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RESUMO

O cancer ¢ uma doenga complexa que acomete milhares de brasileiros todos os anos. Esta ¢ a
segunda causa de morte no mundo, com a estimativa de 625 mil novos casos a cada ano (2020-
2022) no Brasil. Dentre os diferentes tipos de cancer de pele, o melanoma metastatico se destaca
por apresentar um pior progndstico, sendo alta a taxa de mortalidade quando descoberto
tardiamente. Com isso, a busca de novos quimioterapicos, que possuam maior eficicia ¢ de suma
importancia. Os produtos naturais marinhos (PNM) sd3o uma fonte proficua de moléculas com
alto valor farmacoldgico, sendo alguns ja utilizados na clinica para o tratamento de diversas
doengas, em sua maioria o cancer. As cromomicinas sdo uma classe de moléculas pertencentes
aos dacidos auredlicos, com potente atividade antitumoral e antimicrobiana produzidas e
secretadas por Streptomyces. Para a obtenc¢do de diferentes moléculas com potencial antitumoral,
realizou-se o cultivo da cepa de Streptomyces sp. BRA-384 isolada do zoantideo Palythoa
caribaeorum, sob diferentes condi¢des de cultivo (variagdes no tempo e no método de
fermentag¢do: em meio liquido ou meio s6lido), sendo posteriormente submetida a extragdo de
compostos e do extrato selecionado, isolou-se cromomicinas e analisou-se a atividade
antiproliferativa das mesmas em células B16-F10. O método de fermentacgdo e extragdo em meio
solido foi considerado o mais eficiente, por apresentar um maior rendimento na produgdo de
moléculas, bem como por conferir um menor custo no processo geral. A partir dessa forma de
cultivo foi possivel isolar 16 moléculas pelo método CLAE, e destas 11 foram obtidas com
pureza entre 90-95%, sendo que 5 pertencem ao grupo das cromomicinas (CA5-CAS8). As
moléculas isoladas tiveram sua atividade antiproliferativa avaliadas pelo teste da sulforodamina
B (SRB), sendo testadas em células de B16-F10 durante 72h. Os resultados mostraram atividades
muito potentes. Os valores de concentragdo inibitoria média (Clso) variaram de <0,0001 para
CAS, até 42 ng/mL para a P4. Esses achados reforcam a importancia de propor novos métodos
de cultivo que sejam capazes de tornar a obten¢do de biocompostos mais rapida, barata e
eficiente, além de proporcionar a descobertas de moléculas inéditas. Para ilustrar o sucesso da
otimizagdo da producdo, devido ao rendimento e poténcia da CAS, a quantidade desta

cromomicina ¢ suficiente para utilizacdo avancar em estudos pré-clinicos em modelos in vivo.

Palavras-chave: Produtos naturais marinhos, microrganismos associados a invertebrados

marinhos, potencial anticancer, diferentes condi¢des de cultivo.



ABSTRACT

Cancer is a complex disease that affects thousands of Brazilians every year. This is the second
leading cause of death in the world, with an estimated 625,000 new cases each year (2020-2022)
in Brazil. Among the types of cancer, metastatic melanoma stands out for having a worse
prognosis, and the mortality rate is high when discovered late. With this, the search for new
chemotherapy, that have greater efficacy and lower side effects, is of paramount importance.
Marine natural products (PNM) are a fruitful source of molecules with high pharmacological
value, many of which are already used in the clinic for the treatment of various diseases,
including cancer. Chromomycins are a class of molecules belonging to aurelic acids, with potent
antitumor and antimicrobial activity produced and secreted by Streptomyces. To obtain different
molecules with antitumor potential, the strain of Streptomyces sp. BRA-384 was cultured under
different culture conditions (variations in time and two fermentation methods: in liquid or solid
medium), and was subsequently submitted to the extraction of compounds, isolation of
chromomycins and analysis of their antiproliferative activity. The method of fermentation and
extraction in solid medium was considered the most efficient, because it presented a higher yield
in the production of molecules, as well as for conferring a lower cost in the general process. From
this fermentation it was possible to isolate 16 molecules by the HPLC method, and of these 11
were obtained with purity between 90-95%, 5 of which were already described in the literature
(CA5-CAB). The isolated molecules had their antiproliferative activity evaluated by
sulforodamine B (SRB) test, being tested in B16-F10 cells for 72 h. The results showed very
potent activities even at concentrations in nM, obtaining ICso (mean inhibiting concentration) of
up to 42 ng/mL to P4, CA8 being the most potent among the chromomycins tested, presenting
Cls50<0.0001 nM. These findings reinforce the importance of proposing new cultivation methods
that are capable of making biocomposite production faster and more efficient, besides providing
the discovery of new molecules. The optmization method in solid plate suplys CAS enough to

carry out further in vivo studies due to its potency and yield as well.

Key words: Marine natural products, microorganisms associated to marine invertebrates,
anticancer potential, different culture conditions.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer

O termo cancer trata-se de uma série de doencas relacionadas, que podem ocorrer em
qualquer tecido do organismo. As células tumorais se proliferam continuamente, podendo
invadir tecidos adjacentes e se espalhar pelo organismo através dos vasos sanguineos e linfaticos
(NCI, 2017). O cancer ¢ um dos principais problemas da saude ptiblica mundial, especialmente
nos paises em desenvolvimento. Estes paises serdo responsaveis por 80% dos 20 milhdes de
casos novos da doenga estimados para 2025. De acordo com a GLOBOCAN (2021) em todo o
mundo, cerca de 19,3 milhdes de novos casos das doengas (18,1 milhdes excluindo cancer de
pele ndo melanoma) e quase 10,0 milhdes de mortes por cancer (9,9 milhdes excluindo cancer
de pele ndo melanoma) ocorreram em 2020. Na figura 1 ¢ mostrada a proje¢do global de novos
casos dessa problematica no periodo de 2020 a 2040, feita pela IARC (2020). A doenca
representa a segunda causa de morte no mundo, perdendo apenas para as doencas

cardiovasculares (WHO, 2015).

Figura 1. Estimativa do nimero de novos casos de cancer para 2020 a 2040 para ambos 0s sexos,

idade [0-85+] no mundo.
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Fonte: Traduzido de IARC, 2020.

A carga global de cancer deve ser de 28,4 milhdes de casos em 2040, um aumento de
47% em relagdo a 2020, com um aumento maior nos paises em desenvolvimento (64% a 95%)
versus paises que ja desenvolvidos (32% a 56%) devido as mudangas demograficas, embora isso
possa ser ainda mais exacerbado pelo aumento dos fatores de risco associados a globalizagdo e
ao crescimento da economia (Sung et al., 2021). De acordo com o INCA, 2020, para o Brasil, a
estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 aponta que ocorrerdo 625 mil casos novos de
cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma). O cancer de pele ndo
melanoma serd o mais incidente (177 mil), seguido pelos canceres de mama e prostata (66 mil

cada), colon e reto (41 mil), pulmao (30 mil) e estdbmago (21 mil).

Sabe-se que os tumores malignos sdo um tecido complexo. Eles sdo constituidos de
células tumorais e ndo tumorais, que interagem entre si, formando um microambiente tumoral,
que favorece a progressdo e o aumento da agressividade tumoral. O que distingue o cancer de
tumores benignos ¢ a capacidade que ele tem de invadir outros tecidos, formando metastases
(Bergfeld & DeClerck, 2010). O tratamento de pacientes com cancer conta com a participagao
de varias estratégias terapéuticas, onde destacam-se a cirurgia, a quimioterapia, a imunoterapia,
terapia dirigida, terapia hormonal e a radioterapia. Apesar de haver muito sucesso nos

tratamentos, todas elas t€m em comum o fato de poderem gerar muitos efeitos adversos.

Hanahan & Weinberg (2000, 2011) sugeriram alteragdes na fisiologia da célula que sdo
essenciais para o crescimento maligno. Dentre elas, podemos citar a autossuficiéncia em sinais
de crescimento, insensibilidade a sinais para inibi¢cdo de crescimento, evasao da morte celular
programada (apoptose), replicagdo desordenada, angiogénese, invasdo de tecidos e metéstase,
reprogramag¢do do metabolismo energético e fuga da destruicdo imunolédgica, como mostra a

figura 2.



12

Figura 2. Caracteristicas proprias do cancer.
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Fonte: Traduzido de Hanahan & Weinberg (2011).

Enquanto células normais necessitam de sinais de crescimento para entrarem em um
estado proliferativo, as células cancerosas emitem por si s6 esses sinais. Elas fazem isso, por
exemplo, produzindo ligantes do fator de crescimento, sendo assim uma estimulagdo autocrina.
Outra importante capacidade adquirida pelas células cancerosas ¢ a de evasao da apoptose (morte
celular programada). Uma das causas para essa evasao ¢ a mutacdo de uma proteina supressora
de tumor chamada p53, uma importante reguladora da replicagao celular. Em mais de 50% dos
canceres humanos o gene supressor de tumor (p53) se encontra alterado (inativagdo funcional)
e, dessa forma, ndo consegue realizar a sinalizacdo de células que se encontram com DNA
alterado, e por consequéncia, essas células ndo sofrem ativagdo da cascata apoptodtica e acabam

por se proliferar de forma desorganizada e desenfreada (Hanahan & Weinberg, 2011).

Os autores relatam também sobre a importincia de diferentes tipos de células
aparentemente normais recrutadas aos tumores, formando assim o microambiente tumoral. O
microambiente tumoral ¢ de suma importancia para a progressdo de um fen6tipo agressivo do
tumor e por isso, € crescente o interesse de pesquisadores em busca de novos alvos celulares e
moleculares inseridos no contexto do microambiente tumoral. Nele, estdo presentes diversos
tipos celulares que dao suporte a carcinogénese como células endoteliais, fibroblastos,
eosindfilos, basofilos, neutrdfilos, linfocitos T e B, células dendriticas e macrofagos (Coussens

& Werb, 2002; Lorusso & Riiegg, 2008). Estes ultimos, denominados de TAMs (macrofagos
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associados ao tumor) em resposta a estimulos do microambiente tumoral, polarizam-se,
predominantemente, ao fenotipo imunossupressor denominado M2 que esta associado a
remodelacdo tecidual e atividades pro-angiogénicas, além de contribuir para a evasdo da
vigilancia imunologica (Lorusso & Riiegg, 2008; Hanahan & Weinberg, 2011). Por se tratar de
doengas que constituem uma das principais causas de morte por doengas no mundo, estudos com

enfoque na terapia anticancer tornam-se cada dia mais urgentes.

O tratamento do cancer, como foi mencionado, ¢ baseado em protocolos de
quimioterapia, radioterapia, terapia direcionada, terapia hormonal, interven¢ao cirargica, entre
outros (NCI, 2015). A quimioterapia tem evoluido ao longo dos ultimos 20 anos e ¢, em muitos
casos, consideravelmente eficaz, embora ocorram diversos efeitos toxicos também em tecidos
saudaveis (Vanneman & Dranoff, 2012). A imunoterapia ¢ um tipo de terapia bioldgica, esta atua
auxiliando o sistema imune a combater as células do cancer. Anticorpos monoclonais, inibidores
de “check-points” e vacinas para tratamento do cancer sdo tipos de imunoterapias. A terapia
direcionada utiliza alvos presentes nas células cancerosas, como proteinas que controlam o ciclo
celular dessas células. A radioterapia faz uso de altas doses de radiagdo para que as células
neopldasicas sejam destruidas ou tenham sua proliferacao desacelerada, através do dano ao DNA
delas (NCI, 2019). Na quimioterapia, as vias mais comuns de administragdo sdo intravenosas
para drogas citotoxicas e orais para drogas direcionadas. Este tipo de terapia ¢ usado em muitos
tipos de cancer, pode atuar na diminui¢do de um tumor antes da cirurgia, matar as células
cancerosas que permanecem apds cirurgia ou radioterapia, matar neoplasias reincidentes ou
metastaticas. Para alguns tipos de cancer, a quimioterapia pode ser a Uinica terapia aplicada, mas

geralmente ¢ usada em conjunto com outras terapias, como as supracitadas (NCI, 2015).
1.2. A importancia da biodiversidade marinha na busca por Produtos Naturais (PNs).

A busca por novos farmacos, em relagdo ao tratamento do cancer, tem tido uma grande
demanda nas tultimas décadas. Por causa disso, a prospec¢do de novas moléculas, seja em
ambiente terrestre ou marinho, ganhou um carater muito mais urgente na ciéncia. Nesse contexto,
sabe-se que os produtos naturais sdo a fonte de diversidade quimica muito promissora para

descobertas de novos farmacos.

