape Cleveland, (1995)
Australia Boyd et al. (1993)
Identificagao/ Boyd et al.
(1995)
Atividade citotoxica
(60 linhagens NCI)
Recife de
SalamandrasCa Rashid et al.
Mycalolide D Tubastraea faulkneri pe Cleveland, (1995)
Australia Boyd et al.
Identificagao (1993)
Boyd et al
Atividade citotoxica (1995)

(60 linhagens NCI)
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5.0 Conclusao

A biodiversidade das espécies dos corais do género Tubastraea
resulta em uma variedade de compostos com propriedades usadas como
estratégia de sobrevivéncia. Esses tém sido utilizados em pesquisa através
de modelos in vitro e in vivo para verificagdo de propriedades com uso
biotecnolégico. Como descrito, sua composi¢ao, considerando extrato bruto
do proprio coral ou da sua microbiota, além dos compostos isolados e
derivados sintéticos, tem papel antioxidante, antitumoral, antibiético e
antiparasitario. Novas espécies do género Tubastraea foram descobertas
recentemente e ainda nio foram exploradas com relacdo a sua composi¢cao

e seu potencial de produgdo de bioativos, podendo representar novas
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possibilidades de fornecimento de moléculas com atividades. Considerando
o impacto ambiental que essas espécies causam no ambiente através da
invasdo bioldgica, destaca-se a importancia de um manejo efetivo e
consciente. O uso e aproveitamento desses organismos invasores para fins
de estudos de novos farmacos configura uma alternativa sustentavel e
futuramente a descoberta de bioativos inéditos para diferentes fins. Apesar
de sua descoberta ha mais de dois séculos atras, ha apenas duas décadas
em que foram estudadas as primeiras atividades farmacolégicas. Por
enquanto, foram descobertos em torno de uma dezena de compostos
inéditos durante esse curto periodo de tempo, mostrando a importancia
desses corais na area da saude. Esses resultados recentes descritos nesta
revisdo impulsionardo o P&D nesta area, considerando compostos
potencialmente anticancer contra diferentes tipos, antibiético contra bactérias
resistentes, e até contra doengas neurodegenerativas. Entretanto, os
estudos ainda se encontram na fase de modelos pré-clinicos, mostrando-se
promissor tanto in silico, quanto in vitro, até o0 momento, esperando-se novas

perspectivas de avanco para os testes clinicos em breve.
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RESUMO

O hexacoral Tubastraea spp. corresponde a espécies nao-nativas,
fonte de variadas moléculas, incluindo alcaloides. No seu extrato bruto foram
identificados alcaloides que ja sdo conhecidos por possuirem atividades
farmacoldgicas. Os glioblastomas sdo os tumores mais agressivos do
sistema nervoso central e estudos tem sido realizados com alcaloides como
estratégia terapéutica para essa doenga. Esse estudo tem como objetivo
verificar o potencial antitumoral e a toxicidade do alcaloide 6-bromoindol-
3carboxaldeido, identificado no extrato de Tubastraea spp.,em células de
GBM in vitro, através de cultura 2D e 3D,e verificar toxicidade do alcaloide
em fases embrionarias do peixe-zebra. O alcaloide demonstrou efeito
citotoxico em duas linhagens de GBM, no modelo 2D e 3D. Nos ensaios de
toxicidade em embrido de peixe o alcaloide causou coagulagdo dos
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embrides nas concentragbes mais altas nos tempos de exposicdo mais
proximos a fertilizagdo. De acordo com os resultados o alcaloide testado

pode ser um futuro candidato a biofarmaco no tratamento do GBM.

Palavras-chaves: GBM, espécie nao-nativa, antitumoral, estratégia
terapéutica.
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1. INTRODUCAO

O ambiente marinho é um local que compreende uma variedade de
organismos, esses sao capazes de produzir compostos unicos com
atividades bioldgicas potentes (Almeida et al., 2021). Organismos marinhos,
principalmente sésseis, sdo capazes de produzir metabdlitos utilizados para
afugentar predadores ou competir com espécies nativas quando sao
invasores, estes impactam a biodiversidade local e o0s servicos
ecossistémicos. Os corais Tubastraea coccinea e Tubastraea tagusensis
popularmente conhecidos como corais-sol, invadiram habitats de recifes ao
longo da costa brasileira, reduzindo drasticamente a diversidade de
invertebrados e macroalgas incrustantes bentbénicos, em locais onde as
colénias ocupavam grandes fragbes do espacgo disponivel (Silva et al.,
2019). Os corais Tubastraeca possuem diversas moléculas que ja foram
rastreadas e algumas testadas com relagéo a atividades bioldgicas.

Figura I: Fotos de Tubastraea spp. coletadas em Arraial do Cabo.

Fonte: Fraga, D., Mirra, B., Cardoso, N.

Os produtos naturais marinhos tém sido reconhecidos até agora como
a fonte mais importante de substancias bioativas de medicamentos (Walli,
2019). Produtos naturais de microrganismos e invertebrados marinhos

serviram de inspiragao para o design de varios medicamentos aprovados
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pela FDA (Romanelli et al., 2022). Wu et al. (2018), afirmaram que
comparados aos individuos terrestres, os organismos marinhos oferecem
um enorme potencial para a descoberta de novos alcaloides devido ao seu
ambiente de alta pressdo, alto teor de sal e capacidade de suportar
grandes diferenciais de temperatura. Isso porque as populagdes marinhas
representam reservatorios de novos metabdlitos com diversos grupos de
estruturas quimicas (Khalifa et al., 2019). (Altmann, 2017), esclarece que
mais de 1.000 novos produtos naturais marinhos foram isolados por ano
durante a ultima década, e afirma que ainda assim o conjunto de estruturas
novas e unicas esta longe de estar esgotado. Dentre os produtos naturais
voltados para a area da farmacologia ja descobertos inclui-se atividades
antibidticas, antifungicas, antivirais, antiparasitarias, antiinflamatdrias,
antioxidantes, imunomoduladoras e  antitumorais  significativas
(Abdelmohsen et al., 2017). Mais especificamente, os produtos naturais
desempenham hoje um papel relevante na terapia do cancer, visto que
mais de 60% dos medicamentos anticancer atuais se originaram de fontes
naturais, plantas terrestres, microorganismos ou animais marinhos (Asma
et al., 2022). Os produtos farmacéuticos de origem marinha comegaram a
impactar a farmacologia moderna e diferentes medicamentos
anticancerigenos derivados de alcaloides marinhos ja foram aprovados
para uso clinico, tais como: citarabina, vidarabina, neverabina (pro-farmaco
de ara-G), fosfato de fludarabina (pro-farmaco de ara-A), trabectedina,
mesilato de eribulina, brentuximabe vedotina, polatuzumabe vedotina,
enfortumabe vedotina, belantamabe mafodotina, plitidepsina e
lurbinectedina (Barreca et al., 2020). Um grande desafio para o
desenvolvimento de terapias efetivas sdo os tumores do sistema nervoso
central. O GBM ¢é o tumor cerebral primario mais comum e agressivo em
adultos (Wirsching et al., 2016), sendo um tumor primario do cérebro
definido por sua letalidade, uma vasta diversidade de estados celulares,
composicédo de células e caracteristicas fenotipicas, essas caracteristicas
tornam dificil encontrar terapias eficazes, (Miska; Chandel, 2023;
Eisenbarth; Wang, 2024). At¢é o momento poucos medicamentos sao
aprovados pela FDA para o tratamento do GBM, o uso da temozolomida

(TMZ) a terapia padrao aumenta a sobrevida média em apenas 2,5 meses,
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oferecendo um baixo beneficio ao paciente (Vengogi et al., 2018). Devido
ao seu crescimento maligno e invasédo no parénquima cerebral, juntamente
com a resisténcia a terapia, os GBMs estao entre os mais mortais de todos
0s canceres, apresentado uma caracteristica que dificulta a eficacia de
terapias, por serem altamente heterogéneos tanto em niveis moleculares
quanto histolégicos (Chen et al., 2018). Um produto natural de origem
marinha atualmente em fase de teste em ensaios clinicos contra o GBM, é
o Marizomibe, um inibidor de proteassoma (clinicaltrials.gov:
NCT03345095). Estudos preé-clinicos demonstraram que o marizomibe
pode atravessar a barreira hematoencefdlica e inibir a atividade do
proteassoma no cérebro de roedores e primatas ndo humanos e provocar
um efeito antitumoral significativo em um modelo intracraniano de glioma
maligno em roedores (Di K et al., 2015). O alcaloide utilizado nessa
pesquisa, o 6-bromoindol-3-carbaldeido, presente no extrato do coral sol, ja
foi anteriormente identificado em varios organismos marinhos, Carletti et al.
(2000), como esponjas, ascidias, e bactérias (Stephen et al., 1977,
Rasmussen et al., 1993; Liya et al., 2003; Moubaxet al 2001). Os
alcaloides, sdo compostos que incluem uma variedade de moléculas com
estruturas e atividades biologicas distintas, essa grande classe de
compostos possuem um atomo de nitrogénio basico, Cushnie et al. (2014),
geralmente com um ou mais aneis heterociclicos (heteroatomo: n) e carater
alcalino.

Figura Il: Férmula molecular do 6-bromoindol-3carboxaldeido (CgHgBrNO).

Fonte: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/6-Bromoindole-3-carboxaldehyde




45

O 6-Bromoindol-3-carboxaldeido € um composto quimico com a
féormula molecular CO9H6BrNO, sendo derivado do indol, € um composto
organico aromatico heterociclico. O nucleo indol € um motivo estrutural
comum em muitos produtos naturais e farmacéuticos, tornando derivados
como este composto significativos em varios campos de pesquisa e industria

(https://www.benchchem.com/product/b099375). Os alcaloides inddlicos

possuem uma estrutura biciclica, que consiste em um anel benzénico
(6 carbonos) acoplado a um anel de pirrol (anel de 5 membros com
um nitrogénio) que s&o os dois aneéis presentes na molécula, pode-se
observar também que no anel de 6 carbonos a molécula possui um bromo
na posicdo 6 do anel inddlico o que nomeia a molécula como (6-
bromoindol), na posicdo 3 do segundo anel inddlico temos o grupo
carboxaldeido que é caracterizado pela presenga da carbonila (C=0) na
extremidade do composto, sendo assim temos um 6-bromoindole-3-
carboxaldehydo.

O objetivo desse estudo é utilizar um alcaléide de origem marinha ja
identificado no extrato bruto da Tubastraea spp., um coral invasor conhecido
como coral-sol, para verificar possivel potencial citotoxico e antitumoral
contra células de GBM nos modelos in vitro.

Glioma é o tipo mais comum de tumor cerebral primario, é
responsavel por > 70% dos tumores malignos intracranianos (Qin et al.,
2021). Os gliomas s&o caracterizados por extensa heterogeneidade nos
niveis celular e molecular (Zhang et al., 2013). O GBM é a forma mais
comum de cancer cerebral primario em adultos, sendo uma doencga de
prognéstico sério. Embora um grande progresso tenha sido feito nas
caracteristicas moleculares, nenhum grande avango no tratamento foi
alcangado por muitos anos (Schipmann-Miletic et al., 2023). Até o momento,
nenhum método moderno de tratamento permite superar com eficiéncia o
potencial maligno de neoplasias gliais e aumentando significativamente a
sobrevivéncia dos pacientes (Belyashova et al., 2022).

