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RESUMO

Os micro-organismos, em particular as actinobaggérsdo conhecidos por
produzir um vasto numero de metabdlitos secundabasativos de interesse
farmacéutico. O objetivo deste estudo foi investiga atividades antimicrobiana e
citotoxica de metabdlitos secundarios produzidok etinobactéria ACTSM-9H
isolada da rizosfera déaullinia cupana Kunth de Maués - Amazonas. Para
identificacdo taxondmica da linhagem foram utilaadhs técnicas de caracterizacao
fenotipica e molecular. A producdo dos metabokwsundarios foi avaliada através da
fermentagdo em cultivo submerso utilizando faridBasoja como substrato e em meio
solido utilizando arroz. A atividade antimicrobiafth determinada através da técnica
de microdiluicdo em caldo, a citotoxicidade atrasdésmétodo do MTT e a atividade
hemolitica realizada frente a membrana plasmatiea edtrécitos murinos. A
actinobactéria foi identificada com®treptomyces hygroscopici®/5-5. No estudo
bioguiado para a avaliagdo das atividades antifi@na e citotoxica o extrato
metanolico da biomassa proveniente da fermentagicuttivo submerso apresentou
melhor atividade, sendo escolhido para ser pan@io corm-hexano, acetato de etila e
2-butanol. A prospeccao quimica indicou a preselecalcaldides, aclcares redutores e
saponinas nos extratos metandlico e fase butandlctase butandlica apresentou
atividades antimicrobiana e citotoxica, sendo traada. Quatro fracdes obtidas da fase
butandlica foram analisadas por bioautografia essgmtaram pelo menos um composto
com atividade frente &taphylococcuaureus A fracdo EB1 apontou a presenca de um
alcaldide (Rf 0,7) com atividade antimicrobiana b#@autografia. A atividade
antimicrobiana da fracdo EB1 mostrou valores da @Mais ou abaixo de 3,9 pg/mL
frente aos micro-organismos testados. Na ativided&dxica, a fracdo EB1 apresentou
valores da Ig frente as linhagens tumorais humanas HEp-2, HTNES;H292 e HL-
60, sempre menores ou iguais a doxorrubicina,zath como padrdo, sendo mais
seletividade para HL-60 com dg&de 0,009 pg/mL. Em conclusdo, os metabdlitos
produzidos porStreptomyces hygroscopic®¥/5-5 apresentaram potentes atividades
antimicrobiana e antitumoral, evidenciando a imgoweta de estudos futuros visando o
isolamento dos compostos responsaveis por estdaates

Palavras-chave: Streptomyces hygroscopicu$§75-5, Fermentacdo, Prospeccao

quimica, Alcalbides e Bioautografia.



ABSTRACT

The micro-organisms, particularly actinomyceteg, kamown to produce a large
number of bioactive secondary metabolites of phaeutical interest. The aim of this
study was to investigate the antimicrobial and i@ activities of secondary
metabolites produced by actinobacteria ACTSM-9Haisal from the rhizosphere of
Paullinia cupanaKunth Maués - Amazonas. For taxonomic identifmatof lineage
were used techniques for phenotypic and molectiaracterization. The production of
secondary metabolites was evaluated by submerdeaectermentation using soy flour
as substrate and on solid medium using rice. Agtiobial activity was determined by
microdilution broth, cytotoxicity by the MTT methahd hemolytic activity carried out
with the plasma membrane of murine erythrocyte® adtinobacteria was identified as
Streptomyces hygroscopicus S75-5. In bioguiadoystodevaluate antimicrobial and
cytotoxic activities of the methanol extract ob&dnfrom the fermentation of biomass
in submerged cultivation showed better activityingechosen to be partitioned with n-
hexane, ethyl acetate and 2-butanol. The chemicappcting indicated the presence of
alkaloids, saponins and reducing sugars in methaxrioacts and butanol phase. The
butanol phase showed antimicrobial and cytotoxiiviiies, being fractionated. Four
fractions obtained from the butanol phase wereyaedl by bioautography and had at
least one compound with activity agairStaphylococcus aureu3he fraction EB1
showed the presence of an alkaloid (Rf 0.7) withinaiorobial activity in the
bioautography. The antimicrobial activity of framti EB1 showed CMI values equal to
or below 3.9 pug/mL front to micro-organisms testiedcytotoxic activity, the fraction
EB1 showed I values front of human tumor cell lines HEp-2, HI-RICI-H292 and
HL-60, always less than or equal to doxorubicireduas standard, with more selectivity
for HL-60 with 1G, of 0.009 pg/mL. In conclusion, the metabolites duwed by
Streptomyces hygroscopicuS75-5 showed potent antimicrobial and antitumor
activities, highlighting the importance of futurdudies aimed at isolating the

compounds responsible for this activity.

Keywords: Streptomyces hygroscopic®¥5-5, Fermentation, Chemical prospecting,
Alkaloids and Bioautography.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais constituem uma fonte fundaehelat diversidade quimica
e representam um componente integrante do compéaditacéutico (FENICAL;
JENSEN, 2006). Mais de 100 novos produtos estdodesenvolvimento clinico,
especialmente como agentes anti-infecciosos ecanter (HAFIDH et al., 2009),
visando combater os micro-organismos resistentdsogas e a crescente ameaca de
morte causada por cancer (PERVAIZ, 2002; TALBO@&legt2006).

A producdo de compostos bioativos, como antibidticantitumorais, anti-
inflamatdrios, antivirais, antiparasitarios ou imsgaupressores sao produzidos na sua
maioria por micro-organismos, com destaque paradcsobactérias, seguida dos
fungos, cianobactérias e mixobactérias (OLANO; MEBYDSALAS, 2011).

As actinobactérias sdo um dos maiores e princkibisio dominio Bactéria, em
relacio ao numero e variedade de espécies idadtfic (STACKEBRANDT;
RAINEY; WARD-RAINEY, 1997). Este clado distinto deactérias Gram-positivas &
capaz de crescer em ambientes extremos, hostitiielqge (BALLAV; DASTAGER,;
KERKAR, 2012). Mais de 50% dos metabdlitos micrabi bioativos descobertos até
hoje produzidos pelas actinobactérias provém doergérstreptomyces micro-
organismo que mais produz metabdlito bioativo ergulo pela industria farmacéutica
(BUTLER, 2008; OLANO; MENDEZ; SALAS, 2011).

