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RESUMO

Os micro-organismos, em particular bactérias do género Streptomyces, sdo conhecidos
por produzir um vasto nimero de metabolitos secundarios bioativos de interesse
farmacéutico. O objetivo deste estudo foi investigar as atividades antioxidante,
antimicrobiana e anticAncer de metabdlitos bioativos produzidos por Streptomyces spp.,
bem como sua toxicidade. A identificagdo taxondmica das linhagens foi realizada
utilizando as técnicas de caracterizacdo fenotipica e molecular. A producdo dos
metabolitos bioativos foi avaliada através de fermentacdo submersa e semi-solida.
Paralelamente, a atividade antioxidante foi analisada por meio dos ensaios DPPH, ABTS
e fosfomolibdénio e a atividade antimicrobiana investigada pela concentragdo minima
inibitoria. Os testes de atividade anticancer foram realizados através do ensaio
antiproliferativo do MTT, seguido dos testes de mecanismos de acdo por citometria de
fluxo para analisar a capacidade do composto em despolarizar a membrana mitocondrial,
promover parada de ciclo celular e causar fragmentacdo no DNA. Para determinar a DLso
(dose letal mediana responsavel por matar 50% de uma populacdo em teste) foi realizada
uma toxidade aguda in vivo utilizando camundongos albinos Swiss. Streptomyces sp
UFPEDA 3370 foi identificado como S. hygroscopicus. Os extratos apresentaram baixa
atividade antioxidante, sendo o extrato metanolico da fermentacdo submersa o melhor
para atividade antimicrobiana e citotoxica comparado aos demais. A elaiofilina foi isolada
a partir desse extrato, sendo identificada por métodos espectroscopicos, apresentando
menor concentracdo minima inibitdria frente Enterococcus faecalis. Na atividade
anticancer, a elaiofilina apresentou potencial inibitério em todas as linhagens neoplésicas
testadas, com melhor atividade frente as células leucémicas. Os testes por citometria de
fluxo revelaram que a substancia causa despolarizacdo mitocondrial, parada de ciclo na
fase G1 e fragmentacdo do DNA, o que indica uma provavel atuagdo na via apoptotica de
morte celular. A toxidade aguda revelou que a fracdo EB1, rica em elaiofilina, apresenta
DLso de 1000 mg/kg. Estes resultados demonstram que a substancia em estudo tem
potencial antimicrobiano e antiproliferativo, tornando-se um candidato para estudos

clinicos.

Palavras chave: Elaiofilina. Citotoxicidade. Mecanismo de acao.
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ABSTRACT

Microorganisms, particularly bacteria of the Streptomyces genus, are known for
producing several active secondary metabolites of pharmaceutical interest. The main goal
of this study was to evaluate the antioxidant, antimicrobial and anticancer activities of the
bioactive secondary metabolites produced by Streptomyces spp., and their toxicity. The
taxonomic identification of the strains lineages was accessed by utilizing techniques of
molecular and phenotypic characterization. The production of the bioactive metabolites
was evaluated through submerged and semi-solid fermentation. In parallel, the
antioxidant activity was analyzed through DPPH, ABTS and phosphomolybdenum and
the antimicrobial activity was investigated using the microdilution method. The
anticancer activity test was accessed by the MTT test followed by mechanisms of action
tests using a flow cytometer, which could analyze the ability of the compound to
depolarize the mitochondrial membrane, promote cell cycle arrest, and cause DNA
fragmentation. To determine the LD 50 (median lethal dose responsible for killing 50%
of a population under test) an acute toxicity was performed in vivo using Swiss albino
mice. Ours results shows that Streptomyces sp UFPEDA 3370 was identified as S.
hygroscopicus. The extracts present low antioxidant activity, being the methanolic extract
of the fermentation in submerged culture the best for antimicrobial and cytotoxic activity
compared to the others. The elaiophyline isolated starting from this extract, identified by
spectroscopic methods, showed the smallest minimum inhibitory concentration against
Enterococcus faecalis. In the anticancer activity, elaiophiline showed inhibitory potential
in all tested cancer cell lines, with the best results against leukemic cells. The flow
cytometer tests showed that the substance causes D mitochondrial depolarization, cycle
stop in G1 phase and DNA fragmentation, which indicates that the compound might act
through apoptosis. The acute toxicity test revealed that an EB1 fraction, rich in
elaiophylin, had a LDso of 1000 mg/kg. These results demonstrate that our substance has
antimicrobial and antiproliferative properties, which makes it a promissory candidate for

clinical studies.

Keywords: Elaiophyline. Cytotoxicity. Mechanism of action.
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1. INTRODUCAO

O céancer é considerado um grande problema de salude publica. No Brasil, a
estimativa da incidéncia de cancer para o ano de 2016 é de aproximadamente 596 mil
casos (INCA, 2016). O tratamento padrdo para essa doenca baseia-se na cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. A cirurgia juntamente com a radioterapia promovem a
erradicacdo do tumor primério, mas um problema frequentemente encontrado é o
reaparecimento da doenca devido a células tumorais residuais e/ou metastases. Diante
desse problema, associasse essas estratégias terapéuticas com a quimioterapia
(WAYTECK et al., 2013).

Os agentes farmacoldgicos utilizados no tratamento do céncer incluem uma
grande variedade de compostos que atuam de varias formas, interferindo nos mecanismos
de sobrevivéncia da célula. O desenvolvimento de agentes anticancer com acentuada
seletividade para células tumorais é essencial, particularmente aqueles que podem vencer
a resisténcia a terapias estabelecidas (SKRBO et al., 2015). Neste contexto, vale ressaltar
a utilizacdo de micro-organismos na pesquisa por novos agentes anticancer. Bactérias do
género Streptomyces, por exemplo, sdo precursores notaveis de produtos bioativos, onde
a partir de seus metabolitos secundarios, sdo produzidos mais de 85% dos antibi6ticos
ndo-sintéticos (SAURAV; KANNABIRAN, 2012).

Além da atividade antibacteriana dos metabdlitos de Streptomyces, sdo descritas
na literatura, atividades antifungica (WANG et al., 2015), antiviral (WEI et al., 2014),
antioxidante (GAUTHAM; ONKARAPPA, 2013), antiparasitaria (YAO et al., 2014) e
anticancerigena (NOOMNUAL et al., 2015). S80 muitas as classes de compostos
antitumorais produzidos por Streptomyces, algumas delas sdo utilizadas no tratamento
quimioterapico como as antraciclinas, peptideos nao-ribossomal, indois, policetideos,
mitomicinas e compostos alquilantes (NEWMAN; CRAGG, 2007; OLANO; MENDEZ;
SALAS, 2009).

Dessa forma, o interesse da pesquisa em avaliar as atividades bioldgicas de
compostos produzidos por Streptomyces spp. é justificado pelo potencial que o género

apresenta em produzir metabdlitos Uteis na inddstria farmacéutica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PRODUTOS NATURAIS

Ao longo dos séculos os seres humanos tém contado com a natureza para atender
as suas necessidades bésicas, utilizando-a inclusive como medicamentos para tratar um
amplo espectro de doengas (CRAGG; NEWMAN, 2013). Os produtos naturais sio
substancias derivadas de organismos vivos, com efeitos toxicologicos, terapéuticos, ou
ainda sem efeito bioldgico conhecido. Diferentemente dos metabolitos primarios, os
produtos naturais ou metabolitos secundarios, sdo produzidos em condig¢des fisiologicas,
sociais ou predatoria especificas, estando relacionados a ecologia dos organismos
produtores (CONTI; GUIMARAES; PUPO, 2012).

Historicamente, os produtos naturais provenientes de plantas e animais foram
praticamente a fonte de todos os medicamentos, principalmente dos agentes anticancer e
antimicrobiano (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Uma analise detalhada
dos novos medicamentos aprovados para o tratamento do cancer pela FDA (Food and
Drug Administration), entre 1940 e 2014, revelou que das 175 moléculas aprovadas, 131
(75%) sdo sintéticas, com 85 (49%) proveniente de produtos naturais ou derivado
diretamente deles. Também existe o reconhecimento de um grande nUmero de
medicamentos produzido por micro-organismos e/ou interagdes microbianas
(NEWMAN; CRAGG, 2014). Eles apresentam uma fonte abundante de metabolitos
bioativos estruturalmente diversos, e muitos dos seus compostos produzidos servem de
modelo para o planejamento e sintese de novos farmacos (CONTI; GUIMARAES;
PUPO, 2012).

A historia do uso de micro-organismos como fonte de produtos naturais teve inicio
apos a descoberta acidental, por Alexander Fleming em 1929, da penicilina produzida
pelo fungo filamentoso Penicillium notatum que controlava a proliferacdo bacteriana de
Staphylococcus aureus. No entanto, uma década se passou até que tecnicas de extragédo
pudessem ser desenvolvidas e a penicilina se tornasse um farmaco. A ampla utilizacéo
terapéutica da penicilina na década de 1940, marcou o inicio de uma nova era na
medicina, "a ldade de Ouro dos Antibioticos"”, e promoveu a investigacdo intensiva da
natureza como fonte de novos agentes bioativos (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Alguns dos produtos mais importantes da inddstria farmacéutica produzidos por

micro-organismos incluem: agentes antibacterianos, tais como as penicilinas (das
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espéecies Penicillium spp.), cefalosporinas (de Cephalosporium acremonium),
aminoglicésideos, tetraciclinas e outros policetideos de muitos tipos estruturais (a partir
de Actinomycetales); agentes imunossupressores, tais como as ciclosporinas (de
Trichoderma spp. e Tolypocladium spp.) e rapamicina (a partir Streptomyces spp.);
agentes redutores do colesterol, como mevastatina ou compactina (a partir de Penicillium
spp.) e lovastatina (a partir de Aspergillus spp.); e antihelminticos e antiparasitarios, como
ivermectinas (a partir Streptomyces spp.) (Figura 1) (CRAGG; NEWMAN, 2013).
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Figura 1. Estrutura quimica dos farmacos produzidos por micro-organismos: cefalosporinas, ciclosporina,
rapamicina, estatinas (Adaptado de CRAGG; NEWMAN, 2013).
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Micro-organismos, especialmente da ordem Actinomycetales, sdo a fonte da
grande maioria dos agentes antimicrobianos aprovados pela FDA. Toda a sequenciagédo
do genoma revelou que estes organismos possuem muito mais aglomerados de genes
biossintéticos do que os previstos a partir dos resultados de analises quimicas efetuadas.
Isto sugere que ha uma oportunidade inexplorada para novas descobertas de compostos
dentro das sequéncias do genoma de Actinobactérias. Por exemplo, a sequéncia do
genoma de Streptomyces avermitilis revela agrupamentos de genes que codificam para a
producdo de 37 metabdlitos secundarios, no entanto, apenas 13 produtos naturais tém sido
relatados a partir deste micro-organismo (SANCHEZ et al., 2012). Nessa busca
permanente por novas drogas, além de ativar agrupamentos de genes biossintéticos
silenciosos, é preciso explorar novos ambientes de nicho bacterianos para descobrir novos
espacos quimicos. A énfase nesses microambientes inexplorados tem atraido a atencédo
significativa entre a comunidade de produtos naturais ao longo dos Ultimos anos
(WALSH; FISCHBACH, 2010).

2.2. Streptomyces

O género Streptomyces pertencente ao filo das Actinobactérias, caracterizam-se
como um grupo de bactérias aer6bicas, Gram-positivas, que apresentam crescimento
semelhante ao de fungos filamentosos. Crescem por filamentos ramificados chamados
micélios e dispersam-se por esporos (CHATER, 2011), por esta razdo sao frequentemente
referidos, de maneira informal, como actinomicetos. Suas semelhancas com os fungos
limitam-se a morfologia superficial, pois todos seus representantes sdo procariotos, e seus
filamentos tém um diametro bem inferior ao dos fungos eucariéticos (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012).

Sdo conhecidas mais de 500 espécies de Streptomyces, frequentemente
encontradas no solo, porem, algumas espécies podem ser encontradas em ambientes
aquaticos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Crescem, preferencialmente, em pH
alcalino ou neutro e requerem um menor potencial hidrico se comparadas com outras
bactérias. Sdo de facil identificacio em placas de agar, devido & sua aparéncia
pulverulenta, a alta aderéncia ao meio e ao odor de terra molhada, peculiar do metabdlito
gasoso, geosmina. Caracteristicas como cor dos micelios aéreos e forma como estes se
agregam sdo espécies especificas e fundamentais na taxonomia das espécies
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).
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Os Streptomyces possuem um unico cromossomo linear, com cerca de 8 a 10 Mb
dependendo da espécie, altos indices de Guanina-Citosina no DNA e plasmideos que
podem ser circulares ou lineares (HWANG et al., 2014). Outra caracteristica do genoma
desse género € a presenca de grupos de genes que codificam enzimas biossintéticas
responsaveis pela sintese de metabolitos secundarios, com uma grande variedade de
estruturas quimicas, incluindo policetideos, lactamicos, peptideos ndo-ribossomais e
terpenos (NETT et al., 2009).

O ciclo de vida desse género é iniciado com a germinacao do esporo, quando este
se encontra em condigdes favoraveis de temperatura e nutrientes, formando um filamento
germinativo que cresce, dando origem a hifa vegetativa, ndo septada, que se ramifica
formando os micélios vegetativos. Em resposta a diminui¢cdo de nutrientes ou outra
condicdo limitante, ocorre o crescimento de micélios aéreos (esporéforos) que quebram
a tensdo superficial, escapando do ambiente aquoso onde se encontram o0s micélios
vegetativos. Esses esporéforos germinativos se diferenciam formando septos, originando
as cadeias de esporos, chamados conidios (Figura 2), com a liberacéo de esporos fecha
um ciclo de crescimento (HWANG et al., 2014). A producdo do antibidtico é
normalmente ligada a diferenciacdo, como mostrado, embora nem todos os antibidticos

de Streptomyces sdo produzidos na fase estacionaria (RYAN et al., 2012).
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Figura 2. Ciclo de vida de Streptomyces spp. (Adaptado de RYAN et al., 2012).
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Em comparacdo com os endosporos produzidos por Bacillus, os esporos dos
Streptomyces sdo menores e mais resistentes a condi¢cbes adversas, apresentam
pigmentacéo acinzentada e podem sobreviver por longos periodos no estado desidratado
(FLARDH; BUTTNER, 2009).

2.2.1. Metabdlitos Secundarios Produzidos por Streptomyces

A producdo de metabdlitos secundarios por Streptomyces se da na fase
germinativa, quando ocorre o processo de esporulacdo, isso ocorre em condicdes
limitantes de nutrientes ou sob outras situacGes de estresse ambiental (HWANG et al.,
2014). Os metabdlitos sdo secretados com o objetivo de inibir a proliferacdo de outros
micro-organismos, no meio pobre, aumentando a chance de germinacao de seus esporos
e consequentemente sua sobrevivéncia (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).
Antunes e colaboradores (2013), enfatiza a influéncia de fontes nutricionais como
carbono, nitrogénio e minerais na producdo de antibidticos em isolados de Streptomyces,

assim como, os fatores ambientais tempo, temperatura e pH.

Antibibticos

Uma das caracteristicas marcantes do género Streptomyces esta na capacidade de
produzir antibi6ticos. A histdria dos antibidticos derivados de Streptomyces iniciou-se
com a descoberta da streptotricina em 1942, e com a descoberta de estreptomicina dois
anos mais tarde, quando os cientistas intensificaram a busca de antibiéticos nesse género.
Hoje em dia, 80% dos antibioticos sdo obtidos a partir de Streptomyces, sendo o género
mais importante dentro do filo das Actinobactérias (Figura 3) (PROCOPIO et al., 2012).

As principais classes de antibiéticos produzidos por Streptomyces incluem
aminoglicosideos,  antraciclinas,  glicopeptideos,  B-lactamicos, = macrolideos,
nucleosideos, peptideos, polienos, poliésteres e tetraciclinas (ANTUNES et al., 2013).
Esse género ndo produz sé antibidticos, ele também é precursor de uma ampla variedade
de compostos com varias atividades bioldgicas relacionadas: compostos indélicos,
benzaldeidos, cumarinas e lactonas que apresentam acédo antifungica (KAVITHA et al.,
2010; TAECHOWISAN et al., 2005, PRABAVARHY; MATHIVANAN;
MURUGESAN, 2006); trioxacarcinas, pirocol e evermectina com atividade
antiparasitaria (BURG et al., 1979; DIETER et al., 2003; MASKEY et al., 2004);
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alcaldides, oligonucleotideos e benzastatina com atividade antiviral (CHOKEKIJCHAI
et al., 1995; LEE et al., 2003); além de aminoglicosideos herbicida (LEE et al., 2007).

1970

1960

1950

1940

Platensimicina *°°% §. platensis
Daptomicina *° §. resecsporus

Ribostamicina *7° 5. ribosidificus
Fosfomicina '*%° 5. fradiae

Kanamicina **°7 §. kanamyceticus

Noviobiocina % S. niveus

Vancomicina *°% S, orientalis

Cicloserina '**° S. garyphalus

Lincomicina %32 S, lincolnensis

Virgimamicina ¥ S, pristinaespiralis e S, virginiae
.o - . i

Viomicina '*! 8, vinaceus e S. capreojus

Nistatina '#*° §. noursei

Tetraciclina 7% 8. awreofaciens
Neomicina *¥ §, fradiae
Cloranfenicol *** 5. venezuelae
Cefalosporinas '*+ 8. elavuligerus
Estreptomicina ¥ 5. griseus

Figura 3. Data de descoberta dos principais antibioticos. Destaque para o género Streptomyces (Adaptado
de PROCOPIO et al., 2012).

A inibicdo do crescimento bacteriano é um processo complexo que comega com

a interacdo fisica da molécula e seus grupamentos especificos, envolvendo alteragdes

bioquimicas, moleculares e estruturais, como: replicacdo do DNA, sintese do RNA,
sintese da parede celular e sintese de proteinas (KOHANSKI; DWYER; COLLINS,

2010). Apesar do sucesso da descoberta dos antibioticos, e 0s avangos no processo de sua
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producdo, as doengas infecciosas continuam sendo a segunda principal causa de morte
mundial, com aproximadamente 17 milhdes de mortes por ano, afetando principalmente
criancas e idosos (PROCOPIO et al., 2012). Isso ¢ responsabilidade das populag@es
bacterianas com resisténcia aos antibioticos, que pode ser devida a alteracGes genéticas
(mutacBes) ou aquisicdo de genes de resisténcia (entre organismos de taxonomia
diferente), provocando alteracdes no local de a¢do do farmaco, dificultando a acdo do
antibiotico (ANDERSSON; HUGHES, 2010).

Antioxidante

Um antioxidante é uma substancia quimica que impede a oxidacdo de outros
produtos quimicos. Eles protegem os principais componentes celulares por neutralizar os
efeitos prejudiciais dos radicais livres, que sdo subprodutos naturais de metabolismo das
celulas (BADARINATH et al., 2010). Esses radicais livres sdo responsaveis por causar
um grande nimero de doencas, incluindo o cancer, doencas cardiovasculares, desordens
neurais, doenca de Alzheimer, leve disfuncdo cognitiva, doenca de Parkinson, doenca
hepética induzida pelo alcool, colite ulcerosa, envelhecimento e aterosclerose (ALAM,;
BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013).

As substancias antioxidantes podem ser naturais ou artificiais. Os antioxidantes
naturais sdo encontrados principalmente em plantas, na forma de compostos fenolicos
(flavonoides, acidos fenolicos, alcodis, tocoferois, tocotriendis), acido ascorbico e
carotendides. Enquanto, os antioxidantes artificiais, os principais exemplos sdo butil-
hidroxi-tolueno (BHT) e o butil-hidroxi-anisol (BHA) (MATTOS et al, 2009).

Além das plantas, micro-organismos do género Streptomyces também sdo capazes
de produzir antioxidantes naturais. O extrato acetoetilico de S. lavendulae SCA5
apresentou teor de compostos fendlicos com atividade antioxidante (KUMAR et al.,
2014), a mesma atividade foi encontrada em extratos de S. lydicus A2
(LERTCANAWANICHAKUL et al., 2015) e S. parvulus VITJS11 (NAINE et al., 2015).

Antineoplasicos

Substancias produzidas por Streptomyces utilizadas no tratamento do cancer
comecaram a surgir por volta de 1940 com a descoberta de actinomicina D. Desde entéo,

muitas outras substancias com propriedades anticancer tém sido isoladas desse género
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(DEMAIN; SANCHEZ, 2009). Hoje, sdao muitas as classes de compostos
anticancerigenos produzidos por Streptomyces, algumas delas clinicamente Uteis, tais
como antraciclinas, peptideos, glicosideos, enediinas, inddis, policetideos,
antimetabolicos, carzinofilina e mitomicinas (Tabela 1) (NEWMAN; CRAGG, 2007;
OLANO; MENDEZ; SALAS, 2009).

Tabela 1. Compostos antitumorais produzidos por Streptomyces.

Composto Classe estrutural Organismo
21-hidroxi-1-nor-resistomicina Policetideos S. chibaensis
2Indol-3,6-dissubstituido Indois Streptomyces sp.
IAclarubicina Antraciclinas S. galilaeus
2Actinofuranona Policetideos Streptomyces sp.

