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RESUMO

Os microrganismos marinhos tém despertado o iserede
pesquisadores de varias partes do mundo por repaese uma fonte
diferenciada de metabdlitos secundarios, devidoalicdes ambientais as
quais esses microrganismos estdo sujeitos. Mian@g@s marinhos
representam uma fonte rica de moléculas estruterdaém diversificadas,
entretanto o uso desta fonte para a investigac@&@ordpostos bioativos tem sido
pouco explorado. Este trabalho teve como objesatar linhagens de fungos e
actinomicetos extraidos do oceano no Sul da Chira mprmitam avaliar o
potencial produtivo de compostos bioativos. Pata, iforam isoladas 5.000
linhagens cultivadas em meio de cultura liquidab&dos 36 extratos com
diferentes solventes organicos. Estes extratosnfare@aliados por ensaios de
atividade biolégicadcreening com células cancerigenas (MCF-7). Entre todos
0s microrganismos investigados neste estudo solcéhdas MCF-7, os
actinomicetos $treptomyces sp.) MS122(R) e A26se destacaram,
respectivamente, por exercer atividade prolifeeaty atividade citotéxica. A
identificac@o de atividade proliferativa com o M3(R) contribui diretamente
para subsidiar avancos em estudos sobre toxinasiadas ao desenvolvimento
e crescimento de células cancerigenas. Ja a idegdib de atividade citotéxica
com o A26 contribui diretamente para a descobertaayos farmacos inibindo
o0 crescimento de células MCF-7.

Palavras-chave: Microrganismos marinhos. Metal®becundarios. Compostos
bioativos



ABSTRACT

Marine microorganisms have attracted the interdstesearchers in
various parts of the world because they represédifteaent source of secondary
metabolites, due to environmental conditions thasé organisms are subject.
Marine organisms represent a rich source of strattjudiverse molecules,
however the use of this source for research ofdbiga compounds has been
little explored. This work aims to isolate straiok fungi and actinomycetes
extracted from the ocean in South China to evaltreeproductive potential of
bioactive compounds. For this, we isolated 5,08&irst grown in liquid culture
medium and 36 extracts obtained with different niga&olvents. These extracts
were evaluated by testing the biological activisgréening) with cancer cells
(MCF - 7). Among all microorganisms investigatedhis study under the MCF
- 7 cells, the MS122 (R) A26 and actinomyceteStreptomycesp.) showed
respectively, to exert proliferative activity angtatoxicity. The identification of
proliferative activity with MS122 (R) contributegrelctly to support advances in
studies on toxins associated to the developmentgaodith of cancer cells.
Further, the identification of cytotoxic activityitly the A26 directly contributes
to the discovery of new drugs inhibiting the growftMCF - 7 cells.

Keywords: Marine  microorganisms. Secondary met&d®li Bioactives
compounds.
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1 INTRODUCAO

Como fonte infinita de novos compostos quimicosdigersidade
microbiana marinha vem se destacando em InovagétedBioldgica, sendo os
microrganismos marinhos considerados como um grppencial para a
descoberta de novas substancias e compostos bmafBERDY, 2005;
FENICAL; JENSEN, 2006).

A busca de principios bioativos de microrganismasimhos € uma das
praticas que mais tem recebido investimento nosepaidesenvolvidos,
principalmente em pesquisas relacionadas a biopcQ8p realizadas por
induUstrias farmacéuticas, biotecnoldgicas, agréca@aindustrias alimenticias
(SIPKEMA et al., 2005).

Para o processo de busca destes produtos natigigis&lnecessario um
repertério diverso e menos explorado de microrgaoss que permitam obter
uma grande variedade de metabdlitos noverente a imensa diversidade
biolégica marinha, é crescente o nimero de desesberreconhecimento de
entidades quimicas neste ambiente (JENSEN, 2010).

Dentre indmeros microrganismos marinhos, desta@am-@s
actinomicetos. Estes sdo bactérias Gram-positivaglupres de esporos,
considerados como fontes praticamente ilimitadasn@es compostos com
muitas aplicacdes terapéuticas mantendo uma pode@iestaque devido a sua
diversidade e capacidade comprovada para a prodigdmovos compostos.

Atualmente, o estudo de actinomicetos é de interesgnificativo para a
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descoberta de compostos relevantes para dareas cfammoacologia,
biotoxicologia e biotecnologia.

De acordo com relatos na literatura, varios congzode actinomicetos
tém sido isolados e caracterizados incluindo osiagficosideos, antraciclinas,
glicopeptideos, beta-lactamicos, macrolideos, wsal®s, peptideos, polienos,
poliésteres e tetraciclinas (BERDY, 2005).

Baker et al. (2007) afirmam que os fungos marinhés sido
amplamente estudados, sobretudo devido a seusdtigmibioativos e também
por representarem uma rica e promissora fonte desn@nticancerosos,
antibacterianos, antiplasmaédica, agentes antirirdtarios e antivirais.

A exploracdo do potencial destes microrganismasgadeem vista a
producdo de novos compostos, 0 isolamento se tessancial. Embora as
estratégias de isolamento dirigidas para novosval#ms marinhos sejam
escassas, progressos tém sido observados na amxarigieecimento usando
técnicas e métodos de selecdo e novos meios (MAGEARY¥t al, 2004,
JENSEN et aJ 2005; MINCER; FENICAL; JENSEN2005; BREDHOLDTet
al., 2007; QIU; RUAN; HUANG, 2008; SUNt al, 2010; VELHO-PEREIRA;
KAMAT, 2010; KHANNA; SOLANKI; LAL, 2011).

Deve-se considerar ainda, que tais pesquisas seertoam e se
restringem a caracterizacdo dos compostos, enquaetca identificacdo dos
mecanismos de a¢do é fundamental para que asratibstéintetizadas por estes
microrganismos possam ser Uteis para a biotecralogi

Neste contexto, considerando a relevancia dos dlétsecundarios
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de microrganismos marinhos e potencial de contf@tmiipara diferentes areas
tais como farmacologia e biotoxologia, esta pesqtésn como objetivo geral
isolar fungos e actinomicetq§treptomycesnarinhos originados do Sul da
China e avaliar seu potencial produtivo de comolsioativos.

Para alcancar este objetivo geral, foram defin@moseguintes objetivos

especificos:

a) Possibilitar o crescimento de linhagens isoladageeacdo de
extratos e fracoes;

b) Realizar testes biolégicos com as fracdes em &Ehdacerigenas
MCF-7;

c) Identificar potenciais produtores de moléculastbiag; e

d) Analisar o perfil quimico da fracdo com diferentetgmcial

biolégico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Produtos naturais de microrganismos marinhos

No Brasil, a pesquisa quimica de metabdlitos dosrarganismos
marinhos iniciou-se na década de 60 com o isolandat um derivado de
aminoacido de uma espécie inédita de actnomicetioaliente, os trabalhos
publicados em diversos periddicos tém se concemtrad areas de identificacdo
estrutural dos compostos isolados e suas atividamesnteressantes aplicacdes
na area quimica, em multiplos setores produtivosinddistria alimenticia,
agroguimica, em ensaios citotéxicos e também atitbs (EPIFANIO; MAIA;
FENICAL, 2000).

Apbs anos de intensa pesquisa, a quimica de pdatarais marinhos
tornou-se um campo maduro, sendo 0s oceanos craide como uma
importante fonte de drogas com importantes clagd@smicrorganismos
originarios deste ambiente. Durante a Ultima déceamia 0 desenvolvimento de
novas técnicas de mergulho e maquinas, tornou-ssiyeb coletar as amostras
marinhas de aguas a 900 m abaixo do mar e comnigsms compostos
promissores, com novas estruturas e complexosmfasalados a partir dos
oceanos (ZHANG et gal2010).

O estudo das substancias quimicas produzidas g@asies marinhas é
fundamental para compreensédo da evolugédo e da emgaiot das comunidades

marinhas nos diferentes oceanos. Algumas das adi®egl mais comumente
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atribuidas aos produtos naturais de microrganismasinhos sdo os da
mediacdo na reproducdo, de defesa contra potermriegadores, patdgenos,
bioincrustacdo, ou competidores de substratos (FFIMK EDRADA-EBEL;
EBEL, 2003).

Muitas substancias identificadas possuem estruguasicas Unicas e
sem precedentes em fontes naturais terrestresgdatdem motivado, além do
desenvolvimento de novos métodos de isolamentoséntiese organica a partir
de microrganismos marinhos, pesquisas sobre (ajerarie sintese de
substéancias, (b) sua importancia ecoldgica e {ddatles farmacolégicas (LIU
et al., 2010).

Frente & necessidade de isolamento e obtencdo datidpdes
suficientes destas substancias sintetizadas paaizacdo de estudos clinicos e
posterior producdo em larga escala de farmaco,ia®mganismos apresentam
vantagens diante de outros organismos marinhosdaledi possibilidade de
realizacdo de processos fermentativos com estesngénismos. Corroborando
com esta vantagem esta a conviccdo de alguns padques que a verdadeira
fonte de alguns dos metabdlitos ativos seja, nalader, as comunidades
microbianas que vivem em simbiose com organismosnh@s (PROKSCH,;
EDRADA-EBEL; EBEL, 2003; LI, 2009).

O papel dos produtos naturais, no desenvolvimeatnodos farmacos,
tem sofrido muitas mudancas nos ultimos 30 anos wonmotavel declinio do
interesse das maiores industrias farmacéuticastia ga metade dos anos 90.

Nos ultimos 5 anos, porém, houve o renascimenteedegsmpo de pesquisa com
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0 emprego de novas técnicas analiticas, espeghicasée a prospeccdo de
atividades bioldgicas pdrigh-throughput screenin(Bakeret al., 2007; LAM,
2007; MOLINSKI et al., 2009). No entanto, 80% dos farmacos quesh uso
sdo ou foram inspirados em produtos naturais edtsdaa forma classica
(COSTA-LOTUFO; MONTENEGRO; MORAES, 2008).

Kelecom (2002) observou que os estudos sobre rgamsmos
marinhos tém sido focados em bactérias e fungasioglados com a producéo
de metabdlitos secundarios. Esses microrganismadéngente sdo isolados da
agua do mar, sedimentos, peixes, algas e prinogpaémde invertebrados
marinhos, como esponjas, moluscos, tunicados, teebetos e crustaceos. Este
mesmo autor também observou, em trabalhos anteriopge as fontes de
microrganismos escolhidos seguem duas abordagstirstai: abordagens com
propositos bem definidos, tais como obtencdo deadétos alvo ou estudo da
guimica envolvida em que o0s microrganismos sao dabtide algas,
invertebrados e peixes; e abordagens aleatérias, uga qualquer material
disponivel para o isolamento de microrganismos cagua do mar, sedimentos,
conteudo gastrointestinal de peixes, pedacos deriaatflutuantes.

Importante ressaltar que o0s produtos naturais deela de
microrganismos, de uma forma geral, tém uma impoidésem precedentes nao
somente para uso na forma de medicamentos (exeamgibidticos), mas,
principalmente na forma de agroquimicos menos gigis a saude humana
(MOLINSKI et al.,, 2009).