Pesquisas recentes mostram §treptomyces ramulos#sZ-SH-29 isolado do
solo do Egito produz um composto denominado verciamiA que apresenta atividade
antimicrobiana de amplo espectro (ATTA; HAROUN; KHAEA, 2011). Os
metabolitos secundarios produzidos p8treptomyces griseorubengolado de
sedimento marinho Chinés apresentam atividadeuamdiial contra adenocarcinoma
cervical humano, epidermdide oral humano e hepatimcana humano (YE et al.,
2009) eStreptomycesp. SUC1 isolado da raiz da plafi@us benjamingproduz o
composto denominado lansai A-D que apresenta atieicantitumoral e antifingica
(TUNTIWACHWUTTIKUL et al., 2008).

Devido a sua capacidade marcante de produzir ngtabsecundarios Uteis na
industria farmacéutica, as actinobactérias témidatrgada vez mais a atencdo de
taxonomistas, ecologos, agronomos, quimicos e dgndl@volucionarios (QUIN et al.,
2011).
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A Amazbnia é reconhecida como um dos principais i@antes ricos em
biodiversidade genética do planeta, mas esta rgéeatribuida apenas a diversidade
vegetal, algumas vezes a animal e quase nuncangcoeorganismos (ZILLI; VIEIRA,
NECHET, 2007). Segundo Azevedo et al. (2000) quanclmrem estudos sobre a
diversidade de micro-organismos, esses sado dessirmglantas medicinais e ao seu
solo. Ha poucos estudos sobre a ecologia microlamdantas com outro interesse e as
atividades biologicas que seus metabdlitos seciosdaodem apresentar.

A Paullinia cupana(Kunth) variedade sorbilis [(Mart.) Ducke] € umamia
nativa da regido Amazonica e popularmente conhexids guaranid (ANGELO et al.,
2008). As sementes representam o interesse pelanguairo, utilizadas na industria de
bebidas carbonatadas e, industrias de beneficianexiracdo e fabricacdo de xaropes
para bebidagKURI, 2008). O cultivo do guarana é exclusivamehbtasileiro, e os
estados do Amazonas e Bahia possuem a maior aaetagh do fruto nas suas
respectivas regides (IBGE, 2010).

Neste contexto, 0 interesse da pesquisa em ingestas atividades
antimicrobiana e citotoxica de metabdlitos secunddoroduzidos pela actinobactéria
ACTSM-9H isolada da rizosfera do Guaranazeiro deidda Amazonas é justificado
por ela ter sido isolada de um nicho ecoldgico ausstudado e pelo potencial que as
actinobactérias apresentam em produzir metabo#itasnicrobianos e antitumorais

Uteis para aplicacdo na medicina.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Investigar as atividades antimicrobiana e citotéxde metabdlitos secundarios
produzidos pela actinobactéria ACTSM-9H isoladaridasfera dePaullinia cupana
(Kunth) variedade sorbilis [(Mart.) Ducke] de Mauésmazonas.

2.2. Objetivos Especificos

- Identificar a actinobactéria em nivel de génegaspecie, através das técnicas classica

e molecular;

- Extrair os metabdlitos secundarios da fermentagémersa e sélida;

- Particionar o extrato bruto com melhor atividadm de determinar as classes de

compostos dos extratos e particdes selecionadas;

- Fracionar a particdo com melhor atividade pomatmgrafia em colungash

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratostds, particdes e fracdes, através da

determinacado da concentragdo minina inibitoria,;

- Avaliar o potencial citotoxico dos extratos, pgies e fracdes em células de linhagens

cancerigenas humanas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Antibidticos

Atualmente os antibiéticos sdo definidos como castgmnaturais ou sintéticos
capazes de inibir o crescimento ou causar a matenitro-organismos. Quando
causam a morte das bactérias sdo chamados baaemgiqguando promovem a inibicao
do crescimento microbiano, bacteriostaticos (CHANREES, 2003; GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010).

O termo antibiose foi proposto por Vuillemin em @8®ara definir o
antagonismo entre seres Vvivos, processo haturgelégdo onde um ser vivo destroi
outro para assegurar a sua sobrevivéncia. Issotgecumo desde o surgimento da era
bacteriana, em que certos germes ndo cresciam esenga de outros, conforme
assinalado por Pasteur e Joubert em 1877, nagsp@séncias com o bacilo do antrax
(RIBEIRO; PINTO; PEDROSA, 2009). O termo antibiétifoi proposto por Waksman
em 1942 e utilizado para definir substancias pri#iszpor seres vivos microscopicos,
capazes de agir em pequenas concentracdes sobre-amganismos patogénicos
(CLARDY; FISCHBACH; CURRIE, 2009; TAVARES, 2001).

A possibilidade de micro-organismos, como bactérsssem causadores de
processos infecciosos comecou a ser levantadacnmms€lX e cientistas como Robert
Koch identificaram micro-organismos responséveis goencas como tuberculose,
coOlera e febre tifdide. Nessa época, as pesquiaas @nduzidas na busca de agentes
quimicos que apresentassem atividade antimicrobf@#MARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010).

Em 1910, o pesquisador Paul Ehrlich no seu labooajantamente com o
quimico Alfred Bertheim e bacteriologista Sahachitata desenvolveram o primeiro
antibiético de origem sintética, o salvarsan, mediento usado contra sifilis, doenca
sexualmente transmissivel, endémica e quase irgunravepoca, causada pela bactéria
Treponema pallidiunfAMINOV, 2010).

Gerhard Domagk em 1935 descobriu que o corante elleomprontosil
sintetizado por Josef Klarer e Mietzsch Fritz apnésva atividade antibacteriaima
vivo contra infecgbes causadas por espécieStosptococcusO prontosil € um pro-
farmaco que originou uma nova classe de antibigtismtéticos, as sulfas ou

sulfonamidas, e constituiu a primeira classe dentageefetivos contra infeccdes
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sistémicas. Atualmente, as sulfas - sulfadiazinalfatsazol, sulfaguanidina e
sulfamerazina - s&o pouco usadas e apresentantresgecacao limitado (AMINOV,
2010; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; TAVARES, 2001

Mesmo com esses avancgos, 0 marco da quimioteraprabiana ocorreu em
1929 com a descoberta da penicilina pelo bidlogex&hder Fleming, observando em
placa de cultura que o fungBenicillium notatumproduzia substancia capaz de
controlar a proliferacdo bacteriana d&taphylococcus aureusNessa época sua
descoberta néo foi valorizada, apenas em 1941ltif@ada no tratamento de infeccbes
guando Florey e Chain deram continuidade aos estédatividade desse composto era
superior a das sulfas, antimicrobiano utilizadotanedpoca. Fleming foi um dos
primeiros que alertou sobre o potencial de resi&éh penicilina se for consumida em
quantidade muito pequena ou durante um periodoonsuito do tratamento. Com sua
descoberta, motivou uma nova frente de pesquisdsisza de antibidticos a partir de
culturas de micro-organismos, especialmente fungoactinobactérias (AMINOV,
2010; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; SAGA; YAMAGUWIT, 2009;
SYKES, 2001; TAVARES, 2001).