!Actinomicina D
2Altemicidina
2Ammosamidas
!Bleomicina
’Bohemamina
Caboxamicina
2Calcomicina
'Daunomicina
'Doxorrubicina
3Epirribicina
2Equinosporinas
?Lajolamicina
Marineosina
'Mitomicinas C
3Mitramicina
3Neocarzinostatina
!Nogalomicina
3Pentostatina
2Piperazimicinas
'Porfiromicina
3Resitoflavina
2Estaurosporina
2Estreptoclorina
2Estreptocordina
2Estreptopirrolina
Terramicina
2Tetracenomicina D
3valrubicina

Peptideos ciclicos
Isoprendides
Pirroloiminoquinonas
Peptideos ndo-ribossomal
Pirrolizidinas
Benzoxazois
Policetideos
Antraciclinas
Antraciclinas
Antraciclinas

Acetal lactonas
Peptideos ndo-ribossomal
Polipirrois

Mitomicinas

Policetideos

Enediinas

Antraciclinas
Antimetabolicos
Peptideos ndo-ribossomal
Mitomicinas

Policetideos

Indois carbazoélicos
Indois

Metilpiridinas
Tetrahidropirrois
Tetraciclinas
Policetideos
Antraciclinas

S. antibioticus
S. sioyaensis
Streptomyces sp.
S. verticillus
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
S. peucetius

S. peucetius
Streptomyces sp.
S. albogriseolus
S. nodosus
Streptomyces sp.
S. caespitosus

S. argilaceous
Streptomyces sp.
S. nogalater

S. antibioticus
Streptomyces sp.
S. ardus

S. chinaensis
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
S. rimosus
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

IBIBLIOTECA VIRTUAL EM SAUDE ADOLPHO LUTZ, 2014; 20LANO; MENDEZ; SALAS, 2009;

SDEMAIN; SANCHEZ, 2009.
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Mesmo com a abundante variedade de compostos isolados, a pesquisa por novas
substancias anticancer ainda é imprescindivel devido ao continuo desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos quimioterpicos, assim como a elevada toxicidade e os
efeitos colaterais relacionados. Portanto, é necessaria a investigacao de novas substancias
com menos efeitos secundarios e/ou com maior eficiéncia terapéutica (OLANO;
MENDEZ; SALAS, 2009).

As antraciclinas formam uma das principais classes de agentes antineoplésicas por
serem ativas contra varios tipos de canceres distintos, superando qualquer outra classe
(DEMAIN; SANCHEZ, 2009). Séo usadas no tratamento de leucemias, linfomas,
sarcoma, mieloma multiplo, canceres de mama, ovério e pulméo. As antraciclinas agem
estimulando a clivagem do DNA pela topoisomerase Il ou inibindo sua sintese, assim
como a do RNA. Contudo, esta & uma classe demasiadamente cardiotdxica, tendo seus
efeitos agravados dependendo de doses cumulativas, limitando seu uso clinico (SMITH
etal., 2010; VOLKOVA; RUSSELL, 2011).

Mitramicina € um policetideo aromatico com atividade antibacteriana e anticancer
isolado de Streptomyces argillaceus (LOMBO et al., 1996). E um importante farmaco
usado no tratamento do cancer testicular, cujo o mecanismo de acdo se da atraves da
ligagéo a sequéncias de DNA ricas em guanina e citosina, inibindo a ligacdo de fatores
transcricionais como Spl; esta substdncia também pode regular indiretamente a
transcricdo de genes por metilacdo das histonas. O uso frequente desse farmaco o torna
organotoxico para rins, figado e sistema hematopoiético sendo um obstaculo para o
tratamento clinico (DEMAIN; SANCHEZ, 2009). Outro exemplo de policetideo, a
Borrelidina, que primeiramente foi extraida de Streptomyces rochei e depois encontrado
em isolados de S. parvulus, S. albovinaceus e S. griseus. Este tem a propriedade de inibir
a angiogénese tumoral, ativando as caspases 3 e 8 conduzindo as células dos capilares a
apoptose, dessa forma, colapsam capilares recém formados e eliminam novos
aparecimentos. Embora seja um excelente anticancerigeno, ndo é uma substancia bem
sucedida no tratamento em seres humanos, devido seu alto nivel de toxicidade (VINO;
LOKESH, 2008).

A estreptozotocina € um agente alquilante produzido por Streptomyces
achrmogenes, constituido de uma D-glicopiranose e de uma metilnitrosourea. Apresenta
toxidade especifica para as células B das ilhotas pancreaticas, sdo transportadas para
dentro das células pelas GLUT2, por apresentarem semelhancas estruturais com
moléculas de glicose (WANG; GLEICHMANN, 1998). E usado no tratamento de cancer
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de células das ilhotas pancreaticas e tem como efeito colateral o desenvolvimento de
diabetes mellitus nos pacientes tratados (DEMAIN; SANCHEZ, 2009).

2.3. CANCER

O termo cancer é usado para designar uma doenca complexa de caracteristica
genética, causada principalmente por fatores ambientais que alteram a expressao de genes
responsaveis pela codificacdo de proteinas com papel critico na regulagcdo da homeostasia
celular (SHEN; LAIRD, 2013). O cancer surge devido ao acumulo de alteracdes na
expressdo de proto-oncogenes (genes responsaveis pelo controle positivo da divisao e
diferenciacéo celular, como c-Myc, c-Fos e c-Ras) ou de genes supressores de tumor
(genes envolvidos no controle negativo do ciclo celular e na regulacdo da apoptose, como
p53, Rb, pl9, p21, p27, Bcl-2 e Bax), impedindo a proliferacdo celular normal
(OUYANG et al., 2012; WANG; SUN, 2010). O processo de carcinogénese ocorre de
forma lenta, podendo levar anos para celulas cancerosas se proliferar e originar um tumor
visivel (INCA, 2016).

Hanahan e Weinberg (2011) descrevem dez caracteristicas das células
cancerigenas (Figura 4), que compreendem autossuficiéncia de sinais de crescimento;
resisténcia a sinais antiproliferativos; evasdo do sistema imune; proliferagéo ilimitada;
inflamacdo; invaséo tecidual e metéstase; angiogénese; instabilidade genética e mutacao;
resisténcia a morte celular; e reprogramacédo do metabolismo energético.

A capacidade das células cancerigenas de manterem autossuficiéncia em sinais
proliferativos podem ser adquiridas de duas formas distintas: por estimulagdo da
producdo de seus préprios fatores de crescimento, respondendo com a expressdo de
receptores de membrana (via autocrina) ou podem enviar sinais para células normais,
presentes no estroma associado ao tumor, que correspondem com a producao de fatores
de crescimento (via paracrina); ou, com a intensificacdo dos niveis de fatores de
crescimento, as células cancerigenas que aumentam seus respectivos receptores de
membrana, mecanismo ciclico conhecido como feedback positivo (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Além das alteracdes geneéticas, os fatores do microambiente tumoral sé&o
atualmente conhecidos por regular a progressdo do processo maligno, sendo incluido
como um novo paradigma em indicac6es do cancer (SHEN; LAIRD, 2013; HANAHAN;
WEIMBERG, 2011). Além de células cancerigenas em distintos estagios de
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diferenciacéo, esse microambiente inclui fibroblastos, células endoteliais, macréfagos,
linfocitos, neutréfilos e mastocitos, os quais respondem a varios estimulos e comunicam-

se por meio do contato fisico ou por mediadores inflamatérios (GALES et al., 2013).

Autossuficiéncia de Resisténciaa sinais
sinais de crescimento antiproliferativos

Reprogramacéo do

4 St Evasdodo sistemaimune
metabolismo energético

Resisténciaa morte

celular Proliferacdoilimitada

Instabilidade genéticae
mutacao

Invasdoteciduale
metastase

Angiogénese

Figura 4. Caracteristicas das células tumorais (Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Apenas uma mutagdo na célula dificilmente levara a formacdo de um tumor
maligno, sendo necessarias duas ou mais modificagdes genéticas, que irdo
progressivamente alterar os mecanismos responsaveis pelo ciclo celular, diferenciacéo e
morte celular (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

Durante o ciclo celular, a progressao da célula de uma fase para outra é controlada
por pontos distintos de checagem que encontram-se na entrada na fase S (ponto de
checagem G1-S), na entrada da mitose (ponto de checagem G2-M) e durante a mitose, na
entrada da anafase (Figura 5). Defeitos nos pontos de checagem podem levar a um
acumulo de anormalidades no DNA e subseqlientes perturbacdes patoldgicas. A ativacdo
do ponto de checagem permite o reparo da leséo detectada. Se o reparo néo for possivel,
o ciclo celular é interrompido induzindo a morte celular. Mutagdes nesses pontos séo
evidenciadas em muitos tipos de cancer (HARASHIMA; DISSMEYER; SCHNITTGER,
2013).

O gene supressor de tumor p53, nomeado guardido do genoma, exerce um papel
essencial na regulacdo do ciclo celular, controlando o estado do DNA antes que a célula

entre na fase S. Uma das fung¢fes mais importantes desse gene € a sua capacidade para
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induzir a morte celular por apoptose, sendo capaz também de responder ao estresse
oxidativo, inibir a proliferacdo celular, angiogénese e metéstase. A interrupcao desta rota

promove a progressdo do tumor e resisténcia a quimioterapia (ALENZI; LOTFY; WYSE,
2010; JAFARNEJAD; LI, 2012).

Ponto de Ponto de
controle 1: controle 2:
G2-M

Gl1-S

Gl

Ponto de
controle 3:

|
Anafase

Figura 5. Ciclo celular (Adaptado de HARASHIMA,; DISSMEYER; SCHNITTGER, 2013).

As modificacdes nos genes controladores do ciclo celular sdo desencadeadas por
fatores enddgenos como, mutacdes génicas herdadas, erros aleatorios na replicagdo do
DNA, idade avancada, inflamagdo cronica, deficiéncia nos sistemas endocrino e
imunoldgico; por fatores exdgenos como, exposi¢do a radiacdo ionizante e ndo-ionizante,
metais pesados e agentes bioldgicos especificos como bactérias (Helicobacter pylori),
virus (virus Epstein Barr, papiloma virus humano, virus linfotropico da célula humana |
e Il e virus da hepatite B) e parasitas (Schistosoma haemotobium, Clonorchis sinensis e
Opisthorchis vivarium). Outros fatores importantes sao fatores ambientais e estilo de vida
como, auséncia de atividade fisica, obesidade, desnutricdo e habitos alimentares que
incluem ingestdo de agentes xenobidticos tabaco, alcool, conservantes e pesticidas
(JEMAL et al., 2010).

2.3.1. Epidemiologia do Céancer

O céancer ¢ o principal problema de satde publica em muitos paises no mundo.

Nos Estados Unidos da Ameérica, por exemplo, é a segunda principal causa de morte, onde
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estimativas indicam que em poucos anos ira superar as doencas cardiovasculares
(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015).

No Brasil, desde 1995, sdo elaborados relatdrios sobre a estimativa da incidéncia
de cancer, onde para o ano de 2016 sera registrado aproximadamente 596 mil casos. Para
0s homens sd@o esperados aproximadamente 295.200 casos e para as mulheres 300.800
casos, incluindo o cancer de pele ndo melanoma, que € 0 mais incidente para ambos 0s
sexos, seguido do cancer de prostata, traqueia, brénquio, pulmao, colon, reto, estbmago
e boca para 0 sexo masculino; e cancer de mama, colon, reto, colo do Utero, traqueia,
brénquio, pulméo e estdmago para o sexo feminino (Figura 6). Estes dados reforcam a

gravidade do cancer no pais (INCA, 2016).

Prostata 61200 286% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 28,1%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 81% P Colon e Reto 17.620 8.6%
Cdlon & Reto 16.660 78% & Colo do dtero 16.340 79%

Estémago 12.920 6.0% Traqueia, Bronquio e Puimdo  10.890 5.3%

Cavidade Oral 11.140 52% ‘ Estdmago 7.600 3%

Esdfago 7.950 37% ‘ Corpo do utero 6.950 34%

Bexiga 7.200 34% \ Ovirio 6.150 3.0%

Laringe 6.360 3.0% | Gléndula Tireoide 5.870 29%

Leucemias 5.540 2.6% il Linfoma ndo Hodgkin 5.030 24%

Sistena Nervoso Central 5.440 25% i Sisterna Nervoso Central 4830 2,3%

Figura 6. Distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil estimados para 2016

por sexo, exceto pele ndo melanoma (Adaptado INCA, 2016).

2.3.2. Tratamento

Durante o século XX, apesar do processo neoplasico ser reconhecido, pouco se
sabia sobre os mecanismos bioldgicos de transformacéo, progressdo tumoral e medicina
molecular. Em 1950, o tratamento compreendia basicamente a remog&o cirargica do
tumor, mas nas Ultimas décadas esse tratamento tem evoluido (WYLD; AUDISIO;
POSTON, 2015).

Em 1960, a radioterapia tornou-se uma ferramenta valiosa para o controle local e
regional da doenga. Através da radiacdo ionizante, por exemplo, sdo formadas pequenas
particulas carregadas eletricamente que depositam essa energia quando passam pelas
células cancerosas para mata-las. O principal objetivo desse método terapéutico € privar

células cancerosas em potencial de sua multiplicacdo (divisao celular) (BASKAR et al.,
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2012). Aproximadamente dos 50% de pacientes que recebem essa terapia durante o curso
da doenca, 40% apresentam tratamento curativo (BEGG, STEWART, VENS, 2011). O
répido progresso dessa terapéutica € impulsionado pelos avangos nas técnicas de imagem,
sistemas de planejamento de tratamento computadorizados, maquinas de tratamento de
radiacdo (com producdo melhorada de raios-X e entrega de resultado), bem como uma
melhor compreenséo da radiobiologia da terapia de radiacdo (THARIAT et al., 2013).

A radiacgdo pode ser realizada em combinagdo com outros métodos terapéuticos
para o tratamento. Quando realizada antes da cirurgia (terapia neoadjuvante), por
exemplo, a radiagcdo tem como objetivo reduzir o tumor, e se usada apds a cirurgia (terapia
adjuvante), destruir possiveis células tumorais microscépicas que nao foram removidas
cirurgicamente (BASKAR et al., 2012). Entretanto, a cirurgia e a radioterapia ndo séo
capazes de erradicar o cAncer metastatico. Neste caso, o tratamento precisa atuar de forma
sistémica em todos os Orgdos, como a terapéutica por quimioterdpicos (PETERS e
BROWN, 2015).

Em 1940, comegaram a surgir 0s primeiros quimioterapicos, como as mostardas
nitrogenadas e os farmacos antifolatos (Figura 7). A mostarda nitrogenada usada
inicialmente na guerra quimica destruiu o tecido da medula éssea e a linfa dos individuos
expostos acidentalmente a esse gas. Nos anos seguintes, a mostarda nitrogenada
juntamente com outros agentes alquilantes, tomou o centro do palco no tratamento de
doencas malignas hematoldgicas, incluindo leucemia, linfoma, doenca de Hodgkin e
mieloma multiplo (PALUMBO et al., 2013; PETERS e BROWN, 2015).
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anticincer.

Figura 7. Evolucdo de farmacos quimioterapéuticos (Adaptado de PETERS e BROWN, 2015).



33

Apesar de grande progresso no campo da quimioterapia do cancer, muitos
farmacos antitumorais eficazes disponiveis no mercado apresentam toxicidade ndo
especifica (afetam tecidos normais que se dividem rapidamente), estreita janela
terapéutica (faixa entre a dose minima eficaz e a dose maxima permitida) e aumento das
taxas de resisténcia (UTKU, 2011). Estas preocupacdes enfatizam a necessidade de se
afastar dos tratamentos antineopl&sicos convencionais e explorar novas maneiras de lidar
com a doenga (PETERS e BROWN, 2015).

A imunoterapia, conhecida como vacinas contra o cancer, € uma outra estratégia
de combate a doenca. Em 2010, o FDA aprovou a primeira vacina deste tipo - Sipuleucel
T (Provenge) - para tratar o cancer de prostata. Essa vacina desencadeia uma resposta
imune para destruir as células malignas, proteger os pacientes contra metastase e recidiva
tumoral (UTKU, 2011). Outras estratégias como a terapia hormonal e a terapia génica
também encontram-se disponiveis (NAIKI et al., 2012; TOUCHEFEU et al., 2010).

2.3.3. Vias de Morte Celular

Segundo Ouyang e colaboradores (2012), apoptose, autofagia e necrose sdo as
principais vias de morte celular envolvidas no cancer e podem ser distintas por suas

diferencas morfoldgicas e moleculares, conforme mostra a Figura 8.

Apoptose

Um tipo de morte celular caracterizada pelo encolhimento celular, formacao de
prolongamentos na membrana (blebs) e fragmentacdo da membrana em corpos
apoptoticos. Com o encolhimento, as célula tornam-se menores em tamanho, o citoplasma
denso e as organelas mais juntas, ocorrendo a condensagdo da cromatina (picnose). O
fosfolipideo da membrana, fosfatidilserina, torna-se exposto na superficie da celular e os
corpos apoptoticos formados, que contém material nuclear e citoplasmatico, sdo
fagocitados por macréfagos, ndo havendo o extravassamento de material pré-infamatorio
(APRAIZ; BOYANO; ASUMENDI, 2011; HASSAN et al., 2014, OUYANG et al.,
2012).

A apoptose participa de varios processos fisioldgicos vitais, como a formacéao dos
dedos durante o desenvolvimento fetal, a involucdo da glandula mamaria apds o periodo

de amamentacdo, o colapso endometrial durante a menstruacdo e o controle da
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proliferacdo de tumores (VERBRUGGE; JOHNSTONE; SMYTH, 2010). Diversas

patologias podem ser causadas por alteracbes nos genes responsaveis pelo processo

apoptdtico, como céncer e doengas neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer e
Huntington) (KOFF; RAMACHANDIRAN; BERNAL-MIZRACHI, 2015).
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Figura 8. Caracteristicas moleculares da autofagia, necrose e apoptose (Adaptado de KEPP et al., 2011).

LC3 — Também conhecido como MAP1LC3 (Proteinas 1 Associadas a Microtubulos de Cadeia Leve 3);

SQSTM1 - Sequestossoma 1; MMP - Permeabilizagio da membrana mitocondrial;

PML -

Permeabilizacdo da membrana lisossomal; PS — Fosfatidil serina; EROS — Espécies reativas de oxigénio.

Existem duas vias principais de ativacdo da apoptose (Figura 9), via intrinseca

(conhecida como via mitocondrial) e a via extrinseca (conhecida como via receptora da
morte)(HANAHAN:; WEINBERG, 2011).



35

DISC Bax
Bag/
(] .: ©
Citocromo c @ ° A
® o0 o)
o4

° Ao
SMAC/DIABLO

| 1
— wh)

Apoptose

Figura 9. Vias de ativacdo da apoptose. Via intriseca - Liberagdo de citocromo c regulada principalmente
pela Bcl-2 familia de proteinas, composta por membros pré- apoptotico e anti-apoptético. O citocromo c,
juntamente com Apaf-1 ativa a procaspase 9 que por sua vez ativa procaspases efetoras (exemplo, caspase
3). As proteinas mitocondriais libertadas Smac/DIABLO antagonizam os inibidores da apoptose (IAPS).
Via extrinseca - Desencadeamento dos receptores de morte resultando na montagem DISC, que resulta na
ativacdo de caspases iniciadoras (exemplo, caspase 8) que por sua vez, ativam diretamente caspases
efetoras. As duas vias se cruzam, a caspase 8 pode ativar Bid facilitando a liberacdo do citocromo c
(Adaptado de BRUIN; MEDEMA, 2008).

Via Intrinseca

A via intriseca € ativada por sinais de estresse intracelular ou extracelular, como
auséncia de fatores de crescimento, danos ao DNA, hipoxia, altos niveis de espécies
reativas de oxigénio (EROs), infeccéo viral ou ativagdo de oncogenes. Esses sinais levam
a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa, induzindo a formacao de poros
(HUANG; FRETER, 2015). A abertura desses poros é regulada pelos membros da familia
Bcl-2 anti-apoptéticos (Bcl-2, Bel-x, Bel-XL, Bcel-w) e pro-apoptoticos (Bax, Bak, Bad,
Bik) (CHIPUK et al., 2010; LIU et al., 2011). Os membros pré-apoptéticos Bax ou Bak

liberam proteinas apoptogénicas, como citocromo ¢, Smac/DIABLO e Omi/HtrA2 do
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espaco intermembranar da mitocondria para o citosol (Figura 9) (BRUNELLE; ZHANG,
2010; LOPEZ; TAIT 2015; TAIT et al., 2010).

No citosol, o citocromo ¢ forma um complexo com a Apaf-1 (fator apoptotico
ativado por protease) e a procaspase 9, formando o apoptossomo. Para ser ativada, a
procaspase 9 precisa estar ligada ao citocromo c e a Apaf-1 (HUANG; FRETER, 2015).
Uma vez ativada, a caspase 9 ativa a procaspase 3 que vai ativar outras procaspases
efetoras, desencadeando uma cascata de sinalizagdo que terminando com a morte celular
por apoptose (LIU et al., 2011).

Enquanto o citocromo c atua na ativacao de caspases, 0 Smac/Diablo e Omi/HtrA2
atuam inibindo um grupo de proteinas citosélicas antiapoptéticas denominadas de IAPs
(inibidores de apoptose). As IAPs podem se ligar e inibir sitios ativos das caspases 3, 6 e
7, blogueando-as. O Smac/diablo e Omi/HtrA2 liberado da mitocdndria é capaz de
antagonizar as IAPs, protegendo as caspases da inibicdo, permitindo a continuidade do
processo apoptético (BRUNELLE; ZHANG, 2010; LOPEZ; TAIT 2015; TAIT et al.,
2010).

Via Extrinseca

A via extrinseca é desencadeada por receptores transmembranicos que pertencem
a familia dos receptores fator de necrose tumoral (rTNF), entre eles rTNF1, Fas e DR4
(Figura 9). Os ligantes desses receptores de morte pertencem a familia de proteinas do
fator de necrose tumoral (TNF), como TNF-o, FasL e TRIALRL. Os receptores sdo
caracterizados por um dominio de morte citoplasmatico, este ¢ ativado ap6s a ligacdo do
ligante com o receptor, exemplo FasL/Fas. O dominio de morte ativado liga-se e ativa
uma proteina denominada FADD (dominio de morte associada a Fas). O complexo
proteina Fas, dominio de morte FADD e procaspase 8 ou 10 é chamado DISC (complexo
de sinalizacdo indutor de morte) que converte as procaspases 8 ou 10 em suas respectivas
caspases ativas, e estas caspases ativas convergem na cascata apoptotica intrinseca
ativando as caspases efetoras 3, 6 e 7, culminando com a morte celular por apoptose (LIU
etal., 2011; STEGEHUIS et al., 2010; VERBRUGGE; JOHNSTONE; SMYTH, 2010).

As vias apoptoticas intrinsecas e extrinsecas (Figura 9) podem se cruzar, quando
a caspase 8 cliva a proteina Bid em sua forma ativa tBid. Sendo um membro pro-

apoptdtico da familia Bcl-2, tBid induz Bax ou Bak a permeabilizacdo da membrana
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mitocondrial e liberagéo do citocromo ¢, amplificando o processo de morte celular através
da via mitocondrial (BRUNELLE; ZHANG, 2010).