O ambiente marinho ¢ o maior representante da biodiversidade do planeta, cobrindo cerca
de 70% da superficie da terra e apresentando 34 dos 36 filos existentes (Wilke ez al., 2021). Essa

alta diversidade e complexidade de compostos, em relagcdo ao ambiente marinho, ¢ devida a alta
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pressdo seletiva a qual os organismos estdo expostos. Sejam condi¢des varidveis de salinidade e
temperatura, predagdo, comunicagdo inter e intraespecifica além de defesa poderosa, ja que
muitos dos animais desse habitat sdo sésseis (Wilke et al., 2021; Newman; Cragg, 2016). O
Brasil possui em seu territorio uma extensa faixa maritima chamada de “Amazonia Azul”. Essa
¢ uma Zona Econdmica Exclusiva do Brasil que possui tamanho comparavel ao da floresta
amazonica. O Brasil possui um litoral que abrange 8000 km de regides tropicais e temperadas
que sdo lar de muitos organismos, sendo assim, uma fonte de novas substancias, pois a sua
biodiversidade resulta em vasta diversidade genética e consequente producdo de metabolitos
(Wilke et al., 2021). Toda essa biodiversidade de organismos propicia a produ¢dao de compostos
quimicos simples e/ou complexos, em especial os metabolitos secundarios, mais conhecidos
como produtos naturais. A interagdo entre os organismos marinhos representa uma fonte rica de
moléculas que podem apresentar bioatividade de interesse farmacologico, como estd exposto na

figura 3.

Figura 3. Mapa mundial com destaque para o Brasil e a Zona Econdomica Exclusiva (ZEE) do
Brasil. A inser¢do do grafico de barras representa uma visdo geral numérica de PNMs com
potencial anticancer no Brasil, ademais como esses PNMs tém sido estudados.
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Fonte: Wilke et al. (2021).

Esses compostos quimicos sdo fontes promissoras para o desenvolvimento de novos
farmacos, como a Citarabina, primeiro PNM aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration), usada para o tratamento de diversas doengas, dentre elas o cancer. Este fArmaco
foi originado de derivados de nucleosideo isolados da esponja Tethya crypta que serviram de
modelo para a criagdo de uma nova classe de analogos sintéticos. Essa droga atua inibindo a

sintese de DNA. A plitidepsina foi isolada da ascidia Aplidium albicans e aprovada na Australia
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para tratamento de mieloma multiplo (TGA, 2018). Esse firmaco impede a fungdo pro-
oncogénica do fator de alongamento eucariotico 1A2 (eEF1A2), dificultando o transporte de
proteinas mal dobradas para o proteassoma e causa o acimulo de proteinas ndo funcionais. Além
disso, ao inibir o eEF1A2, essa droga impede a digestdo de proteinas por autofagia. O acimulo
acentuado de proteinas ndo funcionais leva a morte celular por apoptose. A Trabectedina
(Yondelis) foi a primeira droga de origem marinha aprovada na Unido Europeia, em 2007 e ela
foi isolada da ascidia Ecteinascidia turbinata. Essa droga age se ligando ao DNA, o que
desencadeia uma cascata de sinais que afetam diversos fatores de transcri¢do, proteinas de
ligagdo ao DNA e vias de reparo que acabam resultando na alteragdo do ciclo celular. Pelo baixo
rendimento, ela s foi para ensaios pré-clinicos com o cultivo da espécie através de maricultura.
E sua comercializacdo s6 foi aprovada, pois conseguiu-se realizar a sua semi-sintese a partir de
um metabolito pela bactéria Pseudomonas fluorescens, a cianosafracina B. A Eribulina
(Halaven) foi obtida a partir da esponja Halichondria okadai e tem acdo através de um
mecanismo antimitdtico que causa o bloqueio das fases G2/M do ciclo celular (pois inibe a fase
de crescimento dos microtibulos), a ruptura dos fusos mitoticos e posteriormente, a apoptose
celular. A figura 4 mostra um panorama geral do mecanismo de agao de alguns PNMs. Quanto
aos PNMs em estudo clinico, a maioria ¢ proveniente de invertebrados marinhos. Entretanto,
nem sempre o organismo do qual foi isolado a molécula ¢ o real sintetizador dela. Isso porque
esses individuos sao comumente colonizados por muitas bactérias simbiontes ou associadas. A
evidéncia surgiu quando, pesquisando sobre uma substincia antitumoral promissora, a
Briostatina-1, que foi isolada do briozodrio Bugula neritina, pesquisadores descobriram que o
gene responsavel pela biossintese da substidncia pertencia a uma bactéria associada ao
invertebrado, a proteobacteria simbionte Candidatus Endobugula sertula (Wilke et al., 2021,
Jimenez et al., 2020; Costa-Lotufo et al., 2009).
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Figura 4. Visao geral dos multiplos mecanismos de acdo de drogas marinhas anticancer em uso
clinico. Inibicdo do respectivo molecular alvos por plitidepsina (parte superior esquerda),
trabectedina (parte inferior esquerda), eribulina (parte superior direita) e ADCetris® (parte
inferior direita) desencadeia o estresse das células tumorais, que culmina em morte celular por
apoptose.
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Apesar de tantas caracteristicas especiais para a prospec¢do de novas moléculas com
atividade bioldgica, o ambiente marinho s6 comegou a ser estudado pelos quimicos em 1950
devido as dificuldades de acesso a esse ambiente. E foi na década de 70 que de fato comecgaram
as pesquisas de prospeccao, principalmente pelo advento de tecnologias e mais seguranga na
pratica do mergulho. A farmacologia faz uso de inovagdes obtidas a partir da sintese ou
modifica¢do de produtos naturais. E estimado que cerca de 80% dos farmacos utilizados nas
ultimas décadas sdo produtos naturais, ou sdo derivados dos mesmos, por isso se destaca a
posicao ocupada pelas substancias sintetizadas pelos seres vivos na busca por moléculas com

atividade bioldgica (Wilke et al., 2021; Lindequist, 2016).

Os estudos com produtos naturais sdo considerados altamente estratégicos, uma vez que
relacionam a exploragdo do potencial biotecnologico e contribuem para a ampliacdo do
conhecimento da nossa biodiversidade. Ao mesmo tempo contribui também para a formacao de
recursos humanos com competéncia para atuar na prospec¢ao de produtos naturais com potencial

farmacoldgico. O conhecimento da nossa biodiversidade ja ¢ de suma importancia, visto que o
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Brasil carece destas informagdes, mas, além disso, estas informagdes também estardo ligadas ao

valor biotecnologico tornando esses dados ainda mais relevantes (Wilke et al., 2021).
1.3. Microbioma associado a Palythoa caribaeorum

O cnidario Palythoa caribaeorum, pertence a classe dos antozoarios e da ordem dos
zoantideos coloniais, conhecido popularmente como “baba de boi”. De acordo com Suchanek e
Green (1981), os zoantideos quando presentes, podem alcancgar até 85% da cobertura dos recifes,
principalmente zonas mais rasas. Palythoa caribaeorum aparenta ter uma dominancia de espago
por competir com os outros organismos do recife tanto de forma fisica quanto quimica. Os
zoantideos secretam uma substancia toxica chamada palitoxina, ela estd presente no muco
produzido por esses animais, do qual vem o nome “baba de boi”, e esta relacionado ao seu
mecanismo de defesa, assim como na dominancia do espaco (Borges, 2014). Relata-se uma série
de relagdes ecoldgicas entre os cnidarios e outros tdixons como a endossimbiose, 0 comensalismo
e o parasitismo. Trabalhos reportaram a presenga de zooxantelas que vivem como simbiontes no
Palythoa caribaeorum (Kemp et al., 2006). Além de duas novas espécies do género Vibrio que
foram isoladas do zoantideo (Chimetto ez al., 2011). No trabalho de Costa-Lotufo et al. (2017),
dois zoantideos do género Palythoa, o P. caribaecorum e o P. variabilis coletados em diferentes
faixas do litoral brasileiro, foram submetidos a testes de metabolomica a fim de identificar-se a
influéncia da localizagdo geografica na composicdo quimica desses cnidarios. Os achados da
pesquisa sugerem que os fatores ambientais influenciam na variacdo metabolica desses
holobiontes. O trabalho também concluiu que existe uma relacdo espécie-especifica forte entre
hospedeiro-microbiota, mas a produ¢do quimica pode variar de acordo com o local onde o

zoantideo se encontra.
1.4. Microrganismos como fonte de Produtos Naturais

Os microrganismos podem estar frequentemente em simbiose com outros organismos,
principalmente no ambiente marinho, além de serem abundantes em sedimentos e dentre eles,
encontra-se o filo Actinobacteria, que ¢ uma fonte promissora de metabolitos secundarios
bioativos. Estudos mostraram que os genes que ddo origem a biossintese desses metabolitos
ficam juntos a genes de resisténcia, transporte e reguladores (Kormanec et al., 2020). Segundo
Kormanec et al. (2020), com o desenvolvimento do sequenciamento gendmico, revelou-se o
potencial crescente da producdo de metabolitos secundarios dos estreptomicetos (género

Streptomyces), em que cada cepa contém 18 a 54 agrupamentos de genes direcionando a
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biossintese de varios metabdlitos secundarios, dos quais apenas uma pequena parte foi produzida

em condig¢des de laboratdrio.

Rodrigues & Silva (2016) relatam em seu trabalho que foram descritos mais de 80
compostos bioativos isolados desse filo, majoritariamente do género Streptomyces. Esse alto
numero reflete a importancia de estudos com os microrganismos marinhos e a proje¢ao favoravel

de estudos com os produtos naturais marinhos.

A avaliacdo farmacologica de extratos obtidos de microrganismos ¢ importante para a
descoberta de novos compostos com potencial uso farmacoldgico através do isolamento destes
por métodos de fracionamento quimico, como a cromatografia de alta eficiéncia, utilizada no
presente trabalho. Os metabodlitos secundérios produzidos por microrganismos podem ser
utilizados de trés maneiras diferentes: 1) a molécula bioativa pode ser produzida diretamente por
fermentagdo; 2) o produto de fermentacdo pode ser usado como material de partida para
subsequente modificagdo quimica ou 3) as moléculas podem ser usadas como compostos

principais para a sintese quimica (Thomas et al., 2011).

Uma dessas substancias sdo as mitramicinas. Estas sdo 4cidos auredlicos policetideos,
assim como as cromomicinas, olivomicinas, cromociclomicinas, duramicina A, ¢ UCH9
pertencentes a policetideos aromaticos (Lombo et al. 2006). A mitramicina foi originalmente
isolada da bactéria Streptomyces argillaceous mas outras espécies do género Streptomyces
também podem produzi-la. Desde a sua descoberta em 1953, a mitramicina passou por estudos
para elucidacdo de sua estrutura e interacdes com os componentes celulares (Wohlert et al.,
1999). Em seu trabalho, Kormanec ef al.(2020) relata que em 1970, a mitramicina foi aprovada
para uso em diversos tipos de cancer, como o cancer de testiculo, leucemia mieldide cronica e
aguda e para a doenga Ossea de Paget. A aglicona aromatica de todos os membros da familia do
acido aureolico ¢ caracterizada por um sistema de anéis triciclicos que ddao uma cor amarela
caracteristica e fluorescéncia sob luz ultravioleta. Todos os membros dos 4cidos aureolicos sdo
antibiodticos ativos contra bactérias Gram-positivas. Os agentes dessa familia interagem com as
regides com altas quantidades de guanina e citosina do sulco menor da hélice de DNA de uma
maneira nao intercalada e t€m atividade antitumoral, sendo as mitramicinas as mais estudadas

(Kormanec et al., 2020).

Virios estudos recentes mostraram que a mitramicina ¢ bastante importante na inibi¢ao

de células-tronco iniciadoras de cancer resistente a drogas, que sdo células fundamentais para o
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tumor, pois promovem iniciagdo, crescimento, metistase e a propria resisténcia a drogas,
causando uma recidiva da doenca (Kormanec et al., 2020). Além disso, a mitramicina mostrou
inibi¢do de células cancerosas colorretais, sendo mais eficaz do que outras drogas ja utilizadas
no tratamento desse cancer (Quarni et al., 2019). A mitramicina tem sido relatada por seus efeitos
neuroprotetores, pois foi demonstrado que esse agente efetuou protecdo de neurdnios da morte
celular induzida por estresse oxidativo e supressdo do estresse de reticulo endoplasmatico em
células do hipocampo. Dessa forma, a mitramicina tem potencial como uma nova droga
neuroprotetora para o tratamento de doengas neurodegenerativas, como o Alzheimer, doenga de
Parkinson, esclerose lateral amiotrofica, doenga de Huntington e isquemia cerebral (Osada et al.,

2013).