Nos modelos in vitro utilizamos duas linhagens celulares de GBM, a
T98G e a U251, em modelo bidimensional e modelo tridimensional,
considerando que modelos bioldgicos de esferdides tumorais servem como

sistemas intermediarios entre a cultura celular 2D tradicional e modelos
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complexos in vivo, Oraiopoulou et al. (2019); utilizamos o modelo 2D, menos
complexo e o modelo tridimensional para verificar possivel efeito de

toxicidade em linhagens tumorais de GBM.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengao da Tubastraea spp. e preparo do extrato bruto

O extrato de Tubastraea foi obtido em um estudo anterior do grupo de
pesquisa (NOREYNI NDYAIE GREGO, 2019), através de mergulho, no
municipio de Arraial do Cabo (42° 01' 40" W - 22° 57' 58" S) situado no
estado do Rio de Janeiro. As coletas foram realizadas em 4 pontos
diferentes na regido, no periodo de outubro a dezembro de 2018. Todas as
coletas foram realizadas através de mergulho auténomo (SCUBA), sendo a
profundidade variando entre 5m a 15 metros dependendo do ponto de
coleta. Foram coletadas 5 individuos do género Tubastraea spp. O material
foi retirado com espatulas e martelo quando necessario, em seguida
transportado com agua marinha em um caixa térmica até o laboratério para

analise e extragao do extrato bruto.

Foi realizada uma triagem do material coletado, retirando-se a
matéria inorganica e organismos associados. Em seguida parte do material
foi separada para identificacdo, enquanto o restante foi armazenado a -20°C
sem agua até o momento do preparo do extrato. Apés o descongelamento
das amostras, foi pesado cerca de 60g de biomassa umidae adicionado
300ml de MeOH, considerando uma proporgao (1:5, biomassa/solvente). O
processo de extracao utilizado para todos os organismos foi o de maceragéao
dindmica com uma placa agitadora. Apds o tempo de extragdo, o material foi
fitrado com papel filtro qualitativo e em seguida evaporado o solvente
através de um rotaevaporador em banho maria em 50°C durante pelo
menos 4 horas, obtendo-se o extrato bruto (Jimenez et al., 2003; Palanisamy
et al., 2016). Apds a obtengao do extrato bruto o material foi armazenado a -

20° para posterior uso.

2.2 Escolha do composto do extrato bruto de Tubastraea spp.
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Em pesquisa anterior, Noyreni Grego, 2015; o extrato de Tubastraea
sp. obtido em Arraial do Cabo foi testado em células de glioblastoma (U251
e T98G), apresentando efeito de toxicidade nas duas linhagens testadas.
Com o mesmo extrato foi realizado também teste de toxicidade em células
saudaveis de fibroblasto, no qual o extrato ndo foi capaz de causar
toxicidade, apresentando assim um efeito seletivo. Em continuidade ao
estudo realizado anteriomente, com a intencado de refinamento da pesquisa,
um bioativo presente no extrato de Tubastraea foi escolhido para as analises
apresentadas nesse estudo.

O bioativo marinho presente no extrato da Tubatraea spp. foi
identificado e escolhido através de revisao bibliografica de compostos ja
descritos neste organismo, de acordo com caracteristicas favoraveis ao seu
uso na pesquisa. Alguns alcaloide anteriormente descritos no organismo
marinho foram subetidos aos testesA selecdo do composto foi realizada
através da predigdo de parametros ADMET in silico, utilizando as
plataformas: SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php), admetSAR
(https://immd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=C1%3DCC2%3DC%?2
8C%3DC1Br%29NC%3DC2C%3DO++&action) e pkCSM
(https://biosig.lab.uqg.edu.au/pkcsm/prediction_single/adme 1734529562.22).

A pesquisa metodoldgica se baseia em investigagdes teodricas através

de plataformas digitais in silico, que fornecem dados como caracteristicas do
composto de acordo com propriedades farmacocinéticas (absorgao,
distribuicdo, metabolismo, excre¢do e toxicidade), assim como parametros
fisico-quimicos. O smile da molécula foi obtido através do site de busca

PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/#query=6-Bromoindole-3-

carboxaldehyde), apos a obtencdo do cddigo, este foi inserido na area de

busca de propriedades farmacocinéticas nas respectivas plataformas, que

forneceram as informacdes correspondentes a .

2.3 Obtencao do alcaloide (composto)

O alcaloide 6-bromoindol-3carboxaldeido foi obtido comercialmente através
de compra na Sigma Aldrich-666416 (n°® CAS 17826-04-9).
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2.4 Identificagao do alcaloide marinho no extrato bruto de Tubastraea

spp. por cromatografia

A presenca do alcaloide marinho 6-bromoindol-3carboxaldeido
(Sigma Aldrich), no extrato bruto da Tubastraea spp. (Faria-Lopes et al,
manuscript) foi realizada através da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). O sistema utilizado foi um HPLC modular Jasco com bomba
quaternaria PU-2089S plus, amostrador automatico AS-2059 plus,
termostato de coluna CO-2060 plus, interface LC-NET II/ADC e MD-2018
plus detector de arranjo de fotodiodos (PDA), controlado pelo software
ChromNAV (Jasco Corporation, Japao). As separacdes foram realizadas
utilizando coluna Hyper Clone 250 X 4,6 mm, 5 ym, ODS (C18) 120 LC
(Phenomenex, EUA), fluxo de 1 mL/min, termostato da coluna ajustado para
40 °C, 5 pL de volume de injecdo e PDA ajustado para monitorar em A:
266nm. O sistema de fase mdvel consistia em agua e acetonitrila. A analise
iniciou com 30% de acetonitrila em condi¢ao isocratica por 0,5 min e em
seguida iniciou-se um gradiente linear, atingindo 90% de acetonitrila em 40

min.

2.5 Cultura celular em modelo 2D e 3D

Para o modelo 2D, foram utilizadas as células T98G e U251 de GBMs
humanos. As linhagens foram cultivadas em meio DMEM/F-12 (Meio de
Eagle Modificado por Dulbecco - Gibco) contendo 10% de soro fetal bovino
(SFB), e uma solugao de 100U/mL de penicilina/ estreptomicina. Entre 2 a 3
dias, as células eram destacadas das garrafas, lavando-se com tampao
fosfato (PBS - Sigma-Aldrich) e utilizando-se uma solucdo de 0,25% de
tripsina/EDTA 2mM (Sigma-Aldrich). Foram entdo semeadas em placas de
96 pocos na densidade de 4x10% poco e incubadas a 37°C por 24 horas em
uma incubadora umidificada com 5% de CO2. Apds 24 horas as células
foram cultivadas com concentracbes crescentes de 6-bromoindol-3-
carboxaldeido (1, 10, 100 e 1000 yM) por 72 horas. O alcaloide foi dissolvido

anteriormente aos testes, em uma solugao estoque em 100% de dmso, no
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dia dos testes as concentragdes eram preparadas utilizando meio DMEM/F-
12 (Meio de Eagle Modificado por Dulbecco - Gibco para a diluigao,
mantendo a concentragao final de 0,5% de DMSO, o controle foi constituido
de células incubadas apenas com o veiculo DMSO na concentragcéo de
0,5%.

Para o modelo 3D foram utilizadas as mesmas culturas de células,
cultivadas e preparadas da mesma forma, porém no modelo de esferoide as
células destacadas foram distribuidas em placas de 96 pogos contendo 1%
de agarose na densidade de 4x10% pogo. Apds 3 dias, os esferoides
formados foram tratados com concentragdes crescentes de 6-bromoindol-3-
carboxaldeido (1,10,100 e 1000 uM) por 96 horas.

2.6 Ensaio da fosfatase acida em modelo 3D

Para ensaio de citoxicidade em modelo 3D utilizamos a técnica da
dosagem da atividade da fosfatase acida por espectrofotometria (Friedrich et
al., 2007). Apdés 96h de incubacdo com 6-bromoindol-3carboxaldeido, os
esferéides foram lavados duas vezes com PBS. Em seguida, o tampao
contendo acetato de sédio 0,1 M, Triton-X-100 a 0,1%, e o fosfato de p-
nitrofenil(Sigma-Aldrich), foram adicionados por pogo e incubados por 90min
a 37 ° C. Apéds a incubacdo, 10 uyL de NaOH foram adicionados em cada
poco e apos 10 minutos a densidade dtica foi mensurada a 405nm através
de espectrofotometria. A atividade da fosfatase acida foi convertida em
porcentagem, considerando a densidade otica das células controle como
100%. A morfologia celular em cada condicdo experimental foi fotografada
através de microscépio 6tico em contraste de fase (Zeiss, PrimoVert 99C).

Foram realizados 3 experimentos independentes feitos com cinco réplicas.

2.7 Ensaio de atividade mitocondrial em modelo 2D

Para o ensaio de citoxicidade em modelo 2D utilizamos a técnica de
dosagem da atividade mitocondrial convertendo o sal brometo de 3-4,5-
dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio (MTT)(5mg/mL) em cristal de formazan

(Mosmann, 1983). Ao término da incubagdo de 72h com 6-bromoindol-
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3carboxaldeido, foi retirado todo o meio de cultura da placa, os pogos foram
lavados 2 vezes com pbs estérii a 37° e adicionado 100ul de
MTT(0,5mg/mL) por pogo, as placas foram incubadas na estufa durante
2hrs. Apds o térmico do tempo de incubacdo com o alcaloide, as células
foram lavadas com DMSO (100ul), e a densidade 6tica foi mensurada a 570
nm no espectrofotbmetro (ThermoFisher). A atividade mitocondrial foi
convertida em porcentagem, considerando a densidade 6tica das células
controle como 100%. A morfologia celular em cada condigdo experimental foi
fotografada através de microscopio oOtico em contraste de fase (Zeiss,
PrimoVert 99C). Foram realizados 3 experimentos independentes feitos com

cinco réplicas.