O professor Selman Waksman, da Universidade Ruytoesirado em Fleming
junto com outros cientistas conseguiram isolar asudntibiéticos novos a partir das
actinobactérias. Em 1940, Waksman e Woodruff degemb as actinomicinas, um
membro deste grupo € a actinomicina D que foi upatda combater o tumor de Wilms
em criancas (DEMAIN, 2006).

O primeiro antibiotico descoberto a partir 8geptomyces$oi a estreptomicina
em 1944, com atividade contiycobacterium tuberculosisbactéria causadora da
tuberculose e, desde esse tempo muito esforcoitkeniesto na triagem de antibidticos
a partir desse género (CHAMBERGS, 2003; CWALA,; IGBISA; OKOH, 2011).

Lechevalier e Waksman em 1948 descobriram a neoajiom aminoglicosideo
produzido porStreptomyces fradiaasado como antibacteriano tépico e, em 1953, a
candicidina, um polieno produzido peBireptomyces griseudilizado como produto
antifungico tépico (DEMAIN, 2006).

Praticamente todas as classes de antibiéticos sisadgpeuticamente até hoje
foram descobertas entre as décadas de 1940-198teaida como a “Era de Ouro dos
Antibi6ticos” e proveniente da triagem de produt@gurais microbianos (BERDY,
2005). A maioria deles, entre os anos 1940-196&mnmeeficazes no tratamento de

bactérias Gram-positivas: B-lactamicos (cefalosporina), aminoglicosideos
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(estreptomicina), tetraciclinas (clortetraciclin@)acrolideos (eritromicina), peptideos
(vancomicina) e outros (cloranfenicalfamicina B, clindamicina e polimixina). Nesse
periodo apenas trés derivados sintéticos foranoda#idos no mercado: isoniazida,
trimetropim e metronidazol (GUIMARAES; MOMESSO; POP2010).

A descoberta de novas estirpes Steeptomycesem diminuido ao longo dos
anos, e com isso a probabilidade da descobertandenavo antibiético também
(CWALA; IGBINOSA; OKOH, 2011). O numero de medicam@s novos colocados
no mercado esta diminuindo (SAGA; YAMAGUCHI, 2009esde 2000, poucos
antibiéticos foram introduzidos para a terapéuta#imicrobiana. Em 2001, por
exemplo, foi introduzido no mercado farmacéuticersgs a linezolida, um antibiotico
de origem sintética da classe das oxazolidinonaiNBRAES; MOMESSO; PUPO,
2010).

3.1.1. Resisténcia Microbiana

Frequentemente utilizados para melhorar uma inéeesgecifica, os antibiotico
usados em situacdes terapéuticas n&o indicadasa aams elevado aumento no
aparecimento de bactérias resistentes provocandaesncdo da eficacia dos mesmos,
aumento da necessidade de consultas médicas, egkampementares de diagnostico,
prescricdo de medicamentos adicionais e até iri@onhospitalar (RIBEIRO; PINTO;
PEDROSA, 2009).

O desenvolvimento de resisténcia a multiplas drégas) problema importante
no tratamento de doencas infecciosas causadas @oD-onganismos patogénicos
(VIMAL; RAJAN; KANNABIRAN, 2009). Atualmente, as dencas infecciosas sao
uma das principais causas de morte no mundo, epeslo 25% de todas as mortes
(13,3 milhdes). Segundo a Sociedade Americana s Infecciosas, cerca de 2
milhdes de infec¢des resistentes a drogas sdocadakta cada ano, ocasionando
aumento de custos para o sistema de saude (34edildé dolares por ano)
(MAHAJAN; BALACHANDRAN, 2012).

O estudo da resisténcia bacteriana geralmente eadi@sem micro-organismos
de importancia epidemioldgica, tais corStaphylococcus aureug&scherichia coli
Pseudomonas aeruginosa fungos leveduriformes, responsaveis por difesente
processos infecciosos tanto em pacientes imunodemtps quanto em pacientes

imunodeprimidos (ANTUNES et al.,, 2006). Por exemp® aureusresistente a
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meticilina (também conhecido como MRSA - MethicillesistantS. aureus € uma
bactéria muito propagada em ambientes hospitataresse tornou resistente a varios
antibioticos e devido a sua resisténcia crescertbaénada de super-bactéria (CCD,
2011). Infeccdes causadas por MRSA estédo assoaadosima taxa de mortalidade de
15-60% (HEMACHANDRAN, 2011). De acordo com o centpara Controle e
Prevencdo de Doencas dos EUA (CDC), infecgbes dassaor Staphylococcus
ocasiona mais o6bito nos EUA do que a AIDS (MAHAJABALACHANDRAN,
2012).

A evolucdo da resisténcia aos antibidticos por mgnbes patdgenos humanos
tornou os antibidticos originais (penicilina, eptammicina, cloranfenicol e tetraciclinas)
e a maioria dos seus sucessores ineficazes (CLARIBGHBACH; CURRIE, 2009).

3.2. Caracteristicas Gerais das Actinobactérias

As actinobactérias, também denominadas actinonsicétmam originalmente
consideradas um grupo intermediario entre bactéeasungos, mas agora sao
reconhecidas como organismos procariéticos (OGUNNRYD 2008). Sao bactérias
Gram-positivas apresentando parede celular formpdls isbmeros do acido
diaminopimélico (LL-DAP ou Meso-DAP), &cido diaminksina, acido diamino
ornitina ou acido diaminobutirico (ANDERSON; WELLBYON, 2001;
LECHEVALIER; LECHEVAILIER, 1967). Diferem das outsaactérias por crescerem
lentamente (ARAUJO, 1998) e por seus diversos géneroduzirem um grande
namero de metabdlitos com interesse cientifico elasgcadas passadas (BALLAV;
DASTAGER; KERKAR, 2012).