Um dos principais mecanismos do efeito antitumoral da mitramicina esta na inibi¢ao da
atividade da proteina 1 (Sp1). E sabido que a expressdo da Sp1 decresce com o avangar da idade,
porém ¢ super expressa em tumores e linhagens de células tumorais. Dessa forma, a inibi¢cdo da
proteina Spl acarreta efeitos, como aumento da apoptose, diminui¢do do crescimento celular,
diminui¢do da angiogénese e diferenciacdo de tecidos (Vizcaino et al., 2015). Outro ponto
importante dos estudos envolvendo mitramicinas ¢ que ela foi relatada como inibidor da
glicoproteina P. Esta que ¢ uma bomba de efluxo transmembrana que altera a farmacocinética
de drogas, diminui a biodisponibilidade e a distribui¢ao do farmaco, tem sido relacionada com a

resisténcia a multiplas drogas (MDR) em células de cancer (Varma et al., 2003).
1.5. Cromomicinas

As cromomicinas sdo policetideos triciclicos glicosilados pertencentes aos &cidos
auredlicos, com atividade antimicrobiana e antitumoral produzidas e secretadas por
actinobactérias do género Streptomyces. A cromomicina A3 (CA3) possui atividade antitumoral
ligando-se reversivelmente as fendas menores de DNA por interagir com as regides de DNA
ricas em citosina e guanina (C-G) na presenca de ions metélicos como o Mg2+, impedindo a
replicacdo e a transcri¢do (Chakrabarti; Bhattacharyya; Dasgupta, 2000). As cromomicinas sdo
utilizadas como marcadores de DNA, devido a sua florescéncia (Brammer; Toniazzo; Poersch,
2015). No trabalho de Slavik & Carter (1975), ¢ mencionado que a cromomicina A3 (CA3) esta
disponivel comercialmente no Japao, onde ¢ chamada de Toymicina. Isso porque foi no solo da

cidade de Toyonaka que o isolado foi obtido originalmente.
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Guimaraes ef al. (2014) mostraram que a cromomicina A2 (CA2), isolada a partir do
cultivo em larga escala de Streptomyces sp., foi capaz de induzir autofagia, que ¢ uma via
catabdlica intracelular que envolve a eliminagdo ou reciclagem de proteinas e organelas ndo
essenciais ou disfuncionais a fim de promover a sobrevivéncia celular, em células de melanoma
metastatico, MALME-3M. No mesmo trabalho, um painel contendo 7 linhagens celulares, sendo
6 linhagens tumorais e uma linhagem nao tumoral, foi submetido ao tratamento com CA2 em
trés tempos (24, 48 e 72 horas) pelo método de MTT. Os resultados mostram que a CA2 foi
capaz de inibir a proliferagdo celular e causar morte das mesmas em concentragdes na escala de

nM.

O trabalho de Sahm et al. (2020) mostrou pela primeira vez que as cromomicinas CAS e
CAG, isoladas e purificadas a partir do cultivo de Streptomyces sp. BRA-384, possuem afinidade
pelo fator de transcrigdo TBX2. Esse que pode ser considerado um novo alvo da terapia
anticancer, por estar superexpresso em alguns tipos de cancer como rabdomiossarcoma,
nasofaringeo, de mama e prostata. O TBX2 estd presente nos tumores como um fator de
crescimento pois faz com que a senescéncia seja contornada assim como limita os principais
reguladores negativos do ciclo celular, além disso ndo foi estabelecido nenhum modulador para
ele. O trabalho mostrou que as analises de amostras recuperadas pela cromatografia de afinidade
reversa resultaram que tanto a CAS quanto a CA6 exibiram uma liga¢do a resina testada, porém
a CAS foi recuperada em maior quantidade quando a resina estava ligada ao TBX2. Apesar desta
técnica ser descrita como econdmica para a identificacdo de compostos de ligagdo com base em
suas propriedades de afinidade para um alvo proteina, andlises adicionais sdo necessarias para
validar esses achados. Um apanhado geral sobre os mecanismos de agdo das cromomicinas €
mostrado no trabalho de Wilke et al. (2021) como esté relatado na figura 5. Uma das abordagens
¢ sobre a CAS inibindo o fator de transcri¢do T - box 2 (TBX2). O que acarreta na indugdo de
efeitos antiproliferativos e anti metastaticos ao permitir a expressao da quinase 1 dependente da

ciclina (p21) e da e-caderina, respectivamente.



Figura 5. Modelo esquematico dos mecanismos de a¢do da cromomicina A5 isolada de

Streptomyces sp. BRA-384.

i

Programmed

: DNA alkylation } coll death
Chromomycin As / , dependent of Mg*2 |
/] . CAsdimerization |

EN. @\

' Antiproliferative
effect

21

\ TBX2
\ binding
A
ntimetastatic
. ‘ potential -
.-
E-cadheri =y
expression s
— N
? Autophagy \\
+ inhibition

—s stimulation

Fonte: Wilke et al. (2021).

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O cancer ¢ a segunda maior causa de mortes no mundo, e a proje¢ao para o aumento dos
casos nas proximas décadas ressalta a necessidade da pesquisa por novos farmacos e novos alvos
celulares para a terapia anticancer. O Brasil possui em seu territrio um verdadeiro tesouro para
a prospeccao de drogas anticancer, uma extensa faixa maritima chamada de “Amazoénia Azul”,
que possui tamanho comparavel ao da floresta amazonica. A Amazdnia Azul se configura como
uma fonte de novas substancias, pois a sua biodiversidade resulta em vasta diversidade genética
e de metabolitos. Os estudos com microrganismos marinhos vém se destacando desde que
importantes compostos bioativos, que se acreditava serem metabdlitos de invertebrados
marinhos, sd0, em sua maioria, derivados do metabolismo de microrganismos associados (Wilke
et al.,2021). Além disso, ha maior facilidade e sustentabilidade na pesquisa e producdo dessas
moléculas por microrganismos quando comparadas aquelas produzidas por invertebrados
marinhos. A cultura em larga escala e a fermentacdo de bactérias, por exemplo, permite a
obtencdo das substdncias com um maior rendimento, sem a necessidade de coletas ameacadoras
para a manutengao das espécies.

Trabalhos anteriores (Pinto et al., 2020) demonstraram que o cultivo, em meio liquido,

da cepa Streptomyces sp. BRA-384 resultou na produgdo de quatro cromomicinas, sendo trés
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destas, substancias quimicas inéditas. As cromomicinas s3o uma classe de moléculas
pertencentes aos acidos aureolicos, com atividade antimicrobiana e antitumoral produzidas e
secretadas por Streptomyces. Nesse contexto, os dois maiores gargalos para a produ¢do de um
quimioterapico sdo a citotoxicidade e o suprimento. Para o primeiro, tem-se as estratégias de
melhoramento da estrutura quimica, com a alianca de sistemas de delivery de firmacos ou ainda
com melhores esquemas terapéuticos. Ja o suprimento pode ser contornado utilizando-se, por
exemplo, a produgdo por microrganismos. Dessa forma, para que a substancia atinja as fases de
estudos pré-clinicos e posteriores, se faz imprescindivel a aplicagdo de métodos produtivos que
sejam capazes de suprir a demanda (Molinski, 2008). Portanto, neste trabalho propusemos o
aperfeicoamento do método de produgdo das cromomicinas pela Streptomyces sp. BRA-384,
objetivando a obtencdo de um maior rendimento, de uma maior diversidade quimica e de um

menor custo produtivo.

3. OBJETIVOS:

Objetivo geral:

Desenvolver métodos de cultivo da bactéria marinha Streptomyces sp. BRA-384, de
extracdo e de isolamento de cromomicinas para otimizar a producdo e isolamento destas

moléculas.

Objetivos especificos:

- Submeter a cepa Streptomyces sp. BRA-384 ao crescimento em diferentes periodos de
tempo e meios de cultura;

- Fazer extracdes com acetato de etila (AcOEt) em diferentes tempos a fim de rastrear o
melhor tempo na produgdo de cromomicinas;

- Analisar a presenca de cromomicinas nos extratos brutos obtidos;

- Relacionar a produ¢do de biomassa e o rendimento dos extratos brutos nos diferentes
tempos de extragao;

- Avaliar a atividade antiproliferativa dos extratos brutos obtidos em células tumorais;

- Produzir extrato com perfil mais promissor em maior escala e isolar cromomicinas;

- Avaliar a atividade antiproliferativa das cromomicinas isoladas em células tumorais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Planejamento experimental

Primeiramente reativou-se a cepa Streptomyces sp. BRA-384 criopreservada no banco de
microrganismos marinhos (MicroMarin) do Laboratério de Bioprospeccdo e Biotecnologia
Marinha (www.labbmar.ufc.br/micromarinbr). Visando a otimizacdo da produgdo de
cromomicinas, os métodos de crescimento em condi¢des diferentes foram comparados. Os meios
de cultura utilizados foram o A1, que possui 75% de dgua do mar artificial em sua composi¢ao,
os outros 25% sdo agua destilada, além de amido, peptona e extrato de levedura, e 0 SWA (sea
water agar) composto de dgua destilada, sal marinho e agar, e enriquecido com extrato de
Palythoa caribaeorum. Sendo o segundo meio, uma estratégia que busca aumentar a similaridade
com o ambiente natural de onde foi isolada a Streptomyces sp. BRA-384. Vials adicionais da
cepa Streptomyces sp. BRA-384 foram congelados para reposicdo do estoque no MicroMarin.
Apo6s tempo de crescimento, foi realizada a producdo de extratos brutos, e posteriormente o
isolamento de moléculas pelo método cromatografia de liquida alta eficiéncia (CLAE). A
sugestdo de quais moléculas presentes nos extratos devem pertencer a classe das cromomicinas
foi realizada com base no perfil de UV do picos dos cromatogramas de CLAE. Neste trabalho
também foi possivel identificar algumas cromomicinas produzidas por esta cepa, as quais
tiveram a elucidagdo estrutural descrita em um trabalho anterior do grupo (Pinto et al., 2020).
Subsequente ao isolamento das moléculas de cromomicina por CLAE, as mesmas tiveram sua

atividade citotoxica testada pelo método de sulforodamina B (SRB) em células tumorais.
4.2. Reativacdo da Streptomyces sp. BRA-384

Os espécimes de zoantideos Palythoa caribaeorum foram coletados apds autorizacao
emitida pelo SISBIO (48522-2) e a bactéria Streptomyces sp. BRA-384 isolada deste animal foi
cadastrada no SISGEN (AC0781C). Mais detalhes sobre a coleta e isolamento desta cepa estdo

descritos no artigo publicado por Pinto et al., 2020.

Para o presente trabalho, foram feitas duas reativacdes de culturas puras de Streptomyces
sp. BRA-384 até entdo criopreservadas em criotubos sob freezer -70°C. Essa reativacao
consistiu na transferéncia do contetido descongelado do criotubo (aproximadamente 2 mL) em
100 mL de meio Al liquido. Fez-se também, a inoculagdo de 500 pL do contetido do criotubo e

posterior repique em estrias com alga microbioldgica em placa de Petri contendo meio Al sélido.
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Todas as técnicas de inoculo foram realizadas dentro de fluxo laminar horizontal (NB-1) de

forma a garantir a esterilidade dos meios e materiais utilizados.
4.3. Inoculagdo nos meios de cultura

Figura 6. Representacdo do procedimento experimental para os obtencdo de extratos brutos a

partir do método de cultivo em meio liquido A1 (LL-A1-T01-15).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Ap0s oito dias de crescimento sob rotacdo de 120 rpm em mesa agitadora a temperatura
ambiente (28-30 °C), inoculou-se 10 mL da bactéria em crescimento, com auxilio de pipeta
sorologica estéril, para outros dois Erlenmeyers contendo 100 mL de meio liquido A 1 estéril.
Apo6s um intervalo de oito dias de fermentacdo, um novo indculo de 10 mL de Streptomyces sp.
BRA-384 foi realizado, seguindo os mesmos procedimentos explicados anteriormente, em cada
um dos 15 Erlenmeyers também contendo 100 mL de meio A1 liquido. Na figura 6 est4 ilustrado

€sses passos assim como os posteriores para obtencao de extratos LL-A1-TO1-15.