2.8 Ensaio dos fluorocromos DCFHDA, laranja de acridina e 7-AAD em
modelo 2D

O método de quantificacdo de espécies reativas de oxigénio através
do fluordforo diacetil-diclorofluoresceina (DCFHDA, 35845, Sigma-Aldrich),
€ baseado na oxidagao de diacetil-dicloro-fluorescina nao fluorescente a um
composto fluorescente por peroxido de hidrogénio e peroxidase. Este
flu6foro emite fluorescéncia quando oxidado pelo perdxido de hidrogénio,
resultando na formagédo de diclorofluoresceina (KESTON et al., 1965).
Laranja de acridina (AO), € um fluoroforo verde permeavel a células que
pode ser protonado e preso em organelas vesiculares acidas (AVOs),
medindo autofagia. Sua mudanga metacromatica para fluorescéncia
vermelha é dependente da concentragcdo e, portanto, laranja de acridina
fluoresce vermelho em AVOs, como autolisossomos (Thomé et al., 2016).
7-AAD (7-aminoactinomycin D), € um agente fluorescente de ligagcado de
DNA (intercalante entre bases de citosina e guanina), usado para estudar
células apoptodticas, excitado a 488 nm, normalmente usado para detectar
fluorescéncia vermelha. (Gaforio, et al., 2002). 7-AAD é impermeavel as
membranas de células vivas, penetra em células mortas ou danificadas, se
ligando ao DNA fita dupla com alta afinidade por intercalagao entre pares
de bases GC, quando usado com detergente (tween), pode ser utilizado
como um marcador de proliferagdo cellular (Murata et al., 2001). Para os

ensaios de fluorocromos utilizamos as células T98G, no modelo 2D, na
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concentracdo de 200uM de 6-bromoindol-3-carboxaldeido, em 24h de
tratamento. Foram plaqueadas 750mil células em duas placas de petri com
meio DMEM/F-12 (Meio de Eagle Modificado por Dulbecco - Gibco)
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), e uma solugédo de 100U/mL de
penicilina/ estreptomicina, as placas foram incubadas em uma incubadora
umidificada com 5% de CO2 por 24h estufa a 37° por 24h. Apos 24h, o
meio das placas foi trocado e uma das placas recebeu o tratamento com o
6-bromoindol-carboxaldeido diluido com 0,5% de dmso, a placa controle
recebeu o meio de cultura com 0,5% de dmso, as placas foram incubadas
novamente por 24h. Apds o tratamento, as células eram destacadas das
placas, lavando-se com tampéao fosfato (PBS - Sigma-Aldrich) e utilizando-
se uma solucdo de 0,25% de tripsina/EDTA 2mM (Sigma-Aldrich) por 3
minutos a 37°. As células apds centrifugagdo foram resuspendidas em
600uL de pbs e distribuidas em 5 ependorfs diferentes, cada um contendo
100 mil células, com: 50uM de DCF, o qual foi incubado a 37° por 30
minutos, e a intensidade da fluorescéncia foi medida em quintuplicata com
filtro de excitagdo de 475nm e de emissao de 550-550nm (verde). 5mg/mL
de LA, incubado a 37° por 30 minutos, e a intensidade da fluorescéncia foi
medida em quintuplicata com filtro de excitacdo de excitagdo de 475nm e
emissao de 500-550 para células viaveis (verde) e filtro de excitagdo 475nm
e emissao de 580-640 para células acidificadas (vermelho). 10ug/mL de
7AAD, com 0,1% de detergente tween, incubado a 37° por 30 minutos, e a
intensidade da fluorescéncia foi medida em quintuplicata com filtro de
excitacao de 475nn e emissao de 580-640nm (vermelho). Todas as leituras
foram realizadas utilizando o espectrofluorimetro Glomax (Invitrogen).
Amostras sem a adi¢cao dos fluoroforos foram empregadas como controle
de autofluorescéncia, os resultados foram expressos em Intensidade de
Fluorescéncia (IF). Todas as amostras foram semeadas em laminas para
fotografia e analise da fluorescéncia em microscopio de fluorescéncia

Olympus, BX51.Foi realizado 1 experimento independente em quintuplicata.

2.9 Ensaio de toxicidade in vivo

O teste de toxicidade aguda em embrido de peixe zebra (FET,
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adaptado de OECD-Test No. 236: Fish Embryo Acute Toxicity Test), foi
realizado utilizando embrides em diferentes tempos apos a fertilizagao para
comparagao de possiveis diferencas na sensibilidade dos embrides
submetidos em momentos diferentes do desenvolvimento. Foram utilzados
15 embrides por condicdo, com 2-4, 4-6, 8-10 e 12 horas pébs
fertilizagdo(hpf), foram tratados com 6-bromoindol-3carboxaldeido, alcaloide
marinho, em crescentes concentragdes (1, 10, 100 e 1000uM) durante 24h e
48 horas poés-tratamento (hpt). Os controles foram constituidos de agua do
aquario, e agua do aquario com veiculo DMSO a 0,5%, foram utilizados nos
grupos controle a mesma quantidade de embrides dos grupos que
receberam tratamento, e os embridbes dos grupos controle foram
comparados com os grupos tratados. Todos os embrides mortos durante o
experimento foram eliminados da placa a fim de evitar contaminagédo. As
alteracbes foram identificadas em relagcdo aos embrides em meio controle,
foram realizados 3 experimentos independentes em ftriplicata cada. As
concentracdes utilizadas para o ensaio FET foram as mesmas utilizadas nas
células de GBM para o ensaio in vitro e in vivo. As seguintes analises
morfolégicas foram realizadas através de observacdo e obtengdo de
imagens por condicdo experimental,em microscopio invertido (Zeiss,
PrimoVert99C), em 24 e 48h apds o tempo de tratamento. Andlises das
caracteristicas que definem pontos letais: Coagulacdo do embrido, cauda
nao separada, sem formacdo de somitos, sem batimentos cardiacos.
Caracteristicas que definem pontos de desenvolvimento subletais:
Conclusédo da gastrula, formagdo de somitos, desenvolvimento dos olhos,
movimento espontaneo, batimento cardiaco/circulagcdo  sanguinea,
frequéncia dos batimentos cardiacos, pigmentagdo, formagdo de edema.
Caracteristicas que definem pontos de teratogenicidade sado: Malformagéao
da cabeca, malformacao de saculos/otdlitos, ma-formacdo da cauda, ma-
formacdo do coracdo, escoliose, raquitismo, deformagao do vitelo, retardo

geral de crescimento, comprimento da cauda (Lammer et al., 2009).

2.10 Analises estatisticas
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Os dados de toxicidade foram inicialmente analisados quanto a
normalidade através dos testes de Shapiro-Wilk, D’ Agostino & Pearson,
Kolmogorov-Smirnov e Anderson-Darling. Os resultados com valores nao-
paramétricos foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis com pés teste de
Dunn relativo ao controle e representados através da mediana (min-max).
Esses testes e a concentragdo inibitoria média (IC50) do6-bromoindol-3-
carboxaldeido nas células foi calculada através do software GraphPad Prism
9.0. Os resultados foram considerados significativos quando o valor de Pfoi <
0,05. Os dados da analise dos fluorocromos foram analisados quanto a
normalidade através dos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov, os
resultados com valores paramétricos foram analisados através de teste T

com correlagao de Welch’s.

3. RESULTADOS

3.1 Escolha do composto presente no extrato bruto de Tubastraea spp.
A revisao bibliografica mostrou atividade antiincrustante, antioxidante
e anfungica do composto identificadas previamente.

As analises in silico apontaram para caracteristicas importantes
relativas a propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas (absorgao,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade). Algumas caracteristicas
foram apresentadas por mais de uma ferramenta. A tabela abaixo (Tab.1)
mostra algumas caracteristicas caracteristicas do composto analisadas em

trés plataformas diferentes:

Tabela I: Caracteristicas fisico-quimicas e propriedades farmacocinéticas apresentadas pelas
plataformas SwissADME, admetSAR e pkCSM.

SwissADME admetSAR PkCSM

Propriedades fisico-

quimicas

Massa molecular

Aceptores de

hidrogénio
Aprovado/Lipinski

Doadores de



hidrogénio
Lipofilicidade

Refratividade molar

Lipossolubilidade Aprovado
Tamanho Aprovado
Insolubilidade Aprovado
Polaridade Aprovado
Flexibilidade Aprovado
Insaturacao Reprovado

Propriedades

farmacocinéticas

Alta absorgao

gastrointestinal

Absorgao
¢ (€))
Nao substrato
glicoproteina P
(P-gp)
Distribuigdo Permeével a BHE

Inibidor CYP 1A2

Nao inibidor CYP
1A2, C19, 2C9,
2D6, 3A4

Metabolismo

Toxicidade

Alta absorgao
gastrointestinal
(Gh

Nao substrato
glicoproteina P
(P-gp)

Permeavel a BHE

Inibidor CYP 1A2

Nao inibidor CYP
1A2, C19, 2C9,
2D6, 3A4

Negativo teste AMES

N&o carcionogénico

Alta absorgao
gastrointestinal
(Gh

Nao substrato
glicoproteina P

(P-gp)

Fonte: Autoria propria.
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O filtro de Lipinski foi utilizado através da ferramenta SwissADME que
prevé semelhanca do composto com possiveis farmacos através de
propriedades farmacocinéticas (fisico-quimicas) especificas. 5 parametros
sdo avaliados: como massa molecular, numero de aceptores de ligagao de
hidrogénio (ALH), numero de doadores de ligacdo hidrogénio (DLH), alta
lipofilicidade e a refratividade molar. O 6-bromoindol-3-carboxaldeido n&o
violou os parametros do filtro de Lipinski, 0 que sugere uma boa
biodisponibilidade oral do composto.

O gréafico abaixo foi gerado pela ferramenta SwissADME. O 6-
bromoindol-3-carboxaldeido quando analisado através do grafico radar de
biodisponibilidade (bioavaibility radar), apresentou-se dentro dos valores
esperados para 5 parametros, estes podem ser observados pela linha
delimitada dentro da area rosa, sdo esses (lipossolubilidade entre -0,7 e 5,
volume molar (tamanho) entre 150 e 500g/mol, area de superficie polar
(PSA) (polaridade) entre 20 e 130 angstrons (A2 ), Log S (insolubilidade)
entre 0 e 6 e flexibilidade (numero de rotdmeros entre 0 e 9) e insaturagao,
que prevé a quantidade de insaturagdes ideais da molécula (entre 0,25 e 1),
para insaturagcdo o composto ficou fora do valor ideal, representado pela
linha vermelha na area branca do grafico (Figura 3).
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Figura llI: Grafico radar de biodisponibilidade gerado pela ferramenta de

analise in silico SwissADME.

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Fonte: http://www.swissadme.ch/index.php

Com relacdo a propriedades farmacocinéticas, as trés platafromas
apontaram o 6-bromoindol-3-carboxaldeido como nao constituindo um
subtrato para a glicoproteina P(p-gp), e apresentando-se com alta absorgao
gastrointestinal (Gl). SwissADME e admetSAR apontaram o composto como
permeavel a BHE (Fig. 5). Das trés ferramentas utilizadas, a ferramenta
pkCSM apresenta apenas parametros relativos a absorcdo. Com relacédo a
metabolizacdo de moléculas pela familia de enzimas do citocromo P450
(CYP), as plataformas SwissADME e admetSAR, indicaram que o 6-bromo
indol-3-carboxaldeido é capaz de inibir apenas 1 (CYP 1A2), das 5 enzimas
(CYP 1A2, C19, 2C9, 2D6, 3A4) do citocromo. A plataforma admetSAR
indicou sobre a toxicidade mostrando que o composto é negativo para o

teste Ames e ndo carcinogénico (Figura 4).

Figura IV: Fluxograma exibindo as caracteristicas farmacocinéticas relativas
ao 6-bromoindol-3-carboxaldeido, apresentadas por trés plataformas de
ferramentas de dados in silico: SwissADME, admetSAR e pkCSM.