Autofagia

Um importante processo de morte celular associado a apoptose é chamado de
autofagia (FUCHS; STELLER, 2015). Existem trés principais vias de autofagia:
macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas. Macroautofagia
(daqui em diante referida como autofagia) € um fendbmeno mais lento e especialmente
restrito, em que partes do citoplasma séo sequestradas para dentro de autofagossomos,
vesiculas com membrana dupla contendo organelas citosolicas, que se fundem com
lisossomos e s&o digeridos por hidrolases lisossomais (LEE et al., 2010; MARINO et al.,
2014).

A autofagia € considerada uma resposta adaptativa, a fim de aumentar a
sobrevivéncia e pode resultar em morte celular. Além de atuar na homeostasia celular,
esse processo ou a falta dele, pode contribuir para o desenvolvimento e aumento de
diversas condi¢des patologicas, incluindo o cancer (NAGELKERKE et al., 2015). Varias
proteinas e vias relacionadas a sinalizacdo autofagica sdo desreguladas durante o processo
de transformacéo maligna, o que resulta na reducdo do processo autofagico e consequente
desenvolvimento do cancer. Além desta relacdo, células malignas podem induzir
autofagia quando sofrem acdo de alguns quimioterapicos (PANDA et al., 2015). Esse
beneficio terapéutico pode ser realizado de duas maneiras: por inibi¢do, onde a fungéo
citoprotetora da autofagia € eliminada, induzindo formas ndo autofagicas de morte
celular; e por estimulacdo, na qual a degradacdo autofagica excessiva do contetdo
citoplasmatico estimula a morte celular por autofagia. Ambas as estratégias podem ser
combinadas com os tratamentos convencionais do cancer para melhorar a eficécia
terapéutica (NAGELKERKE et al., 2015).

A via mais descrita como reguladora de autofagia ¢ a via mTOR (alvo do
mecanismo da rapamicina), que age associada a ativa¢do da via AKT, a via de proteinas
homologas a Ras ou pela via AMPK (proteina cinase ativada por monofosfato de
adenina). De um modo geral, altos niveis de nutrientes e fatores de crescimento estimulam
a via mTOR, que por sua vez inibe autofagia (TRISTAO et al., 2012; LEE et al., 2010).
A inibicdo da via mTOR por estimulos fisiologicos ou farmacoldgicos ativa a autofagia

por reprimir a interagdo entre ULK1, ULK2, proteinas da famila ATG (proteinas
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relacionadas a autofagia) e seus alvos (complexo beclina 1) (Figura 10) (KIM; VIOLLET;
GUAN, 2011).
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Figura 10. Modelo de regulacdo Ulk1l por AMPK e mTORCL1 em resposta a sinais de glicose. Esquerda:
guando a glicose ¢é suficiente, AMPK é inibido e mTORC1 ativado. O mTORC1 fosforila Ulk1 em Ser 757
para evitar a interacdo Ulkl com AMPK. Direita: quando o nivel de energia celular é limitada, AMPK é
ativada e mTORCL inibido por AMPK através da fosforilagdo de TSC2 e Raptor. Fosforilagéo de Ser 757
é diminuida, e UIk1 pode interagir e ser fosforilada por AMPK em Ser 317 e Ser 777. O AMPK fosforilado
em UIK1 € ativo e inicia a autofagia (Adaptado de Kim; Viollet; Guan, 2011).

Necrose

Durante muito tempo a morte celular por necrose esteve associada a injarias ou
danos acidentais que levavam a morte celular prematura (ALMAGRO; VUCIC, 2015).
Mas, atualmente a necrose é considerada um processo de morte celular controlada
geneticamente, onde a destruicéo do tecido é irreversivel e ocorre apos falha bioenergética
por niveis excessivos de calcio citosélico ou por espécies reativas de oxigénio (ROS)
(BAUMANN, 2012; VASEVA et al., 2012).

A necrose é caracterizada pelo inchaco de organelas e celulas (oncose), ruptura da
membrana plasmatica e libertacdo de conteudos intracelulares. Esse tipo de morte celular
é composto por diferentes subtipos, como necroptose, partanatos, oxitose, ferroptose,
ETose, NETose, pironecrose e piroptose (BERGHE et al., 2014).
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A necroptose, por exemplo, € um processo altamente regulado e bem
compreendido a nivel molecular, sendo um mecanismo de back-up para as celulas que
sdo destinadas a morte quando a via apoptética encontra-se comprometida (BERGHE et
al., 2014; ALMAGRO; VUCIC, 2015). A ativacédo de receptores de morte, como rTNF,
pode provocar esse subtipo de morte celular por necrose independente de caspase, mas
dependente da atividade de um dominio de morte contendo quinase, o receptor 1(RIP1,
também conhecido como RIPK1) que forma o complexo RIP1-RIP3 (necrosomo) (Figura
11) (PAPATRIANTAFYLLOU, 2012).
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Figura 11. Via de sinalizacdo da necroptose. A ligacdo do receptor fator 1 de necrose tumoral (rTNFR1)
mais proteina do dominio de morte (TRADD) mais receptor fator 2 de necrose tumoral (rTNF2 ou TRAF2)
leva a formagdo do complexo I, que interage com o receptor quinase 1 (RIP1) e inibidores celulares da
apoptose (clAP). RIP1 se modifica e sinaliza a ativag8o do fator nuclear kappa B (NF-kB). A enzima CYLD
modifica RIP1 novamente e dissocia-o0 do receptor de morte (rTNFR1). RIP1 mais dominio de morte
associada ao Fas (FADD) juntamente com a procaspase 8 leva a formacdo do complexo I1. Nesse novo
complexo, a caspase 8 ativa convergem na cascata apoptética ativando as caspases efetoras 3/7, inativando
blocos de necrose por clivagem, RIP1 e RIP3. Quando a caspase 8 é inibida por Z-VAD, RIP1 e RIP3
formar o complexo ativo de morte necrotica (necrosomo). RIP3 recruta uma proteina de dominio quinase
de linhagem mista (MLKL) e fosforila MLKL em T357 e S358, provocando sua ativacéo levando a morte
celular por necrose (Adaptado de SUN; WANG, 2014).
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Diante do exposto, descobrir e compreender vias que sinalizam a morte celular,
juntamente com moléculas que ativam estas vias torna-se importante para oncologia,
principalmente quando essas estratégias sdo independentes dos mecanismos classicos de
morte, encorajando a descoberta de vias alternativas de morte celular como alvos
promissores para novas terapias e moléculas, que além de induzir a morte celular,
apresentem uma maior seletividade para as células cancerigenas, ou seja, quimioterapicos
mais eficientes (KELLY; STRASSER, 2011; MOHAMMAD et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar as atividades antioxidante, antimicrobiana e anticancer in vitro, assim
como a toxicidadede in vivo, de metabdlitos produzidos por Streptomyces spp. isolados
da rizosfera de Paullinia cupana (Kunth) variedade sorbilis [(Mart.) Ducke] de Maueés —

Amazonas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar a espécie de Streptomyces, com melhor atividade, através das técnicas
classica e molecular;

- Produzir metabdlitos secundarios em fermentacéo, extrair, isolar, purificar e caracterizar
um metabdlito presente no extrato metanélico de Streptomyces sp UFPEDA 3370;

- Avaliar a atividade antioxidante de extratos e fases;

- Investigar a atividade antimicrobiana de extratos, fases, fracdes e produto isolado;

- Determinar o efeito citotdxico de extratos, fases, fracfes e produto isolado em células
tumorais humanas e em células mononucleares de sangue periférico, bem como sua
atividade hemolitica em eritrécitos humanos;

- Analisar a morfologia das células tratadas com fases e produto isolado;

- Verificar se o produto isolado promove despolarizacdo da membrana mitocondrial,
bloqueio do ciclo celular e fragmentacdo do DNA,;

- Determinar a toxicidade aguda (DLso) dos extratos e fragdes.
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4. METODOLOGIA

4.1. ISOLAMENTO DE Streptomyces spp.

As linhagens bacterianas Streptomyces sp. UFPEDA 3370, Streptomyces sp.
UFPEDA 3413, Streptomyces sp. UFPEDA 3412 e Streptomyces sp. UFPEDA 3405
foram isoladas do solo da rizosfera de Paullinia cupana (Kunth) var. sorbilis (Mart.)
Ducke, uma planta nativa do Amazonas-Brasil, conhecida como guarana. O isolamento
de das linhagens de Streptomyces spp. foi realizado utilizando a técnica de espalhamento
(ELLIAH et al., 2004), em que 10 g de solo foram suspensos em 90 mL de solucéo estéril
de tampé&o fosfato salino. A amostra foi submetida a agitacdo (180 rpm, 15 minutos),
incubada a 50 °C durante 10 minutos e diluida em série até 10°. Aliquotas de 100 pL de
107 a 10°° foram espalhadas em meio Extrato de Levedura — Arginina solido (ALA) (0,03
g L-arginina; 0,1 g Glicose; 0,1 g Glicerol; 0,03 g K2HPO4; 0,02 g MgS04.7H20; 0,03 g
NaCl; 0,1 g extrato de levedura; 0,1 mL de solucdo de tragos (1 g FeSO4.7H20; 0,1 g
MnS04.7H20; 0,1 g CuSO4.5H,0; 0,1 g ZnS0O4.7H20) adicionado a benlate 100 pg/mL
e penicilina 3,5 pg/mL. As placas foram incubadas a 30 °C durante 21 dias (SILVA,
2010). As cepas foram depositadas na Colegdo de Micro-organismos do Departamento
de Antibio6ticos (UFPEDA) sob imersdo em éleo mineral e liofilizada.

4.2. IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS

4.2.1. Caracterizagdo Cultural, Micromorfoldgica, Bioquimica, Fisiologica, Resisténcia

aos Antibioticos e Estudo da Parede Celular

A caracterizacdo cultural das linhagens como crescimento, cor do micélio aéreo,
cor do micélio no substrato e difusdo de pigmento no meio foi estudada no meio Triptona
- Extrato de Levedura - Agar (ISP-1), Extrato de Malte - Extrato de Levedura - Agar (I1SP-
2), Farinha de aveia - Agar (ISP-3), Sais inorganicos - Amido - Agar (ISP-4), Glicerol -
Asparagina - Agar (ISP-5), Peptona - Extrato de ferro - Agar (ISP-6) e Tirosina - Agar
(ISP-7) (SHIRLING e GOTTLIEB, 1966), sendo os meios ISP-6 e ISP-7 utilizados para
avaliar a producdo de pigmentos melanoides.

Para a caracterizagcdo micromorfoldgica, as cepas foram cultivadas em placa de

Petri com meio ISP-2 &gar onde foram inseridas laminulas, em posicdo inclinada, para o
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crescimento do micélio aéreo sobre sua superficie e incubadas por 21 dias a 30 'C
(WILLIAMS et al., 1989). As laminulas foram retiradas, observadas ao microscopio
optico e depois, fixadas em uma solucdo contendo glutaraldeido 2,5% em tampaéo
cacodilato de sodio 0,1 M por 12 h a 4 °C, lavadas trés vezes em tamp&o cacodilato de
sodio 0,1 M por 10 min e pos-fixadas, por 1 h, em uma solugédo contendo tetroxido de
6smio e cacodilato de s6dio 0,1 M na proporcdo 1:1 (v/v). Ap6s o periodo de pos-fixacao,
as laminulas foram lavadas trés vezes com agua miliq por 10 min e desidratada em série
crescente de acetona (30% - 5 min; 50% - 5 min; 70% 15 min; 100% - 1 h). Para finalizar
0 processamento, as amostras foram para o ponto critico (secura total) e depois
metalizadas com ouro. No microscopio eletrénico de varredura QUANTA 200 FEG foi
visualizado o tipo da cadeia de esporo e a caracteristica de sua superficie.

A caracterizacdo bioquimica foi realizada através dos ensaios de utilizacdo de
fontes de carbono (D-frutose, D-galactose, D-manose, D-melezitose, D-xilose, lactose,
L-arabinose, L-ramnose, maltose, manitol, raffinose, sacarose e trealose) e nitrogénio
(arginina, cisteina, fenilalanina, histidina, L-asparagina, L-metionina, prolina, serina,
treonina e valina); enquanto a caracterizacdo fisioldgica foi feita atraves da capacidade
da cepa de crescer em diferentes concentracdes de NaCl (2, 5, 7, 9 e 12%), temperaturas
(30,3745 °C) e pH (5,6, 7, 8 e 9) (SHIRLING e GOTTLIEB, 1966).

Para verificar a resisténcia aos antibiéticos, uma suspensdo de cada linhagem foi
inoculada em placa de Petri contendo meio ISP-2 agar. Sobre o meio inoculado foram
colocados os discos de antibidticos: amicacina 30 pg, ampicilina 10 pg, amoxicilina 10
pg, cefotaxina 30 pg, ciprofloxacina 5 pg, cloranfenicol 30 pg, eritromicina 15 ug,
estreptomicina 10 pg, imipenem 10 pg, norfloxacina 10 pg, oxacilina 1 pg, penicilina G
10 U, rifampicina 5 ug, tetraciclina 30 pg e vancomicina 30 pug. Apds a colocacdo dos
discos, as placas foram incubadas por 5 dias a 30 ‘C (SHIRLING e GOTTLIEB, 1966).

A cromatografia em camada delgada do hidrolisado da parede celular de
Streptomyces sp. UFPEDA 3370 foi realizada para a identificacdo dos isdmeros do acido
diaminopimélico (LL-DAP ou Meso-DAP) presente na parede celular das
actinobactérias. A fase movel foi composta por metanol-agua-acido cloridrico 6 N-
piridina (80:26:4:10, v/v) e a fase fixa por placas de celulose (Merck n"5716 20x20). Na
fase fixa foram aplicadas 2 pL do padréo do &cido diaminopimélico (DAP) a 0,19% plv,
2 L da amostra e 2 pL dos padrdes Streptomyces regensis UFPEDA 3053 e Nocardia
asteroides UFPEDA 3503, representando os isémeros LL-DAP e Meso-DAP,

respectivamente. A cuba foi previamente saturada por 2 h e a corrida ocorreu por
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aproximadamente 5 h. A placa seca foi revelada borrifando uma solucéo de ninhidrina a
0,2% p/v em butanol saturado com agua e em seguida aquecida por 5 min a 100 'C
(STANECK; ROBERTS, 1974).

4.2.2. Caracterizacdo Molecular do Gene 16S do DNAr

As cepas foram cultivadas em meio ISP-2 liquido sob agitagéo por 16 h (200 rpm
30 ‘C) e depois 1 mL dessa cultura foi centrifugada por 5 min a 12.000 rpm. A extragio
do DNA gendmico foi realizada utilizando Kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega), de acordo com o protocolo do fabricante. A eletroforese em gel de agarose
1% em tampdo TBE 1x corado com Sybr Safe foi adotada para avaliar a integridade do
DNA. O gel foi visualizado através do transiluminador de luz ultravioleta e
fotodocumentado.

O gene 16S do DNAr foi amplificado a partir do DNA gendmico por PCR,
utilizando os oligonucleotideos universais para Eubacteria 27f (5’>-AGAGTTTGATCC
TGGCTCAG-3’) e 1492r (5’- GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (WEISBURG et al.,
1991) em volume final de 25 pL contendo 50 ng de DNA, 0,2 uM de cada dNTP, 3 uM
de MgCl,, 5 pmols de cada oligonucleotideo, 1,5 U/uL de Tag-polimerase, tampéao da
enzima 1x e 11,75 pL de agua ultrapura estéril. A reacdo em cadeia de polimerase foi
conduzida em termociclador programado para realizar desnaturacdo inicial a 94 "C por 4
min, seguida de 25 ciclos de desnaturacéo, anelamento e extensdo (94 'C / 1 min, 52 °C /
30 seg e 72 "C/ 2 min, respectivamente) e um ciclo final de extenséo a 72 "C por 10 min.
Apos a amplificacdo, 5 UL da reacdo foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,2%
em tamp&o TBE 1x corado com Sybr Safe a 3 volts/cm™ para visualizar um fragmento de
aproximadamente 1350 pares de base. O produto da amplificacdo foi purificado e
sequenciado pela empresa Macrogen (Seul, Coreia do Sul). A seqiiéncia de genes foi
comparada com todas as sequéncias depositadas no banco de dados do Genebank,
utilizando o software Blast do National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequiéncias mais similares foram utilizadas na construcéo da

arvore filogenética, com as sequéncias alinhadas usando o software ClustalW e a arvore
filogenética construida utilizando o MEGA 5.1. A arvore filogenética foi inferida
utilizando o algoritmo Neighbor-joining com modelo de substituicdo Kimura 2-

parametros e com suporte de valores de bootstrap de 1000 pseudo-réplicas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.3. FERMENTACAO, EXTRACAO, PARTICAO E FRACIONAMENTO DOS
METABOLITOS BIOATIVOS

4.3.1. Fermentacdo Submersa

O in6culo foi obtido pelo cultivo de Streptomyces sp. UFPEDA 3370 em frasco
Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio ISP-2 liquido com inoculagdo de seis
blocos de gelose de 10 mm de didmetro retirados do crescimento em forma de tapete da
linhagem em ISP-2 &gar, cultivada por 14 dias a 30 'C, e submetido a agitacio por 48 h
(200 rpm, 30 ‘C). Para fermentacéo, 50 mL do in6culo foi adicionado em Fernenbach de
2800 mL com 500 mL do meio liquido MPE submetido a agitacdo por 96 h (200 rpm, 30
‘C). Ap6s a fermentacdo, a biomassa foi separada do liquido fermentado por
centrifugacdo a 3.000 rpm durante 3 min e, subsequentemente, o liquido fermentado
filtrado.

A biomassa foi extraida trés vezes com metanol na proporcdo 1:2 (p/v) para
obtencdo do extrato metandlico da biomassa (EMeOH-B 3370), enquanto o liquido
fermentado extraido duas vezes com acetato de etila na proporc¢édo 1:3 (c) para obtencéo
do extrato acetoetilico (EMeOH-LM 3370). As extracBes ocorreram a temperatura
ambiente sob agitacdo de 200 rpm, sendo 0s extratos concentrados em rotaevaporador
sob press3o reduzida a 50 “C.

O extrato metanodlico de Streptomyces sp. UFPEDA 3370 foi diluido em agua
destilada e particionado com n-hexano, acetato de etila e 2-butanol nas proporcodes de 1:3
para obter as fases hexanica (FHex), acetoetilica (FACOELt) e butandlica (FBUOH). Os
extratos particionados foram concentrados em rotaevaporador a 50 “C e as fases aquosas
provenientes de cada particio a 100 °C para obtencdo das fases: FH20 I, FH20 1l e FH20
Il.

A fase butandlica (FBuOH) foi fracionada utilizando cromatografia em coluna
flash (26,5 x 2,6 cm) sobre gel de silica (230 — 400 Mesh), na fase estacionaria e, uma
fase movel gradiente CHCIl::MeOH (9:1, 8:2, 7:3, v/v) e MeOH. As fracbes que
apresentaram um perfil semelhante foram reunidas, sendo obtidas trés fracGes: EB eluida
no sistema CHCIl3:MeOH (9:1, v/v); EB2 eluida no sistema CHCIl3:MeOH (8:2 e 7:3, v/V);
e EB3M em MeOH. Essas fragdes foram concentradas em rotaevaporador a 50 ‘C e

reavaliadas. Observou-se que a fracdo EB2 quando dissolvida em CH2Cl>:MeOH (1:1,
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v/v) formou um precipitado branco, denominado EB2B que foi separado do dissolvido,

denominado EB2A. Esses extratos foram novamente concentrados (Figura 12).

Streptomyces sp. UFPEDA 3370

Fermentacdo Submersa

Extrato da Fermentagdo Semi-Solida

EMeOH-FS 3370

Composto
Isolado

Extrato da Biomassa
EMeOH-B 3370

Extrato do Liquido Fermentado
EACOEt-LM 3370

Particdo liquido-liquido

FHex
> FH2O |
FACOEt
ST Er0 10
FBUOH Fase MévelGradiente
S o CHCl3:MeOH (9:1,v/v)
Coluna Flash CHCI3:MeOH (8:2,v/v)
" CHCI3:MeOH (7:3,v/v)
Gel de Silica
MeOH
F1-11 F-12-134 F135-180
EB1 EB2 EB3M

CH2CI2:MeOH (1:1, viv)

EB2A EB2B

Figura 12. Fluxograma para obtencdo do extrato metandlico da biomassa (EMeOH-B 3370) de

Streptomyces sp. UFPEDA 3370 em fermentacdo submersa, composto isolado, parti¢do liquido-liquido

com 2-butanol (FBuOH) e fragdes da fase butanolica (EB1, EB2A, EB2B e EB3M).
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Obtencdo do Composto

O extrato metanolico da biomassa de Streptomyces sp. UFPEDA 3370 depois de
resfriado a 4 “C por 12 h formou alguns precipitados brancos que foram filtrados com
papel de filtro qualitativo. A elucidacao da estrutura quimica desse composto (Figura 12)

foi realizada através de métodos espectroscopicos (IV, UV, RMN uni- e bi-dimensional).

4.3.2. Fermentacdo Semi-Solida

O in6culo foi obtido pelo cultivo de Streptomyces sp. UFPEDA 3370,
Streptomyces sp. UFPEDA 3405, Streptomyces sp. UFPEDA 3412 e Streptomyces sp.
UFPEDA 3413 em frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio ISP-2
liqguido com inoculacdo de 20 blocos de gelose de 10 mm de didmetro retirados do
crescimento em forma de tapete da linhagem em ISP-2 &gar, cultivada por 14 dias a 30
‘C, e submetidos & agitacdo por 48 h (200 rpm, 30 ‘C). Para fermentagdo, 10 mL do
indculo foi adicionado em frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 90 g de arroz
parboilizado cozido (obtido comercialmente) incubado por 21 dias a 30 °C.

Ao fermentado semi-sélido foi adicionado 150 mL de metanol e deixados por 48
ha 30 'C. Em seguida, o extrato foi filtrado e adicionado mais 100 mL de metanol por 24
ha 30 "C. O extrato foi novamente filtrado e concentrado em rotaevaporador sob presséo
reduzida a 50 "C.