A segunda reativagdo da Streptomyces sp. BRA-384 foi feita em placa de Petri de 90 x

15 mm contendo meio Al so6lido (500 pL) e estriou-se com auxilio de alca estéril, e o que sobrou
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do contetido do criotubo, aproximadamente 1,5 mL, foi inoculado em Erlenmeyer contendo 100
mL de meio Al liquido. Oito dias ap6s inoculagdo em meio liquido e crescimento em
temperatura ambiente, 500 uL do caldo de cultura foi inoculado em 6 placas de Petri com
dimensdo de 150 x 15 mm e espalhada com Alga de Drigalski estéril, formando um “tapete” de

células bacterianas por toda a superficie do meio.

Figura 7. Representacao do procedimento experimental para obtencao de extratos brutos a partir
do cultivo em meio so6lido Al e EP, extratos com codigos LS-A1-NE/Esp, SS-A1-NE/Esp e LS-
EP-NE/Esp.
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Apbs 20 dias desde a reativacdo em meio so6lido, obteve-se coldnias totalmente
esporuladas. Em sequéncia, fez-se dilui¢des das colonias em meio liquido A1 da seguinte forma:
selecionou-se colonias maiores ou iguais a 1 cm, coletou-se esta colonia com alga estéril e fez-
se 0 indculo desta em tubo Falcon estéril de 10 mL contendo 2 mL de meio Al liquido. Apods
agitacdo com a propria alga, pipetou-se 500 pL desse conteudo para cada uma das 6 placas de
Petri de 150 x 15 mm e espalhou-se com al¢a de Drigalski. A figura 7 mostra esses procedimentos

assim como os seguintes para a obtengdo de extratos brutos a partir de cultivo em meio sélido.
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Composig¢dao meio Al liquido: 10 g de amido, 2 g de Peptona, 4 g de Extrato de Levedura, 1L de
agua do mar filtrada e diluida 75% em dH20.

Composig¢dao meio Al solido: 18 g de agar, 10 g de amido, 2 g de Peptona, 4 g de Extrato de
Levedura, 1L de 4gua do mar filtrada e diluida 75% em dH20.

Composi¢ao meio EP: Meio s6lido SWA suplementado com 500 pL do extrato estéril de

Palythoa caribaeorum, acrescentado sobre o meio Al ja solidificado na placa de Petri.
4.4. Obtencao dos extratos

A obtencao dos extratos e o isolamento dos compostos foram realizados em colaboragdo
com o Dr. Francisco Chagas Lima Pinto, e a Profa. Dra. Otilia deusdénia Loiola Pessoa, ambos
do Laboratorio de Analise Fitoquimica de Plantas Medicinais (LAFIPLAM) do Departamento

de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.
Meio liquido

As extragdes em meio liquido ocorreram nos dias 1 (TO1), dia 3 (T03), dia 6 (T06), dia 9
(T09) e dia 15 (T15), apoés a inoculagdo nos 15 Erlenmeyers descritos anteriormente. Estes
frascos foram separados em triplicatas, onde para cada dia tinha-se 3 Erlenmeyers. Para cada
Erlenmeyer da triplicata correspondente aos tempos (TO1, T03, T06, T09 e T15) foram
adicionados 100 mL de acetato de etila (AcOEt) e deixou-se em agitagdo por uma hora a 100
rpm em temperatura ambiente (28-30 °C). Com a utilizagdo de um funil de separacdo, isolou-se
somente a parte com AcOEt da parte aquosa (na qual ficou retida a biomassa). Apds a separagao,
fez-se uso de um papel filtro atrelado a um funil, ao qual foi despejado sulfato de sddio anidro
P.A. (Na;SO4) a fim de retirar-se qualquer residuo de H2O e filtrou-se a solucdo de AcOEt
extraida. Apos esse procedimento, fez-se a rotaevaporagao (35 - 41°C a 90-135 rpm) para
obtencao do extrato bruto. Esses extratos foram nomeados de acordo com o processo de cultivo,

que esta descrito no topico 4.7.
Meio solido

As placas foram separadas em triplicatas (trés contendo bactéria em estado ndo
esporulado, com aproximadamente 6 dias de crescimento e trés contendo bactéria esporulada,
com aproximadamente 18 dias de crescimento). Hachurou-se o meio de cultura utilizando uma
espatula em um Béquer de 250 mL de capacidade e juntou-se a esse conteido 50 mL de AcOEt.

Ap0s isso, a triplicata foi submetida a sonicagdo em banho de ultrassom por 20 minutos. Em
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seguida, partiu-se para filtragdo como no procedimento anterior, com a utilizacdo de sulfato de
sodio anidro P.A. (NaxSO4). Desse modo, obteve-se os extratos brutos com a rotaevaporagao,

seguindo o protocolo supracitado. Estes extratos foram nomeados conforme descrito em 4.7.
4.5. Biomassa bacteriana

No caso do crescimento em meio liquido, apds a extragdo, foi realizada a quantificagdo
da biomassa secas de cada replicata, através da utilizacdo de um Kitasato e Funil de Buchner,
pelo método de filtragdo a vacuo utilizando papel de filtro (Whatman). Em seguida a biomassa
foi seca em uma estufa a 80° C por 40 minutos. O peso dos extratos e da biomassa foram aferidos

em balanga de precisdo.
4.6. Preparacao de meio s6lido SWA enriquecido com extrato de Palythoa caribaeorum.

Como dito anteriormente, esse meio de cultura foi uma estratégia de mimetizacao do
substrato onde a Streptomyces sp. BRA-384 ¢ encontrada, e assim tentar otimizar a producao de
cromomicinas de forma mais aproximada ao que ocorreria no ambiente natural. Inicialmente,
descongelou-se Palythoa caribaeorum, coletado na praia da Pedra Rachada, Paracuru/CE que se
encontrava criopreservado em freezer -70. Entdo, o zoantideo foi cortado e adicionado de dgua
do mar estéril, e em seguida foi macerado, com o auxilio de pistilo e graal, até que um extrato
pastoso fosse formado. Esse extrato macerado foi filtrado duas vezes com auxilio de papel filtro
para que houvesse a separacdo da biomassa remanescente do P. caribaeorum desse extrato. Em
seguida, esse extrato pré-filtrado, foi submetido a duas novas filtragdes, porém dessa vez, através
de membrana filtrante 0,22 um (Millipore) acoplado a bomba de vécuo, para que esse extrato se

tornasse estéril.

Ap0s esse procedimento, transferiu-se 500 pL do extrato do animal para cada uma das
seis placas de Petri contendo meio SWA (sea water agar), posteriormente espalhou-se o extrato
com alca de Drigalski estéril até que secasse. Ao fim disso, inoculou-se a Streptomyces sp. BRA-
384 e foi feito novamente o espalhamento com alga de Drigalski estéril por toda a superficie do
meio. Enfim, ap6s alguns dias (6 dias para as placas ndo esporuladas e 18 para as esporuladas),
foram feitos extratos brutos do mesmo modo ja abordado para triagem da atividade biologica na

linhagem celular HCT-116.

4.7. Nomenclatura dos codigos dos extratos
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Os extratos obtidos dos diferentes métodos de cultivo da cepa, foram nomeados de acordo

com as diferentes condi¢des que ela foi submetida.

Primeira parte - quanto a condicdo de reativagdo da bactéria: L, reativagdo em meio liquido

Al ou S, reativagdo em meio solido Al.

Segunda parte - quanto ao meio onde a cepa cresceu: L, em meio liquido Al ou S, em meio
solido, tanto meio A1, quanto extrato do Palythoa caribaeorum (EP). O meio escolhido para

o crescimento esta descrito conseguinte a segunda letra, logo apds o hifen como Al ou EP.

Terceira parte — quanto ao tempo de cultivo da cepa: No caso de extracdo em meio liquido,
estard descrito com a letra T seguida do numero de dias em questdo (T01, T03...). J4 para o
crescimento em meio sélido, o tempo de extracdo foi indicado através da observacao do estado
da cultura em placa, ndo esporulada (NE) com a cultura com confluéncia total, em média 6

dias, ou ja em esporulacdo (Esp) em média ap6s 18 dias da inoculagdo em placa.

Por exemplo: o extrato LS-A1-Esp ¢ relativo a uma cultura reativada em meio Al liquido,

crescida em meio solido (também A1) e com fendtipo de cultura esporulada.
4.8. Congelamento da Streptomyces sp. BRA-384

O actinomiceto foi criopreservado para posteriores trabalhos. Durante a reativagdo em
meio liquido, uma aliquota da bactéria foi inoculada em Erlenmeyer contendo 50 mL de meio
Al liquido. Cinco dias depois, dado um crescimento satisfatorio do niimero de coldnias
observado através da turbidez, prosseguiu-se para o congelamento. Primeiramente, preparou-se
a solucdo de Glicerol 50%. Em seguida, pipetou-se 1 mL da Streptomyces sp. BRA-384 em
quatro criotubos e adicionou-se 1 mL do Glicerol preparado, armazenando-os, prontamente, no

freezer -70 graus celsius.

4.9. Isolamento das moléculas pelo método cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em

fase reversa

Para o isolamento das moléculas, utilizou-se o extrato obtido por crescimento em larga

escala (mesmo método de LS-A1-Esp) em meio so6lido da cepa de Streptomyces sp. BRA-384.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi escolhida pois, segundo Tonhi et al. (2001), ¢ um
método analitico de separacdo que possui boa sensibilidade, capaz de separar espécies nao
volateis e termicamente instaveis. Sendo assim, injetou-se no equipamento uma aliquota de 200
uL do extrato, em uma corrida de 15 minutos com a utilizagdo de uma coluna C18
semipreparativa de fase reversa, com gradiente de Acetonitrila (ACN) variando de 55-100% sob

a temperatura de 35 °C e com o fluxo de 2 mL por minuto, como ilustrado em parte na figura 8.

Figura 8. Procedimento experimental acerca do isolamento das cromomicinas e posterior analise

do efeito antiproliferativo pelo teste da Sulforodamina B dessas moléculas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.10. Cultivo das células

As células de melanoma metastatico murino (B16-F10) e de cancer Colorretal humano
(HCT-116) foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (Corning, 25 ¢cm?, volume de 50
mL ou 75 cm?, volume de 250 mL) utilizando o meio de cultura DMEM (Gibco) complementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos (100 U/mL penicillina e 100 pg/mL

estreptomicina). As culturas foram manuseadas em cdmaras de fluxo laminar vertical (ESCO,
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modelo Airstream classe 1I-B2; VECO, modelo Biosafe 12 classe II) ¢ mantidas em incubadoras
de COz a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 (SAYNO, modelo MCO-19AIC; NUAIRE, modelo
TS Autoflow). O crescimento das culturas foi acompanhado diariamente com auxilio de
microscopio oOptico invertido (LABOMED, modelo TCM 400; Nikon, modelo Diaphot) e o
repique para meio de cultura novo foi feito quando necessario. Para o desprendimento das células
aderidas utilizou-se uma solucdo de tripsina-EDTA 0,5% (Gibco) diluida 10X em PBS
(Freshney, 2005). O plaqueamento das células ocorreu na concentragdo de 4 x 10* células por

mL.
4.11. Teste ANOVA

Para avaliar as diferencas entre as médias de grupos (massa de extrato e biomassa
produzida) no experimento em que a fermentagdo da cepa Streptomyces sp. BRA-384 acontece
em meio liquido foi utilizado o teste ANOVA seguido de Tukey, em que o valor de significancia

considerado foi quando p < 0,05. Os testes foram feitos no Software GraphPad versao 6.
4.12. Normalizagdo dados brutos para crescimento em meio liquido

Ap6s a finalizagdo do experimento em meio liquido (LL-A1-T01-15), normalizou-se os
dados obtidos da seguinte forma: primeiramente, obteve-se a média das varidveis (massa de
extrato produzido e biomassa), posteriormente, se calculou a divisdo entre a média do primeiro
dia sobre ela mesma (tanto para massa do extrato quanto para biomassa), resultando em uma
relacdo igual a 1. Apds isso, dividiu-se as médias dos dias seguintes sobre a média do primeiro
dia. Por fim, de posse dessas relagdes para massa de extrato e biomassa em cada dia (1, 3, 6,9 ¢
15 dias de cultivo), fez-se a divisdo do resultado da massa de extrato do primeiro dia com o
resultado da biomassa no primeiro dia, e assim por diante, para cada um dos dias. Dessa forma,

obteve-se uma relag@o e observou-se como esta se comporta.
4.13. Ensaio da sulforodamina B

O ensaio da sulforrodamina B (SRB) ¢ utilizado para estimar a densidade celular, por
meio da mensuragdo da quantidade proteinas celulares totais e ndo depende do metabolismo
celular, de acordo com Skehan ef al., 1990. O SRB ¢é uma aminoxantina de cor rosa brilhante
com dois grupos sulfonicos que sdo capazes de se ligar as por¢des terminais dos residuos de

aminoacidos das células ja fixadas com acido tricloroacético (TCA), permitindo assim, a ligagdo
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do corante as proteinas totais localizadas no interior celular alterando a absorbancia maxima de
luz da solugdo para 565 nm.