Embora, atualmente, poucos medicamentos disponiveisnercado
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possuam como principio ativo moléculas proveniedtemeio marinho, muitos
estdo sendo destaques dos estudos clinicos (THA&WAR 2008). No periodo

de 1998-2006, os estudos pré-clinicos incluiram &98postos derivados de
fontes marinhas considerando as atividades antraln® citotoxica, e 666

substéncias com outras atividades relacionadas damso antibacteriana,
anticoagulante, antiinflamatéria, antifingica, dwlmintica, antiplaquetaria,
antiprotozoaria e antiviral; acdo nos sistemasiacaadcular, enddcrino, imune e
nervoso (MAYERet al, 2010).

Somente nas Ultimas décadas é que as funcdes ieasl@@mecaram a
ser comprovadas experimentalmente, inclusive paeqgyeadores brasileiros,
revelando papéis importantes na estruturacdo dissistemas e dando origem a
outras hip6teses envolvendo o papel de metabd&@igasindarios afetando a
biodiversidade (LI, 2009).

Os trabalhos publicados por pesquisadores brasileite produtos
naturais de microrganismos estdo computados emr@dog Sendo esses
relacionados as areas de isolamento e sintese tbdli®s com atividade
biolégica em interfaces com biotecnologia e biafarmacado, controle
biolégico e bioprospeccéo.

Destas interfaces podem surgir respostas a estogmiados por
pequenas moléculas e atividades bioldgicas despertapotencial contribuicdo

para areas como toxicologia e biotoxicologia (MIADAN, 2005).
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2.2 Biotoxicologia e toxinas

De acordo com inumeros relatos na literatura, rmuitos metabdlitos
isolados de invertebrados marinhos sdo, na verdamleduzidos por
microrganismos associados. Sem dlvida, a simbiase comensalismo que
plantas e animais marinhos mantém com varios ngarésmos € uma relacao
ecolégica bem conhecida e amplamente document&tfaNG et al., 2004).

Os microrganismos marinhos desenvolveram um aparai@bolico
bastante peculiar que é, de certo modo, muito midiso que o de seres
multicelulares. Essa interessante capacidade didapts#io s6 garantiu a sua
sobrevivéncia em ambientes as vezes extremos, @ni®Em proporcionou um
recurso para a produgdo de metabdlitos nunca abgesvados para organismos
terrestres (KELECOM, 2002).

Os microrganismos marinhos possuem capacidade dauligplicar,
produzindo biomassa consideravel, além de metabdlggecundarios com
capacidade toxicolégica. Assim como ja foram isatadsubstancias
quimicamente semelhantes a partir de organismogefileticamente distantes,
outras originadas por vias biossintéticas completden distintas achavam-se
presentes numa mesma espécie (WILLIAMS, 2009).

Dentre esta riqgueza de biodiversidade, podem-sengiac diversos
tipos de compostos ativos importantes tanto pamadeologia quanto para
biotoxicologia.

Biotoxicologia € uma 4rea em que se estuda a Yertercanistica e
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molecular da interagdo dos xenobi6ticos (compogtdmicos estranhos a um
sistema biol6gico) com os organismos vivos deseewvolo a capacidade de
avaliacdo de risco e comunicacao de risco.

No campo da pesquisa biotoxicolégica, a especiggéuica representa
um desafio analitico em muitos aspectos metodadsgicéticos. Isto se deve a
fatores tais como a reconhecida complexidade daerimia bioldgicos, os
niveis de concentracdo de substancias, em gerif baixos, a necessidade do
entendimento do papel de cada forma especificaprmsessos fisioldgicos e
patolégicos, a disponibilidade de métodos analitipoe atendam aos requisitos
de qualidade aceitaveis, a praticabilidade e oscisp éticos da amostragem
(APOSTOLLI, 1998; MUTTI, 1999).

O envolvimento do homem em acidentes ou intoxicagfie qualquer
substancia produzida por organismos e/ou microsgars vivos, faz-se
necessario que esta exer¢ca alguma influéncia qaireim um ou mais
constituintes das suas células a fim de produzia wesposta bioldgica. Em
outras palavras, é necessario que as moléculaasdasisstancias figuem muito
préximas das moléculas celulares para que o fuaniento destas seja alterado.
Por outro lado, a identificacdo de compostos natwwam efeito proliferativo
elou citotdxico, tem sido alvo de pesquisa por rdive grupos da area de
fitofarmacos. Um levantamento de 1010 drogas cafitagdo clinica durante
um periodo de 25 anos (1981-2006) mostrou que d3afZos (4,25%) sdo de
origem natural e que, dentre estes, oito possuedio a&stimuladora ou

supressora sobre o sistema imune (NEWMAN; CRAG®B720
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Em muitas ocasifes, os produtos naturais se mostrativos, muito
téxicos ou ainda com bioatividades indesejadas.difjuns casos é possivel,
através de transformacgBes quimicas, potencializatividdade farmacolégica
esperada e/ou reduzir outras que estdo relaciorratizdcidade do composto
(HOSTETTMANN; HAMBURGER, 1994).

Muitos compostos quimicos apresentam diferentesécésp com
toxidade e metabolismo também diferenciados. Pmrt@ara entender e avaliar
0s mecanismos de interacdo entre os elementos apsimeé seus alvos
bioldgicos, a identificacdo e a quantificacdo desdementos, em muitos casos
ndo sdo suficientes. E necesséario o conhecimestdodaas quimicas através
dos estudos de especiacdo quimica (APOSTOLI, 1998).

A partir dos anos 70, de acordo com os principaiscbs de dados
biotoxicologicos, as pesquisas sobre monitoramdrntddgico aumentaram
exponencialmente. Os principais fatores que praamcasse avango acentuado
foram os interesses nas atividades de prevenctmditias como principal meio
para limitar as patologias correlacionadas ao amyiea suposta associacao
entre alguns parametros biologicos e as alteraddoesstado de salude e o
extraordinario desenvolvimento das técnicas aoca$ifi que permitiram
guantificar parametros biotecnolégicos até pouconpte inimaginaveis
(PIVETTA et al., 2001).

As definicbes de natureza biotoxicologica reconhecsapacidade do
monitoramento biolégico de uma avaliagdo diretajdantidade de substancia

guimica efetivamente absorvida e seu risco a saliol®. isso pode-se antever
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uma utilidade no estudo da distribuicdo de parémettoxicolégicos a
correlacionar com suas fontes, causas ou com sfeitomprovados ou
suspeitos, sobre a salde podendo assim mensuetanuénte a espécie e a
distribuicdo dos toxicos na populacdo (WIEGAND; PRMACHER, 2005).

A toxicologia tem como principais objetivos ideit##r os riscos
associados a uma determinada substancia e deteremnguais condi¢ces de
exposicao esses riscos sao induzidos.

Dentre os ramos da toxicologia, destaca-se nestexto a toxicologia
ambiental, a qual se preocupa com o destino dastésdias quimicas toxicas
naturalmente encontradas no ambiente como venenboraia e toxinas
microbianas, vegetais, seus metabdlitos e prodigaegradacdo no ambiente e
nas cadeias alimentares e como séo os efeitossdesstaminantes sobre os
organismos e populacdes.

No reino animal as toxinas podem ser divididas enemos e peconhas.
Os venenos sdo produtos metabolicos produzidostogaglos em érgédos que,
em condicdes naturais, afetam o organismo quargidos e podem também
atuar, de modo artificial, por via parenteral. @gamismos venenosos primarios
sdo aqueles que produzem metabolicamente os venemus por exemplo, o
dinoflagelado téxicoGonyaulax catenellaprodutor de uma potente toxina. Os
animais venenosos secundarios adquirem as toxtreaga da cadeia trofica,
alimentando-se de organismos venenosos primamoexemplo, os mexilhdes
podem adquirir a neurotoxina dos dinoflageladodctus através da cadeia

alimentar. Os mexilhdes passam a ser ‘transvetoeesb envenenamento
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geralmente é o resultado da ingestdo do animalgeelgredador, tais como os

humanos (WANG, 2008).

2.3 Metabdlitos secundarios obtidos de microrganisos marinhos

Na década de 90 ocorreu um aumento significativ ineestigacdes
destes microrganismos produtores de metabdlitamdécdos bioativos. Dentre
alguns relatos da literatura, Bluat al. (2009) observaram que a média de
trabalhos publicados por ano com microrganismoseatmn 600% quando
comparados com o periodo de 1965-2005 com o an806&. Os autores
relataram neste trabalho 958 citagfes referentesceorganismos marinhos,
fitoplancton, algas verdes, algas marrons, algasmelbas, cnidarios,
briozoarios, moluscos, tunicados, equinodermasuatgd de pantano, dos quais
961 novos compostos foram descritos.

A partir de fungos marinhos obrigatérios ou fadias, Bugni e
Ireland (2004) discutiram estratégias de isolamesrescimento e producao de
metabdlitos secundarios. Os autores observaraneufue as publicacdes que
apresentavam investigacdo quimica de fungos dersvdd ambiente marinho,
cerca de 45% dos isolados foram obtidos de invextiels, sendo 33% de
esponjas enquanto que o restante ficou entre nuduSeéo, tunicados 5%,
celenterados 2% e crustaceos 2%.

Os fungos marinhos constituem um dos grupos eamégimenos

estudados (LI; WANG, 2009). Nos ultimos anos, a woigade cientifica tem se



27

preocupado com o desenvolvimento de novos medidasier estao
identificando estes microrganismos como nova fpara atender a demanda de
compostos bioativos e com potencial para uso di(8tN et al 2010).

Uma das propriedades mais importantes dos micrommas, em
especial os fungos, estd associada a capacidadddtied de produzir uma
grande diversidade de micromoléculas bioativas. dldgtante, os fungos séo
responsaveis também pela producdo de substandameate tdxicas para
mamiferos, conhecidas como micotoxinas, algumasideradas carcinogénicas
potentes. Entre as micotoxinas incluem as aflags(in ocratoxings
citreoviridinas tricotecenos e fumonisinas, além de uma variedad#edvados
indélicos tremorgénicos (MILLER; TRENHOLM, 1994).

Devido & producédo de grande quantidade e diversidadmetabdlitos
secundarios, os fungos sado considerados também oomofonte valiosa de
produtos com atividade farmacoldgica (LI; WANG, 9D0

Pode-se observar também que tais microrganismobétanexercem
importancia no controle biolégico de outras argas,exemplo, na agricultura.
A utilizacdo de produtos obtidos de fungos no adatbiolégico da agricultura
vem crescendo de maneira marcante, destacando prestesso fungos como
micoherbicidas, micoinseticidas ou fungicidas.

Entretanto, entre varios géneros de fungos, pesdpriss vém dando um
destaque especial aos aquaticos, ainda pouco defjdmas, também, uma
fonte inesgotavel de substancias bioativas. Estegof, como microrganismos

competitivos, acumulam uma grande diversidade deromioléculas, muitas
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dessas com atividade bioldgica de interesse. Fudgasados do ambiente
marinho tém sido objetos de investiga¢cbes recentkEsmonstram ser uma nova
e importante fonte de produtos naturais biologicgmativos.

Nos oceanos, fungos vivem como saprdfitas, pasasitsimbiontes em
varias matrizes, como areia, troncos, agua, balleasolo, bem como algas e
outros microrganismos. Separacdo celular, culturanétodos moleculares
biolégicos sao Uteis para esclarecer o aspectgante do metabolismo marinho
(ELY; SUPRITA; NAIK, 2004).

Sabe-se que em relacédo ao equilibrio do ecossistamaho, os fungos
apresentam grande importancia. Por exemplo, osofurgfio importantes
intermediarios do fluxo de energia, entre detritoniveis tréficos superiores,
desempenhando o papel de reciclagem de nutriemie® cecompositores.
Ademais, enquanto que alguns fungos marinhos cadsamcas em animais e
plantas, outros desenvolvem relagbes mutualisto@a®m tais organismos
(WANG, 2006).