Taxonomicamente, as actinobactérias sao classcadentro da classe
Actinobacteria, representada por 6 ordens, 39 iamill39 géneros e centenas de
espécies, onde o0s géneros mais conhecidos A&tinomyces Arthrobacter
Bifidobacterium  Butyrivibrio, Corynebacterium  Frankia, Micrococcus
MicromonosporaMycobacteriumNocardig Rhodococcusg Streptomyce§GARRITY;
BELL; LILBURN, 2004; LACAZ et al., 2002). Segundoexitura et al. (2007), as
actinobactérias sdo caracterizadas por apresentareaito conteado de G+C (guanina
+ citosina) no seu DNA, ond€orynebacteriumapresenta 51% desse par de bases
nitrogenadas no seu genoma, enqué&némkia e Streptomycemais de 70%. O genoma

do patogénicdropheryma whipple¢ uma excec¢éo, com menos de 50%.
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O crescimento das actinobactérias é caracterizada formacdo de hifas
ramificadas que dao origem a um micélio tipico, guaicelular durante a fase inicial
de crescimento. O micélio vegetativo se desenvalvanterior do substrato, sendo
responsavel pela sustentacdo e adsorcdo de nesri€ute ocorre através da liberacéo
de enzimas extracelulares que degradam composi@zadds na sua alimentacao.
Enquanto, o micélio aéreo se projeta na superfildesubstrato, com aparéncia
aveludada constituindo o micélio reprodutivo quéigerencia para formar os corpos de
frutificacdo ou propagulos (CHATER, 2006; MAHAJABALACHANDRAN 2012;
PEREIRA, 2010).

Em Streptomyceso crescimento se inicia com a germinacdo do espprando
este encontra condicbes favoraveis de temperatunaitrgentes, formando o tubo
germinativo que cresce por extensdo da ponta dangem a hifa vegetativa, esta se
ramifica formando o micélio vegetativo. Em respoataliminuicdo de nutrientes e
outros sinais ocorrem o crescimento da hifa aétea quebra a tensdo superficial,
escapando do ambiente aquoso onde se encontraétiomiegetativo. Essa hifa do
micélio aéreo se diferencia originando a cadei@gpmros que é desencadeada com a
formacao simultédnea de septos na hifa aérea. efaliidio de esporos fecha um ciclo de
crescimento, chamado polarizado devido ao fatoddas hifas (vegetativa e aérea)
emergirem de um esporo (Figura 1) (FLARDH; BUTTNER)09; LANCINI;
LORENZETTI, 1993; SHINICH et al., 1997).

A formacédo de esporos em alguns géneros das aatitéolas podem variar de
zodsporos moéveis a propagulos especializados (GNIPTA, 2005). S&o produzidos
em grande numero onde cada um tem potencial geimunarescendo um novo
organismo (PELCZAR et al., 1997). EStreptomyces caracteritico artrosporos;
Thermoactinomycesenddsporos;Micromonospora aleuriésporos;Actinoplanaceage
GeodermatophilusKitasatoa e Oerskovia zodsporos moveis (ENSING, 1978). A
maioria dos géneros se reproduz pela formagdo fderas esporangiosporos ou
conidiésporos.Nocardia por exemplo, se reproduz por fragmentacdo daas hif
(FLARD; BUTTNER, 2009). Os esporos contribuem parareservacao da espécie,
mesmos nao resistindo ao calor, resistem as def&scaajudando as espécies a
sobreviverem no periodo da estiagem (VENTURA e2807).
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Maturacdo do esporo —

Esporulacdo especifica — Dispersdo do esporo

Formacao do septo _

Formacao da célula hifal espiral

Hifa aérea

Esporo

do

AN

germinativo Hifa vegetativa

Figura 1. Ciclo de vida doStreptomyces coelicolo(adaptado de FLARDH; BUTTNER, 2009;
CHATER; MERRICK, 1979).

A producdo dos metabdlitos secundarios pelas d&etérias no meio solido
ocorre durante o crescimento do micélio aéreo, asdmlbnias presentes nesse micelio
sdo capazes de produzir pigmentos que podem sestakas no meio (CHATER,;
HORINOUCHI, 2003; BIBB, 2005). Geralmente em coldég laboratoriais,
dependendo do meio de cultura utilizad8treptomycesapresenta um bom
desenvolvimento do micélio aéreo, enquahtocardia o micélio aéreo pode ser
completamente ausente ou constituido por poucosrtescfilamentos (MAHAJAN,;
BALACHANDRAN 2012). Os metabdlitos secundérios séibstancias essenciais para
crescimento, desenvolvimento e reproducédo dos meigganismos, produzidos no final
da fase exponencial do ciclo de crescimento e pientes dos metabdlitos primarios
envolvidos na producao de biomassa e geracéo dgi@(@EMAIN, 1992).

A maioria das espécies das actinobactérias é aerpbdendo ser facultativa,
microaerofila ou anaerdbia obrigatoria (KENNEDYagt 1999; LACAZ et al, 2002).
Na maioria das vezes sd@o mesdfilas (£2a 37 'C) e crescem em pH neutro
(GOODFELLOW; WILLIAMS, 1983), porém existem actirexiérias termofilicas,
haléfilas e acidofilas (ALBRECHT; KAMPFER, 2000; RAREZ; SERRANO;
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SANDORVAL, 2006; ZAKALYUKINA; ZENOVA; ZVYAGINTSEV, 2002).
Apresentam um metabolismo variavel, podem ser fid, heterotrofica ou
quimiotrofica, o que possibilita a utilizacdo deitas fontes de energia (KENNEDY,
1999). A morfologia das actinobactérias varia confo 0 género, por exemplo, em
Arthrobacter e Rhodococcudorma de cocobaciloMicrococccts, cocoide;Nocardia
fragmentacdo de hifas ®treptomycesaltamente diferenciadas em micélio ramificado
(LETEK et al., 2012).

Dentro do grupo das actinobactérias ocorrem génmos diferentes habitats,
habitantes do sold{reptomycespp.); comensais da plantae({fsoniaspp.); fixadores
de nitrogénio simbiontes F(ankia spp.); presentes no trato gastrointestinal
(Bifidobacterium spp.); e alguns patdégenos de animais, plantas earmsn com
destaque as espécies de interesse médico cdyapbacterium tuberculosis
Mycobacterium lepraeNocardia asteroidesTropheryma whippleiCorynebacterium
diphtheriae e Propionibacterium acngsos agentes causadores da tuberculose,
hanseniase, nocardiose (infeccdo pulmonar gravepaoientes imunodeficientes),
doenca de Whipplei, difteria e acne, respectivam@iETEK et al., 2012; VENTURA
et al., 2007).