Para o ensaio da SRB, foram utilizadas células da linhagem celular de melanoma murino
(B16-F10) e cancer Colorretal (HCT-116), que ap6s 24h do plaqueamento (placa de 96 pogos) e
incubacdo em estufa, sob condi¢des de 37°C com atmosfera de 5% de CO2 e 95% de umidade.
Apbs isso, para o teste em B16-F10, pingou-se nos pogos pré-determinados da placa as moléculas
(P2-P8, P10, P12, P15 e P16) de cromomicina, em que as CA5 (P10) e CA8 (P12) foram testadas
nas concentragdes de 2,5 pg/mL a 1000 ng/mL, as CA6 (P6) e CA7 (P8) foram testadas nas
concentragdes seriadas variando de 0,32 ng/mL a 5000 ng/mL, e as demais foram testadas nas
concentragdes de 1,6 ng/mL a 5000 ng/mL. Para a triagem em HCT-116, o teste foi feito com os
extratos brutos LS-EP-NE e LS-EP-Esp. Ap6s 72 horas em ambos os testes, foi feita a leitura em
leitor de placas e prosseguiu-se para andlise estatistica. Utilizou-se o DMSO como controle

negativo e a doxorrubicina como controle positivo desses testes.

4.14. Analise dos dados

Os valores de absorbancia foram normalizados em Excel para X=log[X] e em seguida os
graficos de absorbancia x concentracao foram elaborados para estimar em que concentracdes a
amostra apresentou atividade citotdxica ou citostatica, com seus respectivos intervalos de
confianca de 95% (IC 95%) a partir de regressdo nado-linear no programa GraphPad Prism
(GraphPad Software versdo 6). As equagdes a seguir sdo utilizadas para a normalizagdo dos

resultados feitos no Excel:

Se T > TO0 e < CN efeito citostatico,

Formula:

% proliferagdo celular = 100 x (T-T0)/(CN-TO0)

Se T< TO efeito citotdxico,

Formula:

% proliferacdo celular = 100 x (T-T0)/TO

Em que T: Absorbancia das células tratadas

TO: Absorbancia das células da placa tempo zero
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CN: Absorbancia das células do controle negativo

5.  RESULTADOS

5.1. Condigdes diferentes de cultivo

Neste trabalho, os métodos de cultura aos quais a cepa Streptomyces sp. BRA-384 foi
submetida, foram avaliados quanto ao método de reativagdo da cepa que estava depositada no
MicroMarin (banco de microrganismos marinhos do LaBBMar), onde essa reativagdo aconteceu
em meio liquido ou em meio s6lido Al (L ou S, respectivamente). O crescimento bacteriano foi
realizado em meio Al liquido ou sélido, assim como em meio sdlido enriquecido com P.
caribaeorum (EP), (L-A1; S-Al; S-EP, respectivamente). O estado da cultura no dia da extragdo
também diferiu, podendo ser esporulado ou nao esporulado (Esp ou NE) no caso de crescimento
em meio solido, e quando deu-se em meio liquido, a extracdao ocorreu em tempo determinado (1,
3, 6,9 ou 15 dias). A tabela 1 mostra um panorama geral dos extratos obtidos destes métodos de

cultivo.

Tabela 1. Compilado dos resultados obtidos de todos os métodos de cultivo e extragdes ao qual
a Streptomyces sp. BRA-384 foi submetida para o presente trabalho.

Cédigo do Peso do Solvente Identificacio Meio de cultura Estado da placa
extrato extrato utilizado na momento
(replicatas na extracio ou

agrupadas)  extracio tempo de cultivo

LL-A1-T01 15,87 mg AcOEt Reativagdo em meio
liquido e crescimento
em meio liquido Al 1 dia

LL-A1-T03 23,52 mg AcOEt Reativagdo em meio
liquido e crescimento
em meio liquido Al 3 dias




Tabela 1. Continuagdo

LL-A1-T09 47,94 mg AcOEt Reativa¢do em meio
liquido e crescimento
em meio liquido Al 9 dias

LS-A1-Esp 15,2 mg AcOEt Reativagdo meio
liquido e crescimento

em meio so6lido Al Esporulado

SS-A1-NE 12,1 mg AcOEt Reativa¢do em meio Al Nao esporulado
solido e crescimento
em meio solido

SS-A1-Esp 13,3 mg AcOEt Reativa¢do em meio Al Esporulado
solido e crescimento
em meio solido
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Tabela 1. Continuagdo

LS-EP-Esp 5,45 mg AcOEt Reativagdo meio Meio SWA enriquecido Esporulado
liquido Al e com extrato de Palythoa
crescimento em meio caribaeorum
solido
LS-A1-Esp 95 mg AcOEt Larga escala com Al Esporulado
20 placas (uma vez) reativacao em meio

liquido e crescimento
em meio so6lido

LS-A1-Esp 52 mg Extracao Larga escala com Al Esporulado
20 placas com reativagdo em meio
Metanole  liquido e crescimento
particdo em meio s6lido
com
AcOEt
LS-A1-Esp 146 mg AcOEt Larga escala com Al Esporulado
9 placas (duas reativacdo em meio
vezes) liquido e crescimento

em meio solido

Larga escala (LS-A1-Esp): método de cultivo em meio sélido; LS-A1-Esp: Reativagdo da cepa em meio liquido
Al e crescimento em meio solido Al até esporulacdo da placa; LS-A1-NE: Reativacdo da cepa em meio liquido
Al e crescimento em meio s6lido Al com extragdo anterior a esporulagdo da placa; LS-EP-Esp: Meio SWA sélido
enriquecido com extrato de Palythoa caribaeorum e fermentacdo até esporulagao da cepa; LS-EP-NE: Meio SWA
solido enriquecido com extrato de Palythoa caribaeorum e extragdo anterior a esporulagdo; SS Al esporulada:
Reativacdo em meio so6lido Al e crescimento em meio solido Al; SS-A1-NE: Reativacdo em meio solido Al e
crescimento em meio solido A1 com extragdo anterior a esporulagdo da bactéria; LL T01-15R: Jungio dos extratos
obtidos pela reativacdo da cepa em meio liquido Al e crescimento em meio liquido Al com extragdes no periodo
de tempo especificado.

Apoés reativagdo em meio liquido, o actinomiceto Streptomyces sp. BRA-384 foi
submetida ao cultivo em meio liquido Al, sendo posteriormente extraida em AcOEt em
intervalos de tempos pré-determinados, organizados em triplicatas. Os extratos obtidos deste
método foram nomeados de LL-A1-TO1-15 baseando-se no método de reativagdo da cepa (L -
meio liquido), método de cultivo desta (L - meio liquido) e meio de cultura utilizado (meio Al).
Em TO1 (primeiro dia) a massa de extrato produzida foi em média 1,37 mg. Em TO03 (terceiro

dia) a massa de extrato produzida teve média de 3,33 mg. Em TO06 (sexto dia) a producao de



35

massa foi de 8,53 mg em média. TO9 (nono dia) resultou na producio de extrato de em média
7,9 mg. Por ultimo, a massa produzida em T15 (quinze dias de crescimento) foi em média de
7,37 mg. Ja a produ¢do de biomassa bacteriana em TO1 foi, em média, 156,77 mg. Em TO03 a
producdo mediana de biomassa foi 291,57 mg. Em T06 foi de 292,63 mg e em T09 a média na
producdo de biomassa foi 438,73 mg, e enfim em T15, a producao foi de 319,43 mg. A correlagdo

entre esses dois pardmetros pode ser visualizada na figura 9-B.

Figura 9. Representagdo grafica das médias obtidas de massa de extrato e de biomassa bacteriana
em relagdo aos dias de extragdo com base na reativacao e cultivo em meio liquido Al (LL-A1)
com extragdes em tempos pré-determinados. (A) Massas dos extratos obtidos em diferentes dias
de extragdo. (B) Biomassa seca da cepa em relacdo ao tempo de cultivo, com valores de p para
biomassa produzida no dia 1 vs biomassa produzida nos dias seguintes. Os valores de
significancia estatistica nos graficos A e B foram obtidos por ANOVA seguida de Tukey. Os
valores de p<0,05 estdo apresentados nos graficos. (C) Curva de crescimento da Streptomyces
sp. BRA-384 em meio liquido A1 com base na biomassa e massa de extrato produzidos. (D)
Relagdo entre a producdo de extrato e biomassa bacteriana da cepa, com base na normalizag¢ao
dos dados. (E) Fotos do procedimento experimental: 1. Erlenmeyers com as culturas em agitagdo
em mesa agitadora. 2. Colonias crescendo em meio liquido. 3. Funil de separa¢do evidenciando
as parti¢cdes contendo acetato de etila e as colonias de Streptomyces sp. BRA-384. As colonias
sdo separadas para posterior filtragem, secagem e pesagem e a parti¢do organica contendo
acetato de etila e extrato serd submetida a rotaevaporagdo para obten¢do dos extratos brutos.
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Fonte: Arquivo pessoal

Para a reativagdo em meio liquido e crescimento em meio solido, os resultados para a
massa do extrato foram 1,8 mg em 6 dias de cultivo, em que a bactéria ndo havia esporulado e

2,53 mg apods 20 dias, no qual as placas ja apresentavam esporulagdo total.

Observando os dados brutos acerca da produgdo de extrato, visualiza-se que o dia com
maior producdo de extrato ¢ o sexto e a partir do nono dia de crescimento essa produ¢ao comega
a cair, ficando mais baixa ainda no 15° dia de crescimento. Apesar disso, como mostra a figura
9 (A), a analise dos dados por meio da ANOVA seguido de Tukey mostrou que ndo ha diferenga
significativa comparando a produg@o de extrato no sexto dia com a produg@o no nono e décimo
quinto dia. Os dados de significancia mostram o valor de p na comparagdo entre o primeiro e
sexto dia, assim como entre o primeiro e nono dia ¢ <0,0001. Entre o primeiro e o décimo quinto
dia tem-se o valor de p igual a 0,0003. A comparacdo na producao de extrato entre o terceiro € o
sexto dia de crescimento da cepa foi igual a 0,0001. A comparagdo entre a produgdo entre o
terceiro e o nono dia resultou p igual a 0,0007 e por ultimo, a comparagdo entre o terceiro € o

décimo quinto dia gerou p igual a 0,0202.

A andlise da ANOVA acerca da producdo de biomassa (figura 9-B), mostrou que so6
existe diferenga significativa se comparar-se o primeiro dia de extragdo com o sexto, nono e
décimo quinto dia. O valor de p na comparagao entre o primeiro e o sexto dia ¢ igual a 0,0111.
J& o valor da comparag¢do entre o primeiro € o nono dia de extragdo gerou p igual a 0,0054 e por

ultimo, o valor de p na comparacao entre o primeiro e o décimo quinto dia ¢ de 0,0304.

Analisando os dados brutos desse experimento, mostrados na figura 9 (C e D), observa-
se que a curva bacteriana da cepa Streptomyces sp. BRA-384 tem seu dpice de produgdo de
extrato e biomassa no sexto dia, o que ¢ corroborado no grafico 9-D, em que se observa uma
relacdo crescente entre a massa de extrato produzido e a biomassa bacteriana até o sexto dia, que
apresenta a maior relacdo entre producao de extrato e biomassa. Apos isso, a relacdo entre essas

grandezas decresce.