O extrato metanolico de Streptomyces sp. UFPEDA 3405 (EMeOH 3405) foi
diluido em &gua destilada e particionado com n-hexano, acetato de etila e 2-butanol nas
proporcOes de 1:3 para obter as fases hexanica (FHex), acetoetilica (FACOEt) e butandlica
(FBUOH). As fases organicas foram concentradas em rotaevaporador a 50 °C e as fases
aquosas a 100 “C para obtencdo das fases: FH20 I, FH20 11 e FH20 Il (Figura 13).
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EMeOH-3405

SOLUBILIZADO EM H20

Parti¢ao liquido - liquido

FHex FAcOEt FBuOH

FH,O I FH,0 IT FH,O 111

Figura 13. Fluxograma para obtencéo das fases do extrato metan6lico (EMeOH-3405) do fermentado de
Streptomyces sp. UFPEDA 3405. FHex: Fase hexanica; FACOEt: Fase acetoetilica; FBUOH: Fase
butandlica; FH2O I: Fase aquosa I; FH2O Il: Fase aquosa Il; FH2O 111 Fase aquosa IlI.

4.4. PROSPECCAO QUIMICA E TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

Aliguotas de 10 pL dos extratos e fases foram analisados por CCD em
cromatofolhas de aluminio TLC contendo Silica Gel 60 F2s4 (Merck) para identificacao
das classes de metabdlitos secundarios: alcaldides, aglUcares redutores, compostos
fenolicos, flavonoides, taninos, triterpenos - esterdides e saponinas. Foram empregadas
diversas fases moveis e reveladores especificos (HARBORNE, 1998).

O teor de fenolicos totais foi determinado de acordo com o método de Folin-
Ciocalteu (modificado de Singleton and Rossi, 1965), empregando-se o acido galico
como composto fendlico padrdo. Os extratos e fases foram solubilizados em EtOH com
concentracdo final de 1 mg/mL. Uma aliquota de 30 pL de cada amostra foi transferida
para a placa de 96 pocos, seguido da adicdo de agua, carbonato de sddio 15% m/v e o
reativo de Folin-Ciocalteu, resultando na concentracdo final de 100 pg/mL. Apos 2 h, a
absorbancia das amostras foi medida em espectrofotdmetro a 760 nm. As analises foram
realizadas em triplicata e o teor de fenolicos totais (FT) foi determinado por interpolacao
da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo construida com solugdes do
padréo de acido galico e expressos como miligramas equivalentes de acido galico por
grama de extrato (mg EAG/Q).
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4.5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1. Método DPPH

A atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995). Através
de triagem preliminar, os extratos e fases foram preparados em concentracfes variando
de 0,1 a 5 mg/mL foram transferidas para placas de 96 pocos e adicionada a solucéo de
DPPH (23,6 pg/mL em EtOH). O acido ascorbico foi utilizado como controle positivo.
Apo6s 30 min de agitagdo ao abrigo da luz, a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a
517 nm. A atividade sequestradora (AS%) foi expressa em percentual de acordo com a
equacdo: AS% = 100 x [(Abs controle — Abs amostra) / Abs controle]. O valor de CEs é

a concentracao da amostra necessaria para sequestrar 50% do radical livre de DPPH.

4.5.2. Método ABTS

O radical catiénico ABTS™ foi formado pela reacdo de 2,45 mM de persulfato de
potéssio com 7 mM de 2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolina 6-acido sulfénico), armazenado
no escuro, a temperatura ambiente, durante 16 h. Uma vez formado, o radical ABTS" foi
diluido em etanol até obter-se uma medida com absorbancia de 0,70 £ 0,05 em
comprimento de onda de 754 nm. Em 980 uL da solucdo contendo o radical foram
adicionados 20 pL dos extratos e fases (1 mg/mL), agitando-se por 20 seg. Ap6s 6 min
da reacdo ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida (RE et al., 1999). O Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-2-acido carboxilico) foi utilizado como padrédo nas
concentracdes de 0; 500; 1000; 1500; 2.000 e 2500 mM em etanol. Os resultados foram
expressos em UM de CAET (capacidade antioxidante equivalente em Trolox) por grama

do extrato e em porcentagem de inibicdo oxidativa.

4.5.3. Método do Fosfomolibidénio

Esta técnica baseia-se na determinacéo espectrofotométrica da reducio do Mo*®a
Mo™®, com subsequente formagao de um complexo fosfato-Mo™ (PRIETO et al., 1999).
Aliquotas de 0,1 mL dos extratos e fases (1 mg/mL) foram dissolvidos em agua destilada

e acrescidas de 1 mL da solugéo reagente (&cido sulfarico 600 mM, fosfato de sédio 28
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mM e molibdato de aménio 4 mM). As amostras foram mantidas em tubos fechados e
incubados a 95 °C por 90 min. Apds resfriamento a temperatura ambiente, foi
determinada a absorbancia a 695 nm. A atividade antioxidante total foi expressa em
relacdo ao &cido ascorbico e calculada pela formula: AAT% = (Abs amostras — Abs

branco) x 100 / (Abs acido ascérbico — Abs branco).
4.6. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
4.6.1. Micro-organismos
Os micro-organismos utilizados nos ensaios de atividade antimicrobiana foram
provenientes da Colecdo de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA) (Tabela 2).

Tabela 2. Micro-organismos testes utilizados na atividade antimicrobiana.

Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas
Staphylococcus aureus UFPEDA 02 Escherichia coli UFPEDA 224
Staphylococcus aureus UFPEDA 663* Escherichia coli UFPEDA 64
Staphylococcus aureus ORSA UFPEDA 700* Escherichia coli UFPEDA 261
Staphylococcus aureus UFPEDA 705* Escherichia coli UFPEDA 262

Staphylococcus aureus ORSA UFPEDA 707* Serratia marcescens UFPEDA 352
Staphylococcus aureus ORSA UFPEDA 709* Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396
Staphylococcus aureus ORSA UFPEDA 718* Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416
Bacillus subtilis UFPEDA 86

Micrococcus luteus UFPEDA 100

Enterococcus faecalis UFPEDA 138

Bactéria Alcool-Acido Resistente
Mycobacterium smegmatis UFPEDA 71

Leveduras Fungos Filamentosos

Candida albicans UFPEDA 1007 Aspergillus niger UFPEDA 2003
Candida krusei UFPEDA 1002 Colletotrichum sp. UFPEDA 2561
Malassezia furfur UFPEDA 1320 Colletotrichum sp. UFPEDA 2562

* |solados Clinicos do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco: S. aureus UFPEDA
663 (Ponta de cateter), S. aureus UFPEDA 700 (Secrecdo de ulcera), S. aureus UFPEDA 705 (Ferida
operatoéria), S. aureus UFPEDA 707 (Secrecdo traqueal), S. aureus UFPEDA 709 (Exsudato purulento), S.
aureus UFPEDA 718 (Secrecdo traqueal), P. aeruginosa UFPEDA 64 (Secre¢do peniana), P. aeruginosa
UFPEDA 261 (Ferida operatdria), P. aeruginosa UFPEDA 262 (Secrecéo de Ulcera).
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4.6.2. Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Minima Bactericida e
Fungicida (CMB e CMF)

A determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI) foi realizada atraves da
técnica de microdiluicdo, em placas de 96 pocos, conforme o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008; CLSI, 2010). Os extratos e fases foram testados em
concentragdes variando de 0,15 a 5 mg/mL. A concentragdo minima bactericida (CMB)
e a concentracdo minima fungicida (CMF) foram determinadas pela subcultura dos pocos
da CMI em placa de Petri contendo o meio sélido BHI, MH ou SAB, incubada a 37 'C
por 18-24 h para bactérias e a 30 "C por 48 h para levedura.

4.7. ATIVIDADE CITOTOXICA

4.7.1. Células Tumorais

As linhagens de ceélulas utilizadas foram HEp-2 (carcinoma epidermoide de
laringe), HT-29 (cancer de colon), SKBR-3 e MCF-7 (cancer de mama), NCI-H292
(carcinoma mucoepidermoide de pulméo), HL-60 (leucemia promielocitica aguda), K-
562 (leucemia mielocitica cronica), K-562 LUCENA (leucemia mielocitica cronica
resistente a vincristina) e MOLT-4 (leucemia linfoblastica aguda) obtidas do Banco de
Células do Rio de Janeiro. As células foram mantidas em DMEM suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2 nM de L-
glutamina a 37 °C com 5% de COs.

As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos (10° células/pogo para células
aderidas e 0,3x108 células/poco para células em suspensio). Apos 24 h, os extratos e fases
foram adicionados aos po¢os em concentracdo Unica (50 pg/mL). Os extratos e/ou fracbes
que inibiram o crescimento celular acima de 70% em mais de trés linhagens utilizando a
concentracdo de 50 pg/mL, foram submetidos ao teste de citotoxicidade em vérias
concentragdes (0,00019 - 50 ng/mL) para obtencédo da Clso (concentracdo da amostra que
inibe 50% do crescimento celular). A doxorrubicina (0,009 - 5 pg/mL) foi utilizada como
controle positivo. Apos 72 h de incubagdo com os produtos, foi adicionado em cada pogo
25 pL de MTT (5 mg/mL). Apo6s 3 h, o meio de cultura com o excesso de MTT foi
aspirado e 100 uL. de DMSO foi adicionado a cada pogo para a dissolucao dos cristais de



52

formazan (ALLEY et al., 1988). A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 540 nm.

4.7.2. Celulas Mononucleares do Sangue Periférico Humano (PBMCs)

As células PBMC (linfécitos e mondcitos) foram obtidas a partir de 3 mL de
sangue periférico de voluntarios saudaveis, acrescida de 5 mL de PBS. O experimento foi
realizado de acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°
61757616.0.0000.508). As etapas até o isolamento incluiram a adi¢do de 3 mL de Ficoll
Histopaque-1077, seguida por 30 min de centrifugacdo a 1500 rpm e aspiracao das células
mononucleares presentes na regido intermediaria entre as células vermelhas e o soro. A
suspensdo de linfocitos foi transferida para outro tubo ao qual foi adicionado PBS até o
volume de 11 mL e centrifugado por 20 min a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado
e o pellet de linfocitos ressuspendido em 2 mL de meio RPMI 1640 suplementado com
20% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina para uma
concentracéo final de final 10° células/mL. A proliferacdo de linfocitos foi induzida pela
adicdo de 3% de fitohemaglutinina, um mitégeno que atua sobre os linfocitos T (LIU et
al., 2004).

Para determinar a citotoxicidade com PBMCs, os extratos e fases foram
adicionados as culturas de células na placa de 96 po¢os em concentracdes seriadas (0,39
- 50 ug/mL). Apds 48 h de incubacao dos produtos a 37 °C com atmosfera de 5% de CO>
e 95% de umidade, adicionou-se10 pL da solugdo estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue.
A microplaca foi reincubada durante 24 h e as absorbancias medidas no
espectrofotdbmetro de placa, no comprimento de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm
(oxidado) (AHMED et al.,1994).

4.8. ATIVIDADE HEMOLITICA

O ensaio hemolitico foi realizado com sangue periférico de voluntarios saudaveis
de acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (processo n° 61757616.0.0000.508).
Os eritrocitos foram lavados com solucéo salina (NaCl 0,85% + CaCl> 10 mM) por

centrifugacdo (3000 rpm, 5min), o sobrenadante foi descartado e o precipitado
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ressuspendido em solucédo salina para se obter uma suspensao de eritrocitos (SE) a 2%.
Esse experimento foi realizado em placas de 96 pocos: 100 pL de solugéo salina (controle
negativo); 50 YL da solugdo salina e 50 pL do veiculo (branco); 80 pL de solugdo salina
+ 20 pL de Triton X — 100 a 1% (controle positivo); 100 pL de solucédo salina + 100 pL
dos extratos e fases que apresentaram citotoxicidade em células tumorais (0,01525 a 2000
pg/mL) diluidas em DMSO a 10% foram plaqueados. Em seguida, 100 pL da solugéo de
eritrécitos foram plaqueadas em todos os pocos. Apds incubagdo de 1 h, sob agitacdo
constante a temperatura ambiente, a placa permaneceu em repouso por um periodo de 1
h, onde o sobrenadante foi transferido para outra placa e a absorbancia foi medida em um
leitor de microplacas no comprimento de onda de 540 nm. Amostras com valores de CEso
< 200 pg/mL sdo consideradas hemoliticas (modificado de COSTA-LOTUFO et al.,
2002).

4.9. ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO EM CELULAS LEUCEMICAS

4.9.1. Analise Morfologica - Coloracéo por May-Grunwald-Giemsa

As linhagens de células K-562 e MOLT-4 foram distribuidas em placas de 24
pocos nas concentragdes 0,3 x 10° e 10, respectivamente, e incubadas com valores da
Clso, metade da Clso e duas vezes a Clso da elaiofilina. A doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo. Apds 24 h de incubacéo, aliquotas de 50 pL da suspensao de células
tratadas e ndo tratadas com o composto foram adicionadas a centrifuga de laminas
(Cytospin). Apds a adesdo das células na lamina, a fixacgdo foi feita com metanol durante
1 min, sequida da coloracdo por May-Grunwald-Giemsa. As laminas foram analisadas
em microscopio éptico Leica DM500 para avaliar as caracteristicas morfoldgicas das
células e compara-las ao controle (grupo ndo tratado). O registro das alteracGes celulares

foi feito por fotografia em microscopia optica.

4.9.2. Analise por Citometria de Fluxo

As linhagens de células K-562 e MOLT-4 foram distribuidas em placas de 24
pocos nas concentragdes 0,3x10° e 10, respectivamente, e incubadas com a elaifilina nas
concentragOes da Clso, metade da Clso e duas vezes a Clso. A doxorrubicina foi utilizada

como controle positivo. Apds 24 h de incubacéo, as células foram incubadas com Triton
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(0,1%) e iodeto de propidio (10 pg/mL) para a anélise da fragmentacdo de DNA e ciclo
celular, Annexin Red Kit para o ensaio da externalizacdo da fofatidilserina, e solucdo de
rodamina (1 pg/mL) para despolarizagcdo mitocondrial. Todas as analises de fluxo foram
realizadas por citometria utilizando o Guava EasyCyteHT (Merck-Millipore) e software

GuavaSoft 2.7. Cinco mil eventos foram avaliados por experimento.

4.10. TOXICIDADE AGUDA

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fémeas
procedentes do Biotério do Departamento de Antibiéticos da UFPE, com faixa etaria de
60 dias, pesando 25+5g, separados em quatro grupos de trés animais por gaiola. Os
animais foram mantidos a temperatura ambiente 23 + 2°C sob o ciclo claro/escuro, com
agua e alimento a vontade durante o experimento. Os grupos testes receberam, por via
oral, a fracdo EB1 na dose de 2000 mg/kg (grupo tratado), fracdo EB1 na dose de 300
mg/kg (grupo tratado), EMeOH-3405 na dose de 2000 mg/kg (grupo tratado) e solucéo
fisioldgica a 0,9 % (grupo controle). Apos a administracdo, os animais foram observados
nas primeiras horas e depois a cada 24 h diariamente (OECD, 2001). Em seguida utilizou-
se 0 método de screening hipocréatico, o qual examina aspectos importantes dos animais
como: o estado de consciéncia, disposi¢éo, atividade e coordenacdo do sistema motor e
tdnus muscular, atividade do sistema nervoso central e autbnomo. Também foi observado
0 consumo de &gua, racdo e peso dos animais. No 14° dia, foi coletado sangue por puncgéo
cardiaca dos animais devidamente anestesiados. Para avaliacdo dos possiveis efeitos
toxicos sistémicos, os o6rgaos (figado, rins e baco) foram extirpados e seus indice
calculado seguindo a férmula: indice = Peso do 6rgdo (g) / Peso do animal (g). O
protocolo utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°. 23076.023704/2014-86).

4.11. ANALISE ESTATISTICA

A CEsxo da atividade antioxidante foi calculada a partir de regresséo néo linear no
programa GraphPad Prism 5.0, onde cada amostra foi testada em triplicata. A atividade
antimicrobiana foi realizada em triplicata e o resultado expresso pela média + desvio
padrdo. Os valores da Clsp e CEsp da citotoxicidade e atividade hemolitica,

respectivamente, com seus intervalos de confianca de 95% foram calculados a partir da
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regressdo ndo linear, utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Valores de p < 0,05
foram considerados significativos usando ANOVA uma via seguido pelo teste de Tukey's
ou de Dunnett, onde cada amostra foi testada em triplicata em dois experimentos
independentes. Para toxicidade aguda, os valores foram expressos como média + SEM (n
= 5 para cada grupo). Valores de p < 0,05 foram considerados significativos usando

ANOVA uma via seguido pelo teste de Bonferroni.



56

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS

Streptomyces sp. UFPEDA 3370 cresceu em meios suplementados arginina e
extrato de levedura (ALA), triptona e extrato de levedura (ISP-1), extrato de malte e
levedura (ISP-2), farinha de aveia (ISP-3), sais inorganicos e amido (ISP-4). Observou-
se uma formacao abundante de micélio aéreo nestas condi¢des. Ndo houve producao de
pigmento melanoide nos meios de peptona e extrato de ferro (ISP-6) ou tirosina (ISP-7).

Na analise micromorfoldgica de Streptomyces sp. UFPEDA 3370 foram
observadas hifas com filamentos ramificados e espiralados com a superficie dos esporos
ondeada (Figura 14) caracteristica tipica do género Streptomyces. A identificacdo da cepa
foi confirmada pelo tipo de acido diaminopimélico (DAP) presente na parede celular do
micro-organismo, através da cromatografia em camada delgada, onde apresentou o
isbmero LL-DAP, caracteristica do género Streptomyces.

A linhagem Streptomyces sp. UFPEDA 3370 foi capaz de utilizar como Unica
fonte de carbono D-frutose, D-galactose, D-manose, D-xilose, lactose, L-arabinose, L-
ramnose, maltose, manitol, raffinose e sacarose, ndo sendo capaz de consumir D-
melezitose e trealose. As fontes de nitrogénio utilizadas foram cisteina, histidina, serina,
treonina e valina, ndo sendo capaz de consumir fenilalanina e L-metionina. A linhagem
foi capaz de crescer em concentracGes de NaCl que variaram de 2 a 12%, sendo o
crescimento diminuido em concentracdes mais elevadas desse sal. Apresentou
crescimento em temperaturas de 30 a 45 ‘C, crescimento em pH de 5 a 9 e sensibilidade
aos antibidticos amicacina, ciproploxacina, cloranfenicol, imipenem, estreptomicina,
tetraciclina e vancomicina.

A andlise da sequéncia quase completa do gene 16S do DNAr (1370 pb) mostrou
que Streptomyces sp. UFPEDA 3370 estd intimamente relacionado com Streptomyces

hygroscopicus S75-5, apresentando 99% de similaridade (Figura 15).
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Figura 14. Micromorfologia de  Streptomyces
hygroscopicus UFPEDA 3370 visualizada no microscépio
eletrdnico de varredura no aumento de 1.600 x (a), 50.000 x
(b) e 100.000 x (c) apds o crescimento em laminula
inclinada inserida no meio I1SP-2 por 21 dias a 30 'C. (b)
indica a cadeia de esporos e (c) a superficie da cadeia de

esporos.

_: Streptomyces violaceunsniger EF063682
Streptomyces albus AB184741

[ Streptomyces flavuscus EU5T0473

Streptomyces fimicarius HQ238391
Streptomyces sefonni AB184300

— Strepfomyces asiaticus NE41418
L Streptomyces bacillaris KC395559

Streptomyces parvus AB184756
Streptomyces badius AB184114

Streptomyces hygroscopicus 575-5 EU321700
Streptomyces sp UFPEDA 3370 KF463148

Figura 15. Arvore filogenética baseada em uma seqiiéncia parcial do 16S DNAr, mostrando as relagdes
entre Streptomyces sp. UFPEDA 3370 e outras espécies de Streptomyces. Divergéncia da sequéncia de

barras de 0,2%.
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A linhagem Streptomyces sp. UFPEDA 3405 apresentou excelente crescimento
no meio suplementado com farinha de aveia (ISP-3), sais inorgénicos e amido (ISP-4).
Streptomyces sp. UFPEDA 3412 teve excelente crescimento no meio suplementado com
extrato de malte e levedura (ISP-2), ISP-3, ISP-4, glicerol e asparagina (ISP-5), enquanto,
Streptomyces sp. UFPEDA 3413 cresceu apenas no meio ISP-2 com formacéo de micélio
aéreo abundante. Ndo houve producdo de pigmentos melandides nos meios peptona e
extrato de ferro (ISP-6) e tirosina (ISP-7) (Tabela 3).

Na andlise micromorfoldgica foram observadas hifas com filamentos ramificados
e espiralados com a superficie dos esporos ondeada (Figura 16) caracteristica tipica do

género Streptomyces.

Figura 16. Microscopia eletrénica de varredura dos esporos de Streptomyces sp. UFPEDA 3405 (A),
Streptomyces sp. UFPEDA 3412 (B) e Streptomyces sp. UFPEDA 3413 (C), visualizadas no aumento de
20.000 x.

As linhagens foram capazes de utilizar todas as fontes de carbono (Tabela 4).
Streptomyces sp. UFPEDA 3405 foi capaz de utilizar como fonte de nitrogénio apenas
histidina, cresceu em concentrac6es de NaCl que variaram de 2 a 12% e teve crescimento
menor em concentrag0es mais elevadas desse sal. Esta cepa apresentou crescimento em
temperaturas de 30 a 45 °C, ndo apresentando sensibilidade aos antibiGticos ampicilina,
amoxicilina, azitromicina, cefuroxina, norfloxacina, oxacilina e penicilina (Tabela 4).

Streptomyces sp. UFPEDA 3412 foi capaz de utilizar como fonte de nitrogénio
arginina, histidina, treonina e valina, foi capaz de crescer em concentrac6es de NaCl que
variaram de 2 a 12%, em temperaturas de 30 a 45 "C, e ndo apresentou sensibilidade aos
antibioticos amoxicilina, cefuroxina, clidamicina, norfloxacina, oxacilina e penicilina,

conforme tabela 4.
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Tabela 3. Caracteristicas culturais de Streptomyces spp. em diferentes meios ISP.

Streptomyces sp.

Streptomyces sp.

Streptomyces sp.