Mesmo a ecologia dos fungos marinhos sendo pouobecida em
relacdo ao papel ecolégico dos fungos terrestredie-se que estes
microrganismos de origem marinha possuem impodane reciclagem de
nutrientes, na relacdo de mutualismo com outrosnisgios marinhos e também
como patégenos (BUGNI; IRELAND, 2004).

Muitos estudos envolvendo a ecologia de fungos nhas foram
iniciados devido a patogenicidade de algumas espécomo por exemplo, as

do géneroAspergillus. Algumas espécies desse género sdo consideradas
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patdégenos de corai&érgonia spp,) e causam aspergilose, doenca que pode
acarretar a morte de uma coldnia inteira dessestetwados. Ein-Gil et al.
(2009), isolaram de uma esponja sadia, da esg&pmngia obscurauma
linhagem deA. sydowii Neste trabalho, os autores sugeriram que egiasjes,
assim como outras, podem servir como reservat@ricotais visto a capacidade
destes invertebrados em manter conidios viavei8.dsydowiisem adoecer e
pelo fato da linhagem isolada ser tdo patogéni@ntgua isolada de corais
doentes.

Os fungos podem participar também de relacdes dmiatimmo no
ambiente marinho como é o caso do fudgmgidosculum ulvaeque causa o
escurecimento de algumas partes de algas verdespéaieBlidingia minima,
gue ndo sdo predadas por outros organismos. Outso € o0 da alga
Ascophyllum nodosura do fungo endossimbiontdycosphaerella ascophylli
que aparentemente dependem um do outro para sodnewi, visto que nao sao

encontrados separadamente na natureza (BUGNI; IRELA2004).

2.4 Identificacdo de compostos obtidos a partir deingos marinhos

Muitos trabalhos da literatura revelam o potenbialdgico de fungos
marinhos e sua producdo de metabdlitos secund&arsre varios trabalhos,
Bugni e Ireland (2004) discutem as estratégias pasalamento, o crescimento
e a producdo de metabdlitos secundarios por parte fdngos marinhos,

enfatizando que a producédo dos metabdlitos é atiimariavel em fungéo das
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condi¢Bes de crescimento, especialmente a salmidadmeio, mas que nem
sempre a utilizacdo de meio salino é necessaragproducao de metabdlitos.
Por fim, destacam as diversas classes de metabdditdados (ao todo 273

compostos) e suas atividades biol6gicas, como:

a) a dicetopiperazina modificada mactanamida (2)adaldo fungo
Aspergillus sp. obtido a partir da alg&argassumsp., que
apresentou atividade fungistética (Lorenzet aB8)9

b) 09, 10 — diidro — (6R, 11S, 12R, 14R) — coletod®)le 0 9, 10 —
diidro — (6R, 11R, 12R, 14R) — coletodiol (4), etbds do fungo
Varicosporina ramulosaobtido da alga Cytoseira sp., que
apresentaram atividade antifingica (Holleret &0®;

c) as ascosalipirrolidinonas A (5) e B (6), isoladaduhgoAscochyta
salicorniaeobtido a partir da algllva sp., das quais o0 compogio
apresentou atividade antimalarica corfasmodium falciparum,
atividade antimicrobiana e inibiu a quinase dastita p516ck
(OSTERHAGE et al., 2000);

d) a pestalona (7), produzida pelo furigestalotiasp., obtido a partir
da algaRosenvingeap. e crescido na presenca de um antagonista
bacteriano. O composto7 apresentou potente atividade
antibacteriana contr@taphylococcus aureussistente a meticilina,
com MIC de 37 ng/mL, e também contemterococcus faecium

resistente a vancomicina com MIC de 78 ng/mL (CUEStCal,
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2001);

e) o fungo endofitico Drechslera dematioideaobtido da alga
vermelhaLiagora viscida,que forneceu dezesseis compostos dos
quais nove sao sesquiterpenos inéditos (@)-e dois (13 €l5)

apresentaram atividade antimalarica (OSTERHAGEI., 2002);

o OH
HoC
H o H Q oH Q OH N
H H NH
HOLC H HO
1 ©

gy
i)

13

Figura 1 Metabdlitos secundarios ativos isoladofudgos marinhos

Antibidticos antifiungicos apresentam um ndmerothithd, em relacdo a
seu sitio alvo, cinco classes sao conhecidas: lisnpe, azoles, alilaminas e
tiocarbamatos que atuam sobre o ergosterol pressmtenembrana e as
morfolinas (equinocardinas) e nucleosideos analoddsropirimidina)

inibidores de sintases como glucano sintases éards da sintese de DNA
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respectivamente.

Devido a esta producdo em grande quantidade e siieee de
metabdlitos secundarios, os fungos sdo consideradws fonte valiosa de
produtos com potencial bioativo Bugni e Ireland 020 Dentre outros
microrganismos marinhos produtores de metabélgoarsdarios com diferentes

propriedades destacam-se também os Actinomicetos.

2.5 Metabdlitos secundarios produzidos por Actinongietos

Actinomicetos sao bactérias Gram-positivas, gemalendilamentosas,
conhecidas pela sua capacidade inigualavel de géiodude metabdlitos
secundarios com diversas atividades bioldgicas.

Sao considerados como procariotos, economicamente
biotecnologicamente de interesse, uma vez que satesf praticamente
ilimitadas de novos compostos com muitas aplica¢géespéuticas e mantém
uma posicdo de destaque devido a sua diversidadgacidade comprovada
para a producdo de novos compostos bioativos (BERID®@5), antibidticos
(STROHL, 2004), agentes antitumorais (CRAGG; KIN@&SBT NEWMAN,
2011), agentes imunossupressivos (MANN, 2001) @verez Esses metabdlitos
séo conhecidos por possuir também propriedaddsaatarianas, antifingicas e
anticancerigenas.

Importante destacar também que o0s actinomicetos uém papel

fundamental no ambiente marinho além da producd@rdibiéticos (DAS;
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LYLA; KHAN, 2006). A degradacdo e rotacdo de variomteriais é um
processo continuo, mediado pela acdo de uma vddeda microrganismos
(JENSEN; MAFNAS, 2006; LAM, 2006). HA uma especétagde que o
aumento ou a diminuigdo de um microrganismo praddéoenzima particular
pode indicar a concentracdo de substrato naturdhse condicbes do meio
ambiente (RAMESH; MATHIVANAN, 2009). A atividade k#olitica de
actinomicetos marinhos foi descrita por Chandrampl@amu e Natarajan
(1972), os actinomicetos com atividades foram a€lag por Pisano, Sommer e
Taras (1992) e varias enzimas industrialmente importaresduzidas por
actinomicetos tém sido relatadas (RAMESH; MATHIVANA 2009).
Actinomicetos sdo também conhecidos por contripaia a decomposi¢do e
reciclagem de compostos organicos (GOODFELLOW; HAAN1984). Além
disso, eles desempenham um papel importante naratitagdo da matéria
organica, na imobilizacdo de nutrientes mineraisacfio de nitrogénio e
protecdo do meio ambiente (GOODFELLOW; WILLIAMS 8.

Nos ultimos anos, actinomicetos isolados do améientarinho
(sedimentos, esponjas, tunicados, neuston, etc.at@ido consideravel atencéo
(LIU et al., 2010; LANE; MOORE, 2011). Cultura de actmcetos marinhos é
geralmente muito mais dificil de se explorar quaodmparados com parentes
terrestres, provavelmente devido ao requisito éapete crescimento. No
entanto, com o desenvolvimento de técnicas de amgesh, hoje é possivel o
isolamento e o cultivo de representantes de vayiogeros de actinomicetos

marinhos, responsaveis pela producdo de novos togpaom atividades
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biolégicas interessantes (MINCER; FENICAL; JENSENQ5).

Como as condi¢gbes ambientais marinhas sdo extrem@ardéerentes
das terrestres, os actinomicetos marinhos possaeaateristicas diferentes das
dos homologos terrestres e, por conseguinte, paideduzir diferentes tipos de
compostos bioativos (IMAD/At al., 2007).

As primeiras evidéncias relatando existéncia de@uicetos marinhos
vieram a partir da descricdo dehodococcusmarinho, primeiro grupo de
actinomicetos marinhos caracterizados. Posteridenaio a descoberta de que
algumas cepas marinhas exibem adaptacOes espgciBoguanto outros
parecem ser metabolicamente ativos em sedimentainhos (MORAN;
RUTHERFORD; HODSON, 1995). No entanto, esses privadiesultados nao
geraram entusiasmo suficiente para estimular aabpsc novos actinomicetos
no ambiente marinho.

A partir de estudos de cultura demonstraram queaatsiomicetos
marinhos realmente existem nos oceanos (WARD; BOR®@(Q6) e estes
incluem membros dos géner8slwaraspora, Salinibacterium, Williamsia maris
e Verrucosispora Dietzia, Rhodococcus(NESTERENKO et al.,, 1982;
HELMKE; WEYLAND, 1984; RAINEY et al., 1995; HEALDet al., 2001),
Streptomyces(MORAN; RUTHERFORD; HODSON, 1995),Salinispora
(MALDONADO et al.,, 2005a; MINCER FENICAL; JENSEN, 2005),
Marinophilus KWON et al., 200B sendo que ambos requerem agua do mar
para o crescimento, Aeromicrobium marinum(BRUNS et al., 2003), que

também tem um requisito obrigatdrio para o sal.
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Outro género recentemente caracteriz&hdinibacteriumpode tolerar
10% de NaCl, mas ndo tem uma exigéncia de salgarascimento (HAN et
al.,, 2003). O Verrucosispora informado recentemente AB-18-032
(RIEDLINGER et al., 2004) também pode se qualif;camo um actinobacteria
marinho. Algumas destas espécies foram encontaiasproduzir compostos
Unicos, tais como salinosporamide, que estdo agoransaios clinicos como
agentes anticancer potentes (FELIBIGI., 2003).

Os actinomicetos sdo componentes ativos de cordasdaicrobianas
marinhas (JENSEN et al.,, 2005a; 2005b) e de forstavel. As populacGes
persistem em diversos ecossistemas marinhos (DXBALKHAN, 2006). A
descoberta de varios novos taxons de actinomice@inhos com atividade
metabdlica Unica em seus ambientes naturais (FENIGBNSEN, 2006), e sua
capacidade de formar populacBes estaveis em Haldifsrentes e produzir
novos compostos com varias atividades biol6gica8GMRVEY et al., 2004;
LAM, 2006; JENSEN et al., 2007; PRUDHOMME et alQ08; OLANO;
MENDEZ; SALAS, 2009; ASOLKAR et al., 2010; RAHMANt el., 2010)
ilustram claramente que actinomicetos marinhos1resde existem nos oceanos
e sdo uma fonte importante de novos metabélitags@cios.