Figura 10. (A) Grafico representativo das massas (mg) dos extratos produzidos com base em
reativagdo em meio liquido Al e cultivo em meio solido Al (LS-Al), reativacdo e cultivo em
meio solido A1 (SS-Al), assim como reativacdo em meio liquido A1 e crescimento em meio EP
solido (LS-EP), com extragdes quando a cultura se encontra em estado esporulado e nao
esporulado. (B) Fotos do procedimento experimental:1. Streptomyces sp. BRA-384 crescendo
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em meio s6lido em estado ndo esporulado. 2. Cepa fermentando em meio sélido ja em
esporulacdo. 3. Foto do processo de sonicagcdo do meio de cultura junto ao AcOEt.
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LS-A1: Reativacdo da cepa em meio liquido A1 e crescimento em meio solido Al; SS-A1: Reativagdo e crescimento
em meio s6lido Al; LS-EP: Reativacdo em meio liquido Al e crescimento em meio sélido EP (SWA + extrato do
Palythoa caribaeorum).

(B)
Fonte: Arquivo pessoal

Na reativagdo e crescimento em meio solido (SS-Al), apresentados na figura 10-A,
observou-se que as placas (triplicata) ndo esporuladas tiveram massa do extrato, em média, de
2,47 mg e das trés placas de Petri esporuladas foi obtido extrato de 1,93 mg. Esses valores estdo
demonstrados em grafico de barras na figura 10-A. J4 os valores de LS-A1 das placas com cultura
esporulada s3o em média 7,6 mg. As culturas ndo esporulada apresentaram produgdo de extrato

em média 7,95 mg. Com o crescimento da cepa no meio EP, a producao de extrato foi em média
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5,45 mg na cultura em esporulagdo e 7,58 mg para a ndo esporulada. Os resultados da andlise
ANOVA ndo mostraram diferenca significativa, nas condi¢des aqui avaliadas, na producdo de
extrato entre os métodos de cultivo com crescimento em meio sélido. A figura 10-B apresenta
alguns dados acerca do procedimento experimental, em A observa-se a cepa em crescimento no
meio solido Al, porém ainda sem atingir a esporulagdo. Ja na imagem B, visualiza-se a cultura

j& em esporulacdo em placa.

5.2. Triagem dos extratos obtidos de Streptomyces sp. BRA-384 em meio EP (SWA enriquecido

de Palythoa caribaeorum).

Com base na figura 11, percebe-se que ambos os extratos, j& na segunda menor
concentragdo (0,08 pg/mL), inibiram o crescimento celular de 50% das células. A partir da
concentragdo de 0,4 pg/mL, o extrato obtido da bactéria ndo esporulada inibiu o crescimento de
mais que 75% das células, mostrando-se mais citotdxico do que o extrato da bactéria esporulado,

ainda que de forma geral, ambos os extratos tenham mostrado alta citotoxicidade.

Figura 11. (A) Curva concentracdo-efeito da triagem de cromomicinas isoladas de cepa de
Streptomyces sp. BRA-384 cultivada em meio SWA enriquecido com extrato do Palythoa
caribaeorum em linhagem celular HCT-116 pelo ensaio da SRB apods 72 horas de
incubacdo. Concentragdes em pg/mL. As linhas tracejadas representam a concentragao inibitdria
média (Clso), a concentragdo inibitoria total (CIT) e a concentragdo letal média (CLso) das
amostras testadas. Utilizou-se no experimento a concentragdo inicial de 50 pg/mL e a partir
dessa concentracdo foi feita a diluicdo seriada (fator 5), em triplicata. (B) Tabela com a
concentragdo inibitoria média (Clso), a concentragdo inibitoria total (CIT) e a concentragdo letal
média (CLso) das amostras testadas.
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0,002 0,001

0,067 0,027

2,704 0,603
(B)

Apbs o cultivo da cepa Streptomyces sp. BRA-384 em diferentes condi¢des de
crescimento (tabela 1, pag. 32), selecionou-se o método de cultivo em meio so6lido para a larga
escala, este método de cultivo rendeu extratos com maior diversidade de cromomicinas, como €
observado nos cromatogramas (Figura 13, pag. 42) em que os picos estdo representados e
identificados, quando hd conhecimento sobre. Complementarmente a tabela 1 mostra um

compilado do rendimento dos extratos e detalhes sobre os métodos de cultivo.
5.3. Analises cromatograficas dos extratos

A figura 12, os cromatogramas completos dos extratos de larga escala em meio liquido e
solido (LS-A1-Esp) estdo distinguidos em A e B, em que se observa uma grande diferencga visual
no numero de picos. Esses picos ndo sdo correspondentes a cromomicinas ¢ na verdade,

diminuem o aproveitamento de extrato bruto para a purificagdo dessas moléculas.



41

Figura 12. Cromatograma das corridas de 35 minutos em CLAE do extrato obtido de larga escala
em meio liquido (A) e do extrato recuperado a partir da larga escala em meio so6lido (B). Area
com presenca de cromomicinas a partir de 25 minutos.
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A) Larga escala em meio liquido; B) LS-A1-Esp.

A figura 13, na pagina seguinte, traz um agrupado dos cromatogramas dos extratos
obtidos no trabalho. Para que apenas as cromomicinas aparecessem foi feito uma expansdo dos
cromatogramas no tempo de 25 a 35 min da corrida e os picos majoritarios foram identificados
conforme conhecimento pré-existente das massas. O cromatograma correspondente ao extrato
obtido da larga escala (LS-A1-Esp) onde visualiza-se a presenga das cromomicinas 02-3D, A6,
A7, A8 e A5, que aparece como majoritaria. Perfis parecidos sdo apresentados nos
cromatogramas que representam os extratos LL-A1-T01-15R (extratos reunidos) e LS-A1-Esp,
respectivamente, inclusive em relagdao ao tamanho dos picos. No cromatograma que diz respeito
ao extrato SS-A1-Esp, percebe-se a producao de CA8 diminuida, além de ndo haver a presenca
da cromomicina 02-3D. Os cromatogramas de LS-A1-NE e SS-A1-NE tém perfis bastante
similares, diferenciando-se pela producdo aumentada de CA7 em LS-A1-NE, além de ambos
apresentarem picos diferente dos demais mais a direita do cromatograma, com destaque para um
pico que aparece ao final do minuto 31, cromatograma LS-A1-NE também apresenta um pico
saliente ao final do minuto 32 que também estd presente em SS-A1-NE, porém com menor
amplitude. Este pico volta a aparecer nos cromatogramas dos extratos LS-EP tanto com a bactéria
em estado esporulado quanto nio esporulada. As estruturas dessas substancias estdo descritas na

figura 13.
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Figura 13. Compilado de cromatogramas (expansdo de 25-35 minutos das corridas) dos extratos
obtidos neste trabalho. Os niimeros representam picos correspondentes a cromomicinas.
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Figura 14. Representacdo estrutural das cromomicinas descritas na figura 13.
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Fonte: Elaborado por Francisco das Chagas Lima Pinto.

A fim de obter-se maior quantidade de cromomicinas e testar seu efeito antiproliferativo
em células tumorais a partir do extrato selecionado, fez-se um novo isolamento utilizando o
mesmo extrato obtido da larga escala, pelo método de CLAE. Como resultado da submissao do
160 mg do extrato bruto a cromatografia de alta eficiéncia, (CLAE), foram isoladas 16 moléculas
de cromomicinas, sendo 11 destas em uma pureza entre 90-95%. O rendimento de cada uma das

moléculas isoladas esta descrito na figura 15 (pag. 44).
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Figura 15. (A) Cromatograma da coleta feita pelo método CLAE a partir do extrato da larga
escala em meio solido, em que as cromomicinas conhecidas estdo em destaque. (B) Rendimento

de cada substancia.
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P8 (CA7) 3,96 P16 1,37

Com base em estudos anteriores, foi possivel identificar 5 cromomicinas ja conhecidas
dentre as 16 moléculas isoladas. Sdo elas a cromomicina AS, correspondente ao pico P10. A
cromomicina A6, identificada do pico P6. Do pico P8 foi identificada a cromomicina A7, o pico
P12 foi identificado como CAS8 e o pico P2 corresponde a cromomicina 02-3D, cujo pico ¢ mais
visivel apenas nos trés primeiros cromatogramas. A tabela 2 exibe as formulas e a relagdo

massa/carga (m/z) das moléculas supracitadas.

Tabela 2. Identifica¢do preliminar dos picos isolados por CLAE do extrato da larga escala (LS-

Al-Esp).

Pico
m/z [M+Na]* Féormula Identifica¢ao
2 1163,52 Cs5sHgoO2s 02-3D
6 1205,56 Cs7H52026 CAs
8 1219,52 CssHg4O26 CA7
10 1233,54 Cs9Hs6O026 CAs
12 1247,50 Cs9Hs60026 CAsg

O efeito antiproliferativo das onze cromomicinas isoladas (pureza >90%) foi testado
através do ensaio da Sulforodamina B (SRB) incubadas por 72 horas em células de melanoma

metastdtico murino (B16-F10) e estd representado na figura 16-A (pag. 47). As onze
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cromomicinas isoladas foram testadas em concentracdes variadas. Para a CAS5 e a CAS, o teste
se deu com concentragdes variando entre 2,56 pg/mL a 1000 ng/mL e com mais pontos na curva
do que para as demais cromomicinas, ja que em testes anteriores, €ssas se mostraram mais ativas
que as demais. O restante das substancias foi testado nas concentragdes de 1,6 a 5.000 ng/mL,
entretanto na curva da CA6 e CA7 foi adicionado mais um ponto, portanto o teste destas tltimas
foi feito com as concentragdes variando entre 5000 e 0,32 ng/mL. Como mostrado na tabela 3
(pag. 48), destaca-se a poténcia de duas cromomicinas até entdo ndo conhecidas, a P15 e a P7.
Ademais, as cromomicinas A6 e A7 foram bastante potentes como ja se espera dessa classe de
moléculas. Na figura 16-B (pag. 47), ha uma representagdo grafica dos valores de concentragao
inibitéria média (Clso), observados numericamente na tabela 3, de todas as cromomicinas

testadas.
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Figura 16. Avaliacdo do efeito antiproliferativo das cromomicinas isoladas de Streptomyces sp.
BRA-384 pelo ensaio do SRB de 72 horas. (A) Curva concentracdo efeito. Dados representativos
de multiplos experimentos realizados em células de melanoma metastatico murino (B16-F10).
(B) Gréfico representativo dos valores de Clso [ng/mL] das amostras testadas.
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(A) As linhas tracejadas representam a concentragdo inibitdria média (Clso), a concentragao inibitoria total (CIT) e
a concentracao letal média (CLso) das amostras testadas. Utilizou-se no experimento a concentragao inicial de 1000
ng/mL para as CA5 e CAS8, de 5000 ng/mL para o restante das substancias, e a partir dessa concentragao foi feita a
diluicdo seriada (fator 5), em triplicata.
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Tabela 3. Tabela contendo as Tabela com a concentragao inibitoria média (Clso), a concentragdo
inibitdria total (CIT) e a concentragao letal média (CLso) das amostras testadas em comparagdo
ao controle positivo dos testes SRB de 72h, a doxorrubicina (DOX). Ensaios realizados com
células de melanoma metastatico murino (B16-F10).

0,023 29,89 29,20 41,71 15,63 1,765 0456 7,969 <0,001 0,003 0,819 0,046

1,64 972,1 792,0 1125, 4158 1294 6889 301,29 1,568 3,763 83,47 33,50
3

Tabela 4. Tabela com a concentracdo inibitéria média (Clso), a concentrag@o inibitoria total
(CIT) e a concentragdo letal média (CLso) das cromomicinas conhecidas em comparagdo ao
controle positivo dos testes SRB de 72h, a doxorrubicina (DOX) nas concentragdes em molar.
Ensaios realizados com células de melanoma metastatico murino (B16-F10).

-- 0,00258 0,69381 0,03914 < 0,001
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164 3,1117 70,648 28,0269 1,2816

Com o intuito de ilustrar a diferenca entre a poténcia das cromomicinas aqui testadas,
elaborou-se graficos de barras (figura 16) em que estdo apresentados os valores de Clso de todas
as substancias testadas em razdo das Clso das cromomicinas A5, A8, A6 e A7 com base nos testes

de SRB de 72 horas utilizando células B16-F10.