57

Permeavel a
BHE
6-bromoindo-3-carboxaldéido

Niio carcinogénico
Negativo teste Ames

AdmetSAR

Inibidor CYP 1A2

Nio inibidor CYP C19, _7- N3o substrato
2C9,2D6, 3A4 glicoproteina P[P-gp)
Alta absorgdo GI

Fonte: http://www.swissadme.ch/index.php

O modelo de grafico ovo cozido (boiled-egg), na ferramenta
SwissADME prevé a absorgédo gastrointestinal passiva (Gl) e a permeagéao
da barreira hematoencefalica (BHE). Esse modelo preditivo, é capaz de
realizar estas previsdes a partir de calculos de correlagdo entre os valores
de area de superficie polar (PSA) e coeficiente de particdo (LogP). A area
branca do grafico indica a absor¢céo gastrointestinal passiva e a area
amarela indica permeacao cerebral, as moléculas previstas como nao
absorvidas pelo Gl e BBB ndo permeaveis estdo localizadas na area cinza
ou ainda mais fora do intervalo do grafico. O 6-bromoindol-3-carboxaldeido
se apresentou dentro da area de conjunto branca e amarela (gema),
demonstrado pelo ponto vermelho, indicando que a molécula possui uma

alta probabilidade de cruzamento da BHE e absorg&o Gl (Figura 5).
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Figura V: Grafico de ovo cozido (boiled-egg), gerado pela ferramenta de
analise in silico SwissADME.

Fonte: http://www.swissadme.ch/index.php

3.2. Identificagdo do 6-bromoindol-3carboxaldeido no extrato bruto de
Tubastraea spp.

Para comprovacédo da presenca do alcaloide marinho no extrato de
coral sol que possuiamos e que fora obtido para pesquisa anterior do grupo
no qual testou-se o extrato em células de GBM, realizamos uma analise de
HPLC fornecendo o 6-bromoindol-3-carboxaldeido como padrao. Dentre os
picos apresentados no cromatograma, o extrato de Tubastraea spp.
apresentou pico eluindo no mesmo tempo de retengdo (TR) do padréo 6-
bromoindol-3-carboxaldeido, o espectro ultravioleta (UV) desses picos
também apresentou o mesmo formato (Figura 6).

A analise de HPLC mostrou que o extrato bruto do coral-sol através
do comparativo com o padrao (6-bromoindol-3-carboxaldeido) apresentou o
mesmo espectro do comprimento de onda (em 266nm), assim como o tempo
de retencdo proximo de 10 minutos nas duas amostras foi proximo,

indicando a presencga do alcaloide marinho no extrato fornecido na analise.
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Figura 6. Analises cromotograficas do extrato de Tubastraeaspp.(a) Tempo de retengao
do padrao (6-bromoindol-3-carboxaldehyde) e da amostra do extrato de Tubastraeaspp. em
=10 minutos. Tempo de retengdo do padrdo (6-bromoindol-3-carboxaldehyde 0,5mg/mL-
266nm por cromatografia liquida. E Analise por cromotografia liquida de alta
eficiéncia,demosntrando espectro do comprimento de onda em 266nm (b) do padrao (6-
bromoindol-3-carboxaldehyde) e do (c) extrato bruto de Tubastraea spp.

3.3 Potencial citotoxico do 6-bromoindol-3-carboxaldeido em modelo
2D de GBM

Investigamos o potencial do 6-bromoindol-3-carboxaldeido com
relacdo a possivel potencial citotéxico em modelos de cultura celular 2D. O
tratamento das células com 6-bromoindol-3-carboxaldeido foi testado nas
linhagens T98G e U251 nas concentragdes crescentes: controle,1,10, 100 e

1000uM. Apds 72 horas de tratamento, foi observada uma resposta de 1C50
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na atividade mitocondrial das células T98G=139uM (Fig. 7a), e diferenca
significativa entre o controle e a concentracao de 1000uM. A figura 7
(b,c,d,e,f), mostraram as alteragdes morfolégicas de maneira dose
dependente observadas através de microscopia de contraste de fase em que
nas concentracoes de 100uM e 1000 uM foram observadas células mortas e
suspensas (Fig.7 e,f).
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Figura 7. Avaliagao in vitro da atividade citotéxica do 6-bromoindol-3-carboxaldeido
em células T98G in modelo 2D. Morfologia do contraste de fase e viabilidade de células de
GBM, (a) IC50 (139uM), (b)controle, (c)1uM, (d)10uM (e)100uM e (f)1000uM, cultura de
células tratadas com 6-bromoindol-3-carboxaldeido apds 72 horas de tratamento através do
método MTT. Cada gréafico é representativo de 3 experimentos independentes feito em
quintuplicata, sendo a mediana % distribuicdo (min-max). Estatistica realizada pelo teste de
Kruskal-Wallis com poés teste de Dunn relativo ao controle; * P < 0,05. Fotografia em
microscoépio de contraste de fase. Magnificagio: 4x.

Apds 72 horas de tratamento, foi observada uma resposta de IC50 na
atividade mitocondrial das células U251=359uM (Fig.8a), porém nao foi
apresentado diferenga significativa entre o controle e a concentragdo de
1000uM. A figura 8 (b,c,d,e,f) mostrou as alteragbes morfolégicas de
maneira dose-dependente observadas através de microscopia de contraste
de fase em que nas concentragcées de 100uM e 1000 uM foram observadas

células mortas e suspensas (Fig.8 e,f).
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Figura 8. Avaliacao in vitro da atividade citotéxica do 6-bromoindol-3-carboxaldeido
em células U251 in modelo 2D. Morfologia do contraste de fase e viabilidade de células de
GBM, (a) IC50 (359uM), (b), (c), (d), (e) e (f) cultura de células tratadas com 6-bromoindol-3-
carboxaldeido apds 72 horas de tratamento através do método MTT. Cada grafico é
representativo de 3 experimento independentes feito em quintuplicata, sendo a mediana %
distribuicdo (min-max). Estatistica realizada pelo teste de Kruskal-Wallis com pos teste de
Dunn relativo ao controle; * P < 0,05. Fotografia em microscépio de contraste de fase.
Magnificagéo: 4x.

Apdés 72 horas de tratamento, foi observada uma resposta de
inibicdo nas duas linhagens, T98G de 139uM, e nas células U251 a IC50
apresentada foi de 359uM. Alteracbes morfolégicas de maneira dose-
dependente foram observadas através de microscopia de contraste de fase
nas duas linhagens celulares, em que nas concentragbes de 100uM e
1000uM foram observadas menor concentragdo de células vivas e aderidas
se comparadas ao controle. Observou-se que o tratamento causou uma
reducdo significativa na atividade mitocondrial de ambas as linhagens
celulares com IC50 entre 100 e 1000uM, porém com valor mais altos na
linhagem U251.

3.4 Potencial citotéoxico do 6-bromoindol-3-carboxaldeido em modelo
3D de GBM.

Investigamos o potencial do 6-bromoindol-3-carboxaldeido com
relacdo a possivel potencial citotéxico em modelos de cultura celular 3D. O

tratamento de esferoides de GBM com 6-bromoindol-3-carboxaldeido foi
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testado nas linhagens T98G e U251 nas concentragbes crescentes:
controle,1,10, 100 e 1000uM. O alcaloide marinho causou uma reducao
significativa na atividade da fosfatase acida detectada através da leitura de

espectrofotometria.

Apds 96 horas de tratamento, foi observada uma resposta na
atividade da fosfatase acida (Figura 9), dos esferoides T98G, que
apresentaram uma IC50 de 479+(264-1067)uM, e diferenga significativa

entre o controle e a concentragdo de 1000uM.
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Figura 9. Avaliagao in vitro da atividade citotéxica do 6-bromoindol-3-carboxaldeido
em células T98G em modelo 3D. Viabilidade de células de GBM tratadas em
concentragdes crescentes (Controle, 1, 10, 100 e 1000uM) apdés 96horas de tratamento
através da dosagem da atividade da fosfatase acida. IC50 da atividade da fosfatase
acida(479uM)(198+650). Os graficos sédo representativos de 3 experimento independentes
feito em quintuplicata, sendo a mediana % faixa (distribuicdo min-max). Kruskal-Wallis com
pos teste de Dunn relativo ao controle; * P < 0,05.

Os esferoides da linhagem U251 foram submetidos as mesmas
concentracbes das células T98G e apds 96 horas de tratamento, foi
observada uma resposta na atividade da fosfatase acida (Figura 10), os
esferoides U251 apresentaram IC50 de 1000+(872-1956)uM e diferenca
significativa entre o controle e a concentragao de 1000uM.
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Figura 10. Avaliagao in vitro da atividade citotéxica do 6-bromoindol-3-carboxaldeido
em células U251 em modelo 3D. Viabilidade de células de GBM tratadas em
concentragdes crescentes (controle, 1, 10, 100 e 1000uM) apés 96 horas de tratamento
através da dosagem da atividade da fosfatase acida. (a)lC50 da atividade da fosfatase
acida(1000uM)(872+1956). Os graficos sao representativos de 3 experimento
independentes feito em quintuplicata, sendo a mediana + faixa (distribuicdo min-max).
Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn relativo ao controle; * P < 0,05.

As duas linhagens (T98G e U251) mostraram IC50 entre 100 e
1000uM, a linhagem das células T98G se mostrou mais sensivel ao teste
com um valor de IC50 menor. O teste de Kruskal wallis com pos teste
Dunn’s apresentou diferengca significativa nas duas linhagens, entre o

controle e a maior concentracao.

3.5 Avaliacao de espécies reativas de oxigénio através do fluorocromo
DCFHDA.

Na quantificagdo de EROs nas células através do fluorocromo
DCFHDA, o tratamento das células de GBM in vitro no modelo 2D foi testado
na linhagem T98G com 6-bromoindol-3-carboxaldeido na concentragéo
controle (OuM), comparada ao tratado 200uM, apos 24h de tratamento. O
alcaloide marinho causou um aumento significativo nas EROs nas células
tratadas, detectada através do aumento da fluorescéncia por

espectrofluorimetria (**p< 0,01).
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Figura 11. Avaliacao in vitro do estresse oxidativo (EROs), das células T98G expostas
ao 6-bromoindol-3-carboxaldeido, em modelo 2D. Células de GBM controle (OuM) e
tratadas (200uM) apds 24 horas de tratamento através da quantificagdo de EROs por
espectrofluorimetria. Intensidade de fluorescéncia (u.a.), excitagdo de 470nm e emissao de
550-550nm (verde). O grafico é representativo de 1 experimento independente feito em
quintuplicata. Dados representados pela media tdesvio padrdo através do teste t com
correlagdo de Welch’s,**p<0,01.