Muitos estudos tém sido feitos sobre o isolameept@ainomicetos de
sedimentos marinhos e (LECHEVALIER; LECHEVALIER, 713 descrevem
32 géneros baseados na composi¢do quimica destat madrinho. Além disso,
a partir de avaliacbes recentddjcromonospora StreptomycegMORAN;

RUTHERFORD; HODSON, 1995),Nocardia, Rhodococcus e Dietzia
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(RAINEY et al., 1995; HEALD et al., 2001), Prauserella (KIM;
GOODFELLOW, 199% Serinicoccus (XIAO et al.,, 2011), Salinispora
(MALDONADO et al.,, 2005a; MINCER; FENICAL; JENSENQR005),
Marinophilus (LAM, 2006), Solwaraspora (MAGARVEY et al., 2004),
LamerjesporaMarinospora(KWON et al., 2006)Salinibacterium(HAN et al.,
2003),Aeromicrobium(BRUNS et al., 2003)Williamsia (STACH et al., 2004),
Verrucosispora(RIEDLINGER et al., 2004)Marinactinospora(TIAN et al.,
2009) eSciscionellaTIAN et al., 2009) tém sido relatados a partir do antbien
marinho.

A produgcdo de metabdlitos secundarios em actindosicé& muito
influenciada por vérios parametros de fermenta¢ads como nutrientes
disponiveis (FOURATI-BEN FGUIR/Aet al., 2005), o pH (SUJATHA; BAPI
RAJU; RAMANA, 2005), a presséo parcial de oxigéfit@,) (IWAI; OMURA,
1982), temperatura (SUJATHABAPI RAJU; RAMANA , 2005), agitacao
(BODE et al., 2002), sais minerais, os ions metalicosSiEVA; IVANOVA;
GESHEVA, 2005), precursores (MARTIN; DEMAIN, 198QMURA, 1984),
os indutores (DOULL; VINING, 1990; CHENG; FANG; DEMN, 1995;
DEMAIN; ZHANG, 2005) e inibidores (BIBB, 2005), queuitas vezes podem
variar de organismo para organismo (IWAI;, OMURAS2%

Microrganismos, como 0s actinomicetos que produzaetabdlitos
secundarios, muitas vezes tém o potencial paraipéodde varios compostos a
partir de uma Unica espécie. A base molecular psta observacdo bem

conhecida foi confirmada por véarios projetos deusagiamento de diferentes



37

microrganismos (SCHIEWE; ZEECK, 1999).

De acordo com (MALDONADO et al., 2005b), os ambésnimarinhos
contém uma vasta gama de actinomicetos Unicos résemie no ambiente
terrestre. E o cultivo destes novos actinomiceatddacilitar a investigacdo das
suas funcBes ecoldgicas e fornecer uma fonte iapertpara a descoberta de

novos metabdlitos.



Quadro 1 Novos metabdlitos produzidos por actineto& marinhos entre 2005-2010

Composto

Fonte

Atividade Bioldgica

Referéncias

Chinikomycins Chloro-
dihydroquinones

Glaciapyrroles Frigocyclinone

Lajollamycin
Mechercharmycins

Salinosporamide A Sporolide

A Salinosporamides B & C

Sreptomyces sp. Novel
Actinomycetes Streptomyces sp.
Streptomyces griseus
Streptomycesnodosus
Thermoactinomyces sp. Salinispor
tropica Salinispora tropica
Salinispora tropica

Anticancer Antibacterial;
Anticancer Antibacterial
Antibacterial Antibacterial
A Anticancer] Anticancer;
Antimalarial [

(Li et al, 2005)
(Soria-Mercadcet al, 2005)
(Macherlaet al, 2005)
(Bruntneret al, 2005)
(Manamet al, 2005)
(Kanohet al, 2005)
(Prudhommeet al, 2008)
(Jenseret al, 2007)
(Williams et al, 2005)

Fonte: Mayeet al., 2011

8¢



39

Os actinomicetos produzem diversos compostos modmplexos
exibindo forte potencial bioativo e, geralmente,bdéxa toxicidade (BERDY,
2005; KURTBOKE, 2012). Vérias substancias antinb@oas de actinomicetos
foram isoladas e caracterizadas, como aminoglieosiéhcluindo, antraciclinas,
glicopeptideos, beta-lactamicos, macrolideos, nsaieos, peptideos, polienos,
poliésteres e tetraciclinas (BERDY, 2005). A maiodos antibidticos sdo
metabdlitos extracelulares que normalmente sd@tselms no meio de cultura
(Bode et al, 2002) e foram utlizados como varias drogas
(CHAROENSOPHARATet al., 2008).

Entre os diferentes microrganismos, actinomicefms sem duavida, os
maiores produtores de metabdlitos secundarios (BERED05). Entre os
metabdlitos microbianos conhecidos até o presdiis (~10.000 compostos)
foram isolados a partir de varios Actinomycetald3estes compostos
Actinomycetales, 75% eram datreptomyces 25% eram de actinomicetos
(BERDY, 2005). A representacdo de metabdlitos die@micetos no século 20
foi de apenas 5% (BERDY, 2005).

Apés a descoberta da penicilina, em que foi andacia era de
antibiéticos e a percepcdo de que os microrganissosuma rica fonte de
produtos naturais clinicamente Uteis, cerca de BQradutos naturais foram
descobertos a partir de microrganismos, mais d@®000.dos quais sao
biologicamente ativos (BERDY, 2005). Atualmente,isnde 1000 produtos
microbianos séo utilizados como antibidticos, agentantitumorais e

agroquimicos (BERDY, 1980; 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento de microrganismos marinhos

Microrganismos marinhos, como actinomicet8g€ptomycgse fungos
foram coletados a partir de sedimentos marinhogdas localidades costeiras
do Sul da China. Os isolados fazem parte do estdgumicrorganismos do
laboratério de Microbiologia da Universidade de tBos estado de
Massachusetts — Estados Unidos.

Os fungos isolados foram cultivados em Agar BDAmatas de Petri a
22°C em ambiente escuro. Os fungos foram identificadi®sacordo com a
morfologia microscopica.

No caso de actinomicetos, 1 g da suspensao fosamem 10 mL de
agua do mar esterilizada, centrifugada durante dutmie decantada por 30
minutos. Apés 2-3 semanas de crescimento°€ 28n meio Gauze, colonias
Unicas foram observadas macro/microscopicamengeqgtassificacéo preliminar
a nivel de género, com base na morfologia.

Para preservacdo dos microrganismos, foram adidasha 1 mL de
células, apés 3 dias de fermentagdo, 40% de dlipen@ armazenamento a

80°C.
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3.2 Purificacdo e caracteriza¢éo das linhagens

As placas foram examinadas a intervalos regulage24th e 48h para
facilitar o isolamento das linhagens de fungos aamomicetos. A purificagédo
das linhagens isoladas foi realizada pelo métodesdetamento por estrias em
placas de Petri contendo meio (BDA) para fungoem e cultura Gauze para
actinomicetos e por sucessivos repiques até seadfmias puras.

As colbnias de fungos foram caracterizadas de acammn suas
principais caracteristicas macroscopicas: coloragho colbnia; aspecto
(algodonoso, pulvurulento); e presenca de micéboe@ Em seguida, as
coldnias foram nomeadas de acordo com 4 critéoigginismo a partir do qual
as linhagens foram isoladas; meio de cultura aalgio isolamento; método de

isolamento; e linhagem.

3.3 Preservagéo

Apbs processo de descongelamento, todas as lirhagearficadas
foram preservadas de acordo com trés metodologéimtds: glicerol 10%,
agua destilada, e por repique continuo.

Para a preservacdo em glicerol 10%, os fungos foepitados em
placas de Petri contendo meio BDA. Apds o devidapte de crescimento, com
0 auxilio de uma seringa plastica, foram cortadés tirculos superficiais de

agar contendo o fungo em varias fases de desemanto. Tais circulos foram
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imersos em um Eppendorf etiquetado contendo glicé®8o, previamente
esterilizado. As preservacdes foram feitas emiddfd e armazenadas em
freezer (-86C).

Para a preservacdo em agua destilada os fungas f@picados em
placas de Petri contendo meio BDA. Apos o devidapia de crescimento, (7 a
10 dias) com o auxilio de uma seringa plasticaanfocortados trés circulos
superficiais de agar contendo o fungo em variodgest de crescimento. Tais
circulos foram imersos em um Eppendorf etiquetamittendo agua destilada,
previamente esterilizada. As preservacfes foratasfem triplicata e estocadas
em refrigeradores (-8G).

Para a preservacdo por repique continuo, as linsafjimgicas foram

repicadas em tubos de ensaio contendo meio deaathmn agar.

3.4 Preparo de cepas marinhas

Para o presente estudo foram selecionados quatiedds, sendo os
actinomicetos codificados como A-26, MS122 e MSI&® e o fungo
codificado como MF156.

Para o crescimento e desenvolvimento de isoladoplara de Petri, a
partir de células armazenadas &’@doram pipetados 50 microlitros de células
de actinomicetos em meio Gauze (3,75 g/100 mL) mig@olitros de suspenséao
de esporos de fungos em meio BDA. (4 g/100 mL)

As placas foram incubadas a°@8por 1 semana e a temperatura foi
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ajustada para 25-32 de acordo com a necessidade de crescimento @e cad
isolado. As amostras e seus respectivos meios Heracwitilizados estéo

descritos na Tabela 1.

3.5 Crescimento/fermentacdo de células em pequerscala

Das placas incubadas por 1 semana ‘g€ 2fram inoculadas col6nias
simples (~0,1 cfncom meio sélido contendo fungos e actinomicetas)ymeeio
de cultura LB (Broth, Miller) (1,25 g/50 mL).

Os frascos contendo meio LB + cultura foram sulmostia agitacéo
constante de 170 rpm a’g8por 2 a 3 dias. A velocidade foi ajustada em 8000

rpm.

Quadro 2 Amostras e respectivos meios de cultura

CODIGO DA MEIO DE COMPOSICAO DO MEIO
AMOSTRA CULTURA
20 g Amido
0,5 g NaCl
0,01 g FeS©®
A26 1 g KNG;
(Actinomiceto) Gauze 0,5 g KHPO,
0,5 g MgSQ
15 g Agar
em 1L HO e pH ajustado para 7.3
MF156 BDA 200g de batata descascada e fatiada;|20g
(Fungo) dextrose; 15 g agar; 1 L agua destilada
MS122 Gauze
(Actinomiceto)
MS122(R) Gauze acrescido com
(Actinomiceto) arroz (1 Kg)
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3.6 Crescimento/fermentacdo de células em larga et

Apoés crescimento de células em pequena escalgrdparado 1 litro
dos meios de cultura F- medium (5 g Triptona, 5aCN 20mg NaF, 10 g
extrato de levedura em 1 litro de 4gua destiladap® M004 (450 g arroz em
1L de agua destilada).

Para as amostraF 156 (fungo); MS122e A26 (actinomicetos) 20 mL
de crescimento em pequena escala (item 2.5) fodicioaados a 1 litro de F-
medium. Ainda, foram adicionados 20 mL das amostMS122(R)
(crescimento em pequena escala) em 1 litro de sddido com arroz.

As culturas em crescimento em larga escala forambadas a 28

com agitacao (Shaker / MA420 com agitacao) a 1@0ppr 10 dias.

3.7 Processo de extracdo de cepas marinhas

Apds 10 dias incubados, as amostd§122, A-26, MF 156 e
MS122(R) obtidas a partir do crescimento de células egalascala em seus
respectivos meios de cultura e condi¢cdes de crestimforam centrifugadas a
5000 rpm por 5 minutos.

O sobrenadante e as células foram separados atlavém funil de
separac&o a vacuo e as células foram armazenadesezer a -86C.