UFPEDA 3405 UFPEDA 3412 UFPEDA 3413
Caracteristicas culturais

ISP-1 C + + +
MA Branco Amarelo claro Amarelo claro
MS Amarelo claro Amarelo claro Amarelo claro
DP - - -

ISP-2 C ++ +++ +++
MA Branco Cinza escuro Cinza claro
MS Amarelo Laranja Cinza escuro
DP - - -

ISP-3 C +++ +++ ++
MA Marrom Marrom Cinza
MS Cinza Cinza Amarelo esverdeado
DP - - -

ISP-4 C +++ +++ +
MA Marrom claro Marrom Amarelo
MS Marrom escuro Marrom escuro Cinza claro
DP - - -

ISP-5 C ++ +++ +
MA Branco Marrom Cinza
MS Amarelo Laranja Amarelo
DP - - -

ISP-6 C + + +
MA Amarelo Amarelo Amarelo
MS Amarelo Amarelo Amarelo
DP - - -

ISP-7 C +++ ++ ++
MA Cinza calro Branco acinzentado Marrom avermelhado
MS Marrom escuro Marrom Marrom
DP - - -

C: Crescimento; MA: Cor do micélio aéreo; MS: Cor do micélio no substrato;

DP: Difusdo de pigmento no meio; + Positivo; ++ Bom; +++ Excelente; - Negativo
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Streptomyces sp. UFPEDA 3413 foi capaz de utilizar como fonte de nitrogénio
apenas L-metionina, sendo capaz de crescer em concentragdes de NaCl que variaram de
2 a 12%, em temperaturas de 30 a 45 "C, ndo apresentando sensibilidade aos antibioticos
norfloxacina, oxacilina, penicilina, rifampicina e tetraciclina (Tabela 4).

Com base na caracterizacao cultural, micromorfologica, bioquimica e resisténcia
aos antibidticos, as linhagens isoladas do solo da rizosfera de Paullinia cupana (Kunth)
var. sorbilis (Mart.) Ducke, Amazonas-Brasil, pertencem ao género Streptomyces. Essse
género pertence a familia Streptomycetaceae, subordem Streptomycineae, ordem
Actinomicetales, subclasse Actinobacteridae, classe Actinobactéria, filo Actinobactéria,
dominio Bactéria e apresenta 0 maior nimero de espécies descritas. Streptomyces foi
descrito pela primeira vez por Ferdinand Conh em 1875 que observou na microscopia
colénias com micélio em forma de cabelo enrolado denominando a espécie de Streptotrix
foersteri. No solo, este género produz compostos volateis como o geosmim que da ao
solo o cheiro caracteristico de terra molhada (DREWS, 1999).

Assim como nesse estudo, Silva e colaboradores (2012) identificaram a presenca
do género Streptomyces em amostras do solo da regido de Maués — Amazonas-Brasil ao
estudarem o efeito da variacdo das condicdes de cultivo sobre a producéo de antibidticos.
S. owasiensis e Streptomyces sp. DPUA 1576 foram isolados de liquens do Amazonas
com capacidade de produzir enzimas quitinase termoestavel interessante para inddtria
farmacéutica e protease com atividade fibrinolitica (NASCIMENTO et al., 2014; SILVA
et al., 2015). Apesar da regido Amazonica ter uma biodiversidade imensa, grande parte
de suas espécies e suas relacdes filogenéticas sdo desconhecidas, principalmente no que
diz respeito a diversidade microbiolégica e suas interacdes com outros seres (SOUZA et
al., 2004; NASCIMENTO et al., 2014).

Estudos anteriores demonstraram que S. hygroscopicus produz uma variedade de
antibidticos pertencentes a diferentes classes com estrutura distinta e propriedades
biologicas, tais como atividades antimicrobianas e antitumorais. Muitos desses
antibidticos sdo compostos patenteados (ANZAI et al., 2008; GESHEVA, 2009). De
acordo com um estudo de Rong e Huang (2012), aproximadamente 650 tipos de
substancias bioativos sdo produzidas por S. hygroscopicus e espécies a ela relacionada.
Membros desse clado continuam sendo um dos principais objetos de triagem de novas
substancias bioativas para combater a propagacdo de patdgenos resistentes aos
antibidticos e para o desenvolvimento de novos pesticidas com residuos ndo-tdxicos ou

de baixa toxicidade.
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Tabela 4. Caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas e resisténcia aos antibidticos de

Streptomyces spp.
Streptomyces sp.  Streptomyces sp.  Streptomyces sp.
UFPEDA 3405 UFPEDA 3412  UFPEDA 3413
Caracteristicas bioquimicas

Fontes de carbono + + +
Celobiose + + +
D-melezitose + + +
D-xilose + + +
Lactose + + +
L-arabinose + + +
L-raminose + + +
Maltose + + +
Manitol + + +
Sacarose + + +

Fontes de nitrogénio
Arginina - + -
Cisteina - - -
Fenilalanina - - -
Histidina + + -
L-metionina - - +
Serina - - -
Treonina - + -
Valina - + -

Caracteristicas fisiologicas

NaCl%
2% +++ + +
5% +++ + +
7% +++ + +
9% ++ + +
12% + + +

Temperatura
30°C + ++ ++



37 °C + ++ ++
45 °C - ++ ++
Resisténcia a antibidticos

Amicacina 28,712 25,3+0,6 21,3+2,1
Ampicilina - 8,7+0,6 155+0,7
Amoxicilina - - 145+0,7
Azitromicina - 345+0,7 315+0,7
Cefalotina 10,0+ 0,0 10,7 0,6 220+1,7
Cefuroxima - - 20,0+0,0
Ciprofloxacina 2003+15 220+10 20,0+0,0
Clidamicina 95+0,7 - 105+0,7
Cloranfenicol 10,0£0,0 447+15 170+£1,4
Estreptomicina 353+15 27,3+ 0,6 21,0+ 0,0
Gentamicina 35,7+0,6 215+15 145+0,7
Imipenem 27,0+0,0 25,0+£0,0 32017
Norfloxacina - - -
Oxacilina - - -
Penicilina - - -
Rifampicina 13,7+ 0,6 14,7+ 0,6 -
Tetraciclina 15,0£0,0 10,0£0,0 -
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+Positivo; ++ Bom; +++ Excelente; - Negativo

5.2. FERMENTACAO, EXTRACAO, PARTICAO E FRACIONAMENTO DOS
METABOLITOS BIOATIVOS

Da fermentacdo submersa de S. hygroscopicus UFPEDA 3370, a biomassa foi
separada do liquido fermentado e extraida com metanol para se obter o EMeOH-B 3370
(rendimento de 3,32%). Enquanto, apartir do liquido fermentado extraido com acetato de
etila foi possivel obter o EMeOH-LM 3370 (rendimento de 0,05%) (Figura 12).

Aproximadamente 0,5 g do extrato metandélico da biomassa (EMeOH-B 3370) de
S. hygroscopicus UFPEDA 3370 foi escolhido para ser particionado porque apresentou
melhor atividade antimicrobiana e citotoxica (ver Tabelas 10 e 16). A particdo liquido-

liguido com n-hexano apresentou um rendimento de 4% para fase FHex, quando
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particionado com acetato de etila, 2% FACOEt e, 2-butanol, 66% FBUOH. A fase
butandlica (FBUOH) apresentou bom rendimento e atividades antimicrobiana e citotoxica
promissoras (ver Tabela 11 e 18), sendo selecionado para fracionamento em
cromatografia em coluna flash. Cerca de 1,3 g desse extrato fracionado resultou em quatro
fracdes: EB1, EB2A, EB2B e EB3M que representam respectivamente um rendimento de
22;9,75; 0,09 e 24% (Figura 12).

Da fermentagdo semi-sélida com arroz parbolizado de S. hygroscopicus UFPEDA
3370 foi obtido um extrato metanélico EMeOH-FS 3370 (rendimento de 6,6%) (Figura
12). As outras linhagens de Streptomyces cultivadas em meio semi-solido apresentaram
0s seguintes rendimentos para seus extratos metanolicos: Streptomyces UFPEDA 3405
(EMEOH-3405, rendimento de 18,74%), Streptomyces UFPEDA 3412 (EMEOH-3412,
rendimento de 3,61%) e Streptomyces UFPEDA 3413 (EMEOH-3413, rendimento de
11,60%). EMeOH-3405 (0,5 g) foi escolhido para ser particionado porque apresentou o
melhor rendimento e melhor atividade citotdxica (ver Tabela 20). A particdo desse extrato
com n-hexano apresentou um rendimento de 0,48% para a fase FHex, quando
particionado com acetato de etila, 3,56% para FACOEt, e 2-butanol, 56,88% para FBUOH
(Figura 13).

S. hygroscopicus UFPEDA 3370 apresentou um extrato com rendimento de 6,6%
quando cultivado em meio semi-sélido. Ao mesmo tempo que, os extratos EMeOH-3405
e EMeOH-3413 apresentaram percentual de rendimento acima de 10%. Confrontado os
resultados obtidos com estudos anteriores, nossos extratos apresentaram boa eficiéncia
produtiva. Um estudo realizado por Selvameenal e colaboradores (2009) utilizando farelo
de trigo na fermentacdo semi-sélida obteve para cada 10 g de farelo de trigo 0,420 g de
extrato bruto, isso significa um rendimento de 4,2%. O processo fermentativo semi-solido
costuma apresentar rendimentos melhores que a fermentacdo submersa, como relatado
por Robinson e colaboradores (2001) ao comparar os prés e contras da fermentagado semi-
s6lida com a fermentacdo submersa. E um método eficiente na obtencdo de enzimas,
antibidticos e outros produtos bioativos, tendo a vantagem de apresentar meios mais
simples de fermentacdo, uso de menos &gua e energia quando comparada a fermentacéao
submersa (NILADEVI et al., 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Robinson%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11341307

64

5.3. OBTENCAO E ELUCIDACAO DO COMPOSTO

O composto (Figura 17) foi obtido a partir de um preciptado branco do extrato
metandlico da biomassa de S. hygroscopicus UFPEDA 3370 depois de resfriado a 4 'C
por 12 h, m. p. 179,5-183,5 °C, [a]?% -102 (c 0,1; MeOH). No espectro infravermelho
(IR), observou-se uma banda de absorgdo em 3416 cm™ indicando a presenca de grupos
hidroxila, bem como uma absorcdo em 1698 cm™ caracteristica do éster a, B, v, &
conjugado C=0, em 1638 e 1495 cm™ deformacao axial caracteristica de C=C e em 994
cm*uma flexdo fora do plano tipica de HC=CH com trans-estereoquimica. A formula
molecular CssHgsO1g (112 da insaturagdo) foi deduzida por HRMS-MALDI-TOF, que
mostrou um pico aduto da molécula de sédio m/z 1047,587 [M + Na] + (calc.: 1047,557).
O espectro do'3C-BB RMN (Tabela 5) exibiu apenas 27 linhas espectrais, metade do
namero de carbonos indicado na férmula molecular, sugerindo um composto simétrico e
a comparagio com o espectro de *C-DEPT 135 RMN permitiu a identificacdo de 1
carbonil, 1 dioxi- ndo hidrogenado, 16 mono-hidrogenado (4 sp? 4 metinos, 7 oxi-
metinos e 1 dioxi-metino), 3 metileno e 6 metil carbonos. Comparandoo RMN em 1D e
2D os dados de *H (1D*H e 2D COSY), *C (CPD e DEPT), HSQC, HMBC (correlagio
heteronuclear de ligagdo mdltipla envolvendo dois, 2JCH, e trés, 3JCH, ligacGes, Tabela
5) sdo dados muito semelhantes a partir de derivados da elaiofilina , identificando o
composto em estudo como elaiofilina, incluindo a mesma estereoquimica relativa (Figura
18,19, 20, 21 22, 23 e 24) (WU et al., 2013).

OH

Figura 17. Estrutura molecular da elaiofilina.



Tabela 5. RMN 1D e 2D (DMSO-ds) atribuigdes de dados para elaiofilina.

C

vr
1n/1r
CH
2/2°
3/3°
4/4°
5/5°
6/6’
77
8/8’
9/9”
10/10°
13/13°
14/14°

1515
22/22°
24/24°
25/25°
26/26°
CH:

12/12°
20/20°
23/23°
CHs

16/16°
1717
18/18’
19/19°
21/21°
27127

HSQC
8¢ (125 MHz)
167.10

99.18

121.32
144.79
130.56
144.79
40.34
5.83
36.26
69.43
41.14
68.49
47.98

65.85
92.56
64.93
70.29
66.40

36.60
18.47
32.67

19.15
15.49
9.50
6.92
8.94
17.06

81 (500 MHz)

5.75 (d, 15.4)

6.94 (dd, 15.4, 11.1)
6.18 (dd, 15.0, 11.1)
5.68 (dd, 15.0, 9.8)
2.59 (m)

5.04 (d, 10.0)

1.94

4.02 (d, 9.4)

1.70 (m)

3.96

1.17 (m)

3.95
5.05 (sl)
3.92
3.54 (sl)
3.94

2.35 (dd, 12.3, 4.4), 1.94(m)

1.67 (m), 1.48 (m)

1.94 (m),1.63 (dd, 12.7, 4.7)

1.13 (d, 6.1)
1.05 (d, 6.6)
0.87 (d, 6.3)
0.98 (d, 7.1)
0.89 (d, 6.9)
1.21(d, 6.5)

HMBC (500 Hz/125 Hz)

2Jch
H-2
2H-12

H-5; 3H-17
3H-18
3H-19
H-122
H-15
3H-16
2H-23

2H-23

3H-27

H-15

H-10

H-26

3Jch
H-3; H-7°
H-9; 3H-19

H-4

H-2

H-3; 3H-17

H-4

H-9; 3H-17; 3H-19

3H-18; 3H-19

H-15; H-22
H-12a; 3H-16; 3H-
21

H-24
H-22; 3H-27
H-23b

H-5
H-7
H-9
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Figura 18. Espectro de *H NMR da elaiofilina em DMSO-ds, 500 MHz.
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Figura 19. Espectro de 1*C-CPD-NMR da elaiofilina em DMSO-ds, 125 MHz.
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Figura 20. Espectro de COSY da elaiofilina em DMSO-ds.
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Figura 21. Espectro de HSQC da elaiofilina em DMSO-ds.
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Figura 24. Espectro de FT-IR da elaiofilina.

A elaiofilina € um antibidtico macrolideo de 16 membros com simetria no Co.
Originalmente foi isolada a partir de S. melanosporus, e mais tarde como azalomicina B
de S. hygroscopicus var. azalomyceticus e S. violaceoniger (HAYDOCK et al., 2004). No
nosso estudo, a elaiofilina foi isolada de S. hygroscopicus UFPEDA 3370. Na literatuta,
muitos trabalhos descrevem suas diversas propriedades biolégicas, incluindo atividades
antibacterianas e antivirais (DOSEUNG et al., 2011; LI et al., 2011; WU et al., 2013);
antitumorais e imunossupressoras (LEE et al., 1997, ZHAO et al., 2015). Segundo Fan e
colaboradores (2000), a elaiofilina ndo € ativa contra bactérias Gram-negativas ou fungos,
mas pode aumentar a atividade da rapamicina contra C. albicans quando os dois

compostos sdo co-produzidos por S. hygroscopicus ATCC 29253.

5.4. PROSPECCAO QUIMICA E TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

Os resultados da prospecgdo quimica do extrato metandlico da biomassa, fase
butandlica, fase aquosa Il e extrato acetoetilico do liquido metabolico de S.
hygroscopicus UFPEDA 3370 analisados por cromatografia em camada delgada para
identificar as classes de metabdlitos secundarios indicaram a presenca de alcaldides,
acucares redutores e saponinas nos extratos metanolicos da biomassa e butandlico;
alcaldides e acucares redutores no extrato aquoso Il e alcaldides, agucares redutores,
compostos fenodlicos, triterpenos e esterdides no extrato acetoetilico do liquido

metabélico, conforme Tabela 6.
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Tabela 6. Prospecgdo quimica por cromatografia em camada delgada dos metabdlitos
secundarios produzidos por S. hygroscopicus UFPEDA 3370.

Metabdlitos EMeOH-B 3370 FBUOH EH:20 Il EACOEt-LM 3370
Alcaloides + + i+ +
Acucares redutores + + + +
Compostos fendlicos - - - +
Flavanoides - - - -
Taninos - - - -
Triterpenos e Esterdides - - - +
Saponinas + + - -

EMeOH-B 3370: Extrato metandlico da biomassa; FBUOH: Fase butanolica; FH,O IlI: Fase aquosa IlI;
EACOEL: Extrato acetoetilico do liquido fermentado. Os sinais (+) e (-) indicam, respectivamente, presencga

ou auséncia da classe dos compostos.

Um estudo realizado por Thomas e colaboradores (2011) detectaram a presenca
de alcal6ides, carboidratos, compostos fendlicos, proteinas e aminoacidos no extrato
metanolico de biomassa de uma bactéria conhecida como B-2. Também foi detectado a
presenca de alcaldide no liquido fermentado de Streptomyces CDRIL-312 (NAIK;
HARINDRAN; VARDE, 2001). Esses resultados corroboram com nosso estudo, visto
que, nos extratos e fases do fermentado de S. hygroscopicus UFPEDA 3370 havia a
presenca de alcaloides.

Os resultados da prospecc¢do quimica dos extratos EMeOH-3405, EMeOH-3412
e EMeOH-3413 indicaram a presenca de monoterpenos/sesquiterpenos,
triterpenos/esteroides, saponinas e agucares redutores. Também foi detectado a presenca
de derivados cinamicos no extrato EMeOH-3412 e flavanoides nos extratos EMeOH-
3405 e EMeOH-3413 (Tabela 7). Em todas as fases foram detectadas a presenca de
triterpenos/esteroides. Na fase FHex também foi encontrado
monoterpenos/sesquiterpenos; na fase FACOEt, flavonoides; e na fase FBUOH,

favanoides, saponinas e agUcares redutores (Tabela 7).
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Tabela 7. Prospeccdo quimica por cromatografia em camada delgada dos metabolitos secundarios produzidos por Streptomyces spp.

Streptomyces sp. Streptomyces sp.  Streptomyces sp.

Metabolitos UFPEDA 3405 UFPEDA 3412  UFPEDA 3413
EMeOH-3405 FHex FAcOEt FBuOH EMeOH-3412 EMeOH-3413

Polifendis
Flavondides +++ - +++ +++ - +
Derivados cindmicos - - - - +++ -
Cumarinas - - - - - -
Taninos hidrolisaveis - - - - - -
Taninos condensados - - - - - -
Antraquinonas - - - - - -
Alcaldides - - - - - .
Monoterpenos e sesquiterpenos ++ ++ - - + ++
Triterpenos e esteroides ++ + + + ++ ++
Saponinas + - - + + +
Acucares redutores + - - + + +

EMeOH-3405: Extrato metandlico dos metabdlitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3405; EMeOH-3412: Extrato metandlico dos metabélitos secundarios de
Streptomyces sp. UFPEDA 3412;EMeOH-3413: Extrato metandlico dos metabolitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3413; FHex: Fase hexanica; FACOEt: Fase

acetoetilica; FBUOH: Fase butandlica; Presenca dos metabolitos: (+) até duas bandas; (++) de duas a cinco bandas; (+++) de cinco a oito bandas; (-) Auséncia.
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Na prospec¢do quimica dos extratos e fases de Streptomyces spp., 0s resultados
encontrados assemelham-se com estudos anteriores que identificaram a presencga de
flavanoide no extrato do fermentado de Streptomyces sp. (ERINLG-4)
(BALACHANDRAN et al., 2014). Saponinas também foram detectadas no fermentado
de S. diastatochromogenes MK800-62F1 (YOSHIMOTO et al., 2000) e em Streptomyces
sp. L74 foi detectado agucares redutores e triterpenos (LUO et al., 2013). A partir de S.
citreus CBS 109.60, foram identificados 56 compostos volateis diferentes onde a maioria
eram terpenos do tipo monoterpenos (FRAUKE e RALF, 1996).

O teor de fenolicos totais nos extratos e fases de Streptomyces spp. variaram de
1,1a11,92 mg EAG/g, ndo sendo detectado compostos fendlicos totais nas fragdes FHex
e FH20 Il (Tabela 8), confirmando o resultado da prospec¢do quimica (Tabela 7). Nao
foi determinado o teor de fenodlicos totais para os extratos e fases de S. hygroscopicus
UFPEDA 3370.

Tabela 8. Teor de fenodlicos totais dos extratos e fases de Streptomyces spp.

Teor de Fendlicos Totais

Amostras

(mg EAGI/g)
EMeOH-3405 5,84 £ 0,53
FHex n.d.
FACOEt 2,35+0,17
FBUOH 5,55+ 0,40
FH20 | 5,36 £ 0,55
FH20 1l 2,87 +£0,20
FH20 111 n.d.
EMeOH-3412 11,92 £ 0,66
EMeOH-3413 1,1+0,10

EMeOH-3405: Extrato metanolico dos metabdlitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3405;
EMeOH-3412: Extrato metandlico dos metabdlitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3412;
EMeOH-3413: Extrato metanélico dos metabolitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3413; FHex:
Fase hexanica; FACOEL: Fase acetoetilica; FBUOH: Fase butandlica; FH,O |: Fase aquosa I; FH.O II: Fase

aquosa Il; FH2O I11: Fase aquosa I11; n.d.: ndo detectado.
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5.5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos extratos e fases de Streptomyces spp., pelo método
DPPH, exibiram CEsg >500 pg/mL (concentracdo da amostra necessaria para sequestrar
50% do radical livre de DPPH), enquanto o acido ascorbico a CEso foi 4,82 + 0,06 pg/mL.
No método ABTS, o menor valor de CAET foi do extrato EMeOH-3413 (40,0 + 0,01uM
de Trolox/g do extrato) com porcentagem de inibi¢do oxidativa de 10% na concentracdo
de 20 pg/mL e o maior valor da fase FACOEt (1161,7 + 0,04uM de Trolox/g do extrato)
com porcentagem de 50% na mesma concentracdo. Na fase FBUOH néo foi detectada
atividade pelo método ABTS. No método fosfomolibidénio, a melhor atividade foram
dos extratos EMeOH-3405 e EMeOH-3412 que demonstraram, respectivamente, 5,0+0,3
e 5,1+0,2% da capacidade antioxidante total. No extrato EMeOH-3413 e fase FACOEt
ndo foram detectados atividade pelo método fosfomolibidénio (Tabela 9). N&o foi
determinada a atividade antioxidante para os extratos e fases de S. hygroscopicus
UFPEDA 3370.