Figura 12. Fotografia das células T98G expostas ao 6-bromoindol-3-carboxaldeido, em
modelo 2D (EROs). Identificagdo de EROs por espectrofluorimetria, fluorocromo DCFHA.
(a) células de GBM controle, (b) células de GBM tratadas (200uM), apds 24h de tratamento.
Intensidade de fluorescéncia (u.a.), excitagdo de 470nm e emissdo de 550-550nm (verde).
Os grafico é representativos de 1 experimento independente feito em quintuplicata.
Microscépio de fluorescéncia Olympus, BX51, aumento de 20x.

3.6 Avaliagao da proliferagao celular através do fluorocromo 7-AAD

Na avaliacdo do fluoroforo 7-AAD, que permite a marcacdo da
proliferacdo celular, o tratamento das células de GBMin vitro no modelo 2d

foi testado na linhagem T98G com 6-bromoindol-3-carboxaldeido na
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concentragédo controle (OuM), comparada ao tratado (200uM), apos 24h de
tratamento. O alcaloide marinho causou uma diminuigdo significativa da
proliferacdo celular nas células tratadas, detectada através da diminuicdo da

fluorescéncia através da espectrofluorimetria(***p < 0,001).
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Figura 13. Avaliagao in vitro da proliferacao celular, das células T98G expostas ao 6-
bromoindol-3-carboxaldeido, em modelo 2D. Células de GBM controle (OuM) e tratadas
na concentragcdo de 200uM apds 24 horas de tratamento, quantificacdo da proliferagdo
celular através da fluorescéncia por espectrofluorimetria, 475nm e emissao de 580-640nm
(vermelho). Intensidade de fluorescéncia (u.a.). O grafico €& representativo de 1
experimento independente feito em quintuplicata. Dados representados pela media +
desvio padrao através do teste t com correlagdo de Welch’s, ***p < 0,001.

Figura 14. Fotografia das células T98G expostas ao 6-bromoindol-3-carboxaldeido em
modelo 2D. Proliferagdo celular marcada por fluorocromo 7AAD, leitura por
espectrofluorimetria. (a) Células de GBM controle, (b) células de GBM tratadas (200uM),
apos 24h de tratamento. Intensidade de fluorescéncia, 475nm e emissdo de 580-640nm
(vermelho). O grafico é representativo de 1 experimento independente feito em
quintuplicata. Microscépio de fluorescéncia Olympus, BX51, aumento de 20x.
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3.7 Avaliagao da autofagia e viabilidade celular através do fluorocromo
laranja de acridina

Na avaliacdo do fluoroforo AO (laranja de acridina), que mede
autofagia, o tratamento das células de GBM in vitro no modelo 2D, foi
testado na linhagem T98G com 6-bromoindol-3-carboxaldeido na
concentragédo controle (OuM), comparada ao tratado (200uM), apos 24h de
tratamento. O alcaloide marinho ndo causou alteragdo significativa da

acidificagao e autofagia nas células tratadas.
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Figura 15. Avaliagdo in vitro da autofagia celular, das células T98G expostas ao 6-
bromoindol-3-carboxaldeido, em modelo 2D. Células de GBM controle (OuM) e tratadas
na concentragao de 200uM apds 24 horas de tratamento, quantificacdo da acidificagcao
celular através da fluorescéncia por espectrofluorimetria, excitacdo de 580 a 640nm
(vermelho). Intensidade de fluorescéncia (u.a.). O grafico é representativo de 1
experimento independente feito em quintuplicata. Dados representados pela médiatdesvio
padrao através do teste t com correlagdo de Welch'’s.

Na avaliacdo do fluoréforo AO (laranja de acridina), que detecta
células viaveis, o tratamento das células de GBM in vitro no modelo 2D foi
testado na linhagem T98G com 6-bromoindol-3-carboxaldeido na
concentragédo controle (OuM), comparada ao tratado (200uM), apos 24h de
tratamento. O alcaloide marinho ndo causou diferenga significativa entre

células do controle e do tratamento.
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Figura 16. Avaliagao in vitro da viabilidade celular, das células T98G expostas ao 6-
bromoindol-3-carboxaldeido, em modelo 2D. Células de GBM controle (OuM) e tratadas
na concentragao de 200uM apds 24 horas de tratamento, quantificagdo da viabilidade
celular através da fluorescéncia por espectrofluorimetria, filtro de excitacdo de 500-550nm
para células viaveis (verde), através do fluorocromo laranja de acridina. Intensidade de
fluorescéncia. O grafico é representativo de 1 experimento independente feito em
quintuplicata. Dados representados pela media + desvio padrdo através do teste t com
correlagao de Welch’s.

Nos testes realizados com os fluorocromos foram utilizados somente
as células T98G. O 6-bromoindol-3-carboxaldeido, causou um aumento
significativo nas espécies reativas de oxigénio nas células T98G, detectado
através da quantificacdo do fluoroforo (DCFHDA) na concentragdo de
200uM, quando comparado ao controle (OuM) (Fig.11), com nivel de
significancia de (p< 0,01). Na fotografia das células onde €& possivel
visualiza-las através da fluorescéncia verde, as células do controle (Fig.12a)
aparecem em menor quantidade e com a fluorescéncia de menor
intensidade, aparentemente algumas estruturas da laminas também
parecem fluorescer na imagem. As células da concentragdo tratada
(Fig.12b), aparecem mais definidas e brilhantes, indicando que houve o
aumento nas ROS e consequente fluorescéncia como indica o grafico
quantitativo. O 6-bromoindol-3-carboxaldeido causou a diminuicdo da
proliferacdo celular na concentragdo de 200uM quando comparado ao
controle (Fig. 13), apd6s 24h de tratamento, detectado através da
quantificacdo da fluorescéncia do fluorocromo 7AAD, com nivel de
significancia de (***p < 0,001). Na fotografia das células, onde é possivel

visualiza-las através da fluorescéncia vermelha, as células do controle
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(Fig.14a) aparecem em maior quantidade e bem definidas pela marcagéo do
fluorocromo, nas células tratadas (Fig.14b) € possivel visualizar poucas
células marcadas em vermelho. Nos testes nos quais foram utilizados o
fluorocromo AO, a quantificagdo n&o apresentou diferencga significativa entre
o controle e o tratado, nem para células acidificadas (Fig.15), nem para
células viaveis (Fig.16). Obs: As fotografias da fluorescéncia de AO, nao
apresentaram resultado satisfatério, portanto ndo foram apresentadas neste

documento.

3.8 Teste de toxicidade em embriao de peixe zebra

No teste de toxicidade em embrides de peixe-zebra, os embrides
foram submetidos as concentracbes em diferentes tempos apos a
fertilizacdo. Na figura abaixo (Fig.17), vemos os embrides expostos ao
alcaloide no tempo de 2-4hpf, a(controle), b(controle+dmso), c(1uM),
d(10uM) e (100uM), f(1000)uM, foram fotografados com 24h apos o
tratamento. Os embrides g(Controle), h(controle+dmso), i(1pM), j(10uM) que
aparecem nas imagens sdo 0os mesmos embridesporémforam fotografados
48h pos tratamento. Os embrides submetidos as concentragdes de 100 e
1000pM  morreram/coagularam, nas primeiras 24h de experimento,
apresentando caracteristicas de letalidade nessas concentragdes. Os
embrides nas concentracbes de 1 e 10uM foram comparados com o
controle, e com ocontroletdmso e n&o apresentaram deformidades

morfologicas em ate 48h apos o] tratamento.
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Figura 17. Embrides de Peixe-zebra, a(Controle), b(controle+dmso), c(1uM), d(10uM)
e(100uM), f(1000uM) expostos as concentracdes no tempo de 2-4hpf e fotografados
com 24h poés tratamento. Embrides g(Controle), h(controle+dmso), i(1uM), j(10uM)
fotografados 48 hpt. Os embrides foram fotografados em microscépio invertido Zeiss,
PrimoVert 99C, com aumento de 4x. Foram realizados 3 experimentos independentes em
triplicata, totalizando 15 embrides por experimento.

Na figura abaixo (Fig18), vemos os embribes expostos as
concentragbes no tempo de 4-6hpf e fotografados com 24h apds o
tratamento. Os embrides g(Controle), h(controle+dmso), i(1uM), j(10uM)
foram fotografados 48h pos-tratamento. Os embrides submetidos as
concentragdes de 100 e 1000uM morreram/coagularam nas primeiras 24h
de experimento, assim como os embrides submetidos no tempo de 2-4hpf.
Os embrides nas concentracbes de 1 e 10uM foram comparados com o
controle e com o controletdmso e nao apresentaram deformidades

morfologicas em até 48h pos-tratamento.
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Figura 18. Embrides de Peixe zebra, a(Controle), b(controle+dmso), c(1uM), d(10uM)
e(100uM), f(1000uM) expostos as concentragdes no tempo de 4-6hpf e fotografados
com 24ht tratamento. Embrides g(Controle), h(controle+tdmso), i(1uM), j(10uM)
fotografados 48hpt. Os embrides foram fotografados em microscopio invertido Zeiss,
PrimoVert 99C, com aumento de 4x. Foram realizados 3 experimentos independentes em
triplicata totalizando 15 embriGes por experimento.

Na figura abaixo (Fig.19), vemos os embrides expostos as
concentragdes no tempo de 8-10hpf e fotografados com 24h pés-tratamento.
Os embrides g(Controle), h(controle+tdmso), i(1uM), j(10uM) foram
fotografados 48h pos-tratamento. Os embrides submetidos as concentragées
de 1000pM morreram/coagularam nas primeiras 24h de experimento, alguns
coagulados, alguns com atraso. Os embrides da concentragdo de 100uM
nao morreram nas primeiras 24 horas, apresentando um inicio de

desenvolvimento e uma morte mais tardia, em até 48 horas.
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Figura 19. Embridoes de Peixe zebra, a(Controle), b(controle+dmso), c(1uM), d(10uM)
e(100uM), f(1000pM) expostos as concentragdes no tempo de 8-10hpf e fotografados
com 24h poés tratamento. Embrides g(Controle), h(controle+dmso), i(1uM), j(10uM),
k(100uM) e I(1000uM) fotografados 48hpt. Os embrides foram fotografados em microscopio
invertidoZeiss, PrimoVert 99C com aumento de 4x. Foram realizados 3 experimentos
independentes em triplicata, totalizando 15 embrides por experimento.

Na figura abaixo (Fig. 20), vemos os embrides expostos as
concentragdes no tempo de 12hpf e fotografados com 24h pés-tratamento.
Os embrides g(Controle), h(controle+tdmso), i(1uM), j(10uM) foram
fotografados 48h pos-tratamento. Os embrides submetidos as concentragoes
de 1000uM morreram/coagularam nas primeiras 24h de experimento, os
submetidos as concentragdo de 100uM demoraram um tempo maior para

morrer, sendo esse um resultado parecido com o do tempo de 8-10hpf.
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Figura 20. Embrides de Peixe zebra, a(Controle), b(controle+dmso), c(1uM), d(10uM)
e(100uM), f(1000uM) expostos as concentragées no tempo de 10 a 12hpf e
fotografados com 24h poés tratamento. Embrides g(Controle), h(controle+dmso), i(1uM),
j(10uM) e k(100uM) fotografados 48hpt. Os embrides foram fotografados em microscépio
invertido Zeiss, PrimoVert 99C, com aumento de 4x. Foram realizados 3 experimentos
independentes em triplicata, totalizando 15 embrides por experimento.