As actinobactérias apresentam varias propriedasiefdfjicas,como a producéo
de numerosas enzimas extracelulares de interedsstiiial, por exemplo, amilases,
lignases, lipases, pectinases, quitinases e xdéanadém de milhares de produtos
metabdlicos, muitos desses antibidticos, como w©feracol, estreptomicina,
eritromicina, neomicina, nistatina e tetraciclinagentes antitumorais; aminoacidos e
vitaminas (PETROVA; VLAHOV, 2006; SEMEDO et al, @0
SIVARAMKRISHNA; MAHAJAN, 2009; VENTURA et al., 200y Outras atividades
benéficas das actinobactérias estdo relacionasgasaagricultura e silvicultura devido
sua atividade como agentes no controle biologigalamdo doencgas fungicas (ATLAS,
2004).

Encontramos as actinobactérias em uma diversidadeatitats, que incluem
plantas, isolada principalmente de folhas e raig@ddAO et al.,, 2011), solo
(MEHRAVAR, SARDARIL, OWLIA, 2010), rizosfera (VASCRCELLOS et al.,
2010), areia de praia (SUZUKI; NAGALI; SUZUKI, 1994eserto (NOROVSUREN
et al., 2007), mangue (YU et al.,, 2010), pasto (LEEHWANG, 2002), insetos
(KALTENPOTH et al., 2005), sistemas marinhos (REYMAJAYAKUMAR, 2008),
organismos marinhos (ZHENG et al., 2000) e gel@EDDY et al., 2009).
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O solo é o habitat mais comum dessas bactériasdiitosas, sendo abundante
na rizosfera, regido do solo influenciada pelasesata planta onde ocorre uma grande
diversidade de micro-organismos, especialmente reergéStreptomycegBENIZRI;
BAUDOIN; GUCKERT, 2001) que estimula a producadfittthormonio, participa dos
ciclos biogeoquimicos e contribui para fertilidattesolo através da remoc¢éo de toxinas
(CARDOSO; FREITAS, 1992). Acredita-se que ocorraff 1 10° esporos de
actinobactéria por grama de solo (GONZALEZ et2005).

3.2.1. Identificagéo das Actinobactérias

Na identificacdo das actinobactérias sdo observatasteristicas morfoldgicas,
como a cor do micélio e a producdo de esporos (LEOALIER, 1989). Quando as
actinobactérias formam esporos observa-se tipo,eraira arranjo da cadeia desses
esporos, emMicromonosporae Thermomonosporaos esporos sao reunidos; em
Microbispora em pares longitudinaiS§treptomycessporos em cadeia espiral, retas ou
verticiladas; emActinoplanese Streptosporangioesporos dentro de um esporangio. O
uso do microscopio eletrénico traz algumas infoieacadicionais sobre a superficie
dos esporos, se € lisa, enrugada, espinhosa oudéelBULL, 2004; OLIVEIRA,
2003).

A composicdo da parede celular pode ser utilizaala mliferenciar alguns
géneros de actinobactérias (STACKEBRANDT; RAINEYARD-RAINEY, 1997),
assim como os resultados de provas bioquimicasieldfjicas onde é avaliada a
utilizacdo de diferentes fontes de carbono e réimay resisténcia a antibidticos,
producdo de enzimas extracelulars e testes demmetd em diferentes concentracdes
de sais, temperatura e pH (WILLIANS et al., 19&3}sas analises geralmente levam a
caracterizagdo das actinobactérias até o niveéderg, em alguns casos pode ocorrer a
identificacdo da espécie (LECHEVALIER, 1989).

Técnicas baseadas em biologia molecular represamt@nforma mais rapida e
precisa no processo de identificacdo das actinébast(COOK; MEYERS, 2003). A
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) € uma técoimamuitas aplicacdes em
Ciéncias Biologicas, definida como um métouo vitro que amplifica o material
genético, a partir de uma pequena quantidade de acicléico obtendo-se, dentro de
poucas horas, uma grande quantidade de um fragrespécifico de DNA, de tamanho
e sequéncia definida (MULLIS; FALOONA, 1987; MULLIS1990). Para isso
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acontecer, primers (oligonucleotideos iniciadoseshibridizam com fitas opostas, em
regides que flanqueiam o segmento a ser amplificadeiclos repetitivos de
desnaturacdo do DNA, anelamento dos oligonicleosidaiciadores e extensao pela
DNA polimerase acontecem (Figura 2) (RODRIGUES 600

v
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g g P g g gty 4y cadeia de DNA
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Extensdo da cadeia pela
DNA polimerase

Figura 2. Principio da reacdo em cadeia da polimerase, pég @s ciclos de amplificacdo sdo criadas
multiplas copias da seqiiéncia a ser analisadat@dtage VIERSTRAETE, 1999).

A combinacdo da técnica de PCR com o sequenciantentcidos nucléicos
vem promovendo a identificacdo de muitas espéceesmitro-organismos e suas
relacdes filogenéticas (DEVEREUX; HINES; STAHL, B)9Atualmente, a andlise da
sequéncia do gene 16S do DNAr vem sendo utilizada sucesso na identificacao de
Streptomycesyan et al. (2011) identificaram actinobactériamthantes na rizosfera de
cultivo continuo com amendoim - con®treptomyces violaceoruhe®. flaveusS.
panaciterrag@ S. achromogenesS. pseudogriseoluysS. cellulosaee S. aureus-
utilizando as sequéncias do gene 16S do DNAr. Uwrtanabactéria isolada do
sedimento marinho chinés foi identificada co8toeptomyces griseorubenslizando a
técnica de PCR para amplificar a regido 16S do Ddohn os oligonucleotideos 5-27f e
1542-1522r (YE et al., 2009).
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3.3. Atividades Bioldgicas de Metabdlitos das Actobactérias

Desde tempos imemoriais, 0os produtos naturais 8Brados no tratamento e
prevencdo de doencas humanas (BAKER et al., 206§oeprovenientes de varias
fontes, como exemplo, plantas, micro-organismogjamsmos marinhos, animais
vertebrados e invertebrados (NEWMAN; CRAGG; SNADERQO, 2003). Baseado
em observacdes empiricas e folcloricas, os extrdeogprodutos naturais foram os
primeiros, e por um longo periodo de tempo, osasmimedicamentos disponiveis para a
humanidade (GANESAN, 2008). A natureza age comoreservatorio de novas e
potenciais moléculas bioativas para serem des@sbert utilizadas na terapéutica
(KAVITHA et al., 2010).