Figura 17. Comparagdo das Clso (concentragdo inibitéria média) entre as cromomicinas
identificadas, CA8 (A), CA5 (B), CA7 (C) e CA6 (D), em relacdo aos picos ainda desconhecidos.
Teste antiproliferativo SRB de 72 horas em células de B16-F10 (melanoma metastatico murino).
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6. DISCUSSAO

A otimiza¢do de meios de cultura ¢ de extrema importancia para a indugdo da produgdo
de novos compostos bioativos por bactérias. Isso ocorre, pois as mudangas nos meios de cultivo
podem desencadear a ativagao de diferentes vias de biossintese de compostos secundarios desses
microrganismos. Essas novas moléculas podem ser potenciais candidatas para o uso
farmacolédgico, sendo capazes de alcangar, inclusive, estudos clinicos. A fermentagdo de
microrganismos pode ser feita de duas formas principais, a fermentag¢ao submersa (SmF), quando
a cepa ¢ cultivada em um meio liquido contendo nutrientes, e a fermentacdo em estado solido
(SSF), que consiste no crescimento microbiano e formacao de produto em particulas s6lidas com

baixa utilizacao de agua.

Como mostrado na curva de crescimento em meio liquido, o sexto dia de fermentagao
submersa (SmF), da Streptomyces sp. BRA-384 (figura 9, pag. 35), foi o melhor para obtencao
de extrato bruto, apresentando um melhor rendimento quando comparado os outros tempos da
curva. Segundo estudos de Pinto ef al. (2020), o experimento que visa a producdo de extrato e
recuperacdo de biomassa bacteriana ¢ cessado em torno do nono dia de crescimento, porém com
a curva ainda ascendente acerca da producdo de extrato neste dia. A fim de obter mais dados
sobre o melhor tempo da produgdo de extratos, neste trabalho fez-se a observagdo também no
15° dia. No entanto, foi observado que neste periodo a produgdo de extrato e biomassa ja
apresentam uma queda, ndo sendo este um bom periodo para a obtengdo de extratos. Apesar
desses achados, a diferenca entre as producdes de extrato e biomassa do sexto € nono ou sexto e
décimo quinto dia ndo foi significativa (p>0,05). Notou-se que o crescimento bacteriano foi mais
rapido no método SmF em comparagdo com o crescimento em meio solido, em que no 15° dia
(correspondente a T15), ja havia produgdo de biofilme. O biofilme caracteriza uma producao de
matriz extracelular aderida a uma superficie (Winn ef al., 2014), o que pode significar maior
producdo de moléculas antimicrobianas, como ¢ o caso das cromomicinas. O cromatograma
(Figura 12, LL-A1-TO1-15R) referente a reunido dos extratos obtidos no meio de cultivo liquido,
traz um perfil bem semelhante ao achado nos extratos LS-A1-Esp, porém este segundo possui
todas as vantagens de um método de crescimento em meio so6lido, que serdo discutidos mais a

frente. Nesses perfis estdo presentes as cromomicinas 02-3D, A5, A6, A7 e AS.

Em 2017, Pinto analisou a Streptomyces sp. BRA-384 em fragdes e concluiu que os ions

referentes a m/z 1163,54 eram correspondentes a cromomicina 02-3D, designamos entdo a
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mesma classifica¢do para a molécula achada neste trabalho. Ainda nesse estudo, foi encontrado
um hit referente a cromomicina A2 ou seu isomero, denominado de cromomicina AS. Essas
moléculas possuem a mesma estrutura, € a determinac¢do do resultado como CA2 veio através da
fragmentacdo sequencial do aduto de s6dio com m/z 1233,54 [M+Na]+. Pinto (2017) também
descreveu uma nova estrutura de cromomicina, denominada CA6. Esta possui o grupo 4E-O2-
metil-propanoil como substituinte do glicosideo GCDE e o grupo 4A-O-propanoil como
substituinte no glicosideo GAB, com estrutura apresentada figura 14 (pag. 43), junto as demais.
As cromomicinas A7 e A8 foram descritas pela primeira vez por Pinto et al. em 2020, a CA7
possui estrutura similar a cromomicina A, isolada de Streptomyces griseus, diferindo apenas na
rotagdo Optica com sinal oposto, dessa forma, os autores sugeriram que estes sao

estereoisOmeros.

A estratégia de reativacdo em condigdes diferentes e crescimento da cepa em meio sélido
(SSF), como mostra a Figura 10 (pag. 37), evidencia o qudo simples ¢ o cultivo deste
actinomiceto em laboratério. Nas trés condig¢des testadas com crescimento em meio solido, o
teste ANOVA determinou que quanto a recuperacao de extrato, ndo houve diferenca significativa
entre si. Neste caso, optou-se por dar prosseguimento a larga escala utilizando o método feito em
LS-A1-Esp, isso porque reativando a cepa em meio liquido Al tem-se um crescimento mais
rapido e logo se alcanca a etapa de replicacdo para as placas de Petri. Além disso, o resultado na
producdo de extrato e na menor diversidade de cromomicinas (figura 13, LS-EP-NE e LS-EP-
Esp) ndo justificaria utilizar o Palythoa caribaeorum como suplemento para o meio SWA, pois

ndo se trata de uma pratica sustentavel e ha um gasto adicional com consumiveis.

Estudos de comparagdo de métodos de cultivo de microrganismos mostraram vantagens
da fermentagdo em meio s6lido em relacdo ao meio liquido. A revisdo de Holker et al. (2003)
disserta sobre as vantagens bioldgicas e de processamento desse método de cultivo. Dentre elas
tem-se a baixa necessidade de agua, alta concentracdo final de produtos, baixa repressao
catabdlica, suporte para o crescimento dos microrganismos simulando o ambiente natural e o
processamento reduzido das substancias sintetizadas (Martins et al., 2011). Em relagcdo aos
microrganismos marinhos, foi observado que estes crescem melhor em meios de cultura sélidos,
isso poderia ser explicado, pois em sua maioria, sdo isolados de substratos, como corais ou outros
animais (Singhania et al, 2009). Entretanto como observado nos resultados de métodos de
cultivo da cepa Streptomyces sp. BRA-384, o crescimento desta foi satisfatdrio tanto em meio

solido como em meio liquido.
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Durante a comparagdo entre os métodos de cultivo da Streptomyces sp. BRA-384 foi
possivel constatar que na condicao de meio solido, a quantidade de AcOEt utilizado na extragao
¢ consideravelmente menor, além disso, o tempo gasto nos procedimentos da extracdo e
quantidade de meio de cultura e de solvente organico sdo reduzidos. Isso ¢ um fator muito
importante, visto que a busca por métodos mais eficientes, rapidos e com menor custo facilitam
a obtencdo e estudos das moléculas. Além disso, vale ressaltar a economia de energia nesse
método, pois ¢ dispensavel o uso da mesa agitadora (usada somente para a fermentagcao em meios

liquidos).

Apesar dos actinomicetos serem produtores de uma quantidade extensa de metabolitos
secundarios, frequentemente quando cultivados in vitro eles ndo expressam tamanha diversidade
de producdo. Através de sequenciamento, foi observado que muitos genes sdo inativados no
cultivo in vitro. Mudangas no meio e nas condi¢des de cultivo mostraram-se eficazes para que
um maior nimero de metabolitos secundarios fosse produzido (Romano et al., 2018). Entdo, a
fim de se aproximar as condi¢cdes ambientais, quanto ao substrato, no qual foi isolada a
Streptomyces sp. BRA-384 e, assim, incitar a produ¢do de mais moléculas, foi feito um meio
com suplementagdo do animal de onde isolou-se a cepa, o Palythoa caribaeorum. Entretanto,
em relacdo a composi¢ao do meio de cultura, o crescimento da cepa e rendimento do extrato foi
melhor no meio Al do que no meio EP (SWA suplementado com extrato de Palythoa
caribaeorum). Mesmo com a tentativa de aproximacao ao substrato de onde isolou-se a bactéria,
utilizando o extrato do cnidério, a quantidade de suplemento foi insuficiente para fornecer
nutrientes com capacidade para suprir a composi¢ao simploria do meio SWA. Nao € possivel
afirmar que o extrato foi desfavoravel a produgdo de um niimero maior de cromomicinas, apesar
do cromatograma revelar a existéncia de menos picos, identificou-se a CA6 e a CAS, além da
presenca de um pico proximo ao final da corrida que ndo ¢ muito aparente nos cromatogramas
de outros extratos, este portanto, pode ser de uma nova cromomicina. Através de novas analises
e isolamento desses picos pelo método de CLAE ¢ que essas perguntas poderdo ser respondidas.
Outra causa para a baixa produ¢do de cromomicinas pode ter sido um indculo bacteriano baixo,
desfavorecendo a produgdo minoritaria. Assim, este € um método que necessita de repeticdes
para que seja padronizado. Todavia, a quantidade excessiva de alguns nutrientes encontrados no
meio Al foi mais vantajosa para o crescimento bacteriano e para a quantidade de extrato.
Algumas dificuldades ainda sdo presentes na producdo em meio solido, como a separacdo da

biomassa, um importante fator para estudos de cinética.
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A figura 12 (pag. 41) mostra o cromatograma geral dos extratos A (fermentagdo da cepa
em meio liquido A1) e B (cultivo em meio s6lido A1 — LS-A1-Esp), em que se visualiza que na
primeira metade da corrida, aparecem picos que geralmente sdo contaminantes e que nesta
pesquisa sdo empecilhos para a obtengdo das cromomicinas. Uma das motivagdes de se chegar
em um método de cultivo em meio solido para a produgdo de cromomicinas foi justamente os
trabalhos anteriores com larga escala em meio liquido em que grande parte dos extratos, cerca
de 70%, eram compostos de impurezas. Isso gerava um gasto a mais com reagentes para a
obtencdo das substancias. Na larga escala em meio liquido sdo gastos em média 40 litros de
AcOEt para se obter 1 grama de extrato, porém esse extrato ¢ obtido com alto volume desses
picos que ndo interessam no isolamento das cromomicinas. Ja na larga escala em meio sélido,
em média 20 placas de 150 mm de didmetro, ¢ gasto 1 litro de AcOEt gerando um extrato de 150
mg, em média. Entretanto com melhor aproveitamento pela baixa quantidade dessas impurezas,
que representam cerca de apenas 10% dos extratos de cultivo em meio solido. Além dessas
questdes, o cultivo em meio solido ainda trouxe a grande vantagem no tempo de extragdo, que €

muito reduzido.

Os extratos advindos de fermentagdo em meio s6lido também foram separados em
relacdo ao estado da cultura no momento da extragdo, antes da esporulagdo e depois de
esporulada. Sabe-se que os enddsporos permitem que a bactéria sobreviva em condi¢des
adversas, sendo um estado latente do seu ciclo de vida. Os metabdlitos secundarios podem ser
produzidos pelas bactérias em momentos de competicdo por nutrientes ou como defesa,
precedendo a esporulacdo. Dessa forma, a extracdo apds a esporulacdo seria um importante
indicador para um possivel estado de laténcia da bactéria, em que hé liberagdo em alta quantidade
de metabolitos secundarios (Madigan et al., 2016). Com base nisto, esperou-se que mais picos
referentes a cromomicinas aparecessem (figura 13, LS-A1-Esp e SS-A1-Esp). Na verdade, s6 foi
detectada a presenga da cromomicina 02-3D nos extratos das culturas esporuladas, nos métodos
aqui aplicados. Porém nos extratos de culturas ndo esporuladas, observa-se a formagdo de um
pico entre 31 e 32 minutos que ndo foi identificado, podendo se tratar de uma nova

cromomicinas.

Trabalhos anteriores (Pinto et al., 2020) demonstraram que o cultivo, em meio liquido,
da cepa Streptomyces sp. BRA-384 resultou na produgdo de quatro cromomicinas, sendo trés
destas, substancias quimicas inéditas. O cromatograma (figura 15-A) do extrato bruto da larga

escala em meio solido determinou o isolamento de 16 substancias pelo CLAE, em que apenas 5
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sdo conhecidas (CAS, CA6, CA7, CA8 e DMCA®G). As 11 moléculas restantes correspondem a
cromomicinas pois exibem o perfil UV (Amax 410, 320, 280 e 235 nm) caracteristico dessa
classe. A identificagdo das estruturas quimicas serd realizada em breve, pelo método de
espectrometria de massas (NPPNS - FCFRP/USP) com o apoio do Prof. Dr. Norberto Peporine
Lopes ap06s o retorno regular das atividades (temporariamente comprometidas devido a pandemia

de COVID-19).