Para o actinomiceto, amostra MS122(R), apés sef@rage

sobrenadante e células a vacuo, a amostra foi edabeln metanol por 24
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horas. Ap@s este periodo a camada de metanolltfaidh. Para extracdo dos

compostos inicialmente, o sobrenadante (300 mLefktiaido com acetato de

etila (3 X 300 mL).

A seguir, detalhes procedimentais:

a)

b)

c)

d)

A fase orgénica e aquosa foram separadas por urh den
separacdo e as fracdes organicas foram combin@dsalvente da
fracdo organica foi removido por evaporador rotatdFisatom
804) e as massas das fracOes orgéanicas de cad#raarftmam
obtidas (Fracgéo 1);

A fracdo aquosa foi extraida com n- butanol (3X8QQ separando
a fase orgéanica da fase aquosa. O solvente deofraganica foi
removido através de evaporador rotatério obtendassmassas das
amostras desejadas (Fragéo 2);

A camada aquosa foi extraida novamente com n-bu{8x300
mL) ap0s ajuste de pH=1. Novamente foi separadese drganica
da fase aquosa. O solvente da fase organica faintente
removido por evaporador rotatorio (Fisatom/ 804a¢B0 3);

A fase aquosa da extracdo acima foi também remopigia
evaporador rotatério e assim obtidas as massaandastras A-26,

MS122, MF156, MS122(R). (Fragéo 4);

As células microbianas inicialmente armazenadafrewrer a -80°C



46

foram embebidas em metanol e sonicadas para acelpracesso de dissolucdo
da amostra no solvente.

As misturas foram centrifugadas a 4000 rpm por Hutos para
separacgdo de células e sobrenadante. A camadatdaom®i submetida ao
processo de evaporagao para remocao de solveraeadrs)

As células recuperadas foram embebidas em agudestncubadas a
4°C por 24 horas. Para separacdo da camada aquadala foi utilizado o
processo de centrifugacdo. As células viaveis faalvas. (Fracao 6).

A seguir detalhes procedimentais:

a) A camada aquosa foi extraida com acetato de &Xa5 mL). O
solvente da frac&@o orgéanica foi removido por evagor rotatério e
as massas foram obtidas (Fragéo 7);

b) A camada aquosa da extracdo acima foi extraida redtanol
(3X15 mL). O solvente da camada organica foi reah@vpor
evaporador rotatério (Fracdo 8) e a camada aquosa¥amente
extraida com n-butanol (3X15 mL) com pH=1.

c) Para remocao de solvente da camada organica e @agadsa do
processo de extracdo com n-butanol, foi utilizad@aperador

rotatorio e obtidas as massas das Fracdes 9 ecBraQo

Os procedimentos acima de todo o processo de agmtrde cepas

marinhas estéo representados pelo diagrama daaFiguseguir.
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Cultura

Sobrenadante Célula

I

MeOH _
SONICAGAO
(Eaizi CamadaOrganical | |Exreto metandlico Célula
FRAGAO 1 FRAGAOS
N BUOH
3X300mL:
T — camata rgiica Célula Sava CamadlaAduosa
~ ERACAO6
FRAGAO 2
EA3X15mL.
pH=1
N BUOH
A Camada Aquosa
Camada Organica
Camada Aquosa .
s FRAGAO 7
A A N -BUOH
FRAGAO 4 FRAGAO 3 N o
e Camada Aquosa
FRAGAO 8

pH=1
N-BUOH 3x15 mL

Ca’":’;%ﬁ‘"‘“a Camada Aquosa

FRAGAO9 FRAGAO 10

Figura 2 Processo de extracdo de compostos bisatigo partir de
microrganismos a obtencao de fracdes.

Todas as fracdes obtidas foram armazenadas enefraed C para

posteriores testes bioldgicos e analises quimicas.

3.8 Cultura de células do cancer (MCF-7)

A cultura de células do cancer (MCF-7) foi efetuadadiante os

seguintes procedimentos:
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a) Recuperacao de células cancerosas
b) Subcultura de células cancerosas

c) Criopreservacao de células cancerosas

3.8.1 Materiais e reagentes da cultura de célulamadancer

3.8.1.1 Materiais

a) MCF-7: Morfologia: epitelial; linha celular de admrarcinoma de
glandula mamaria humana [ATCC, Gato. No. HTB-22].

b) Incubacéo da cultura de tecido: ar, 95%; diéxideatdono (CQ),
5%; temperatura, 37°C;

c) Placas com tampas: 6-Well CELLSTAR TC: Parte lisa,
Esterilizada, BioExpress, Cat. No. T-3026-3;

d) Placas: 96-Well Cell Culture: Corning Incorporat€df. No. 3595;

e) FLx800 Fluorescence Microplate Reader: Bio-Tek;

f) Cabine de Seguranca Biol6gica; Placa para contatgerélulas;

Pipetas (100@l, 200 ul, 20 ul); etc.

3.8.1.2 Reagentes

a) Meio de crescimento completo ATCC: O meio de bam® psta

linha de células ATCC formulado é Meio Minimo Essehde



b)

c)

d)

9)

h)
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Eagle (E-MEM) Catalogo No. 30-2003. Para 0 meigrdscimento
completo foram adicionados 0s seguintes compon@at@so meio
de base: 0,01 mg de insulina / mL de soro boviom sle bovino
fetal a uma concentracéo final de 10% (ATCC recatada);

Meio FBS: Soro Fetal de Bovino, Qualified, US Omigisibco/Life

Technologies, Catalogo No. 26140-079;

0,25% (w/v) Trypsin — 0,53 mM EDTA: 0.25% Trypsir8@ mM

EDTA in Hanks Balanced Salt Solution sem calcionaagnésio;
ATCC, Catalogo No. 30-2101;

Meio PBS: Solucdo tampdo de fosfato, SIGMA, Catdlddp.

(P5368-10PAK), filtrado por esterilizagdo com #6ltde 0,22um

depois dissolvido em agua deionizada esterilizada.

Meio congelado: Meio de crescimento completo suplgado com
5% (v/v) DMSO;

Streptomicina-Penicilina: Life Technologies, CatfldNo. 15070-
063, concentracdo de 100 U/ml Penicilina e 0.1 rhg/m
Streptomycin;

MTT: Brometo de Tiazolil Azul de Tetrazélio (Thidgb Blue
Tetrazolium Bromide), CAS Numero 298-93-1, SIGMAatélogo
No. M5655-500MG; 2.5 mg/ml a solugdo estoque MTT fo
preparada por dissolucdo em 100 mM PBS (pH = ‘&dddo
filtrada através de membrana esterilizada Qa2

DMSO: Dimetilsulféxido, CAS Numero 67-68-5, SIDMA,
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Catalogo No. D8418-500 ML;
i) Solugdo de azul de tripano (0,4%): CAS Numero 73-53IGMA,

Catalogo No. T8154-100 ML;

3.8.2 Procedimentos

3.8.2.1 Cultura de células

a) Recuperacao de células cancerosas

Inicialmente retirou-se a cultura de células decearde um frasco
estocado e congelado no tanque de nitrogénio bquil cultura foi
descongelada rapidamente num banho de agua a ®r°gpmximadamente 1
min.

Esterilizou-se a superficie do frasco com etanéb Tansferindo-o em
seguida para uma cabine de seguranca bioldgica.

As células microbianas foram entéo transferidas pad ~ 8.0 mL de
meio de cultura completo (EMEM) pré-aquecido a 3f{f&a lavagem das
células e em seguida centrifugou-se o meio dereuttantendo células (1000
rpm por 5 min a 4 °C). Apds esse procedimento d&scae 0 sobrenadante.

Adicionaram-se 2 mL de meio de cultura completocdkilas para
ressuspender as células cancerosas e transfekrimkada mistura de células de
cada poco para placas contendo 6 pocos. Adicioagwgamente mais 1 mL de

meio de cultura completo para cada pog¢o contenltiarauwde células.
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A placa contendo cultura e meio foi incubada a 3% CQ. O meio
EMEM da placa foi renovado 2 a 3 vezes por semanagada 48h.
(Considerando-se que a cultura MCF-7 dobra demo&9choras).

As culturas foram mantidas a uma concentragéo ldiséntre 2x10e

2x1@ cellcn.

3.8.3 Subcultura de células cancerosas

Quando as células do cancer recobriram 80% a 90%ugarficie da
placa, descartou-se, com o0 uso de uma pipeta atitama meio de cultura, da
placa incubada. Em seguida, adicionou-se tampam (deecultura PBS), para
lavar e remover o meio residual na cultura de aéluhncerosas bem aderentes,
suave e ligeiramente e, em seguida, eliminou-se B&. PAdicionou-se
posteriormente 60QuI~800 pl (concentracdo dependente da quantidade de
células MCF-7).

Na maioria dos testes, a concentracdo de célulatidoda a cavidade,
portanto adicionou-se 808l de solucdo de Trypsin 0.25% (w/v) - 0.53 Mm
EDTA em cada poco da placa contendo cultura ddaséiancerosas. A placa
foi incubada a 37°C, 5% CO2 por 3a 5 minutos esasbe periodo, as células
foram observadas através de microscépio (a finedegar aglutinacéo).

Adicionou-se 1 mL de meio de cultura completo (EMEgvh cada poco
da placa, de modo que as células cancerosas semftesgsem do fundo da placa

e formassem suspensdo de células simples, e celetatsuspensado de células
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em um tubo estéril. A esta suspensado de célulaspmou-se 4 mL de meio de
cultura completo (EMEM) (aproximadamente 1.6 a 9428M/V) Trypsin —
solucdo de EDTA 0,53Mm e 7,2 ml meio), e centrifuge a 1000 rpm por 5
min, e entdo descartou-se o sobrenadante.

As células foram ressuspensas em meio de cultunpleto (EMEM),
para realizacdo da contagem de células inoculgtlag(~1x1G cel/ cnf) a

nova placa e estas foram incubadas 37°C, 5% CO

3.8.4 Criopreservacao de células cancerosas

Inicialmente para a etapa de criopreservacdo, desese 0 meio de
cultura da placa contendo 6 pocos e adicionou-sempdo PBS para lavar a
superficie das células cancerosas, suave e ligeimtane, em seguida, eliminou-
se o PBS.

Adicionou-se em seguida 6@0~800 ul a cada cavidade dos 6 pocgos da
placa, para digestdo das células cancerosas, eguda foram incubados a
37°C, 5% de C@por aproximadamente 3 ~ 5min.

Apés curto periodo de incubagéo, adicionou-se Idmimeio de cultura
(EMEM) em cada poco da placa. Em seguida coletausgspensédo de células
em um tubo estéril e adicionou-se 4 mL de meioufi@ completo (EMEM).
Centrifugou-se a 1000 rpm por 5 min, e entdo desgcae o0 sobrenadante.

As células cancerigenas foram ressuspensas com griejmrotetor,

realizando-se a contagem de células em camara dbdler e a densidade
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celular foi regulada em 1 x i@élulas/mL. As células foram armazenadas em
tubos especiais congelados, aproximadamente 1mlLlém cada tubo.
Rotulou-se 0 nome da célula nas superficies dasstabngelados, o
tempo de congelamento e o operador. Colocou-sgbos tongelados dentro de
uma caixa de arrefecimento programado e colocars@elo menos um dia a

80°C e, em seguida, transferiu os tubos para os tardpiaitrogénio liquido.

3.9 Testes “Drug Screening” com fragbes de cepas rimdas

Para realizacdo dos testes, inoculou-se 2 ¥ &6lulas / 100ul de
cultura de células de cada poco nas placas de @ ple cultura de tecidos e
incubou-se a placa por 24 horas, 83702 a 5% para permitir o crescimento
de células aderentes bem antes do tratamento camaasras.