Uma revisdo de Newman e Cragg (2007) apresentou listaade todos os
farmacos desenvolvidos e aprovados pela FBdod and Drug Administratignentre
0s anos de 1981 a 2006 e concluiu que um signifecaitiimero desses farmacos sao
produtos naturais produzidos por micro-organismopeala interacao dele com o local
em que foi isolado. Os extratos microbianos reptese uma fonte valiosa de diversas
moléculas, onde muitos esforcos na descoberta Massdeculas tém levado ao
isolamento de varias drogas importantes (CLARDY)720

Segundo Selvameenal; Radhakrishnan; Balaguruna2@@9) dos 22.500
metabolitos secundarios bioativos extraidos a rpdei micro-organismos cerca de
16.500 compostos mostram atividades antibiéticastétotal de metabdlitos bioativos,
10.100 (44,8%) sao produzidos por actinobactéasodiais 7.630 sdo provenientes de
Streptomyceg 2.470 provenientes de outros grupos de actitéfias, enquanto 8550
(38%) sdo compostos bioativos produzidos por furg@850 (17,2%) por bactérias
unicelulares (DEMAIN; SANCHEZ, 2009) (Figura 3). d8s metabdlitos tém um
grande efeito sobre a nutricdo, saude e economiaogsa sociedade. Muitas vezes
apresentam estruturas pouco comuns e sua formag@ulédda por nutrientes, taxa de
crescimento, controle de feedback, enzimas devagdd e inducdo (BIBB, 2005;
DEMAIN, 1998).

Os compostos bioativos podem ser trazidos par® deisrés diferentes formas:
a molécula bioativa é produzida diretamente ponéstacéo; o produto de fermentagéo
€ usado como material de partida para a modificagd@mica subsequente
(derivatizac&o); ou ainda, a molécula é utilizadmo composto “lead” para a sintese

quimica. A composi¢cdo quimica dos compostos bioatile origem microbiana é
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muitas vezes complexa, incluindo diversidades estgrimicas que em muitos casos,
torna dificil a sintese quimica (THOMAS et al., 2D1

Figura 3. Distribuicdo dos micro-organismos produtores degalmlitos secundarios bioativos (adaptado
de DEMAIN e SANCHEZ, 2009, SELVAMEENAL; RADHAKRISHAN; BALAGURUNATHA,
2009).

A extragdo a partir de fontes naturais apresegianas desvantagens, como a
variacdo sazonal e possiveis problemas ecologivesivedos com a extracdo, pondo
em risco a obtencdo de tais compostos (BICAS; DE)j PASTORE, 2009). O uso
de técnicas biotecnologicas, como a manipulacd@eaies dos micro-organismos,
surgem como alternativas promissoras na resolueate groblema (BORGES et al.,
20009).

Alguns exemplos de produtos naturais obtidos a patiactinobactérias e seu

potencial nas arenas farmacéuticas e agroquimdcas s

3.3.1. Atividade Antibacteriana

Um antibidtico glicopeptideo, isolado a partir @éanfientacdo déctinomadura
A40926, além de inibir bactérias Gram-positivasnioiito ativo contra isolados clinicos
deNeisseria gonorrhoea&ua atividade foi semelhante a outros glicopepsgdcomo a
vancomicina e teicoplanina (GOLDSTEIN et al., 1987)

Outra substancia com atividade antibacteriana,glarente purificada P3-1, foi
obtida a partir deStreptomycesp. N°87. Essa substancia mostrou atividade contra
diversas espécies de agentes patogénicos, incliiadi#rias Gram-positivas, como
Bacillus cereusB. subtilis B. megateriumStaphylococcus aureu$. epidermidise
Gram-negativas, Klebsiella pneumonige Salmonella typhi Vibrio cholerae e
Xanthomonasp (CHAROENSOPHARA et al., 2008).
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Chenomicina A, um novo antibiético anguciclinone&nt atividade contra
Bacillus subtilise Enterococcus faeciurfoi extraido a partir do caldo da cultura de
Nocardia mediterranesubsp.kanglensisl747-64. A estrutura quimica (Figura 4) foi

determinada depois de uma analise espectroscogtiathalda (SUN et al., 2007).
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Figura 4. Estrutura da Chenomicina A (SUN et al., 2007).

3.3.2. Atividade Antifungica

Metabdlitos extraidos com éter de petroleo da ¢epEardiopsissp. VITSVKS
(FJ973467) apresentaram atividade antifungica adxgpergillus nigerA. fumigatuse
A. flavus Os metabdlitos extraidos com cloroformio foramisrativos paraCandida
krusej C. tropicans eC. albicans(VIMAL; RAJAN; KANNABIRAN, 2009).

Recentemente, metabdlitos provenientesStteptomycespp. (Sp-1 e Sp-2)
isolados de solos paraibanos também apresentarandadé antiflugica contra
Aspergilus niger A. fumigatus Trichophyton rubrume T. inkin (OLIVEIRA et al.,
2010).

Um macrolideo de 32 membros, chamado brasilinolidé@éigura 5) foi isolado
a partir do caldo de fermentacdo Necardia brasiliensisIFM0406 e apresentou
atividade contraAspergillus niger (TANAKA et al., 1997). Outro antibiético
macrolideo, oligomicina A, isolado a partir 8&eptomyces libarapresentou atividade
contra fungos patogénicos de plantas, comBotrytis cinerea Cladosporium
cucumerinume C. lagenarium Sua eficacia foi semelhante ao metalaxil cloootile
triciclazol (KIM; MOON; HWANG, 1999).
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Figura 5. Estrutura do Brasilinolideo A (TANAKA et al., 1997

3.3.3. Atividade Citotdxica

O antibidtico anguciclinone, chemomicina A, extmidb caldo da cultura de
Nocardia mediterraneisubsp. kanglensis 1747-64, além da atividade bacteriana
apresenta citotoxicidade contra linhagens de cghlgstumores humano como HCT-116
(cancer colorretal) e YES-2 (carcinoma de esof@goN et al., 2007).

Victomicina (XK 49-1-B-2) €é um antibioético isoladoa partir de
Streptosporangium violacesubsp. chromogenesque pertencente ao grupo de
antibiéticos fleomicina-bleomicina com atividade tibacteriana e antitumoral
(KAWAMOTO et al., 1975).