Os embrides submetidos no tempo de 2-4hpf apresentaram apenas
caracteristicas de letalidade, Lammer et al.(2009), como morte por
coagulagao do embrido, isso nas concetragbes mais altas (100 e 1000uM),
logo no tempo de 24hpt. As concentragdes de 1,10 e controle+controle com
dmso, continuaram a ser acompanhadas até as 48h pds-tratamento, porém
ndo apresentaram outras quaisquer caracteristicas que indicassem
letalidade, subletalidade ou teratogenicidade desenvolvendo-se de maneira
esperada como o controle. Os embrides submetidos no tempo mais préximo

a fertilizagdo 2-4h, apresentaram um resultado similar aos embrides
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submetidos no tempo de 4-6hpf, com os mesmos efeitos de letalidade nas
maiores concentracbes em 24h(100 e 1000uM) e sem apresentarem

alteragdes morfologicas nas outras concentragdes testadas (1 e 10uM).

Os embrides submetidos no tempo de 8-10hpf e 12hpf apresentaram
um resultado diferente dos que foram submetidos em tempos mais precoces.
No tempo de 8-10hpf a taxa de mortalidade dos embrides na concentragao
de 1000uM é de 100% em 24h, na concentragdo de 100uM a maioria dos
embrides conseguem se formar e estdo vivos no tempo de 24hpf, porém
morrem em até 48h apds o tratamento. Na figura 3.9 é possivel ver um
embrido da concentracdo de 1000uM que chega a se formar, porém no
tempo de 24h apresenta atraso no seu desenvolvimento (desenvolvimento
referente a 8h de desenvolvimento) (Kimmelet al., 1995). No tempo de 12hpf
o resultado se mostra mais parecido com o tempo de 8-10hpf, os embrides
na concentracdo de 1000uM morreram até as primeiras 24h apds o
tratamento, os embrides da concentragao de 100uM boa parte chegam a se
desenvolver durante as primeiras 24hrs porém em até 48h do tratamento
eles ndo sobrevivem. O alcaloide ndo foi capaz de induzir outras alteragdes
que indicassem, subletalidade ou teratogenicidade como: alteragdo na

formacao de somitos, formacao de edema e alteragao na pigmentagéao.

4. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, esforgcos consideraveis tém acontecido para
desvendar as bases metabdlicas do GBM a fim de encontrar novos
caminhos terapéuticos para o tratamento (Chen Z et al., 2018). Novos
produtos a partir de compostos naturais sdo sugeridos como possiveis
solugcdes para o tratamento do GBM e medicamentos e moléculas sintéticas
baseadas em produtos naturais representaram mais de 50% dos novos

medicamentos (Newman et al., 2020).

Das dezenas de espécies diferentes do género Tubastraea
identificadas até o momento, 4 dessas foram descobertas recentemente, e

algumas espécies descritas anteriormente ja foram relacionadas a possiveis
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aplicagbées farmacologicas, seja atravées do extrato bruto do organismo,
através de organismos que vivem associados a esses individuos ou por

compostos isolados e seus derivados sintéticos.

Oliveira et al. (2022) sugeriram que a ocorréncia generalizada da
Tubastraea podia ser associada a sua producao de metabdlitos secundarios
contra predadores e competidores. A producdo e liberacdo dessas
substancias quimicas protetoras podem ser usadas contra consumidores e
competidores de espécies nao-nativas como estratégia para colonizagao de
uma nova area (Lages et al., 2010). Espécies do género Tubastraea séo
fontes de acidos graxos, esterois, macroélidos de polioxazol seus derivados, e
alcaloides (Maia et al., 2014). Os corais produzem substancias inéditas com
novas estruturas resultando na descoberta de importantes bioativos e novos
mecanismos bioldgicos (Zhang et al., 2019). Nao somente extratos retirados
desses organismos tém sido usados para investigacdo de propriedades
biotecnoldgicas, assim como compostos isolados, sintetizados ou oriundos

da microbiota associada a esses corais.

De acordo com Behl T et al. (2021), os produtos naturais protegem
as células gliais reduzindo o estresse oxidativo e a neuroinflamagao, inibindo
a proliferagdo, induzindo a apoptose, inibindo eventos pro-oncogénicos e
intensificando as potentes terapias antitumorais. Os compostos
heterociclicos, contendo pelo menos um heteroatomo, como oxigénio,
nitrogénio ou enxofre, podem ser aceitadores e doadores de ligacbes de
hidrogénio, podendo se ligar a varios alvos moleculares, provocando
diversos efeitos farmacolégicos (Dhiman A, Sharma R, Singh RK, 2022;
Gevorgyan V,2012), por esse motivo tem se mostrado promissores na
industria farmacéutica. Dentre esses compostos, o indol é considerado um
dos compostos mais privilegiados na quimica heterociclica, por isso pode
servir como uma sonda eficaz para o desenvolvimento de novos candidatos
a medicamentos contra doencas desafiadoras como tipos de cancer,
incluindo o GBM (Salerno et al., 2023). O 6-bromoindol-3-carboxaldeido, ja
foi identificado em algumas espécies do género Tubastraea spp., e em
estudos, ja apresentou efeito citostatico, inbindo a divisdo de ovos de ouri¢co
do mar, quando isolado da esponja marinha lotrochota purpurea (Carletti et
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al., 2000), exibiu citotoxicidade contra linhagens celulares de tumor de
préstata (PC-3M e LNCAP (Wang et al., 2013), atividade antibidtica e
antiincrustante quando isolado da bactéria Acinetobacter sp. associada a
ascidia Stomozoa Murray (Olgin et al., 1997). E atividade anti-fungica contra
o fungo de solo Mortierela ramannianus, quando isolado da esponja
Halichondria sp. (Hong-yu et al., 1994). Embora o mecanismo molecular
exato de acdo do 6-bromoindol-3-carboxaldeido, ainda ndo tenha sido
definido, acredita-se que a bromagao aumente significativamente a poténcia
dos carboxaldeidos inddlicos. E isso poderia implicar que este composto
exerga seus efeitos no nivel molecular por meio de interagbes de ligagao
com biomoléculas, inibicdo ou ativacdo de enzimas e alteragdes na
expressao genetic (https://www.benchchem.com/product/b099375). Alguns
medicamentos anticancerigenos de alcaloides contendo indol ja tem sido
utilizados como vincristina e vinblastina, e existe uma procura e pesquisa por
novos compostos com possivel efeito antitumoral. Lu JJ et al. (2012); Isah T.
(2016), afirmam que esses compostos (alcaloides) induzem danos ao DNA,
parada do ciclo celular, apoptose e autofagia, e simultaneamente inibem a
angiogénese e a proliferagdo em células tumorais. Apesar do alcaloide
marinho 6-bromoindol-3-carboxaldeido ja tenha sido testado e comprovado
com relagdo a algumas atividades farmacoldgicas, ha poucos estudos em
que fora usado para teste em atividade antitumoral. Neste cenario,
ferramentas computacionais podem oferecer um grande auxilio a descoberta
de moléculas com caracteristicas favoraveis a se tornarem potenciais
farmacos, essas plataformaspermitem a predicdo do desempenho de
moléculas no modelo in silico e sao capazes de fornecer informacdes
importantes e cruciais para o levantamento de dados a respeito do composto
que se deseja investigar. As ferramentas tecnoldgicas in silico tém sido
utilizadas também como uma alternativa de avaliacdo das propriedades
ADMET pelo fato dos estudo in vivo e in vitro serem mais custosos e
demandarem mais tempo, tecnologias de ferramentas computacionais in
silico sao utilizadas desde 1980 no processo de descoberta de novos
medicamentos (Shen et al., 2010). Além de propriedades ADMET, também
sdo fornecidos dados fisico-quimicos. A ferramenta de analise utilizada

SwissADME, fornece acesso a cinco filtros diferentes baseados em regras e
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parametros especificos. Estes filtros projetados por grandes farmacéuticas
visam aumentar a exceléncia das suas bibliotecas de compostos. O filtro
mais utilizado para guiar essas analises e o primeiro como tentativa de guiar
o design de compostos de boa disponibilidade oral , consiste na regra dos 5
de Lipinski, que ajuda a distinguir entre moléculas semelhantes ou néo a
medicamentos (Pillai et al., 2001). Ele prevé alta probabilidade de sucesso
ou fracasso devido a semelhanga com medicamentos, para moléculas que
cumprem 2 ou mais das seguintes regras: Massa molecular menor que 500
Dalton, numero de aceptores de ligagao de hidrogénio (ALH) inferior ou igual
a 10, numero de doadores de ligagdo hidrogénio (DLH) menor ou iqual a 5;
alta lipofilicidade (expressa como LogP menor que 5) e refratividade molar
deve estar entre 40-130. O 6-bromoindol-3-carboxaldeido foi aprovado de
acordo com as regras de Lipinksi, sugerindo assim uma boa disponibilidade
oral do composto através do uso da plataforma SwissADME (Tab.1). Dois
graficos sdo apresentados pela ferramenta SwissADME para representagao
de dados. O grafico de radar de biodisponibilidade (Fig.3), apresenta um
conjunto de propriedades favoraveis que indicam uma excelente
biodisponibilidade oral e perfil de semelhanca com farmacos, chamamos
essas moléculas de druglikenes: molécula que contenha propriedades fisico-
quimicas semelhantes a maioria dos farmacos conhecidos, a ferramenta
compara valores experimentais de referéncia obtidos de estudos das
propriedades fisico-quimicas dos principais medicamentos desenvolvidos
(De Lima et al., 2020). A anélise é baseada nas propriedades: lipofilicidade,
tamanho, polaridade, insolubilidade, flexibilidade e insaturagdo. Para um
perfil ideal de biodisponibilidade as linhas do grafico precisam estar dentro
da area rosa (Magalhdes et al., 2022). O alcaloide apresentou 1, dos 6
parametros fora da margem, o que indica que ele ndo é adequado com
relacdo ao pardmetro insaturagdo, porém se mostrou de acordo com os
outros 5 parametros analisados, apresentando lipofilicidade, flexibilidade,
insolubilidade, polaridade e tamanho da molécula adequados aos valores
esperados de um farmaco. Quando se trata de candidatos a farmacos,
Kadam et al. (2007), reforca que avaliar as caracteristicas quimicas versus
propriedades bioldgicas é essencial para obter um composto druglikeness, e