Pode-se afirmar que a otimizag¢@o das substancias de interesse foi bem-sucedida, isso
porque com base na figura 15-B (pag. 44) observamos um alto rendimento de moléculas isoladas.
A utilizagdo de 160 mg de extrato bruto LS-A1-Esp teve um rendimento de 14,9% de CAS, 6,8%
de P11, 6% de CA6, 4,3% da cromomicinas 02-3D, 2% da P7 € 0,8% da P15, sendo estas Gltimas
duas cromomicinas ainda ndo identificadas na literatura e com atividade antiproliferativa bem
interessante. Em dados numéricos, os rendimentos que se destacam sdo os 23,88 mg da CAS,
4,59 mg da CAS8, 9,59 mg da CA6 e 3,96 mg de CA7, cromomicinas conhecidas e que a partir
de agora, com o suprimento necessario das substancias, poderdo prosseguir para os estudos in
vivo. Em Pinto et al. (2020) o isolamento de cromomicinas a partir de 230 mg de extrato bruto
obtido através de cultivo em meio de cultura Al liquido resultou em 4,3% de CA®6, 2,4% de
CAS, 2% de CA7 e apenas 0,4% da CAS8. Assim, ¢ possivel afirmar o quao eficaz o isolamento

dessas moléculas a partir do cultivo microbiano em meio Al sélido €.

Quando se parte para a comparagdo do método otimizado de isolamento de substancias
discorrido no presente trabalho com o isolamento de substincias a partir de invertebrados
marinhos, esse sucesso ¢ ainda mais evidente. Wilke et al. (2009) isolou um total de 3,4 g de
diferentes fracdes a partir de 11,3 kg de Protopalythoa variabilis. Entretanto a fracdo mais
citotoxica (PV-Hex SIIS) teve um rendimento de 26,7 mg, o que representa 0,78% da quantidade
total de extrato produzido. Esse tipo de prospec¢do ainda possui a dificuldade no suprimento do
invertebrado, pois a aquicultura desses organismos apresenta além das limitagdes de espago e
tempo, ha também o fato de que esses organismos dificilmente possuem os mesmos fatores
ambientais e bioldgicos que em vida natural. Além disso, estudos de metabolomica de individuos
de P. caribaeorum isolados de diversos pontos do litoral brasileiro, inclusive da praia de

Paracuru/CE, ndo detectaram a presenca de cromomicinas nestes (Costa-Lotufo ef al., 2018).

Para a avaliag@o do efeito antiproliferativo em células de melanoma metastatico murino

(B16-F10), utilizou-se o ensaio da SRB. Este ¢ utilizado para estimar a densidade celular, por
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meio da mensuragdo da quantidade proteinas celulares totais e ndo depende do metabolismo

celular, de acordo com Skehan ef al., 1990.

Dentre os diversos tipos de cancer, pode-se destacar o cancer de pele, principalmente por
representar 30% de todos os canceres. O melanoma cutaneo ¢ um dos canceres de pele e recebe
esse nome por se originar nos melandcitos, células que produzem melanina (INCA, 2016). Ele
representa apenas 3% das neoplasias malignas do 6rgao, mas ¢ considerado o tumor cutaneo de
maior importancia, pois, se diagnosticado tardiamente, pode levar a 80% das mortes causadas
por cancer de pele (Grupo brasileiro de melanoma, 2017). Os melandcitos podem sofrer
alteracdes genotipicas e/ou fenotipicas. O melanoma pode surgir da pele normal ou de uma lesdo
pigmentada, e essas alteragcdes podem resultar do excesso de radiacdo solar, predisposi¢ao
genética, contato com substancias cancerigenas etc. Esse tipo de cancer, apesar de representar
poucas das neoplasias, ¢ o mais grave deles, pois tem alto potencial metastatico; ou seja,
facilmente ele pode colonizar outros 6rgdos do corpo (Oliveira, 2011). A linhagem B16 ¢ o
modelo de melanoma murino mais utilizado, conhecido por seu alto potencial metastatico e
susceptibilidade a destruicdo pelo sistema imune do hospedeiro. Uma linhagem amplamente
utilizada em laboratorios ¢ a F10 de melanoma B16, que ¢ muito agressiva e tem alta capacidade
de gerar metastase pulmonar (Silva et al., 2013). Fidler (1973) obteve as células B16-F10 ao
selecionar as células com maior capacidade de colonizar os pulmdes; uma linhagem de B16 foi
colhida de um tumor subcutaneo primério de um camundongo black, C57BL/6 e foi reproduzida
em meio de cultura. As células foram inoculadas no camundongo vérias vezes, até que se chegou

a linhagem B16-F10.

Tendo em vista a problematica do cancer melanoma, os testes com as cromomicinas
isoladas tiveram prosseguimento com o uso dessa linhagem celular. Os resultados mostraram
que todas as cromomicinas testadas foram altamente potentes, apresentando Clso até 50 ng/mL.
As mais potentes, CA8 e CAS, tiveram Clso de 0,0018 ng/mL e 0,012 ng/mL, respectivamente.
A CAS foi a mais potente dentre as testadas, o que despertou curiosidade ja que em trabalhos
anteriores do grupo, esta ndo apresentava uma atividade tdo alta, como as conhecidas de sua
classe, CAS e CA6. Essa atividade citotoxica maior do que a esperada, pode ter sido resultado
de uma pureza maior no isolamento ou possivel degradacdo das amostras de CAS8 testadas
anteriormente pelo nosso grupo. Outras cromomicinas que chamam atencao pela potente inibi¢cao
das células B16-F10 sdo P7 e P15, até entdo ndo identificadas, com Clso de 0,094 ng/mL e de

0,37 ng/mL, respectivamente.
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Guimaraes et al. (2014) discorrem, em seu trabalho, acerca do isolamento, por CLAE,
das cromomicinas A2, A3 e da desmetilcromomicina A2 do extrato derivado de uma cepa
distinta de Streptomyces sp. da utilizada nesse trabalho. A CA2 teve o efeito citotoxico testado
pelo método de MTT em testes de 24h, 48h e 72h em sete linhagens celulares, dentre elas, a
MALME-3M, linhagem de melanoma metastatico, foi uma das mais sensiveis com Clso > 400
nM no teste de 24h; 16,7 nM no de 48h e 18,7 nM no de 72h. E foi nessa mesma linhagem
tumoral que os testes tiveram prosseguimento, dessa forma, eles avaliaram o efeito da CA2 no
ciclo celular de MALME-3M, por citometria de fluxo em que notou-se o aumento significativo
o acimulo de células na fase G o/ G 1. Através da coloracdo May-Grumwald-Giemsa notou-se
alteracdes morfologicas similares a autofagossomos e posteriormente mais testes por citometria
de fluxo fortaleceram o achado dessa cromomicinas induzindo autofagia nas células de

melanoma MALME-3M.

Como visto, as cromomicinas, até entdo, constatadas neste trabalho sdo as mesmas
identificadas em Pinto ef al. (2020). A tabela 4 (pag. 48) mostra os valores de Clso, CIT e CLso
em nanoMolar (nM) obtidos com os ensaios do SRB em células B16-F10, estes mostraram que
a CAS8 foi a cromomicina mais potente, apresentando uma Clso baixissima < 0,001 nM. Pinto et
al. (2020) obtiveram Clso de 1,60 nM para a CA8 em células 501-mel, que sdo de melanoma
metastatico. Nesse caso, ha uma grande diferenca na poténcia da mesma substancia que pode ser
justificada pela degradagdo da amostra usada em trabalhos anteriores, assim como uma melhor
condi¢do de isolamento em CLAE dessas moléculas neste trabalho, movido pela expertise ganha
durante trabalhos envolvendo o isolamento dessa classe de moléculas pelo Dr. Francisco das
Chagas Pinto. De um modo geral, todas as cromomicinas conhecidas testadas neste trabalho
(CA5, CA6, CA7 e CAS) sao mais potentes do que as amostras testadas em Pinto et al. (2020).
No trabalho citado, a CAS foi a mais potente em todas as linhagens celulares testadas, tendo uma
Clso de 0,8 nM nas células de melanoma metastatico testadas, enquanto neste trabalho, a CAS

teve maior citotoxicidade com Clso de 0,002 nM.

Esses achados de citotoxicidade das cromomicinas também sdo corroborados por estudos
realizados por Sahm et al (2020), onde células de melanoma e adenocarcinoma foram tratadas
com uma variedade de concentracdes de CAS e CA6, por um tempo de 72h, sendo avaliadas pelo
ensaio do MTT. Independentemente das linhagens celulares, os valores de ICso obtidos para
ambas as moléculas estavam na faixa nM. As Clsoda CAS5 em linhagens de melanoma humano

variaram entre 0,3 ¢ 0,8 nM e entre 2,0 e 4,2 nM para a CA6. Outro achado do trabalho foi a
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conclusdo de que a cromomicinas A5 e A6 mostraram citotoxicidade contra células de
melanoma, carcinoma da mama e células de rabdomiossarcoma humano, canceres em que o
TBX2 possui papel importante na proliferag@o e sobrevivéncia. Os valores da Clsoda CAS foram
entre 0,3 a 0,8 nM na linhagem melanoma e 2,0 a 4,2 nM para CA6. Pettit et al. (2015) também
testou a CAS5 em um mini-painel de células em que obteve Clso entre 0,6 nM, em células de

cancer de mama (MCF-7) e 3,4 nM em células de cancer de célon (KM20L2).

A comparacdo entre a poténcia das cromomicinas conhecidas, CAS, CA6, CA7 e CAS,
em razao das demais substancias (Figura 17 A-D, pag. 49) mostrou a poténcia da CAS8 na escala
de quase 140 mil vezes mais alta do que o pico P4. Apesar disso, vale ressaltar que as
concentragdes testadas sdo baixas, na escala de nanograma por mililitro, por isso, mesmo a P4 ¢
considerada bastante citotoxica. A comparacdo através dos valores de Clso dessas moléculas
exibiu a relacdo entre a CA6 e a CAS8, em que a primeira foi 0,0003 vezes menos potente do que
a cromomicinas A8. Em todos os testes realizados nesse trabalho com essas amostras isoladas, a
CAG6 se mostrou a menos potente entre as conhecidas, porém Pinto et al. (2020) mostram a CA6
como a segunda mais potente dentre as testadas, novamente a diferenca na citotoxicidade pode
ser devido ao método de isolamento dessa substincia ou alguma degradagdo que ela possa ter
sofrido. J4 em relagdo a P15 e P7, as duas substancias t€ém poténcia comparavel a da CA6, sendo
a P15 mais citotoxica do que esta. Ademais, comparando-se estas duas substancias ndo
identificadas as demais substancias identificadas, a relagdo ganha diferenga. A CAS5 se mostrou
588 vezes mais potente que a P7 e 152 vezes mais potente que a P15, ja a CA7 exibiu poténcia
38 vezes mais alta que a P7 e quase 10 vezes mais do que a P15. Portanto, com os resultados das
analises de espectrometria de massas, serd possivel observar as diferencas e similaridades da
estrutura dessas substancias com as demais cromomicinas, principalmente com a CA6, que se

mostrou com atividade citotdxica parecida delas.

Espera-se que em breve essas substancias sejam caracterizadas, apés uma melhora na
situacdo da pandemia COVID-19, pelo método de espectrometria de massas. Espera-se que apds
o conhecimento da estrutura quimica das moléculas, um trabalho sobre estrutura-atividade possa

ser realizado.
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7. CONCLUSAO

O cultivo da cepa Streptomyces sp. BRA-384 em meio de cultura Al sélido foi o mais
vantajoso para o isolamento de cromomicinas por apresentar uma maior diversidade de
moléculas e alto rendimento de cromomicina A5, uma das mais potentes deste trabalho. O
isolamento de cromomicinas através de CLAE resultou em 16 cromomicinas, sendo que 5 delas
foram identificadas com base em dados de estudo anterior com esta cepa. As onze cromomicinas
com maior pureza (>90%) apresentaram concentracdes inibitorias média (Clso) muito baixas,
entre pM e nM, destacando-se a poténcia das CA8, CAS, CA6, CA7 e duas cromomicinas ainda
ndo identificadas, a P7 e a P15. A cultura da cepa BRA-384 em meio solido também ¢ mais
econdmica e requer menos e tempo e infraestrutura simples. O bom rendimento das substancias,

possibilita o suprimento para realiza¢do de estudos posteriores in vivo.
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