Varios métodos tém sido empregados para determinar a atividade antioxidante in
vitro de extratos e substancias isoladas. Um dos mais utilizados consiste em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Quanto
maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua CEso € maior a sua
atividade antioxidante. Uma vantagem desse método é o fato do radical ser estavel e estar
disponivel comercialmente, evitando sua geracdo por formas diversas (como ocorre no
ABTS), alem de proporcionar de modo facil e rapido a avaliacdo de véarios produtos
antioxidantes de uma s6 vez por espectrofotometria. Esse método tem sido muito
empregado na analise do mecanismo de reacdo dos compostos polifendlicos com radicais
livres (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; PISOSCHI; CIMPEANU; PREDOI, 2015).

Comparando os resultados obtidos no nosso trabalho com os descritos na
literatura, pode-se constatar que Kumar e colaboradores (2014) avaliando a atividade
antioxidante por DPPH do extrato acetoetilico de S. lavendulae SCA5 encontraram uma
CEso de 507,6 + 0,6 ug/mL, onde o teor de compostos fendlicos foi 577,12 mg EAG/g.
Lertcanawanichakul e colaboradores (2015) uma CEso de 3400 pg/mL para o extrato
acetoetilico de S. lydicus A2. Naine e colaboradores (2015) encontraram uma
concentracdo acima de 500 pg/mL para sequetrar 50% do radical DPPH no extrato
acetoetilico de S. parvulus VITJS11. Esses resultados corroboram com o encontrado no

nosso estudo, onde os extratos e fases apresentaram baixa reatividade com o DPPH, por
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isso a importancia de investigar a atividade antioxidante por diversas metodologias
(VILLARNO et al., 2006).

A vantagem do método ABTS est& na sua relativa simplicidade, permitindo sua
aplicacdo em rotinas de qualquer laboratorio (GUPTA, 2015; RE et al., 1999). Uma
desvantagem desse método é ndo poder ser utilizado para amostras biologicas, como as
proteinas que precipitam em meio alcodlico (BRAND-WILLIAMS et al., 1995;
PISOSCHI; CIMPEANU; PREDOI, 2015). Estudos realizados por Kekuda e Onkarappa
(2014), avaliando a atividade antioxidante por ABTS do extrato butandlico de S.
variabilis PO-17, encontraram uma porcentagem de inibicdo oxidativa de 50% na
concentragdo de 225 pg/mL. Lee e colaboradores (2014) encontrararam no extrato
acetoetilico de Streptomyces sp. MJM 10778 uma porcentagem de 50% na concentracao
de 135 pg/mL. Enquanto, Ser e colaboradores (2016) constataram no extrato metandlico
de S. malaysiense sp. nov. uma porcentagem de 28% na concentracdo de 2000 pg/mL.
Diferentemente desses achados da literatura, no nosso estudo a FAcCOEt-12H exibiu uma
porcentagem de inibi¢do oxidativa de 50% na concentra¢do de 20 pug/mL, com 1161,7 +
0,04uM de Trolox/g do extrato, indicando uma expressiva reatividade com o radical
ABTS.

O método de complexacéao pelo fosfomolibdénio é uma maneira simples e barata
de avaliar a capacidade antioxidante total de uma mistura complexa de compostos, como
€ 0 caso de extratos obtidos de micro-organismos (ALAN et al., 2013; PIETRO et al.,
1999).

Em nosso estudo, todos os extratos e fases apresentaram pouca atividade
antioxidante e baixo teor de fendlicos totais. Segundo Leouifoudi e colaboradores (2015),
existe uma relacdo direta entre o potencial antioxidante e a concentracdo de fendlicos,
onde quanto menor a quantidade de fendlicos, menos intenso o potencial antioxidante.
Para determinar o teor de fenolicos totais, o reativo de Folin-Ciocalteau é um dos métodos
mais utilizados, que sofre mudanca de coloragdo do amarelo para azul, sendo a
intensidade da coloragdo azul maior quanto maior a quantidade de compostos fendlicos
na solucdo (BLAINSKI; LOPES; MELLO, 2013; SINGLETON e ROSSI, 1965).
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Tabela 9. Atividade antioxidante dos metabolitos secundérios produzidos por Streptomyces spp.

Amostras DPPH (CEso pg/mL + SD) ABTS FOSFOMOLIBIDENIO (%  SD)
CAET (UM/g) / (% + SD)

EMeOH-3405 > 500 333,3£0,02/225%0,2 50+0,3
Fhex > 500 480,0 £ 0,02/ 23,3+ 0,1 1,7+0,1
FACOEt > 500 1161,7 0,05 /52,8 + 0,5 n.d.

FBUOH > 500 n.d. 1,2+0,0
FH2O | > 500 601,7 £0,02 /31,7 +1,0 15+0,1
FH.0 I1 > 500 573,3+0,01/32,4+0,9 1,7+0,0
FH20 111 > 500 508,3 + 0,02 / 26,7 + 0,8 1,4+0,0
EMeOH-3412 > 500 410,0 + 0,03 / 25,6 + 2,0 51+0,2
EMeOH-3413 > 500 40,0 +£0,01/10,0+ 1,0 n.d.

Acido Ascérbico 4.8+ 0,06 - -

EMeOH-3405: Extrato metandlico dos metabdlitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3405; EMeOH-3412: Extrato metandlico dos metabdlitos secundarios de
Streptomyces sp. UFPEDA 3412; EMeOH-3413: Extrato metandlico dos metabdlitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3413; FHex: Fase hexanica; FACOEt: Fase

acetoetilica; FBUOH: Fase butandlica; FH,O I: Fase aquosa I; FH2O II: Fase aquosa Il; FH2O I11: Fase aquosa Ill; n.d.: ndo detectado.
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5.6. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os menores valores da CIM foram encontrados para o extrato metandlico da
biomassa de S. hygroscopicus UFPEDA 3370 (Tabela 10). Para determinar a CMI das
fases e fracGes foram utilizados os micro-organismos teste que mostaram-se mais
suspetiveis ao extrato metanolico da biomassa. Todas as parti¢oes e fragdes apresentaram
atividade antimicrobiana com valores de CMI iguais ou abaixo de 62,5 pg/mL. A fase
FACOEt apresentou uma CIM de 3,9 pg/mL frente S. aureus ORSA UFPEDA 700, menor
que o antibidtico padrdo oxacilina (256 pug/mL). A fase FBUOH apresentou uma CIM de
3,9 pg/mL frente C. albicans, menor que o antibidtico padrdo fluconazol (64 pg/mL)
(Tabela 11). Dentre as fracOes, a EB1 se destacou com valores da CMI iguais ou abaixo
de 3,9 ug/mL (Tabela 12). A fragdo EB2B néo teve sua atividade antimicrobiana avaliada
por conta da baixa quantidade obtida dessa fracéo 0,001 g.

A elaiofilina isolada de S. hygroscopicus UFPEDA 3370 apresentou atividade
antimicrobiana diante todos os micro-organismos utilizados, com menor CMI (0,01
pug/mL) frente E. faecalis (Tabela 13), menor que o antibidtico padrdo teicoplanina (1
pg/mL). A CMI frente os isolado clinicos de S. aureus foi 62,5 pg/mL e P. aeruginosa
125 pg/mL.

Todos os extratos provenientes da fermentagdo de Streptomyces sp UFPEDA
3405, Streptomyces sp UFPEDA 3412 e Streptomyces sp UFPEDA 3413 apresentaram
atividade frente as bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, alcool-acido-resistente e
levedura com CMI < 7,5 mg/mL, sendo mais ativo o extrato EMeOH-3412 frente a M.
smegmatis com CMI de 0,11 mg/mL e C. albicans com CMI de 0,46 mg/mL. O extrato
EMeOH-3405 apresentou CMI de 0,23 mg/mL frente a M. smegmatis e 0 EMeOH-3413
apresentou CMI (0,94 mg/mL) frente a S. aureus (Tabela 14). O que difere um extrato do
outro € a presenca de derivados cindmicos no extrato EMeOH-3412 e flavonoides no
extrato EMeOH-3413. Todas as fases tambem apresentaram atividade antimicrobiana
com CMI < 3,75 mg/mL, apresentando CMI de 0,31 mg/mL frente a P. aeruginosa. A
fase FHex ndo teve sua atividade antimicrobiana avaliada devido ao baixo rendimento
desta fase (Tabela 15).
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Tabela 10. Atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir da fermentagédo

submersa e semi-solida de S. hygroscopicus UFPEDA 3370 em pg/mL.

EMeOH-B 3370 EACOEt-LM 3370 EMeOH-FS 3370

Micro-organismos CMlI CMB CMI CMB CMI CMB
S. aureus UFPEDA 02 3,9 15,62 125 1000 15,62 62,5
S. aureus UFPEDA 663* 3,9 15,62 500 > 1000 250 1000
S. aureus ORSA UFPEDA 700* 15,62 62,5 31,25 62,5 250 1000
S. aureus UFPEDA 705* 62,5 250 7,81 31,25 62,5 125
S. aureus UFPEDA ORSA 709* 250 1000 15,62 62,5 31,25 62,5
S. aureus UFPEDA ORSA 718* 500 1000 3,9 15,62 125 500
B. subitilis UFPEDA 86 7,81 31,25 31,25 125 15,62 62,5
M. luteus UFPEDA 100 0,12 0,48 3,9 15,62 15,62 62,5
E. faecalis UFPEDA 138 500 1000 250 1000 62,5 125
E. coli UFPEDA 224 >1000 >1000 125 500 250 500
K. pneumoniae UFPEDA 396 250 1000 250 1000 250 1000
P. aeruginosa UFPEDA 416 >1000 >1000 250 500 250 500
M. smegmatis UFPEDA 71 3,9 7,81 7,81 31,25 31,25 62,5
CMF CMF CMF
C. krusei UFPEDA 1002 1562 31,25 62,5 500 125 500
C. albicans UFPEDA 1007 7,81 31,25 31,25 500 62,5 500
M. furfur UFPEDA 1320 125 250 250 500 62,5 125
A. niger UFPEDA 2003 31,25 62,5 62,5 500 125 250

Colletotrichum sp. UFPEDA 2561 3,9 7,81 31,25 250 62,5 250
Colletotrichum sp. UFPEDA 2562 1,95 7,81 15,62 125 62,5 250

EMeOH-B 3370: Extrato metandlico da biomassa; EACOEt-LM 3370: Extrato acetoetilico do liquido
fermentado; EMeOH-FS 3370: Extrato metandlico da fermentagdo semi-solida. * Isolados Clinicos do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco: S. aureus UFPEDA 663 (Ponta de cateter),
S. aureus UFPEDA 700 (Secrecdo de Ulcera), S. aureus UFPEDA 705 (Ferida operatoria), S. aureus
UFPEDA 709 (Exsudato purulento), S. aureus UFPEDA 718 (Secrecéo traqueal).Cada amostra foi testada

em triplicata em dois experimentos independentes.
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Tabela 11. Atividade antimicrobiana das fases obtidas a partir do extrato metanolico de biomassa, EMeOH 9H-B (ug/mL).

FHex FACOEt FBUOH FH.O | FH2O I FH20 111

Micro-organismo CMlI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
S. aureus UFPEDA 02 1562 31,25 39 781 1562 31,25 1562 315 1562 625 1562 625
S. aureus UFPEDA 663* 1525 31,25 39 1562 1562 625 1562 625 1562 625 1562 625
S. aureus ORSA UFPEDA 700* 1562 3125 39 1562 781 3125 781 3125 7,81 3125 781 625
S. aureus UFPEDA 705* 1562 625 39 1562 1562 625 1562 625 1562 31,25 1562 62,5
B. subtilis UFPEDA 86 19 39 097 19 781 3125 7,81 31,25 1562 625 1562 625
M. luteus UFPEDA 100 781 3125 097 19 39 1562 781 1562 7,81 3125 7,81 3125
M. smegmatis UFPEDA 71 19 781 012 048 19 781 39 781 39 78 39 781

CMF CMF CMF CMF CMF CMF
C. krusei UFPEDA 1002 781 3125 781 3125 39 1562 1562 31,25 1562 31,25 1562 31,25
C. albicans UFPEDA 1007 39 78 39 781 39 1562 1562 31,25 1562 31,25 1562 31,25
A. niger UFPEDA 2003 39 781 39 781 19 781 195 39 39 781 781 31,25

Colletotrichum sp. UFPEDA 2561 31,25 62,5 31,25 125 | 7,81 31,25 1562 625 31,25 125 3125 625
Colletotrichum sp. UFPEDA 2562 31,25 125 1562 625 7,81 3125 1562 125 625 250 625 250

FHex: Fase hexanica; FACOEt: Fase acetoetilica; FBUOH: Fase butantlica; FH.O I: Fase aquosa I; FH,O Il: Fase aquosa Il; FH2O II1: Fase aquosa I11; * Isolados Clinicos do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco: S. aureus UFPEDA 663 (Ponta de cateter), S. aureus UFPEDA 700 (Secregdo de tlcera), S. aureus UFPEDA 705 (Ferida operatéria).Cada

amostra foi testada em triplicata em dois experimentos independentes.



Tabela 12. Atividade antimicrobiana das fracdes

obtidas a partir da fase butanolica

(ng/mL).
EB1 EB2A EB3M

Micro-organismo CMlI CMB CMI CMB CMI CMB

S. aureus UFPEDA 02 195 7,81 15,62 31,25 15,62 31,25
S. aureus UFPEDA 663* 195 781 1562 625 1562 625
S. aureus ORSA UFPEDA 700* 195 7,81 1562 625 1562 625
S. aureus UFPEDA 705* 195 1562 1562 62,5 15,62 625
B. subtilis UFPEDA 86 0,48 195 1562 625 7,81 31,25
M. luteus UFPEDA 100 195 781 781 31,25 7,81 31,25
M. smegmatis UFPEDA 71 0,48 097 39 1562 39 1562
CMF CMF CMF

C. krusei UFPEDA 1002 39 1562 781 3125 7,81 31,25
C. albicans UFPEDA 1007 39 1562 781 3125 7,81 31,25
A. niger UFPEDA 2003 39 781 39 781 39 781
Colletotrichum sp. UFPEDA 2561 1,95 7,81 195 195 39 781
Colletotrichum sp. UFPEDA 2562 0,48 1,95 195 195 39 781

EB1, EB2A e EB3M: FragOes provenientes da fase butanolica. * Isolados Clinicos do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco: S. aureus UFPEDA 663 (Ponta de cateter), S. aureus UFPEDA

700 (Secrecdo de ulcera), S. aureus UFPEDA 705 (Ferida operatoria).Cada amostra foi testada em triplicata

em dois experimentos independentes.
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Tabela 13. Atividade antimicrobiana da elaiofilina isolada de S. hygroscopicus UFPEDA
3370 em pg/mL.

Elaiofilina pg/mL

Micro-organismos CMI CMB

S. aureus UFPEDA 02 31,25 500
S. aureus UFPEDA 700* 62,5 500
S. aureus UFPEDA 705* 62,5 500
S. aureus UFPEDA 707* 62,5 500
S. aureus UFPEDA 729* 62,5 500
B. subitilis UFPEDA 86 0,2 230
M. luteus UFPEDA 100 62,5 125
E. faecalis UFPEDA 138 0,01 0,97
E. coli UFPEDA 224 125 500
S. marcencens UFPEDA 352 125 500
P. aeruginosa UFPEDA 416 62,5 500
P. aeruginosa UFPEDA 64* 125 250
P. aeruginosa UFPEDA 261* 125 250
P. aeruginosa UFPEDA 264* 125 250
M. smegmatis UFPEDA 71 125 250

CMI CMF

C. albicans UFPEDA 1007 62,5 250

* |solados Clinicos do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco: S. aureus UFPEDA
700 (Secrecdo de Ulcera), S. aureus UFPEDA 705 (Ferida operatdria), S. aureus UFPEDA 707 (Secrecao
traqueal), P. aeruginosa UFPEDA 64 (Secre¢do peniana), P. aeruginosa UFPEDA 261 (Ferida operatéria),
P. aeruginosa UFPEDA 262 (Secrecdo de Ulcera). Cada amostra foi testada em triplicata em dois
experimentos independentes.
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Tabela 14. Atividade antimicrobiana dos extratos de Streptomyces spp. em mg/mL.

) ) EMeOH-3405 EMeOH-3412 EMeOH-3413
Micro-organismos

CMI CMB CMI CMB CMI CMB

S. aureus UFPEDA 02 1,87 15 7,5 7,5 094 375
B. subitilis UFPEDA 86 1,87 7,5 7,5 15 1,87 7,5
M. luteus UFPEDA 100 1,87 7,5 1,87 7,5 1,87 15
E. faecalis UFPEDA 138 1,87 3,75 7,5 15 7,5 15
E. coli UFPEDA 224 3,75 15 3,75 15 3,75 7,5

S. marcencens UFPEDA 352 3,75 15 3,75 15 3,75 15
P. aeruginosa UFPEDA 416 3,75 3,75 3,75 7,5 3,75 7,5
M. smegmatis UFPEDA 71 023 093 011 047 094 187
CMF CMF CMF
C. albicans UFPEDA 1007 1,87 1,87 0,46 7,5 0,46 1,87

EMeOH-3405: Extrato metandlico dos metabdlitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3405;
EMeOH-3412: Extrato metandlico dos metabdlitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3412;
EMeOH-3413: Extrato metanélico dos metabolitos secundéarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3413. Cada
amostra foi testada em triplicata em dois experimentos independentes.



Tabela 15. Atividade antimicrobiana das fases do extrato metandlico de Streptomyces sp. UFPEDA 3405 em mg/mL.

FACOEt FBuOH FH20 | FH20 11 FH20 111

Micro-organismos CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
S. aureus UFPEDA 02 1,25 2,5 1,25 5,0 0,62 2,5 0,62 2,5 0,31 2,5
B. subitilis UFPEDA 86 1,25 2,5 1,25 5,0 0,62 1,25 0,31 2,5 0,31 5,0
M. luteus UFPEDA 100 1,25 5,0 2,5 5,0 0,62 1,25 0,62 1,25 1,25 1,25
E. faecalis UFPEDA 138 3,75 7,5 2,5 2,5 2,5 5,0 1,25 1,25 2,5 5,0
E. coli UFPEDA 224 1,25 1,25 2,5 5,0 0,62 1,25 0,62 1,25 0,62 0,625
S. marcencens UFPEDA 352 1,25 2,5 1,25 50 0,62 1,25 0,62 1,25 0,62 0,625
P. aeruginosa UFPEDA 416 0,31 2,5 0,31 2,5 0,31 2,5 0,31 2,5 0,31 2,5
M. smegmatis UFPEDA 71 2,5 5,0 2,5 5,0 0,62 2,5 0,31 1,25 0,62 1,25

CMF CMF CMF CMF CMF
C. albicans UFPEDA 1007 1,25 5,0 1,25 2,5 0,31 2,5 0,31 3,75 0,31 3,75
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FHex: Fase hexanica; FACOELt; Fase acetoetilica; FBuOH: Fase butandlica; FH,O I: Fase aquosa I; FH,O Il: Fase aquosa Il; FH,O IlI: Fase aquosa I1l. Cada amostra foi testada

em triplicata em dois experimentos independentes.
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Um estudo realizado por He e colaboradores (2002) isolou de S. hygroscopicus
LL-AC98 uma série de novos antibidticos glicopeptideos (manopeptimicinas) com
atividade frente MRSA. Esses novos antibidticos também exibiram atividade frente B.
subtilis e M. luteus, porém foi observada baixa atividade frente bactérias Gram-negativas.
A cletramicina isolada do liquido metabolico de S. Hygroscopicus TP-A0623 mostou
atividade antifungica frente a levedura C. albicans (FURUMAI et al., 2003). Zhang e
colaboradores (2011) isolaram quatro compostos do liquido metabdlico de S.
hygroscopicus BS-112 com atividade frente A. flavus. Prapagdee e colaboradores (2008)
encontraram nos metabolitos extracelulares de S. hygroscopicus atividade antifungica
frente ao C. gloeosporioides. O fungo Colletotrichum sp. € um patégeno tipico de plantas
que costuma ser responsavel pela doenca conhecida como antrachose que originam
prejuizos em varias culturas, por exemplo, na cultura do guaranad (Paullinia cupana
Kunth). Esses resultados corroboram com o encontrando nesse estudo sobre a atividade
antimicrobiana dos metabdlitos de S. hygroscopicus UFPEDA 3370.

Recentemente, Sheng e colaboradores (2015) caracterizaram quatro novos
macrolideos de elaiofilina, juntamente com cinco elaiofilinas conhecidas, a partir de
Streptomyces sp. ICBB 9297 com atividade antibacteriana frente S. aureus. Fang e
colaboradores (2000) isolaram elaiofilina de S. hygroscopicus ATCC 29253 que néo
apresentou atividade frente C. albicans, mas quando co-produzido com rapamicina
apresentava atividade antifungica. Wu e colaboradores (2013) identificaram derivados de
elaiofilina a partir de Streptomyces sp. 7-145, onde por PCR identificaram linhagens que
produziam compostos de classe desejada, como antibiéticos glicosilados (glicopeptideos
e macrolideos). Esses derivados mostraram boa atividade antibacteriana frente S. aureus
resistente & meticilina e Enterococcus resistentes a vancomicina. E. faecalis é colonizador
do intestino humano, apresentando relacdo simbiotica em individuos saudaveis. No
entanto, em pacientes imunocomprometidos pode causar infec¢des fatais. E. faecalis é
um patogeno oportunista, comumente isolados em hospitais, causando bacteremia,
infeccOes do trato urinario, endocardite, infeccbes de feridas, meningite, infeccGes intra-
abdominais e pélvicas, infeccbes nosocomiais e iatrogénicas. Esta bactéria obtém
facilmente resisténcia aos medicamentos, tornando-a dificil de ser controlada em
ambientes clinicos (ZHANG et al., 2013). No nosso estudo, elaiofilina apresentou CMI
de 0,01 pg/mL frente E. facecalis. Esses resultados corroboram com os nossos resultados

sobre atividade antimicrobiana da elaiofilina isolada de S. hygroscopicus UFPEDA 3370.
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Neste estudo, as fases FACOEt e FBUOH apresentaram CMI de 0,31 mg/mL frente
a P. aeruginosa, sendo nestas fases detectadas a presenca de flavonoides, triterpenos e
esteroides. Valores superiores de CMI foram relatos por Taechowisan e colaboradores
(2014) ao isolarem cinco flavanoides do extrato acetatoetilico de Streptomyces sp. BTOL.
P. aeruginosa é um dos patdgenos mais problematicos, com uma taxa de resisténcia aos
antibioticos, carbapénemicos (imipenem e meropenem), alarmante (BALACHANDRAN
et al., 2016), por isso encontrar novos antibioticos contra essa bactéria Gram-negativa
faz-se necessario. Choi e colaboradores (2012) encontraram no extrato acetatoetilico de
Streptomyces sp. BCNU 1001 CMI de 0,25 mg/mL frente a P. aeruginosuma. Sosovele
e colaboradores (2012) obtiveram extratos acetoetilicos de Streptomyces spp. com CMI
de 5 mg/mL frente a P. aeruginosa. Taechowisan e colaboradores (2014), encontraram
no extrato acetatoetilico de Streptomyces sp. BT01 uma CMI de 0,256 mg/mL frente a P.
aeruginosa. Esses resultados corroboram com o encontrando nesse estudo sobre a
atividade antimicrobiana dos metabolitos de Streptomyces sp. UFPEDA 3405,
Streptomycessp UFPEDA 3412 e Streptomyces sp. UFPEDA 3413.