logo grande probabilidade de ser, biologicamente, ativo apresentando
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potencial terapéutico (Kadam et al., 2007). As propriedades ADMET
desempenham papéis importantes na descoberta/desenvolvimento de
produtos de consumo, medicamentos, produtos quimicos industriais e até
pesticidas. Essas informacbes sdo especialmente uteis para conduzir
avaliagbes de risco ambiental e humano (Cheng et al., 2019). E sabido que
nas fases iniciais da descoberta de medicamentos, as analises in silico que
indicam propriedades semelhantes a medicamentos, tem sido amplamente
utilizadas como uma triagem para selecionar compostos candidatos a
farmacos, e parametros farmacocinéticos como distribuicdo sdo cruciais para
a entrega do farmaco ao seu alvo (Romanelli et al., 2022). O autor também
ressalta que perfis farmacocinéticos e farmacodinédmicos (PK/PD) ruins séo
as principais razbes para falhas de candidatos em ensaios clinicos do
farmaco em um sistema vivo. Um fator favoravel ao uso doalcaloide 6-
bromoindol-3-carboxaldeido com relacdo a atividade antitumoral é a
capacidade que ele apresentou de atravessar BHE, identificada em analise
através da plataforma SwissADME (Tabela 1). A BHE funciona como um
filtro capaz de impedir a passagem de muitas moléculas até o cérebro,
dificultando a passagem de xenobidticos. Zhai K et al. (2021) enfatiza que a
eficacia das substancias naturais no GBM acaba sendo limitada pela sua
biodisponibilidade e permeabilidade da barreira hematoencefalica e varias
formulagbdes quimicas sdo propostas para melhorar suas propriedades
farmacoldgicas, sendo esse um fator que limita o sucesso e a evolugao de
alguns testes. Uma maneira intuitiva de avaliar dois parametros principais
das propriedades ADME ¢é através do grafico boiled-egg. A analise do
composto em relacédo a propriedade de permeacgao através das barreiras Gl
e BHE, foi analisada através da plataforma SwissADME e demonstrada pelo
grafico (Fig. 5), o alcaloide se encontra pontualmente posicionado em cima
da area amarela, esta, acima da area branca do grafico, indicando que este
possui caracteristicas que indicam alta probabilidade de permeabilidade a
BHE e absorcdo GIl, em se tratando de uma farmaco que precisaria ser
entregue ao seu alvo na regido cerebral, essa propriedade constitui uma
caracteristica altamente vantajosa. A alta absorgao intestinal, indicada pelas
trés plataformas utilizadas, também aparece como uma caracteristica

positive em se tratando do desenvolvimento de um farmaco de
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administragao oral. Uma outra caracteristica que se relaciona diretamente a
entrega do composto ao alvo na regido cerebral, € o fato dele ndo se
apresentar como substrato para a glicoproteina P (P-gp), indicada também
pelas trés plataformas analisadas. A glicoproteina-p € uma proteina
transmembrana transportadora de medicamentos quimioterapicos para o
interior das células, esta funciona como uma barreira de xenobioticos em
mamiferos, esta relacionada ao desenvolvimento de resisténcia de células
cancerigenas a multiplos medicamentos quimioterapicos (Syed et al., 2017).
A resisténcia a multiplos farmacos (RMD) promovida pela glicoproteina-P é a
forma de resisténcia mais estudada in vitro, in vivo e clinicamente, a
expressao aumentada dessa proteina € um fator de resisténcia que oferece
um grande problema a moléculas que necessitam atravessar a BHE e
chegar até o cérebro. O fenbmeno de auséncia de resposta ao tratamento
de neoplasias envolvendo o fendbmeno RMD chega a cerca de 90% dos
casos de cancer metastatico (Huber et al., 2010). Um parametro analisado
relacionado ao metabolismo do alcaloide e a metabolizacido de moléculas do
citocromo P450 (CYP). Esta familia de isoenzimas é responsavel pela
eliminacdo de farmacos como resultado da biotransformagcdo metabdlica. O
CYP tem cinco isoformas principais que interagem com mais de 90% dos
farmacos aprovados, ou seja, CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e
CYP3A4. A inibicao das enzimas da familia CYP permite que compostos
quimicos possam induzir efeitos adversos e toxicidade devido ao acumulo
nas células ou no sangue. As plataformas SwissADME e admetSAR,
indicaram que o 6-bromo indol-3-carboxaldeido é capaz de inibir apenas 1
(CYP 1A2), das 5 enzimas (CYP 1A2, C19, 2C9, 2D6, 3A4) do citocromo.
Desta forma entende-se que o alcaloide se caracteriza apresentando um
comportamento molecular de baixa promiscuidade inibitéria. Com relagdo ao
parametro toxicidade, o composto também apresentou resultado negativo no
teste de Ames, o teste de Ames € um ensaio biolégico que analisa se uma
substancia quimica pode causar mutagées no DNA, ser genotoxico,
mutagénico ou carcinogénico, esse teste é usado mundialmente como uma
triagem inicial para determinar o potencial mutagénico de novos produtos
quimicos e medicamentos (Tejs & Sebastian., 2008). Este é sem duvida o

principal e mais importante teste de pré-triagem de carcinbgenos no
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desenvolvimento de varios produtos quimicos e comerciais que passam por
aprovagao regulatéria, assim como produtos industriais, agricolas,

farmacéuticos e produtos aditivos (Zeiger et al., 2019).

Nos resultados dos testes do alcaloide em modelos in vitro de GBM,
o composto causou citotoxicidade no modelo 2D e no modelo 3D. Os
resultados da CI50 encontrados para as duas linhagens seguiram a mesma
propor¢ao, sendo no modelo 2D, com um valor de CI50 menor T98G(139uM)
(Fig.7a), e U251 (359uM) (Fig.8a), e aumentando cerca de trés vezes mais,
no modelo 3D, T98G(479uM) (Fig.9) e U251(1000uM) (Fig.10), como o
modelo 3D é mais complexo e reflete melhor o tumor no ambiente original ja
era esperado que fosse necessario uma concentragdo mais alta do
composto para causar efeitos de toxicidade observada no modelo 2D. Calori
et al. (2022), destaca que, a nivel de representatividade, os esferoides de
GBM se apresentam como uma plataforma de teste alternativa promissora
para modelos in vivo de cancer cerebral, considerando ainda o principio dos
3Rs do uso animal em ensaios pré-clinicos. Tanto no modelo 2D quanto no
3D, o alcaloide marinho apresentou um valor de citotoxicidade mais baixo
nas células T98G do que nas células U251, sendo efeito modelo e tipo
celular dependente. Sendo assim as células T98G se mostraram mais
sensiveis ao tratamento nos dois modelos testados. A linhagem celular
T98G € intimamente representativa dos fendtipos proliferativos e invasivos
mais comuns do GB em estudos, in vitro e in vivo (Oraiopoulou., et al 2019).
Esta sustenta as principais caracteristicas dos GBM e, portanto, podem
servir como objetos de pesquisa na investigacdo desse tipo de neoplasia
(Kiseleva et al., 2016). E sabido que diferentes linhagens de GBM podem
apresentar diferentes perfis moleculares, e diferentes respostas ao mesmo
tratamento, um exemplo é a resposta de algumas linhagens de GBM ao
TMZ, as células T98g LN-18, T98G e U138 sao resistentes ao medicamento,
e em contrapartida outras células de GBM como A172, U87, U251 e U373
sado sensiveis a TMZ (Lee et al., 2016). Portanto, diferentes respostas ao
mesmo tratamento n&o € incomum, devido a heterogeneidade do tumor. No
modelo 2D é possivel ver que as células se encontram soltas do fundo da

placa e em menor quantidade conforme a concentragdo do composto
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aumenta. As células soltas de acordo com o aumento da concentracdo,
reforcam a resposta de citotoxicidade apresentada pelo ensaio MTT.
Segundo literatura analisada, o 6-bromoindol-3-carboxaldeido parece ter
sido testado pela primeira vez em células de GBM. Alguns medicamentos a
base de indol estdo em fase de testes clinicos e pré-clinicos, e outros ja séo
utilizados para tratamento anticancer. Como o mecanismo de tumorigénese
do GBM ainda nao € totalmente conhecido, muitos pacientes sofrem
recaidas apoés a ineficacia dos tratamentos disponiveis (Zhang et al., 2020).
Dados correlacionais da literatura sugerem que subtipos de GBM
molecularmente distintos exibem diferengas em seu microambiente, desta
forma podem responder de maneira diferente ao mesmo tipo de tratamento.
Sem duvida um dos grandes desafios para o desenvolvimento de uma
terapia eficaz para o GBM continua sendo a heterogeneidade desse tipo de
tumor.Além da incapacidade de tratar GBM de forma eficaz, que se deve em
parte a mecanismo de angiogénese, com capacidade das células de se
infiltrarem e colonizarem o tecido cerebral normal, tornando quase
impossivel a remogao cirurgica total das células malignas (Quereda et al.,
2018). Os medicamentos a base de indol que estdo nos estagios de
desenvolvimento contra GBM, e apresentaram avancos nos ultimos anos,
atuam nos principais mecanismos de agao subjacentes a sua eficacia anti-
GBM, como proteina quinase, tubulina e inibicdo da via p53. Essas
pesquisas tem sido baseadas na evidéncia de que a desregulamentagéo de
trés vias principais foram destacadas no GBM, a via das tirosina quinases
receptoras (RTKs)/Ras/PI3K (alterada em 88% dos pacientes com GBM), a
via p53 (alterada em 87% dos pacientes com GBM) e a via da proteina do
retinoblastoma (RB) (alterada em 78% dos pacientes com GBM (Cancer
genome atlas., 2008). O medicamento temozolomida (utilizada na terapia
contra a doenga), atua induzindo quebras na dupla fita de DNA, com o
objetivo de causar apoptose celular, e a terapia padrao para GBM recorrente
sdo drogas alquilantes de DNA, como lomustina, carmustina, e
bevacizumabe (Salerno et al., 2023). A aprovagédo e o uso de alcaloides
contendo indol, como vincristina e vinblastina, tem inspirado os
pesquisadores a projetarem e sintetizarem outros compostos a base de

indol, a fim de obterem pistas estruturalmente diferentes com mecanismos
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distintos de ag&o antitumoral. Embora muitos esforgos estejam ocorrendo na
tentativa de encontrar uma opcgéao eficaz para o tratamento do GBM o que
existe no momento é apenas uma eficacia anticancer modesta; portanto,
ainda ha necessidade da continuidade de estudos para o desenvolvimento

de novas terapias eficazes para o GBM.