Sete novos macrolideos, designados pladienolide@sn extraidos a partir da
fermentacdo deStreptomyces plutensi§lER-11107. Seis destes novos macrolideos
apresentaram atividade inibidorada contra a linfmdeimana U251 (glioblastoma
multiforme - tumor maligno mais comum do Sistemavdso Central) (SAKAI et al.,
2004). Igualmente, Shaaban et al. (2011) isolardann@vos compostos denominados
landomicina P-W, juntamente com outros 10 angumcle conhecidos, a partir da
fermentacdo destreptomyces cyanogen®136. Todos oS compostos apresentaram
atividade em linhagens de cancer mama (MCF7 e MIBAZd1)

Compostos denominados retimicina, galtamicina Bgeigiamicina Z (Figura 6)
foram isolados a partir da estirpdicromonosporaTU6368 e mostraram efeitos
citostaticos para varias linhagens de células tamohumanas, como HMO2
(adenocarcinoma gastrico), MCF-7 (carcinoma da mamaHepG2 (carcinoma
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hepatocelular). O composto saquaiamicina Z tamk&mastrou ativo contra bactérias
Gram-positivas (ANTAL et al., 2005).
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Figura 6. Estrutura da Retimicina (1), Galtamicina B (2)ag@iamicina Z (3) (ANTAL et al., 2005).

3.3.4. Atividade Antioxidante

Pesquisas realizadas por WU et al. (2009) com t&Aobactérias endofiticas
isoladas de trés plantas medicinafg)nona squamosaCamptotheca acuminade
Taxus chinensjsmostraram que 10,7% dessas actinobactérias apaem® além da
atividade citotoxica, atividade antioxidante.

Os metabdlitos de duas espéciesStteptomycessolados do solo de colinas da
costa oeste da india foram extraidos com butarasatiados utilizando os ensaios de
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radical livre DPPH (2-difenil-1-picril-hidrazil) e Fé* reduzido. Os extratos mostraram
atividade antioxidante dose-dependente (KEKUDA; 8H@; ONKARAPPA, 2010).

O extrato acetoetilico também S&eptomycesp. isolado da rizosfera da planta
medicinal chineseRhizoma curcumakongae, apresentou atividade antioxidante contra
os radicais livres DPPH e ABTS [acido 2,2-azino{Bitilbenzotiazolina-6-
sulfénico)] (ZHONG et al., 2011).

3.3.5. Atividade Antiviral

Um antibidtico poliéter denominado SF2487 foi islWlade Actinomadurasp.
SF2487 apresentando fraca atividade contra bastdBe@m-positivas e exibindo
atividade antiviraln vitro contra o virus influenza (HATSU et al., 1990).

O sobrenadante da cultura, extratos e fracoestotpee606 isolada de um solo
tropical Brasileiro e classificada comS8treptomycessp. apresentaram atividade
antimicrobiana, onde a fragcdo metandlica apresezieMada atividade antiviral contra o
virus herpes simplex 1 (HSV-1) em células HEp-2 @ncentracdo néo citotoxica
(SACRAMENTO et al., 2004).

Um estudo determinou a eficacia de 20 isolados afi@abactérias marinhas
contra o virus que causa a doenca da mancha beamazamardes peneideos. Essas
actinobactérias foram disponibilizadas como ad#timbmentares para as pos-larvas do
camaréo-tigre-pretoPenaeus monoddronde seis isolados mostraram-se candidatos
potenciais para estudo posterior (KUMAR; PHILIP; MCTHAKUTTY, 2006).

3.3.6. Atividade Anti-inflamatoria

Os sobrenadantes de varias culturas das actinolbacigoladas do solo foram
extraidas com acetato de etila e esses extratagdem vivo utilizando o ensaio edema
de orelha induzido pelo 6leo de croton e acido wddmico em ratos. O extrato com
melhor atividade antiedematogénica foi proveniatgeStreptomycesp. MT 2705-4,
quando fracionado esse extrato resultou no isolam@a dianemicina, um composto
poliéter com potente atividade anti-inflamatori&B et al., 1997).

A acao anti-inflamatérian vitro dos compostos 5,7-dimetoxi-4-fenilcumarina e
5,7-dimetoxi-4-p-metéxi-fenilcumarina produzidos r p&treptomyces aureofaciens

CMUAC130 foi investigada sobre a formacédo de oxidtdco (NO), protaglandina E2
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(PGE2), fator de necrose tumoral (TNF; interleucinas (IL-6 e IL{1), e também em
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e ciclo-ositase-2 (COX-2) em macrofagos
murino (células RAW 264.7) estimulados por lipogséicarideo (LPS). Os dados
obtidos mostraram o efeito inibitério dose-depetelé RAECHOWISAN et al., 2007).

3.3.7. Atividade Antiparasitéria

Streptomycessp. isolado de esponjas do Mediterraneo produztalndlitos
secundarios com atividade antiprotozoaria. O estinlmmonitorado levou ao
isolamento e purificagdo de trés compostos conbsdiffigura 7), a valinomicina, a
estaurosporina e o butenolideo, que apresentaraas ratividades contreishmania
major e Trypanosoma brucei brucekste foi o primeiro relato do isolamento da
valinomicina a partir de uma fonte marinha (PIMENTFELARDO et al., 2010).
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Figura 7. Estrutura da Valinomicina (1), Estauroporina (Bwenolideo (3) (PIMENTEL-ELARDO et
al, 2010).

A ivermectina produzida pelStreptomyces avermectinidescoberto no Japéo

no inicio dos anos 1970 apresentou posteriorment@asn atividades, como anti-
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helmintica e antiprotozoaria frente a agentes ckea da malaria (KITA; SHIOMI,
OMURA, 2007) e oStreptoverticillium albireticuliisolado do solo de um campo na
Australia apresentou forte atividade nematicidatreo@aenorhabditis elegan@ARK

et al., 2002).

3.3.8. Atividade Inseticida

O extrato acetatoetilico obtido a partir da cultdesStreptomycesp. KN-0647
apresentou inibicdo do crescimento de insetos patogs, comdSpodoptera exigya
Dendrolimus punctatys$lutella xylostella Aphis glycines Culex pipiensO composto
ativo foi isolado e identificado como quinomicina (Rigura 8). Este foi o primeiro

relato sobre a atividade inseticida do antibiotjamomicina A (LIU et al., 2008).

Figura 8. Estrutura da Quinimicina A (LIU et al, 2008).

Actinoplanes philippinensié\. missouriensig Streptomyces clavuligerderam
isolados do solo dos Emirados Arabes Unidos e iselados por produzirem grande
qguatidade da enzima quitinases. A atividade quitina dos trés isolados foi testada
contra o inset®rosophila melanogasteconhecido como moscas-das-frutas. O género
Actinoplanesmostrou a mais baixa percentagem de formacaougms{GADELHAK;
EL-TARABILY; AL-KAABI, 2005).

Foram isoladas 27 actinobactérias do solo do deskertdiferentes regides do
Egito e testadas para producdo de agentes ingeticahtra as larvas no terceiro estadio
do mosquitaCulex pipiensMetabdlitos de sete isolados causaram 100% dalidade

e foram identificados com®treptomyces fungicidicuS. griseusS. albusS. rochei S.
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violaceus S. alboflavuse S. griseofuscus(EL-KHAWAGH; HAMADAH; EL-
SHEIKH, 2011).