5.7. ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS TUMORAIS

O extrato metandlico da biomassa e o0 extrato acetoetilico do liquido fermentado
provenientes da fermentacdo submersa de S. hygroscopicus UFPEDA 3370, na
concentracdo de 50 pg/mL, apresentaram alta atividade citotoxica, onde a inibi¢do do
crescimento celular variou entre 75 a 95% nas linhagens testadas. Ao passo que, 0 extrato
metandlico proveniente da fermentacdo semi-sélida apresentou moderada atividade, onde
a inibicdo do crescimento celular variou entre 68 a 71%. Todas as fases, fracdes e
elaiofilina apresentaram uma inibicéo do crescimento celular acima de 80% (Tabela 16 e
Tabela 17), por isso foram submetidas ao ensaio de determinacdo da Clsg (FOUCHE et
al., 2008). A fase butanolica apresentou uma Clsg de 0,11 pg/mL frente a HL-60 (Tabela
18). Dentre as fracbes, a EB1 se destacou com valores da Clso menores ou iguais a
doxorrubicina, utilizada como padréo. Essa fragdo mostrou maior seletividade pela HL-
60, K-562 e MOLT-4. Enquanto, a elaiofilina apresentou maior seletividade pela HEp-2,
HL-60 e MOLT-4 (Tabela 19).

Dentre os extratos EMeOH-3405, EMeOH-3412 e EMeOH-3413, apenas o
EMeOH-3405, na concentracdo de 50 pg/mL, apresentou alta atividade citotoxica frente
as linhagens NCI-H292, HL-60 e MOLT-4. Com excecdo da fase FHex, todas as demais
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fases apresentaram alta atividade frente a MOLT-4, merecendo destaque a fase FBUuOH
que também exibiu atividade frente a HEp-2, HT-29, HL-60 (Tabela 20). A Clso foi
determinada para os extratos e fases que apresentaram uma inibicdo do crescimento
celular acima de 75% na dose de 50 pg/mL (FOUCHE et al., 2008). O extrato EMeOH-
3405 foi mais citotoxico para as linhagens HL-60 e MOLT-4, com Clso de 5,4 pg/mL e
4,1 pg/mL, respectivamente. Dentre as fases, a FBUOH se destacou por apresentar
atividade frente a quatro das sete linhagens testadas, sendo mais ativas frente as linhagens
HL-60 (ICso=1,4 ug/mL) e MOLT-4 (ICs0=1,1 ug/mL) (Tabela 21).

Tabela 16. Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) dos extratos e fases de
S. hygroscopicus UFPEDA 3370 em linhagens tumorais testados na concentracdo de 50
pg/mL pelo método do MTT apos 72 h de incubagio.

Linhagens Celulares (1C%o)

Amostras

HEp-2 HT-29  NCI-H292
EMeOH-B 3370 75+42 971+1 94705
EACOEt-LM 3370 83,7+1 92,7+08 87,3+05
EMeOH-FS 3370 679+1 714+04 693+0,2
EHex 951+08 802+02 81,705
EACOEt 100+0,2 100%+0,7 99,3+0,3
EBuUOH 9%,8+14 964+11 958z+1
EH20 | 98,7+18 994+12 996+0,8
EH20 11 96,7+0,7 96,1+06 96,6+0,8
EH20 111 905+0,1 80401 93%0,2
Doxorrubicina 794+26 753+13 942+19

EMeOH-B 3370: Extrato metandlico da biomassa; EACOEt-LM 3370: Extrato acetoetilico do liquido
fermentado; EMeOH-FS 3370: Extrato metandlico da fermentacdo semi-solida; FHex: Fase hexanica;
FACOEt: Fase acetoetilica; FBUOH: Fase butandlica; FH-O I: Fase aquosa I; FH,0 I1: Fase aquosa Il; FH;0O

I11: Fase aquosa I11.Pouca atividade: 1 > 50%; moderada atividade: 50 > 75%; alta atividade: 75 > 100%.
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Tabela 17. Percentual de inibigéo do crescimento celular (IC%) das fracdes e elaiofilina de S. hygroscopicus UFPEDA 3370 em linhagens tumorais

testadas na concentracdo de 50 pg/mL pelo método do MTT apos 72 h de incubag@o.

Linhagens Celulares (1C%o)

Amostras
HEp-2 HT-29 NCI-H292 K-562 K-562 LUCENA MOLT-4 SKBR-3 MCF-7

EB1 976+24 100£0,3 93+0,2 100%0,3 100+ 0,8 96,8+£04 963+19 930%25
EB2A 89,8+0,2 91,1+57 80,1+£09 100x0,6 98614 959+05 559+1,7 576+28
EB2B SA SA SA SA AS SA SA SA

EB3M 909+04 945%+03 915+0,7 100%0,1 100+ 0,5 955+12 948+14 96,3+0,3
Elaiofilina 978+06 100+0,8 999+05 100%0,4 100+ 0,8 92,0+1,7 972+12 96,7+0,7
Doxorrubicina 794+26 753+13 942+19 79,001 n.t. 96,6+09 750+04 748+21

EB1, EB2A e EB3M: Fragdes provenientes da fase butandlica. Pouca atividade: 1 > 50%; moderada atividade: 50 > 75%; alta atividade: 75 > 100%.
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Tabela 18. Valores da concentracdo que inibe 50% do crescimento celular (Clso) € 0

intervalo de confianga (IC 95%) das fases em linhagens tumorais testadas pelo método

do MTT apds 72 h de incubag&o.

ICso (ug/mL) e I1C 95%

Amostras HEp-2 HT-29 NCI-H292 HL-60

FHex 1,3 3,62 511 3,92
(1,02-1,68) (2,36-554) (3,97-6,58) (3,0-5,14)

FACOEt 0,13 0,09 0,19 0,16
(0,08-0,19) (0,04-0,23) (0,23-0,3) (0,12-0,2)

FBUOH 0,21 0,4 0,62 0,11
(0,12-0,36) (0,11-1,552) (0,32-1,21) (0,03-0,4)

FH20 | 0,69 0,69 1,55 0,14
(0,45-1,04) (0,28-1,7) (1,18-2,04) (0,06 -0,3)

FH20 11 0,7 3,31 5,22 3,23
(0,52-0,96) (1,78-6,17) (3,64-7,48) (2,56 -4,06)

FH20 111 0,19 1,18 1,38 0,98
(0,07-0,53) (0,73-19) (1,15-1,66) (0,83-1,17)

Doxorrubicina 0,7 0,4 0,01 0,02
(0,3-1,4) (0,3-0,5) (0,004 -0,3) (0,01-0,02)

FHex: Fase hexanica; FACOELt: Fase acetoetilica; FBUOH: Fase butandlica; FH2O I: Fase aquosa I; FH,0O

II: Fase aquosa Il; FH2O Il1: Fase aquosa Il1.
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Tabela 19. Valores da concentragédo que inibe 50% do crescimento celular (Clso) e o intervalo de confianga (IC 95%) das fragdes e elaiofilina de

S. hygroscopicus UFPEDA 3370 em linhagens tumorais testadas pelo método do MTT apds 72 h de incubac&o.

Clso (g/mL) e IC 95%

Amostras
HEp-2 HT-29 NCI-H292 HL-60 K-562 K-562 LUCENA MOLT-4 SKBR-3 MCF-7
EB1 0,02 0,08 0,01 0,009 0,002 0,17 0,006 0,57 2,2
(0,01-0,03) (0,06-0,12) (0,003-0,07) @ (0,004-0,01) (0,001-0,003) (0,12 - 0,22) (0,004 - 0,008) (0,48 - 0,68) (1,64 - 3,03)
EB2A 0,69 29 6,76 6,74 0,76 2,65 1,15 n.t n.t.
(0,58-0,82) (1,85-4,52) (5,06 - 9,04) (5,45 - 8,34) (0,56 - 1,03) (2,14 - 3,28) (0,87 -1,51)
EB3M 2,92 14,73 25,7 10,22 5,48 9,53 455 11,22 12,85
(2,11-4,04) (11,31-19,18) (18,09-36,49) (546-19,12) (4,65-6,47) (8,34 - 10,85) (344-6,01) (9,92-12,70) (10,01-16,51)
Elaiofilina 0,1 0,5 0,5 0,1 0,37 0,44 0,14 0,22 0,65
(0,11-0,13) (0,37-0,74) (0,4 -0,6) (0,10-0,14) (0,33-0,41) (0,34 - 0,53) (0,09-0,21) (0,20 - 0,24) (0,52 -0,81)
Doxorrubicina 0,7 0,4 0,01 0,02 0,14 n.t. 0,04 0,81 0,11
(0,3-1,4) (0,3-0,5) (0,004 - 0,3) (0,01-0,02) (0,009 -0,23) (0,04 - 0,05) (0,66 - 1,00) (0,08 - 0,15)

EB1, EB2A e EB3M: Fragdes provenientes da fase butandlica.
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Tabela 20. Percentual de inibigcdo do crescimento celular (1C%) dos extratos e fases Streptomyces

spp., em linhagens tumorais na concentracdo de 50 pg/mL pelo método do MTT apos 72 h de

incubacéo.
Linhagens Celulares (1C%)
Amostras

HEp-2 HT-29 MCF-7 NCI-H292 HL-60 K-562 MOLT-4
EMeOH-3405 50,7+33 542+18 529+11 97506 832+£52 565+08 959+£14
FHex 57,2+51 453+28 503+41 680+02 842+05 619+08 542+46
FACOEt 734+34 447+34 424+28 580+0,7 615+42 296+24 86,2+1,6
FBUOH 776+24 899+07 576+14 648+09 815+£02 715+19 918+17
FH20 I 456+40 642+17 304+08 500+12 164+03 502+29 922+15
FH20 I 783+18 619+29 513+28 438+14 699+05 724+16 90,0+15
FH20 111 715+£19 529+18 386+12 589+13 33307 332+20 91,6%27
EMeOH-3412 21,7+04 155+01 21,7+14 542+08 223+06 378+£0,7 64,7+£30
EMeOH-3413 343+0,1 247+£02 422+13 657+14 155+£0,0 236+18 11,3+27
Doxorrubicina 794+26 753+13 748%+21 942+19 929+06 79,0+£01 96,609

EMeOH-3405: Extrato metandlico dos metabolitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3405; EMeOH-3412:
Extrato metandlico dos metabdlitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3412; EMeOH-3413: Extrato

metandlico dos metabdlitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3413. FHex: Fase hexanica; FACOEt: Fase

acetoetilica; FBuOH: Fase butandlica; FH,O I: Fase aquosa I; FH,O IlI: Fase aquosa Il; FH,O 1ll: Fase aquosa Ill.

Pouca atividade: 1 > 50%; moderada atividade: 50 > 75%; alta atividade: 75 > 100%.
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Tabela 21. Valores da concentracdo que inibe 50% do crescimento celular (Clso) e o intervalo de

confianca (IC 95%) dos extratos e fases de Streptomyces spp. em linhagens tumorais testadas pelo

meétodo do MTT apds 72 h de incubacdo.

Amostras

ICso0 e IC 95%

Hep-2 HT-29 NCI-H292 HL-60 MOLT-4
EMeOH-12H n.t. n.t. 15 54 4,1
(12,9 - 17,6) (4.2-6,8) (3,6 - 4,6)
FHex-12H n.t. n.t. n.t. 7,6 n.t.
(6,4-9,1)
FACOEt-12H n.t. n.t. n.t. n.t. 13,4
(10,7 - 16,7)
FBUOH-12H 10,6 6,2 n.t. 1,4 11
(8,2-13,7) (5,2-7,4) (1,2 -1,5) (0,9-1,4)
FH20O I-12H n.t. n.t. n.t. n.t. 7,3
(6,2 - 8,6)
FH20 I1-12H 26,5 n.t. n.t. n.t. 4,3
(17,9 - 39,3) (3,3-5,6)
FH2O I111-12H n.t. n.t. n.t. n.t. 14,5
(10,6 - 19,9)
Doxorubicina 0,7 0,4 0,01 0,06 0,04
(0,3-14) (0,3-0,5) (0,004-0,3) (0,05-0,08) (0,04-0,05)

EMeOH-3405: Extrato metandlico dos metabolitos secundérios de Streptomyces sp. UFPEDA 3405; EMeOH-3412:
Extrato metandlico dos metabdlitos secundérios de Streptomyces sp. UFPEDA 3412; EMeOH-3413: Extrato

metandlico dos metabdlitos secundarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3413. FHex: Fase hexanica; FACOEt: Fase

acetoetilica; FBuOH: Fase butanolica; FH,0 I: Fase aquosa |; FH2O II: Fase aquosa Il; FH2O IlI; Fase aquosa Ill. n.t.:

nao testado.



94

A analise da citotoxicidade pelo teste do MTT € um método rapido e sensivel que
apresenta a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. Esse
método vem sendo utilizado no programa de screenning do Instituto Nacional do Cancer
dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000 amostras a cada ano (CRAGG e
NEWMAN, 2000), considerando promissor para purificagdo posterior um extrato bruto
que apresenta uma Clso inferior a 30 pg/mL, e quando o produto for puro, uma Clso
inferior a 4 pg/mL (SUFFNESS e PEZZUTO, 1990).

Neste estudo, a fracdo EB1 proveniente do fermentado de S. hygroscopicus
UFPEDA 3370, teve uma potente atividade citotoxica que pode ser atribuida a presenca
de elaiofilina e alcaldides. A elaiofilina € um antibi6tico macrolideo que também ja foi
isolado de S. hygroscopicus e apresenta diversas propriedades bioldgicas (WU etal.,
2013). Um estudo recente realizado por Zhao e colaboradores (2015) demonstraram que
a elaiofilina diminui a viabilidade celular e apresenta atividade antitumoral em células de
cancer do ovario, como OVCAR-3, A2780 e SKOV3. Esses resultados corroboram com
nosso estudo. Entretanto, os alcaldides sdo compostos heterociclicos contendo nitrogénio
e biologimamente ativos, que costumam apresentar atividades anticancer e ao longo dos
ultimos anos tém sido isolados de plantas, animais e micro-organismos (BALLAV;
DASTAGER; KERKAR, 2012; KUMAR; RAWAT, 2011). Puder e colaboradores
(2000) isolaram novos alcal6ides do liquido fermentado de Streptomyces sp. FORMb5e
Al, com potente atividade citotoxica frente MCF7, HMO2 (adenocarcinoma do
estdbmago), Hep G2 (carcinomahepatocelular), Kato Il (carcinoma do c6lon). lgarashi e
colaboradores (2006) isolaram um composto citotoxico de S. hygroscopicus TP-A0451
com atividade frente NCI-H522 (cancer de pulmao), OVCAR-3 (carcinoma de ovario),
SF539 (glioblastoma) e LOX-IMVI (melanoma). Enquanto, cletramicina isolada de S.
hygroscopicus TP-A0623 exibiu citotoxicidade moderada frente HeLa (carcinomado colo
do atero) (FURUMAI et al., 2003).Um novo analogo de geldanamicina isolado da
fermentacdo de S. hygroscopicus A070101, tem atividade citotdxica contra MCF-7, SK-
MEL-2 (melanoma) e CR-L23 (carcinoma pulmonar) (ZHANG et al., 2010). Esses
resultados corroboram com nosso estudo.

Dentre os extratos provenientes da fermentagdo de Streptomyces sp UFPEDA
3405, Streptomyces sp UFPEDA 3412 e Streptomyces sp UFPEDA 3413, o Unico com
atividade citotdxica foi o extrato EMEOH-3405, que juntamente com a fase FBUOH
apresentou valores de Clso abaixo do valor determinado pelo NCI. A promissora atividade

citototica da fase FBUOH pode ser atribuida a presenca de saponinas, que séo glicosideos,
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divididos em duas classes principais, triterpenoides ou esteroides, de alto peso molecular
produzidos, predominantemente, pelas plantas, mas também por micro-organismos, com
grande variedade de atividades bioldgicas e aplicagdes farmacéuticas. Na literatura
poucos trabalhos relatam o isolamento de saponinas do género Streptomyces, bem como
sua atividade citotoxica. Um estudo realizado por Yoshimoto e colaboradores (2010)
isolou um compostode S. diastatochromogenes MK800-62F com estrutura quimica
semelhante a saponina, que exibiu atividade anticancerigena frente a pequenas células de

carcinoma de pulmdo humano (Ms-1). Esses resultados corroboram com nosso estudo.

5.8. ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE
PERIFERICO HUMANO (PBMCs)

Para avaliacdo da atividade citotdxica em PBMCs das fracbes derivadas do
metabolismo de S. hygroscopicus UFPEDA 3370, apenas a fragdo EB2A exibiu uma Clso
> 50 pug/mL. As fracOes, EB1 e EB3M apresentaram Clso de 3,2 e 31,1 pg/mL,
respectivamente, enquanto, a elaiofilina teve uma Clsp de 1 pg/mL (Tabela 22). O
objetivo deste teste é avaliar a seletividade do composto. Em resumo, a elaiofilina e todas
as fragcdes foram mais seletivas para as células tumorais que as células mononucleares do
sangue periférico humano.

Dentre os extratos provenientes da fermentacdo de Streptomyces sp UFPEDA
3405, Streptomyces sp UFPEDA 3412 e Streptomyces sp UFPEDA 3413 foram
selecionados os extratos e fases que apresentaram atividade citotoxica em pelo menos
uma linhagem tumoral, por isso 0s extratos EMeOH-3412 e EMeOH-3413 néo tiveram
sua atividade avaliada. O extrato EMeOH-3405 e suas fases apresentaram Clso > 50
pg/mL.

O teste de citotoxicidade em linfocitos humanos € um passo importante na
descoberta de novos farmacos, uma vez que o objetivo em lancar novas drogas anticancer
no mercado é aumentar o efeito antitumoral do composto e diminuir seus efeitos adversos,
como mieolossupressdo. (VASIEVICH e HUANG, 2011). Diversas classes de moléculas
vém sendo estudadas visando a atividade antitumoral. Os antibioticos macrolideos, dentre
eles a elaiofilina, vém recebendo especial interesse (ZHAO et al., 2015). Trabalhos
realizados por Anibou e colaboradores (2008) mostraram que dois compostos ativos
contra células tumorais, isolados dos extratos aquosos de Streptomyces sp. T5 e

Streptomyces sp. AS8 foram inativos em PBMC. Prashanthi e colaboradores (2015)
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demonstraram que o pigmento amarelo de S. griseoaurantiacus JUACT 01 ndo exibia
efeitos toxicos sobre PBMC e também apresentava potencial citotoxico e anti-
proliferativo em células tumorais, corroborando com os resultados encontrados no nosso
estudo, onde os extratos e fases provenientes da fermentacdo de Streptomyces sp
UFPEDA 3405, Streptomyces sp UFPEDA 3412 e Streptomyces sp UFPEDA 3413

apresentaram baixa citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico.

Tabela 22. Atividade hemolitica e citotoxica em células mononucleares do sangue

periférico das fracOes e elaiofilina isolada de S. hygroscopicus UFPEDA 3370.

Amostras PBMCs Eritrocitos
Clsoe IC 95% CEso (ug/mL) e IC 95%
EB1 3,16 12,53
(2,40 - 4,14) (10,80 - 14,52)
EB2A > 50 > 200
EB3M 31,13 112,4
(15,99 - 60,60) (107,50 - 117,50)
Elaiofilina 1,05 1,58
(0,87 - 1,26) (1,17 - 2,14)
Doxorubicina n.t. n.t.

EB1, EB2A e EB3M: Fragdes provenientes da fase butandlica. n.t.: ndo testado.

5.9. ATIVIDADE HEMOLITICA

Para avaliacdo da atividade hemolitica em eritrocitos humanos das fracGes
derivadas do metabolismo de S. hygroscopicus UFPEDA 3370, apenas a fracdo EB2A
exibiu uma CEso > 200 pg/mL. As fragdes EB1 e EB3M apresentaram CEso de 12,5 e
112,4 pg/mL, respectivamente. A elaiofilina apresentou CEso de 1,6 pg/mL (Tabela 22).

Dentre os extratos provenientes da fermentagdo de Streptomyces sp UFPEDA
3405, Streptomyces sp UFPEDA 3412 e Streptomyces sp UFPEDA 3413 foram

selecionados o0s extratos e fases que demonstraram atividade citotoxica em pelo menos
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uma linhagem tumoral, por isso os extratos EMeOH-3412 e EMeOH-3413 n&o tiveram
sua atividade avaliada. O extrato EMeOH-3405 e suas fases exibiram CEso > 200 pg/mL.