Os resultados relativos aos testes dos fluorocromos, podem
esclarecer o fendbmeno de toxicidade causado pelo alcaloide nas células de
GBM. O 6-bromoindol-3-carboxaldeido causou aumento da producido de
(EROs) nas células T98G tratadas com diferencga significativa comparado ao
controle apos 24h, identificado no teste através do aumento da fluorescéncia
(Fig. 11). A citotoxicidade nas células, pode ter sido causada pelo aumento
das espécies reativas de oxigénio. O estresse oxidativo € resultado de um
desequilibrio entre antioxidantes e oxidantes, em favor dos oxidantes. As
mitocéndrias sdo os principais locais de producdo e redugao de ROS, e a
medi¢cao dos niveis de ROS podem ajudar a determinar se a integridade
funcional mitocondrial foi comprometida (Sarasija et al., 2018). ROS sao
gerados pelas células em niveis minimos durante a producdo de ATP nas
mitocdndrias, quando ndo s&o eliminados, os niveis de ROS se elevam e
podem se acumular, causando lesdes no DNA, proteinas e lipidios, e
consequentemente morte celular. O ROS gerado pelas mitocondrias
gerando uma regulagdo negativa pode resultar em autofagia e afetar a
proliferagdo e a diferenciacdo celular (Romanelli et al., 2022). Outro
parametro alterado, causado pelo alcaloide, foi a diminuicdo da proliferagcao
celular, identificada através do fluorocromo 7-AAD (Fig.13). O alcaloide
marinho causou uma diminuigdo significativa da proliferagdo celular nas
células T98G, detectada através da diminuicdo da fluorescéncia através da
espectrofluorimetria. Tanto a produgdo de espécies reativas de oxigénio
quanto a diminuicio da proliferagao celular puderam ser visualizadas através
das imagens das células tratadas com os fluorocromos. A morte celular e
consequente diminui¢cao da proliferacéo pode ter sido causada pelo acumulo
de EROs, presentes no ambiente celular, causada pelo alcaloide. As células
que produziram ROS se apresentaram com uma fluorescéncia mais brilhante

em verde, comparadas ao controle, as células com o fluorocromo 7-AAD,
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apresentam menor fluorescéncia quando o grupo tratado foi comparado ao
grupo controle, em fluorescéncia vermelha. Em um estudo realizado com um
alcaloide, conhecido como Iperlongumina, este foi capaz de causar a morte
de células de GBM em trés linhagens diferentes (LN229, U87 e 8MG), na
concentragéao de 20uM, através do acumulo de espécies EROs (Liu et al.,
2013). O autor do estudo, explica que células GBM contém variadas
mutagdes genéticas, e essas mutagdes sdo responsaveis por induzirem a
transformacao em astrocitos para se tornarem cancerosos, de acordo com o
autor, essa malignidade derivada das mutagdes torna as células mais
sensiveis a EROs do que as células saudaveis, sendo a terapia que medeia
a homostase uma estratégia promissora para o tratamento de tumores.
Trachootham et al. (2009), o aumento da produgdo de ROS, ja estavam
sendo observados ha tempos em células cancerigenas, e em tumores em
estagio avancgado, frequentemente exibem multiplas alteragbes e alto
estresse oxidativo, sugerindo que pode ser possivel eliminar
preferencialmente essas células por estratégias farmacolégicas de ROS
(Trachootham et al., 2009). O fluorocromo laranja de acridina, foi usado para
quantificacdo do processo de autofagia nas células, a autofagia é um
processo celular vital para a sobrevivéncia da células, esta funciona como
um processo natural para degradar e reciclar organelas danificadas em
metabdlitos basicos. A interrupgédo da autofagia tem sido associada a muitas
doengas, como disturbios neurodegenerativos e cancer, porém quando
regulada positivamente além de um certo limite, ela comega a inibir a
proliferagdo celular e induzir a morte das células tumorais (Chen et al.,
2023). Pesquisas mostraram que as células de glioma exibem uma maior
responsividade ao tratamento por meio da autofagia quando comparada a
apoptose, portanto o mecanismo da autofagia parece ser um alvo atraente
nos tratamentos GBM (Jiang et al., 2009). AO pode ser usado para medir a
autofagia nas células de GBM, este é um corante fluorescente verde que se
acumula em organelas acidas, como lisossomos e autolisossomos, quando
excitado com luz azul, AO faz com que o citoplasma e os nucléolos
fluorescam em verde, enquanto os compartimentos acidos (indicativos de
autofagia) fluorescem em vermelho ou vermelho alaranjado, as medidas

foram feitas através do espectrofluorimetro. Nossos resultados nao
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mostraram nenhuma diferencga significativa identificada através do fluoréforo
AO (Fig.15), entre as células tratadas com o alcaloide e o controle. Desta
forma nédo indicando que ocorreu um processo de autofagia mediado pela
exposicao ao alcaloide. A fluorescéncia também nao indicou diferenga com
relagdo a viabilidade celular das células tratadas (Fig. 16). Um fator que
poderia explicar a auséncia desses mecanismos é o tempo da analise, que
ocorreu apos 24h da exposicao. Apesar do aumento da resposta de EROs e
da inibicao da proliferacdo celular estar ocorrendo, o tempo de exposicéo
pode nao ter sido suficiente para que ocorresse autofagia e morte celular
identificada através da alteracao da viabilidade.

O peixe-zebra, também conhecido como paulistinha no Brasil, tem
sido cada vez mais utilizado para estudos em diversas areas da ciéncia por
apresentarem caracteristicas bioldgicas excepcionais. Entre elas pode-se
destacar, grande numero de embrides por acasalamento (cerca de 100 a
200 ovos), ciclo de vida curto (cerca de 2 anos), desenvolvimento rapido (60
a 90 dias para ter todos os orgaos e sistemas completamente maduros),
genoma sequenciado, facil reproducdo e baixo custo de manutengéo
(Santiago et al., 2024). Além disso os ovos e embrides do peixe-zebra séo
transparentes, permitindo a visualizagdo antes das fases de alimentacao
livre, e visualizagdo de malformagdes causadas por compostos testados
sejam identificadas visualmente, ainda durante o periodo do
desenvolvimento embrionario (Bauer et al., 2021). Lammer et al. (2009),
esclarece sobre os pontos de analises das caracteristicas que podem ser
visualizadas nos embrides, que definem pontos letais: Coagulagdo do
embrido, ndo deteccdo de batimentos cardiacos, cauda nado formada, nao
formacdo de somitos e auséncia de batimentos cardiacos (de 48 a 96h).
Caracteristicas que definem pontos de desenvolvimento subletais:
Conclusdo da gastrula, formagdo de somitos, desenvolvimento dos olhos,
movimento  espontaneo, batimento cardiaco/circulagdo sanguinea,
frequéncia dos batimentos cardiacos, pigmentagao, formagao de edema (de
48 a 96h). Caracteristicas que definem pontos de teratogenicidade sao:
Malformacdo da cabeca, malformacdo dos olhos, malformacdo da cauda,

malformagdo do coracdo, escoliose, raquitismo, deformacbdes do vitelo,



84

retardo geral de crescimento, comprimento da cauda. No teste de toxicidade
em embridbes de peixe zebra, a caracteristica causada pelo alcaloide
marinho nos embrides, apareceu apenas nas maiores concentragdes (100 e
1000mM), esta foi a caracteristica de letalidade por coagulacédo do embrido.
A maior parte dos estudos considera submeter o embrido de peixe ao
produto testado antes de 4hpf, que se caracteriza por pelo periodo de
formacao da blastula, quando o embrido apresenta uma maior sensibilidade
ao composto e esta mais suscetivel a reagir a exposigdo. Massei et al.
(2015), esclarece que a sensibilidade quimica diferenciada ocasionalmente
observada nas fases embrionarias da vida dos peixes (quando se submete
em diferentes estagios), ainda €& pouco compreendida porém pode
representar uma questao importante para a compreensao do curso temporal
da toxicidade e dos modos de agao téxicos dos produtos quimicos, o autor
sugere que a toxicidade diferencial pode estar relacionada a diferentes
propriedades toxicocinéticas entre os estagios embrionarios. Ao
submetermos os embrides em diferentes tempos apos a fertilizacido
podemos verificar que n&do houve uma diferenga muito grande no resultado
total das alteragdes causadas pelo alcaloide. Embora quanto mais precoce o
tratamento, o efeito de causar letalidade nos embrides nas concentragdes
mais altas foi mais rapido e igual para nos tempos mais precoces, 0s
embrides submetidos no tempo de 8-10hpf(Fig.19) e 10-12hpf(Fig.20),
demoraram um pouco mais para sofrer o efeito de letalidade, porém todos
morreram em até 48h apos o tratamento. Os embrides n&o apresentaram
caracteristicas de sub-letalidade ou teratogenicidade. Em um estudo de
Kammann et al. (2006) no qual investigou-se o efeito toxico de alguns
compostos indois bromados em embrides de peixe-zebra, verificou-se que o
6-bromoindol (um outro alcaloide inddlico), foi capaz de causar alteragdes
sub-letais (CI50), como ma formacdo espinhal em 54% dos embrides e
edema do saco vitelinico em 87% deles na concentracdes de 9mg/L e
7,4mg/L. O autor chama atenc&o para o uso e preocupacgao de produtos
usados ultimamente do tipo organobrominicos, e esclarece que esses tem
sido o foco de crescente atengdo no ambiente marinho nos ultimos anos,
como retardadores de chamas, como éteres difenilicos bromados, tém sido

produzidos industrialmente em grandes quantidades como poluentes
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organicos persistentes, e enfatiza que essas substéncias estdo presentes
em varias partes do ambiente marinho. Nado foram encontrados estudos
utilizando o 6-bromoindol-3carboxaldeido para investigacdo de efeitos de
toxicidade, em nosso estudo o alcaloide ndo causou nenhum efeito de
toxicidade nas menores concentragdes, de 1 e 10Mm. Podemos destacar o
principal objetivo da pesquisa de toxicidade com embrides de peixe-zebra,
que é prever a toxicidade humana por meio de testes rapidos e precisos de
substancias, determinando a toxicidade de amostras em ensaios de triagem
iniciais (Chahardehi et al., 2020). O ensaio apresentou uma abordagem
relativa a um composto alcaloide inddlico, presente em espécies do género
Tubastraea, nao testado anteriormente em embrides de peixe-zebra. As
concentragdes crescentes foram as mesmas testadas nas células de glioma,
que foram capazes de causar apenas efeito de letalidade nas maiores
concentragbes, sem efeitos de subletalidade ou teratogenicidade em
nenhum dos embrides testados, mostrando-se seguro em concentragdes

mais baixas.

5. CONCLUSAO

O alcaloide marinho 6-bromoindol-3-carboxaldeido se mostrou téxico
para as células de GBM humano nos 2 modelos in vitro testados (2D e 3D).
No modelo de previsao in silico o composto apresentou caracteristicas fisico-
quimicas e farmacocinéticas favoraveis ao seu uso como potencial farmaco.
Com relacao aos testes com embrides de zebrafish, o alcaloide se mostrou
seguro nas concentragbes mais baixas, sem indicios de efeitos
teratogénicos, apresentando letalidade apenas nas concentragbes maiores.
Os ensaios com fluorocromos mostraram que o alcaloide induziu a producao
de ROS, e diminuicido da proliferacdo celular. Estudos complementares séo
indicados para continuidade e melhor esclarecimento das propriedades
desse alcaloide.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Capitulo 01

* O coral Tubastraeca tem apresentado resultados significativos, para
moléculas bioativas testadas in vitro na area farmacoldgica, e chama-se
atencdo para novas espécies que foram descobertas e ainda nao foram
exploradas, porém ainda sdo necessarios estudos com modelos pré-clinicos

para avancar na escala de P&D.

Capitulo 02

* O 6-bromoindol-3-carboxaldeido, identificado no extrato da Tubatraea
spp. possui caracteristicas in silico que possibilitariam seu uso como um
agente farmacolégico apresentando significativa citotoxicidade em células de

GBM com diferentes perfis moleculares.
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