Todas as amostras testadas (Fragfes 1 a 10 dagamm®f6, MS122,
MF156 e MS122 (R)) foram diluidas a uma concentadé 10 mg/mL com
DMSO e adicionou-se 10QL da solucdo (20Qug / mL meio de cultura
completo) em 10QL cultura de células cancerosas, totalizando urarmel de
200 ul, sendo a concentragéo final de drogas 10 mL, (a mais elevada),
contendo 1% DMSO.

O grupo controle foi definido adicionando 100 de meio de cultura
completo com 2% DMSO em 1QQ de cultura de célula de cancer, obtendo
uma concentracao final de 1% DMSO, similar ao piooento acima.

Todos os resultados foram submetidos a analisegistisns sendo
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analisadas as repeticdes e as formas de tratadestotos no item 2.12.
Taxa inibitdria (%) de crescimento do tumor = [@i$incia médio de

da amostra) / absorbancia média do controle] *100%

3.10 Ensaio MTT (Meio de cultura Brometo de TiazoliAzul de Tetrazélio)

O ensaio MTT consiste no uso de sais de tetrazBliometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5 - difeniltetrazélio). Nestensaio de proliferagdo celular,
guantifica-se a habilidade das células viaveis zieen o sal amarelo de
tetrazolium a cristais purpuros de formazan, usamda enzima mitocondrial, a
succinato desidrogenase detectando células metaimante ativas sendo a
leitura feita em espectrofotbmetro. A absorbéancdeterminada a 540 ou 570

nm em leitor de ELISA.

3.10.1 Determinacdo do numero apropriado de inocutdo de células do
cancer para o ensaio de MTT

O meio de cultura EMEM foi removido e rapidamenéeolu-se a
camada de células (filtro estéril de 0;#8) com tampédo PBS para remocao de
todos os vestigios de ser um, que contém inibiddripsina.

Em seguida, adicionou-se 8@Dde solucdo Tripsina-EDTA em cada
um dos seis poc¢os da placa, incubou-se a placdX 3% de CQpara facilitar
gue as ceélulas se destacassem e observou-se as edtavés de microscopio

durante 2 a 5 minutos.
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Tabela 1 Numeros de células e volume da cultutd@E-7 antes do tratamento

com MTT
Grupo 1: Grupo 1: Grupo 2: Grupo 2:
Quantidade de \Volume/Cultura Quantidade de \Volume/Cultura
células (uL) células (uL)

60000 200 15000 100
30000 200 7500 100
15000 200 3750 100
7500 200 1875 100
3750 200 937.5 100
1875 200 468.75 100
937.5 200 234.375 100
468.75 200 117.1875 100
234.375 200 58.59375 100

Nota: 3 repeticdes para cada célula diferente

Apébs observagdo em microscopio, foi adicionado laagp3~4 mL de
meio de cultura completo puxando lentamente adasltilizando a pipeta
automatica). Transferiu-se a suspensdo de céllaa pm tubo que foi
centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos sendo o satol@nte descartado.

Os sedimentos celulares foram ressuspensos em deeiwescimento
fresco e semeadas em pocos de microtitulacdo. iysoths apropriadas da
suspenséo de células foram adicionadas em 96 gecpkaca contendo cultura
de células antes de tratamento MTT (Tabela 2).

As culturas foram incubadas a 37°C, 5% ,G®r 72 horas e apés
periodo de incubacdo, adicionou-sei20de MTT 2,5 mg/mL em 20QL de
cultura de célula e 10L de MTT 2,5 mg/ml em 10QL de cultura de célula,
sendo a concentracdo de MTT de 0.25 mg/mL. A disidacubada por 4 horas
a 37 °C, 5% C@para clivar o corante MTT e formar cristais deppiia sob a

catalise de desidrogenases mitocondriais em célivas.
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Apés remocao total do meio de cultura por pipetageave, adicionou-
se 100uL de DMSO para dissolver os cristais insolUveispdepura em uma
solucdo colorida, agitando em seguida por cerca denutos. A absorbancia
desta solugdo de cor foi quantificada medindo arbsicia em um determinado
comprimento de onda (570 nm) por um espectrofot@met FLx800

Fluorescence Microplate Reader.

3.11 Contagem de células

A cultura de células cancerosas, com amostrasdéestam placa 96
furos, foram incubadas por cerca de 43 horas. Deatsira o tempo total de
experimento é de (24 horas células/branco + 43shioagamento amostras + 4
horas tratamento MTT).

Apébs o periodo de incubacdo, removeu-se @0@o sobrenadante de
cada poco da placa (96 furos) e adicionou-se emidsed.00uL de PBS para
lavar o poco.

Adicionou-se 50ul de Tripsina 0,25% (M/V)-0.53 mM EDTA, em
seguida incubou-se a 37°C, 5% £@or 2min. ApOs este tempo adicionou-se
100 uL de meio de cultura completo (EMEM) para paraeacéo e 5QL de
solucdo azul de Trypan (0.4%), incubando a plazamente por 1min.

Para o célculo do nimero de células foi utilizadaote Blood Cell e a

contagem foi realizada na cAmara de Newbauer.
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3.12 Procedimentos de andlise dos dados

Os experimentos foram realizados utilizando 4 tiples amostras,
identificadas neste trabalho como A26, MS122, M$R22 M156. Para cada
tipo de droga foram utilizadas 10 fracfes distineapara cada tipo de fracédo
foram feitos testes com a droga em alta concemtrdg@®ug/mL, 1% DMSO e
controle de grupo a 0,7314) e baixa concentrac@oug¢ImL, 1% DMSO e
controle de grupo a 0,7314).

Ao todo, foram obtidos dados referentes a 72 ksturOs dados
provenientes da alta e baixa concentracdo forarizagtds para calculo
individual juntamente com o fator de controle dopgr. A férmula utilizada

para analise dos dados foi a seguinte:

Taxa de inibicdo/estimulo do crescimento do turday £ [(média de absorcao
da amostra de absorbéancia de controle)/média dedidscia de controle] *
100%

Os resultados referentes aos valores de inibigfiodde de crescimento
do tumor (%) foram submetidos a analise de var@msando determinar os
intervalos de confian¢a dos resultados.

De posse dos resultados da aplicagdo da férmulecegeu-se a
classificacdo para encontrar a droga, fracdo egdosaalta ou baixa) que
resultaram em inibicdo e/ou proliferacdo das céluancerigenas estudadas.

Além desta classificagdo também procedeu-se coriagéo do gréfico plot no
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SPSS e graficos de barra no Excel para analisaalmignte as combinagfes

com maior potencial diante dos objetivos da pesquis
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados do preparo de cepas marinhas

Do material inicial coletado foram isoladas e pcaiflas linhagens de
fungos e actinomicetos a partir dos meios de @BDA e Gauze. Estes meios
de cultura favoreceram o crescimento e isolameat lithhagens. Durante o
processo de crescimento dos microrganismos emspldegetri na estufa, a
temperatura de 28 favoreceu o crescimento das coldnias, como pede s
observado nas figuras 2, 3 e 4.

As metodologias de diluicdo e esfregaco ndo apr@sen muito
eficiéncia dificultando o trabalho inicial de iswianto. O processo de esfregaco
dos extratos aquosos (sem diluicdo e diluicid) €z com que as colbnias

crescessem dispersas (Figura 3)

Figura 3 Crescimento de colbnias de actinomicethsigos MF156 em meios
Gauze e BDA respectivamente
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. ¥

Figura 5 Isolado MS122 meio de cultura Gauze

Dentre as linhagens isoladas, aquelas que origimeriratos brutos ou
fracbes com resultados positivos nos ensaios dédadie bioldégica foram

armazenadas para posterior identificacao taxonodaisaspécies.
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4.2 Fermentacdo em meio liquido em pequena escala

Nesta etapa de crescimento de células em meialdiduB (Broth Miller
1,259/ 50 mL), apds agitagéo constante ¥28or 2 dias, como mostrado na
Figura 6, p6de-se perceber a diferenca de corcesidade dos meios de cultura
tornando estes mais escuros e densos, devido aunmang significativo de

células e producéo de metabdlitos secundarios.

Figura 6 Crescimento de células MS122 e A-26 enigred escala

4.3 Fermentacdo em meio liquido em larga escala

A técnica de crescimento de células em larga efoal@alizada com
sucesso apés 10 dias de incubac&o’@ 88b agitagéio constante. Como pode-se
observar na Figura 7, ocorreu uma mudanca na ¢éncia e tonalidade dos

meios de cultura liquidos, sob agitacdo, e tamb@&sepca de manchas marrons
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no meio sélido indicando portanto o desenvolvimelgaélulas concentradas de

actinomicetos.

Figura 7 Crescimento de células MS122 e A-26 ermgalagscala, meios de
cultura: M004 medium e F-medium

4.4 Processo de extracdo de cepas marinhas

Ap6s o periodo de fermentacao, os meios foramaditis. Primeiramente
a biomassa foi separada do meio de cultura peaddb a vacuo, utilizando-se
um funil sinterizado acoplado a um kitassato. Cdittim utilizou-se papel de
filtro recoberto com uma camada de celite. A bisadsi entdo imersa em 100
mL de MeOH, extraido durante um minuto em um batehaltrassom e filtrado,

dando origem ao extrato metandlico do micélio, cdosirado na Figura 8.
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Figura 8 Células/micélio da amostra A-26 ap0s mscele filtracao

Apb6s etapa de filtracdo para separacdo do sobreteadacélulas, o
filtrado obtido foi centrifugado e a partir do fddo livre de células iniciou-se o
processo de extracdo com solventes organicos deidaies diversas. Esta
metodologia consiste na separacéo das fases aqiosgénicas e os solventes
escolhidos para esta etapa foram acetato de lmtidlanol e metanol. A escolha
dos solventes envolveu um compromisso entre maamaizficiéncia da reacao
e garantir o maior nimero de metabdlitos.

Os solventes acetato de etila, butanol e metamaihfoselecionados
baseados pela miscibilidade do solvente. Solvemtégsicamente semelhantes
que possuem parametros de seletividade similazesnfparte do mesmo grupo,
embora possam apresentar diferentes valores deidaole. Os metabdlitos
extraidos a partir destes solventes podem repeggenitas classes de diferentes

compostos incluindo aminoacidos, gorduras e acafgénicos sendo que as
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condi¢Bes de extracdo diferem muito para os difeseipos de compostos.
4.5 FracOes obtidas a partir dos processos de extéo de cepas marinhas

De acordo com o processo de extracdo de metabdkt@stinomicetos
e fungos marinhos descritos no item 2.7, foramdaltias seguintes fracbes de

acordo com os diagramas abaixo.