Uma substancia é considerada hemolitica quando apresenta uma CEso < 200
pug/mL (COSTA-LOTUFO et al., 2002). Este ensaio € realizado para determinar o
potencial que a substancia teste apresenta em causar lesdes na membrana plasmética dos
eritrécitos, uma estrutura dindmica que responde diretamente a interagdes com farmacos
(SAURAV e KANNABIRAN, 2012). A hemdlise passa entdo a ser um critério para
determinar a toxicidade dos agentes anticancerigenos, antimicrobianos e antioxidantes.
Quando comparamos os valores da CEso da elaiofilina de S. hygroscopicus UFPEDA
3370 (EB1 e EB3M) em eritrdcitos humanos com os valores da Clso em células tumorais,
observamos que esses produtos sdo muito mais seletivos as linhagens cancerigenas, visto
que os valores da Clso sdo bem menores. Neste ensaio, produtos que apresentam CEsg <
200 pg/mL (concentragdo efetiva capaz de causar hemolise em 50% dos eritrocitos
humanos) sdo considerados potencialmente hemoliticos. Um estudo realizado por Anzai
e colaboradores (2008) demonstrou que espécies provalvelmente distribuidas no “cluster”
incluindo S. hygroscopicus, S. abikoensis e S. lavendula apresentam metabdlitos com
atividade hemolitica. O EMeOH-3405 e suas fases ndo apresentam atividade de danos a
membrana, sua citotoxicidade em linhagens tumorais parece nao estar relacionada ao
mecanismos de morte por necrose, mesmo a atividade citotdxica da fase FBUOH sendo
atribuida a saponinas e, essa estar associada a hemélise em eritrocitos (ABOUTALEBI e

MONFARED, 2016). Esses resultados corroboram com nosso estudo.

5.10. ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO EM CELULAS LEUCEMICAS

Analise Morfologica - Coloracdo por May-Grunwald-Giemsa

Dentre os metabolitos de S. hygroscopicus UFPEDA 3370, apenas a elaiofilina foi
selecionada para um estudo sobre seu possivel mecanismo de agdo em células leucémicas.
Inicialmente foi realizada uma analise do comportamento citotoxico, em relacdo ao
tempo, dessa substancia apds 24 e 48 h de tratamento em K-562 e MOLT-4. Os valores
das Clso estdo apresentados na Tabela 23. A morfologia das células K-562 (Figura 25) e
MOLT-4 (Figura 26) tratadas com valores préximos da Clsg (0,6 pg/mL) e metade da

Clso (0,3 pg/mL), apos 24 h de incubagdo com a elaiofilina apresentaram caracteristicas
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morfolégicas de morte por apoptose, incluindo reducéo do volume celular, vacuolizagéo,
condensacdo de cromatina e fragmentacdo dos nucleos.

Dentre os metabdlitos de Streptomyces sp UFPEDA 3405, Streptomyces sp
UFPEDA 3412 e Streptomyces sp UFPEDA 3413, apenas a fase FBUOH do extrato
EMeOH-3405 foi selecionada para um estudo sobre seu possivel mecanismo de acdo em
celulas MOLT-4 com valores aproximados da Clso (18 pg/mL), metade da Clso (9 pg/mL)
e duas vezes a Clso (36 pg/mL) apos 24 h de incubagdo com o produto (Tabela 24). Essa
fase foi selecionada para um breve estudo sobre seu possivel mecanismo de agéo, por
apresentar atividade citotoxica em linhagens tumorais, e ndo exibir citotoxicidade em
PBMC e atividade hemolitica em eritrocitos humanos. A andlise por microscopia Optica
revelou diversas alteracfes morfoldgicas induzidas pela fase FBuOH. As células do grupo
controle negativo (ndo tratadas) exibiram uma morfologia tipica de células ndo aderidas,
tais como: membrana integra, células pleomorficas e nitida visualizagdo das membranas
plasmaética e nuclear. Nos grupos tratados com 9, 18 e 36 pg/mL da fase FBuUOH, as
células apresentaram morfologia consistente com células em processo de apoptose,
incluindo, reducdo do volume celular, e condensacdo da cromatina. Na maior
concentracdo foi observado perda da integridade da membrana, uma caracteristica de

necrose (Figura 27).

Tabela 23. Valores da concentracdo que inibe 50% do crescimento celular (Clso) e 0
intervalo de confianca (IC 95%) em K-562 e MOLT-4 da elaiofilina apds 24 e 48 h de

incubacéo.

K-562 MOLT-4
Amostras 24 h 48 h 24 h 48 h
Elaiofilina 0,63 0,21 0,68 0,43
(0,51-0,79) (0,18-0,24) (0,57-0,81) (0,37-0,49)
Doxorubicina 2,03 0,22 3,28 0,09

(1,66-2,49) (0,17-0,28) (2,35-4,57) (0,08-0,11)

ICso com seus intervalos de confianga de 95% foram calculados a partir da regressao ndo linear,
utilizandoo programa GraphPad Prism 5.0.
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Figura 25. Analise morfoldgica das células K-562 pela coloragdo May-Grunwald-Giemsa ap6s 24 h de
incubacdo com elaiofilina. A: Controle negativo (DMSQ); B: Controle positivo (Doxorrubicina 2 pug/mL);
C: elaiofina (0,3 pg/mL), D: elaiofina (0,6 pg/mL).

A

Figura 26. Analise morfoldgica das células MOLT-4 pela coloragdo May-Grunwald-Giemsa apés 24 h de
incubacdo com elaiofilina. A: Controle negativo (DMSO); B: Controle positivo (Doxorrubicina 3 pg/mL);
C: elaiofina (0,3 pg/mL), D: Elaiofina (0,6 pg/mL).
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Tabela 24. Valores da concentracdo que inibe 50% do crescimento celular (Clso) e 0
intervalo de confianca (IC 95%) em MOLT-4 da particdo com butanol ap6s 24 e 48 h de

incubacéo.
MOLT-4
Amostras 24 h 48 h
FBUOH 17,56 5,56
(14,33-21,52) (4,53-6,81)
Doxorubicina 3,28 0,09

(2,35-4,57)  (0,08-0,11)

Clso com seus intervalos de confianca de 95% foram calculados a partir da regressdo ndo linear, utilizando

0 programa GraphPad Prism 5.0. Cada amostra foi testada em triplicata em dois experimentos

Figura 27. Anélise morfolégica pela coloracdo May-Grunwald-Giemsa apds 24 h de incubacdo com a

independentes.

particdo FBUOH. A: Controle negativo (DMSO); B: Controle positivo (Doxorrubicina 3 pg/mL); C:
FBUOH (9 pg/mL), D: FBUOH (18 pg/mL); E: FBUOH (36 pg/mL).

A inibicdo da proliferacdo das células é essencial para a morte celular induzida
por drogas e, isso é facilitado pela inducdo de processos apoptdticos, dado que a apoptose

é uma delecgdo celular controlada sem inflamacéo. Mais de 400 estudos tém relatado a
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capacidade das saponinas para tratar cancer ou induzir apoptose (THAKUR et al., 2011).
Os principais mecanismos envolvidos na morte das células tratadas com saponinas sao:
intervencao direta do nacleo celular; aumento do sistema imunologico; e efeitos quelantes
por oxidantes ou metal. Na inducdo da apoptose por saponinas pode ocorrer a regulacao
de algumas moléculas como ciclina A; pode ocorrer o bloqueio do ciclo celular na fase
S, afetando a proliferacdo de células cancerosas no nivel transcricional de proteina; e pode
ocorrer a modulacdo do sistema de caspase, extremamente importante na morte celular
programada, ativando dois membros-chaves desta cadeia, caspase 3/caspase 9 e a enzima
poli (ADP-ribose) polimerase (ABOUTALEBI e MONFARED, 2016). No nosso estudo,
as células MOLT-4 tratadas com FBUOH apresentaram diminui¢do do numero de células
viaveis, com morfologia celular tipica do processo de apoptose (reducdo do volume
celular e condensacdo da cromatina). Esse tipo de morte celular € comum em células
cancerigenas tratadas com metabolitos de Streptomyces spp. Um estudo realizado por
Naine e colaboradores (2015) mostrou uma maior percentagem de células HepG2 mortas
por apoptose quando tratadas com extrato acetoetilico de S. parvulus VITJS11, onde os
compostos presentes nesse extrato interferiam na mitose, induzindo a apoptose dentro de

um curto periodo de tempo.

Despolarizacdo Mitocondrial, Analise do Ciclo Celular e Fragmentacdo de DNA e por

Citometria de Fluxo

A elaiofilina causou danos na membrana mitocondrial promovendo sua
despolarizacdo, em ambas as linhaguens testadas, apresentando em K-562 percentuais de
58 e 79% (0,3 e 0,6 pg/mL) de células despolarizadas e em MOLT-4, 70 e 98% (0,3 ¢ 0,6
pug/mL) (Figura 28). Durante analise do ciclo celular, a elaiofilina causou parada de ciclo
na fase G1 em ambas as linhagens, na K-562 apresentou percentuais de parada em G1 de
72 e 76% (0,3 € 0,6 pg/mL) e na MOLT-4, 67 e 77% (0,3 e 0,6 pg/mL) (Figura 29). A
elaiofilina também promoveu um aumento no processo de fragmentacdo do DNA, sendo
0s resultados mais proeminentes na linhagem K-562 quando comparada com a linhagem
MOLT-4, tendo em K-562 percentuais de 42 e 64% (0,3 e 0,6 pg/mL) de células com
fragmentacdo do DNA e em MOLT-4, 24 e 26% (0,3 e 0,6 pug/mL) (Figura 30). Esses

resultados mostram um efeito dose dependente para 0 composto.



N® de células (%)

DESPOLARIZACAO MITOCONDRIAL (K-562)
100

102

DESPOLARIZACAO MITOCONDRIAL (MOLT-4)

*

100+
- e .
60+ * o S 60
=
40 S 4]
—_ I
204 Z 20
0 T T T T i} r_-l
pg/mL T T T ' pg/mL
&@\e el o o & o> o7 of
® DOX ELAIOFILINA c_,o& DOX ELAIOFILINA
% Celular
Despolarizacio K-562 MOLT-4
Controle 22.7+20 89=x08
Doxorrubicina 539=+2.1* 635=x0.1*
Elaiofilina 0,3 yg/ml. 583 =5,1* 698+ 36*
Elaiofilina 0,6 ug/ml. 78,6 £33* 975=x02*

Figura 28. Despolariza¢do mitocondrial determinada pela retengdo do corante rodamina 123. Os resultados

foram expressos pela média * desvio padréo de dois experimentos independentes. Cinco mil eventos foram

analisados em cada experimento. * Valores de P < 0,05 foram considerados significativos usando ANOVA

seguido pelo teste de Tukey's.
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Figura 29. Citometria de fluxo do ciclo celular. Os resultados foram expressos pela média + desvio padréo

de dois experimentos independentes. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento. Valores de

P < 0,05 foram considerados significativos usando ANOVA seguido pelo teste de Dunnett’s. * Diferenga

estatisticamente significativa em relacéo ao grupo controle.
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Figura 30. Citometria de fluxo da fragmentacdo do DNA. Os resultados foram expressos pela média +
desvio padrdo de dois experimentos independentes. Cinco mil eventos foram analisados em cada
experimento. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos usando ANOVA seguido pelo teste de
Dunnett’s. * Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle; ** Diferenga
estatisticamente significativa em relacdo ao padrdo doxorrubicina; *** Diferenca estatisticamente

significativa em relacdo ao tratado elaiofilina 0,3 pg/mL.

Uma caracteristica importante no processo de inducdo de morte celular por
apoptose é o envolvimento da mitocondria. Nosssos resultados demostram que a
elaiofilina isolada de S. hygroscopicus UFPEDA 3370 causou danos na membrana
mitocondrial promovendo sua despolarizacdo. Agentes candidatos a farmacos
antitumorais precisam atuar no bloqueio da proliferacdo das células tumorais, sendo por
isso, importante avaliar a fase especifica do ciclo celular que a substancia atua. Segundo
Hwang e colaboradores (2012), o desenvolvimento do céancer tem sido associado a
defeitos no controle do ciclo celular, e depende boa parte da acdo mitocondrial, onde os
elevados niveis de ROS significam alto risco para 0 DNA e dano celular, entdo a resposta
celular é a supresséo da replicagdo do DNA, interrompendo o ciclo celular e ap6s uma
pausa prolongada, desencadeia a morte. No nosso estudo a elaiofilina promoveu a
fragmentacdo do DNA, ou seja, ativou caspases efetoras que ativam endonucleases

causando a quebra das fitas do DNA.
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5.11. TOXICIDADE AGUDA

Para dar continuidade a investigacdo de toxicidade foi escolhida a fracdo EB1 por
apresentar maior teor de elaiofilina. Durante o periodo de observacdo de 14 dias, dois
animais morreram do grupo que recebeu, por via oral, a fragdo na dose de 2000 mg/kg.
Seguindo o protocolo da OECD (2001), quando ocorre a morte de dois a trés animais do
grupo tratado, é necessario repetir o experimento diminuindo a dose para 300 mg/kg.
Nesse grupo tratado com a dose de 300 mg/kg ndo foram registrados 6bitos e nenhum
comportamento anémalo que pudesse ser atribuido a administracao da fragdo. O consumo
de 4gua e racdo dos animais tratados ndo diferiu significativamente dos animais do grupo
controle (Tabela 25). A média de peso corporal dos animais no final do experimento se
mostrou semelhante ao grupo controle, ndo apresentando diferenca significativa entre
eles, também n&o se observou ganho de peso em nenhum dos animais durante periodo
experimental (Tabela 25). Os 6rgdos (bago, figado e rim) ndo apresentaram alteracoes
macromorfoldgicas importantes quanto ao aspecto ou cor, assim como os valores de peso
relativo ndo diferiram estatisticamente entre os animais tratados com a fracéo e os animais
controle (Tabela 25). A fracdo ndo apresentou toxicidade frente a células sanguineas de
camundongos, pois, ndo houve diferenca significativa entre os parametros hematoldgicos
analisados dos animais tratados com a fracdo quando comparados aos animais controle
(Tabela 26). Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a fracdo EB1 apresenta uma
toxicidade mediana com DLso de 1000 mg/kg, se enquadrando na categoria 4 de
toxicidade da Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
(GHS) (OECD, 2001).

Dentre os metabdlitos de Streptomyces sp UFPEDA 3405, Streptomyces sp
UFPEDA 3412 e Streptomyces sp UFPEDA 3413, apenas o extrato EMeOH-3405 foi
escolhido para dar continuidade a investigacdo de toxicidade por apresentar atividade
citotoxica em linhagens tumorais. N&o foi avaliada a toxicidade aguda da fase FBuOH
devido ao baixo redimento desta fase. Durante o periodo de observacéo de 14 dias, ndo
foram registrados 6bitos e nenhum comportamento anémalo que pudesse ser atribuido a
administracdo do extrato. O consumo de &gua e racdo dos animais tratados com extrato
EMeOH-3405 ndo diferiu significativamente dos animais do grupo controle (Tabela 27).
A média de peso corporal dos animais do grupo tratado no final do experimento nédo
apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle (Tabela 27). Os 6rgéaos (baco,

figado e rim) ndo apresentaram alteracbes macromorfoldgicas importantes quanto ao
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aspecto ou cor, assim como os valores de peso relativo ndo diferiram estatisticamente
entre os animais tratados com extrato EMeOH-3405 e os animais controle (Tabela 27). O
extrato EMeOH-3405 na dose de 2000 mg/kg ndo apresentou toxicidade frente a células
sanguineas de camundongos, pois, ndo houve diferenca significativa entre os parametros
hematoldgicos analisados dos animais tratado com o extrato quando comparados aos
animais controle (Tabela 28). Com base na DLsg, 0 extrato EMeOH-3405 se enquadra na
categoria 5 de toxicidade da Globally Harmonized System of Classification and Labelling
of Chemicals (GHS), onde sdo agrupadas substancias que apresentam baixa
periculosidade aguda, mas que sob certas circunstancias, podem apresentar perigo a
populacbes mais susceptiveis, estando nessa categoria substancias com DLso de 2000 —
5000 mg/kg (OECD, 2001).

A toxicidade de uma substancia por via oral pode ser classificada como
extremamente toxica (DLso < 25 mg/kg), altamente toxica (DLsg 100 - 500 mg/kg),
mediamente toxica (DLso 500 — 2000mg/kg) e pouco tdxica (DLso > 2000 mg/kg)
(ZANETTI et al., 2003). No nosso estudo, ndo houve reducdo de peso nos animais, o que
indica ndo ter havido grandes efeitos colaterais sobre o peso corpéreo. Este é um
pardmetro usado para avaliar a resposta terapéutica de farmacos e também indicar efeitos
adversos relacionados ao seu uso. Suganthi e Ravikumar (2012), ao investigar o potencial
toxico agudo dos extratos acetoetilicos de Streptomyces sp. RSAUT 20 e Streptomyces
scabiei RSAUK 49 em ratos, ndo observaram diferencas significativas entre 0s grupos
tratados e controle com relacdo ao peso corporal, parametros hematoldgicos, aspecto e
peso de Orgdos extirpados. Estes autores encontraram uma DLsg de 2000 mg/kg,
concluindo que os extratos ndo apresentam letalidade ou sintomas téxicos, corroborando

com 0s nossos resultados.
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Tabela 25. Consumo de agua, racdo, evolucdo ponderal e peso relativo dos 6rgdos de camundongos tratados com fragdo dos metabolitos
secundarios de S. hygroscopicus UFPEDA 3370.

Grupos Consumo de agua Consumo de racdo Peso dos animais (Q) Peso relativo dos 6rgéos
(mL/dia) (g/dia) Inicial/Final Baco Figado Rim
Controle 6,56 £ 0,5 4,71+0,3 246+0,3-26,7+05 006+00 053+005 0,06+0,0
EB1 6,30 £ 0,5 4,17+0,3 232+10-259+09 006+00 049+0,04 0,06+0,0

Os valores sdo expressos como média + SEM (n = 5 para cada grupo). O peso relativo de érgdos foi calculado como (peso do 6rgédo / peso do corpo).
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Tabela 26. Efeito da fracdo EB1 do extrato metandlico da biomassa de S. hygroscopicus

UFPEDA 3370 sobre os parametros hematolégicos de camundongos na toxicidade oral

aguda.

Parametros Controle EB1

Hemacias (108/mm?3) 85+04 8,1+04
Hemoglobina(g/dL) 13,4 +0,7 13,6 £0,5
Hematocrito (%) 442 +19 429+23
VCM (g) 52,2 +0,3 53,2+ 1,4
HCM (pg) 15,8 + 0,6 16,8+ 0,3
CHCM (%) 30,3+0,9 31,7+£0,7
Leucoécitos (103/mm?3) 71+0,7 6,8+0,6

Os valores séo expressos como média £ SEM (n = 5 para cada grupo).
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Tabela 27. Consumo de &gua, racédo, evolucao ponderal e peso relativo dos 6rgdos de camundongos tratados com metabdlitos secundarios
de Streptomyces sp. UFPEDA 3405.

Grupos Consumo de agua Consumo de racdo  Peso dos animais (Q) Peso relativo dos 6rgéos
(mL/dia/animal) (g/dia/animal) Inicial/Final Baco Figado Rim
Controle 7,7+0,6 56+05 249+05-309+10 0,08+0,0 0,73+0,05 0,06+0,0
EMeOH-3405 6,9+0,7 6,4+04 250+£09-302+12 0,08+0,0 0,71+0,04 0,06+0,0

Os valores sdo expressos como média + SEM (n = 5 para cada grupo). O peso relativo de drgdos foi calculado como (peso do érgdo / peso do corpo).



109

Tabela 28. Efeito dos metabolitos secundéarios de Streptomyces sp. UFPEDA 3405 sobre
0s pardmetros hematoldgicos de camundongos na toxicidade oral aguda.

Paradmetros Controle EMeOH-3405
Hemacias (10%/mm®) 78+0,3 75+04
Hemoglobina(g/dL) 11,6 £0,6 109+£0,5
Hematdcrito (%) 389+17 365+22
VCM (ug) 50,0+ 1,4 484+ 1.4
HCM (pg) 149+0,3 145+0,3
CHCM (%) 29904 30,0+£0,8
Leucdcitos (103/mm?3) 10,6 +1,2 8,9+0,7

Os valores sdo expressos como média + SEM (n = 5 para cada grupo).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo permitiram concluir que:

Streptomyces sp UFPEDA 3370 foi identificada como S. hygroscopicus;

O extrato metandlico da biomassa proveniente da fermentacdo submersa de S.
hygroscopicus apresentou melhor atividade antimicrobiana e citotoxica. A fase
butandlica desse extrato exibiu os menores valores da CMI e Clsg, por isso foi
fracionado. Dentre as fragOes (EB1, EB2A, EB2B e EB3M), a fragdo EB1
mostrou CMI < 3,9 pg/mL frente a bactérias Gram-positivas, bactéria alcool
acido-resistente, leveduras e fungos filamentosos; e Clso frente as linhagens
tumorais humanas em estudo, menores ou iguais a doxorrubicina, utilizada como
padrdo, expondo maior seletividade para células leucémicas. No estudo preliminar
de toxicidade in vivo essa fracdo apresentou DLsode 1000 mg/kg, sendo detectada

na CCD a presenca de alcaldides;

A partir do extrato metandlico da biomassa de S. hygroscopicus UFPEDA 3370
foi obtido um composto identificado através de métodos espectroscépicos por
elaiofilina, que apresentou CMI de 0,01 pg/mL frente E. faecalis e Clso de 0,1
pg/mL frente HL-60 e MOLT-4. Nos testes de mecanismos de acdo, a elaiofilina
apresentou indicios de morte celular por apoptose durante a analise morfoldgica,

despolarizacdo mitocondrial, ciclo celular e fragmentacdo do DNA,;

Os extratos de Streptomyces sp. UFPEDA 3405, Streptomyces sp. UFPEDA 3412
e Streptomyces sp. UFPEDA 3413 apresentaram baixa atividade antioxidante. O
extrato EMeOH-3405 apresentou melhor atividade citotdxica, por isso foi
particionado. Dentre as fases, a FACOEt apresentou melhor atividade
antimicrobiana (CMI de 0,31 mg/mL frente a P. aeruginosa), sendo nessa fase
detectada a presenca de flavandides. Enquanto, a FBUOH apresentou melhor
atividade citotoxica (Clso de 1,1 pg/mL frente a MOLT-4), ndo causou
citotoxicidade em PBMC e em eritrocitos humanos, com indicios de morte celular
por apoptose, sendo detectada a presenca de saponinas. O EMeOH-3405
apresentou DLso > 5000 mg/kg.
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