Cultura

] A

Sobrenadante

Célula

20 mL MeOH
Sonicagao

EA 3x300 mL

Fase Organica MeOH Extrato
Nome L-EA Nome L-MeOH

Fase
Agquosa

‘ Célula ‘

Fragao 1 Fragao 5
N-BUOH 3x300 mL \pi°/°'289\ j"'/ﬂ'ozg\

Fase Fase Orgénica Célul
Aquosa Nome N-BuOH ellia
Separada

Fragdo 2 Fragao 6
H1 Peso: 0,18 ragéo
niBuoH \es“/‘g\ Peso: 3,37 g

Fase
Aquosa

EA3x15 mL
. Fase Organica Fase
Fase Organica
Fase Aquosa Nome N-BuOH Nome L-EA Aquosa
= = Fragao 7
Fragao 4 Fragéo 3
Peso: 0,14 g Peso: 0,56 g Peso: 0,05 ¢ N-BUOH
L L L~ 315 mL
Fase Organica Fase
Nome N-BuOH Aquosa
Fragao 8
Peso:002g pHA
N-BUOH 3,15 mL
A26 Fase Organica
Nome N-BuOH Fase Aquosa
Fraggo 9 Fragao 10
Peso: 0,029 Peso: 0,02 g

\/\\/\

Figura 9 Processo de extracdo de compostos bisaipartir da amostra A-26 a
obtencédo de fracdes e suas respectivas massas.

Como pode-se observar nos diagramas apresentagagijrada cultura

de células iniciou-se todo o processo de extragdim @ separacdo do
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sobrenadante e células. A fase organica foi sepadadfase aquosa pelos
diferentes solventes (acetato de etila, metanoit@nbl). As massas das fracdes
variaram de acordo com as condi¢des da separagiventes.

Em contrapartida, as fracdes organicas extraidasaceolvente acetato
de etila apresentaram um rendimento baixo, apr@seéot somente massa
suficiente para ser enviada aos ensaios de atwitailogica utilizados nesta
investigacdo. O solvente escolhido deve ser o sadétivo possivel.

O processo inicial de extragdo com o solvente treda etila foi
repetido de acordo com a demanda de massa parbiadesudos testes

bioldgicos e posterior etapa de purificacao.

Figura 10 Frac6es da amostra A-26 obtidas apésa etdp extracdo com
diferentes solventes (acetato de etila, metantdniol)
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No final de cada processo de extragdo, as fragiamfsubmetidas ao

processo de evaporagdo a vAcuo e as massas dirzars dbtidas.

Cultura

]

Sobrenadante
Ms122

N-BuOH 3x300 mL

Y

Célula

pH1
N-BuOH

Fase Orgénica
Fase Aquosa Nome N-BuOH
Fragéo 4 Fragéo 3

Pes0: 0,21 g Peso: 0,289

e

MS122

Fase Fase Organica
Aquosa Nome N-BuOH
Fragdo 2
Peso: 0,249

Célula
Separada

Fracéo 6
Peso0: 8,00 g

\_/\

EA 3x300 mL 20 mL MeOH
Sonicagio
Fase Organica MeOH Extrato Célul
Nome L-EA Nome L-MeOH Hia
Frago 1 Fragdo 5 |
Peso: 0,39 g Peso: 0,06 g

Fase
Aquosa

EA 3x15mL

Fase Orgénica Fase
Nome L-EA Aquosa

Fragao 7 |
Peso: 0,04 g N-BUOH
3x15mL

Fase Organica
Nome N-BuOH

Fase
Aquosa

Fragdo 8
Peso0: 0,02 g PHA
N-BuOH 3,15 mL

\/\

Fase Organica
Norme N-BuOH Fase Aquosa
Fragao 9 Fragao 10
Peso: 0,059 Peso: 0,029

\/\

Figura 11 Processo de extracdo de compostos hbeasivpartir da amostra

MS122 a obtencéo de fragBes e suas respectivaasnass
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Figura 12 Fracbes da amostra MS122 obtidas apdm eta extracdo com
diferentes solventes (acetato de etila, metanthniol)



Cultura

i

¥ A
Sobrenadante
MS122 Célula
[
EA 3x300 mL 20 mL MeOH
Sonicagao
Fase Fase Organica MeOH Extrato
Aquosa Nome L-EA Nome L-MeOH Céluia
I Fragéo 1 Fragéo 5 I
Peso: 0,39 g

N-BuOH 3x300 mL l

Fase Fase Orgéanica
Aquosa Nome N-BuOH
Fragao 2
pH 1 Peso: 0,24 g
N-BuOH

Fase Aquosa

Fase Orgéanica
Nome N-BuOH

Fragédo 4
Peso: 0.21g

_ 7

MS122

Fragdo 3
Peso:0,28g

L

respectivas massas.

\_/\

Peso: 0,06 g 1

Célula
Separada

Fracéo 6
Peso: 8,00 g

L~

Fase
Aquosa

EA 3x15 mL

Fase Organica Fase
Nome L-EA Aquosa
Fragéo 7 |
Peso: 0,04 g N-BuOH
3x15 mL
Fase Organica Fase
Nome N-BuOH Aguosa

Fracéo 8
Peso: 0.02 g

pH 1
N-BuOH 3,15 mL

Fase Organica
Nome N-BuOH

Fase Aquosa

Fragao 9
Peso: 0,05 g

L o

Figura 13 Processo de extracdo de compostos lmeagivpartir da amostra MS122 (R) a obtencéo dédese suas

Fragdo 10
Peso: 0,02 g

P

89



69

Figura 14 FracBGes da amostra MS122 (R) obtidas efam de extracdo com
diferentes solventes (acetato de etila, metantdniol)



Cultura

! S
Sobrenadante 5
MF156 Célula
I
EA 3x300 mL 20 mL MeOH
Sonicacdo

Fase Organica MeOH Extrato

Fase Aquosa Nome L-EA Nome L-MeOH

Célula

I Fragéo 1 Fragédo 5 [

N-BuOH 3x300 mL { Peso: 0,20 g Peso: 0,06 g
\/\

Fase Organica
Nome N-BuOH

Célula
Separada

F A
ase Aquosa Fase Aquosa

Fragéo 2 Fracdo 6
pH 1 Peso: 1,10g raf;ao
N-BuOH Peso: 3,68 g EA 3x15 mL
\_/\

Fase Orgénica Fase Orgénica
Nome N-BuOH Nome L-EA

Fragéo 7 I

Fragéo 4 Fracéo 3 ‘
Peso: 0,13 g Peso: 0,22 g Peso: 0,03 g N-BuOH
L — 3x15 mL

Fase Aquosa Fase Aquosa

Fase Organica F A
Nome N-BuOH ase Aquosa
Fracéo 8 I
Peso: 0,02 g pH 1

N-BuOH 3,15 mL

MF156 Fase Organica
Nome N-BuOH Fase Aquosa
Fracéo 9 Fracédo 10
Peso: 0,059 Peso:0,27 g

Figura 15 Processo de extragcdo de compostos lmeativpartir da amostra MF156 & obtencdo de fragdssas
respectivas massas.

0.
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Figura 16 Fracdes MF156 obtidas apos etapa de cértraom diferentes
solventes (acetato de etila, metanol, butanol)

3.6 Efeitos das fragBes de estirpes marinhas sobwecrescimento de células
cancerosas MCF-7

As curvas de crescimento das linhagens MCF-7 fareatizadas, de
acordo com as figuras 16 e 17, para se determirartiglade ideal de células a
serem plagueadas no experimento. A faixa escofbidde aproximadamente 2
x 10" células em cada poco da placa e o valor de absuebfoi em 570 nm
durante o aumento exponencial da regido apés & hista cultura de células
foi utilizada para realizacdo dos testes de drugesing, de acordo com 0s
métodos 3.13. A tabela 3 apresenta os dados da dererescimento da Figura

16.
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Tabela 2 Andlise de dados para curva de crescintent@lulas MCF-7 em 200
ul de cultura de células

Quantidade de células Média OD570 SD

60000 0,5439 0,0159

30000 0,5775 0,0299

15000 0,4091 0,0675

7500 0,2286 0,0217

3750 0,1458 0,0165

1875 0,0730 0,0098

937.5 0,0381 0,0009

468.75 0,0101 0,0054
234.375 0,0316 0,0045

0,7000
0,6000
0,5000
04000
0.3000
0,2000
0,1000
0.0000

Valor de absorbancia (ODS7(0)

Absorvancia X Concentracao celular

200 pL/cavidade

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000

Quantidade de célulasinoculadas MCF-7 Cells

Figura 17 Comportamento da absorvancia de difeserttiecentracdes de células
MCF-7 em 20Qul de cultura de células

Como pode-se observar, tem-se a curva de cresardertélulas MCF-

7, em 200u de cultura de células, (Figura 18). Esta curvéosma a partir da

guantidade de células versus o valor de absorb&aria200uL de cultura de

células por cada cavidade da placa, ocorreu uncioresto de células, sendo
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que ap6s o valor de absorbéncia na ordem de Ogbreparado com curva

padréo, o crescimento das células MCF-7 se extaibili

Absorvancia X Concentracao celular

100 pL/cavidade

0,4000
04,3500
0,3000
0,2500
04,2000
04,1500
04,1000
00500
0.0000

5 de absorbincias (ODS70)

[=F) i
5 -0.0500 5000 10000 15000 20000
= -0,1000

Quantidadede celulas inoculadasMCF-7 Cells

Figura 18 Comportamento da absorvancia de difesarttecentracdes de células
MCF-7 em 10Qul de cultura de células

Tabela 3 Andlise de dados da curva de crescimentéldlas MCF-7 em 10d
de cultura de células

Quantidade de células Média OD570 SD
15000 0,3535 0,0141
7500 0,2663 0,0539
3750 0,1840 0,0173
1875 0,0740 0,0114
937.5 0,0565 0,0040
468.75 0,0194 0,0106
234.375 0,0106 0,0002
117.1875 0,0050 0,0033
58.59375 0,0085 0,0018

Para a leitura da curva de crescimento de célulab-¥ em 10Qul de

cultura de células por cada cavidade da placacatela com a figura 17, valores
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de absorbéncia foram mais baixos variando de acoodo a quantidade de
células inoculadas. A Tabela 4 apresenta os daal@siya de crescimento da

Figura 19.

Figura 19 Status de crescimento de células MCF-7

Todas as células foram aderentes apds 24 horasultdeo ccomo
observado na Figura 18, sendo a imagem da esqueedaimento em 200L
de meio; imagem da direita: crescimento em {iD0de meio (os dois foram

aderentes).

3.7 Resultados dos testeDrug Screening dos metabdlitos marinhos
microbianos

O tratamento das fracdes ocorreu de acordo coraaegimento de 2.9,
sendo cada amostra testada com trés repeticdes.

Apébs repeticbes dos testes em células MCF-7 con86oextratos
selecionados, numerados na tabela a seguir, foramadgs os graficos

representados na figura 19. Todos os resultadamfobtidos a partir dos testes
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em células MCF-7 com os 36 extratos selecionadtnstidos & analises
estatisticas descritivas sendo analisadas asgége® as formas de tratamento.
Os valores acima de zero representam inibicdoedeionento, enquanto

gue os valores negativos representam estimuloedeigrento.

Tabela 4 NUumero e nome das amostras/ metabdli®slbmnos marinhos

NUmero Cédigo da Amostra NUmero Cédigo da Amostra
1 A26 F1 19 MS122(R) F1
2 A26 F2 20 MS122(R) F2
3 A26 F3 21 MS122(R) F3
4 A26 F4 22 MS122(R) F4
5 A26 F5 23 MS122(R) F5
6 A26 F7 24 MS122(R) F7
7 A26 F8 25 MS122(R) F8
8 A26 F9 26 MS122(R) F9
9 A26 F10 27 MS122(R) F10
10 MS122 F1 28 M156 F1
11 MS122 F2 29 M156 F2
12 MS122 F3 30 M156 F3
13 MS122 F4 31 M156 F4
14 MS122 F5 32 M156 F5
15 MS122 F7 33 M156 F7
16 MS122 F8 34 M156 F8
17 MS122 F9 35 M156 F9

18 MS122 F10 36 M156 F10
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Alta Concentragio das Amostras (100 pg/ml, 1% DMSO)

0,7000
2 0,6000
£
< = 0,5000
E 2
F@ 04000
-
& o
=7 03000
-
=
22 02000
T
o
S 2 01000
E =
-
*
§§ 0,0000
=

p
g o -0.1000
-}
-
= -0,2000

Bpaze 5122 ME122(R) MmM156

-0,3000 = .
Concentracao das amostras candidatas

Figura 20 Atividade bioativa sobre células de cafb#&CF7) por metabdlitos
marinhos microbianos

De acordo com os resultados dos testes “drug sogfeem células
MCF-7, realizados com as 36 amostras obtidas & gartepas marinhas, figura
20, pode-se perceber que as fracdes F1 (fase ocagiretato de etila); F2 (fase
organica/n-butanol) e F5 (fracdo metandlica) da siracA-26 Streptomyces
sp) apresentaram uma maior taxa de inibicdo de agIbMICF-7 quando
comparadas com outras amostras. MF156 F(1-10)erefs ao isolado fangico
ndo apresentaram resultados significativos quaraoparados com fracdes
obtidas de actinomicetos, amostras de MS122 (RL6)E A-26 (1-10).

As fracbes de MS122 F(1-10) obtidas a partir dehagens de
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actinomicetos inibiram e estimularam o crescimefgaélulas MCF-7. A taxa
de inibicdo e estimulagdo variou bastante de acecoio as altas e baixas
concentracbes de drogas, destacando MS122 (R) &e3 agresentou um
potencial para estimular desenvolvimento de céldascerosas em baixas
concentracbes. Esta fracdo butandlica foi subme#idaovos testes para
confirmacgéo de resultados.

A taxa de inibicdo da cultura de células MCF-7 ftagbes obtidas a
partir de A-26, linhagem actinomicetos, apresentagan altas concentracdes e
em baixas concentracdes de fracdes resultadodficiginbs podendo estes
compostos ser considerados como potenciais pragutale metabdlitos
secundarios microbianos. A fragdo metandlica A2& ESetato de etila A26-F1,
apresentaram as maiores taxas de inibicdo de sélatecerosas. Estas fracdes
foram novamente submetidas a testes com célulasM@d#fa confirmacéo de
resultados indicando a sintese de compostos hbisatv potencial biolégico
destes.

De acordo com os testes realizados, pode-se aimdiaraos resultados
obtidos com as frac6es de MS122 (R). Todas asdsagatandlicas e de acetato
de etila extraidas a partir @&reptomyces sparinhos apresentaram capacidade
de estimular o crescimento de células MCF-7 emasaconcentracdes das
drogas. Os metabdlitos secundarios das fragbes Stteptomyces sp.
MS122(R)F-3 e MS122(R) F-5 apresentaram resultaigsificativos sendo

estas fracOes testadas novamente para confirmag&sultados.
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Baixa Concentracdo das Amostras (10 pg/ml, 1% DMSO)
04000

0,3000

0,2000

F F2 F3 F4 I F7 8 Fa F10

00,1000
-0,2000)
-0.3000
-0.4000

-(1,3000)

Taxa de inibigdo/ taxa de proliferacio (%) do
crescimento de células MCF-7

01,6000
Ma2e WM5122 MS12Z2(R) W M156
-(0.7000 = -
Concentracao das amostras candidatas

Figura 21 Atividade bioativa sobre células de cafb#CF7) por metabdlitos
marinhos microbianos

De acordo com a figura 20, os metabdlitos obtidogaatir de
microrganismos marinhos, actinomicetos, apresantaaa taxas de estimulo
e/ou proliferacdo sobre células MCF-7. A prolif@@acde células MCF-7
apresentou efeito significativo devido a capacidaeleextracdo de metabdlitos
das fracbes butandlica e metandlica obtidas ar paetiStreptomycesEsses
microrganismos possuem capacidade de se multiplraduzindo biomassa
consideravel, além de metabdlitos secundarios dmnpader toxicoldgico.

Amostras em vermelho (inibicdo) e azul (estimutmpi selecionadas

para repeticdo dos testes drug screening, confiaineda 6.
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Tabela 5 Inibicdo e/ou estimulacdo das fracGessalproliferacdo de células do
cancer de mama MCF-7

NUmero Codigo amostra NUmero Cédigo amostra
1 A26 F1 14
2 A26 F2 15
3 A26 F3 21
5 A26 F5 23
11 MS122 F2 25
20 MS122(R) F2 26
30 M156 F3 27

Foram realizadas varias repeticBes de testes emasdICF-7 para
comprovacdao de resultados com as amostras da &bel@s resultados podem
ser observados de acordo com o gréfico seguinte.

A partir dos resultados apresentados dos testishiigio e estimulo da
proliferacdo das células MCF-7 com as fracdes ieldsa a partir de
microrganismos marinhos, pbde-se confirmar a cdpdei de inibicdo das
células do cancer pela amostra A26, destacandsfsaces A26 F-1 e A26 F-5
obtidas de linhagens @&reptomycesp.

De acordo com relatos da literatura, o fracionamelet metabolitos de
Streptomyces sgm sido objeto de pesquisas em células MQORertrabalho de
Wai Kien Yip et al.,, 2010, avaliou-se o potenciablfigico de trés fracdes
isoladas a partir de estirpes 8&eptomyces sgH7372). Uma das fracoes,
designadas como 31-2, exibiu mais fortemente doeieibidor do crescimento
e, assim, foi escolhida para estudos posteriorgts. fEacdo exerceu um efeito
inibidor do crescimento em um painel de 15 amosteasancro humano e duas

linhas de células ndao-malignas. Nas células MC&MDA -MB 231 células de
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cancro da mama, 31-2 induziu um efeito citostagantiproliferativa), sem
provocar citotoxicidade (morte celular).

Kim e Goodfellow (2009) caracterizaram as fun¢désiobicas de
protocatechuic aldehyde (PA), isolado a partir ddrato butandlico do
sobrenadante da cultura &reptomyces lincolnensM-20. Apds a extracao
com butanol, o extrato foi purificado por cromatfgr em gel de silica e uma
coluna de Sephadex LH-20. PA foi analisado por aspecopia de
infravermelho com transformada Fourier (FT-IR), matografia gasosa -
espectrometria de massas (GC-MS) e ressonancieétiagnuclear (RMN). PA
teve potente atividade antioxidante e atividadé&wanor contra células MCF-7
do cancro da mama humano também avaliado pelo m&tad.

Estima-se que o0 génefireptomycepossa produzir pelo menos um
milhdo de novos compostos de interesse biol6égicolWRA et al, 2001). De
acordo com dados na literatura, a triagem, isoléonercaracterizacdo de cepas
promissoras de actinomicetos produtores poteng@antibiéticos tém sido uma
importante area de pesquisa de muitos grupos pibosranos (HACENEet al.,
1999).

Uma ampla variagdo nas percentagens de isoladas a&iespectros de
atividade resultam da grande diversidade metabdliestes isolados e a

metodologia utilizada para a atividade de triagem.



3.8 Resultados dos Testes Drug Screening

Tabela 6 Resumo dos resultados dos testes Drugridoge

Alta Concentracéo de amostra (10@g/ml, 1% DMSO) Baixa Concentracdo da amostra (1fig/ml, 1% DMSO) Repeticoes
Amostra Taxa de |_n|b|<;ao (IR) (%) do Média sD SEM Taxa d_e inibicdo (%) do Média sD SEM (N)
crescimento do tumor crescimento do tumor
A26 F1 0.6156 0.6448 0.6450 0.6351 0.0169 0.0098 0.2835 2330. 0.2660 0.2608 0.0257 0.0148 3
A26 F2 0.5216 0.3974 0.4595 0.0879 0.0621 0.2595 -0.0117 0.1239 0.1918 0.1356 2
A26 F3 0.3547 -0.0403 -0.0543 0.0867 0.2322 0.1341 0.17810.0609 -0.2735 -0.0521 0.2259 0.1304 3
A26 F5 0.6266 0.6356 0.5876 0.6166 0.0255 0.0147 0.2855 2290Q. 0.2609 0.2585 0.0283 0.0163 3
MS122 F2 0.5469 0.4876 0.5172 0.0419 0.0296 0.0510 0.0448 0.0479 0.0044 0.0031 2
MS122 F5 -0.1582 -0.1611 -0.1597 0.0020 0.0014 -0.1474 7411 -0.1608 0.0189 0.0134 2
MS122 F7 -0.1473 -0.3741 -0.6338 -0.3851 0.2434 0.1405 ®157 -0.2149 -0.3727 -0.1434 0.2723 0.1572 3
MS122(R) F2 0.5073 0.5534 0.5303 0.0326 0.0230 -0.0788  -0.1259 -0.1024 0.0333 0.0236 2
MS122(R) F3 -0.0866 -0.1374 -0.2318 -0.1519 0.0737 0.0425 1956 -0.3578 -0.3085 -0.4094 0.1343 0.0776 3
MS122(R) F5 0.2376 -0.0130 0.1123 0.1772 0.1253 -0.3475  -®037 -0.1925 0.2192 0.1550 2
MS122(R) F8 0.0772 -0.3857 -0.3907 -0.2330 0.2687 0.1551 -.206-0.1082 -0.1261 -0.1468 0.0521 0.0301 3
MS122(R) F9 0.0886 -0.4269 -0.5467 -0.2950 0.3376 0.1949 -(8206-0.3691 -0.3573 -0.3109 0.0908 0.0524 3
Drug Sample Taxa dg inibicdo (IR) (%) Média sD SEM Taxa de inibi¢ao (%) crescimento R sD SEM
Name Crescimento do tumor do tumor
MS122(R) F10 -0.1791 -0.3426 -0.2105 -0.2441 0.0868 0.0501 &200 -0.1487 -0.1978 -0.1182 0.0984 0.0568 3
M156 F3 0.3071 -0.1611 0.0831 0.0764 0.2341 0.1352 0.06980.1741 -0.2512 -0.1185 0.1676 0.0967 3

18
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A Tabela 3 acima representa os resultados geraisedtes em células
MCF-7, com as amostras numeradas, obtidas a padetimicrorganismos
marinhos. Para cada amostra foram realizadas ¢épstie os testes foram
realizados em baixas concentracbes e altas coacéaesr de drogas. Para
analises estatisticas foram geradas as médiasv® ¢eglrdo de cada amostra

testada de acordo com a tabela acima.



83

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados dos testes com células MGFas fracBes
extraidas a partir de microrganismos marinhos, {s@deonfirmar a capacidade
de inibicdo de células MCF-7 das fracbes da amds2® destacando-se as
fracO0es A26 F-1 (fracdo acetato de etila) e A26(ffdgdo metandlica).

Para a amostra MS122 (R) de acordo com os rdseslta fracdo n-
butanol estimulou consideravelmente o crescimeasocdlulas cancerigenas.

Os resultados deste trabalho demonstram que osd@sol de
Streptomyces spprovenientes de processo de extracdo com diferenteentes
apresentaram um amplo espectro de potencial mibol que pode ser
observado ndo somente pelo nimero, mas tambémgpaidade de inibicdo e
estimulo das células cancerigenas. Este estudimipral demonstrou o

promissor potencial destes microrganismos.
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