3.4. Cancer

O termo cancer é usado para designar um conjunioagiede 100 doencas que
tém em comum o crescimento desordenado de cétylasinvadem tecidos e orgaos
normais. Por se multiplicarem rapidamente, estagasétendem a ser muito agressivas
e incontrolaveis, formando tumores malignos quespodspalhar-se para outras regides
do corpo, através do sangue e sistema linfaticondodo metastases (INCA, 2012;
ROBBINS; COTRAN, 2005).

As células cancerosas diferem das células nornedisfato de continuarem a
crescer e se dividir, ndo obedecendo ao controlédico natural do organismo. Suas
principais caracteristicas sdo a auto-suficiéncim e&inais de crescimento;
insensibilidade aos inibidores de crescimento; &vasa morte celular programada
(apoptose); potencial de replicacao ilimitado; cigede para desenvolver novos vasos
sanguineos (angiogénese); invasdo tecidual, caubcide migracdo (metéstase) e
inflamacdo (HANAHAN; WEINBERG, 2000; MANTOVANI, 208).

Durante o ciclo celular a progressdo da célula de dase para outra é
estritamente regulada. Defeitos nos pontos de geetaurante a transcricdo das fases
Gi/S e G/M (Figura 9) podem levar a um acumulo de anorradiéd do DNA e
subsequentes perturbacdes patoldgicas. A ativagdoodto de checagem permite o
reparo da lesédo detectada. Se o reparo nao foivphss ciclo celular é interrompido
induzindo a morte celular. Mutacdes nesses polimegidenciadas em muitos tipos de
cancer (BELIZARIO, 2002; FISCHER; GLOVER; LANE, 200FOSTER, 2008).

O crescimento descontrolado do cancer é devidivacab de proto-oncogenes
em oncogenes e inativagcdo dos genes supressotesnde Os proto-oncogenes S&o
genes responsaveis pelo controle positivo da divisdiferenciacdo celular, conte
Myc, c-Fose c-Ras enquanto, 0s genes supressores de tumor sao gar@sidos no
controle negativo do ciclo e na regulagédo da apaptoomo p53, Rb, p19, p21, p27,
Bcl-2 e Bax (BELIZARIO 2002; WANG; SUN, 2010).

O p53, nomeado guardido do genoma, exerce um papehcial na regulacao
do ciclo celular, controlando o estado do DNA amfes a célula entre na fase S. Uma

das fungbes mais importantes desse gene é a sagdaje para induzir a morte celular
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por apoptose. A interrupcdo desta rota promoveogrpssao do tumor e resisténcia a
guimioterapia (ALENZI; LOTFY; WYSE, 2010; WEINBER@QO08).

Fatores de cresam erto
Horm drios
Citocmasy

Ponto d= controle 2 -
G2

Ponto de controle 1-
G1/5

Replicacio do DNA ]

Figura 9. Ciclo celular com os pontos de controle (adapfaddEIDA et al., 2005).

O cancer atualmente constitui um problema de spubkca dada sua crescente
importancia como causa de morbidade e mortalidedéma-se que, para o0 ano de
2020, o namero de novos casos anuais seja da ateld® milhdes em todo o mundo, e
cerca de 60% desses ocorrerdo nos paises emerRBtEAS; KESSLER; FRISON,
2010). No Brasil, as estimativas para o ano de 2@liflas também para o ano de 2013,
apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.5X% cas/os de cancer. Os tipos
mais incidentes, a excec¢do do cancer de pele donfip melanoma, serdo prostata,
pulmao, cdélon e reto e estdbmago para 0 sexo masagjimama, colo do utero, cllon e
reto e glandula tiredide para o sexo feminino (IN@B12).

As causas do cancer podem ser encontradas no mbierde, que se refere aos
habitos ou costumes préprios de uma sociedade, colenp ser hereditarias. A
predisposi¢cdo genética na maioria dos canceresasstiada com 0s carcin6genos
ambientais que incluem os agentes quimicos (preduaturais ou produtos quimicos
sintéticos), fisicos (radiacdo) e bioldgicos (Vjruduitos canceres sdo causados por
uma dieta incorreta, consumo de alcool e uso darrog (ALMEIDA et al., 2005;
INCA, 2012; REDDY et al., 2003).
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3.4.1. Tratamento do Cancer

Os principais métodos terapéuticos para o trataneéas neoplasias malignas
sao cirurgia, radioterapia e quimioterapia, reqeetge outras modalidades terapéuticas
tem se tornado usual, como a hormonioterapia. (etigsbj de cada um destes
tratamentos € erradicar o cancer, porém, na malosaasos, € necessaria a associacao
de mais de um tipo de tratamento (ANIBOU et alQ@KATZUNG, 2003; SEIXAS;
KESSLER; FRISON, 2010).

A remocdao cirargica completa do tumor ndo € tipieara conseguida devido a
natureza infiltrante desses tumores, enquanto iagé@a mata a maioria das células
tumorais, porém a recorréncia rapida destes tunsugsre a presenca no interior do
tumor primario de uma subpopulacéo de célulasnsgdamente resistentes a terapia,
capaz de sobreviver e crescer (SCHECK et al.,, 20@6¢irurgia e a radioterapia
costumam ser efetivas no tratamento de tumoredosolinas no tratamento de tumores
disseminados atuam como paliativo (BAXEVANIS; PERBPAPAMICHAIL, 2009).

A quimioterapia € um procedimento que visa, atrag@sadministracdo de
drogas, impedir a multiplicagdo das células tunsplavando-as a morte. O problema é
a alta toxicidade apresentada pelos agentes qei@ptos (BITTENCOURT,;
BRUNSTEIN, 2004, INCA, 2012; SOUZA et al., 2007)s @gentes citotdxicos, por
exemplo, sdo considerados antiproliferativos porcafetam apenas uma das
caracteristicas das células cancerosas, o procksativisdo celular. Ndo exercem
nenhum efeito inibitério especifico sobre o podeasivo, a perda da diferenciacéo ou
o poder metastatico. Como seu efeito principale¥aao sobre a divisdo celular, esses
agentes afetam todos os tecidos normais que saedivrapidamente, produzindo os
conhecidos efeitos colaterais de uma quimioter@pearrotoxicidade, nefrotoxicidade,
neuropatia periférica e citopenia) (BRUCE, 1993;RBRARDI; JACQUES-SILVA,;
LENZ, 2003). Aléem da toxicidade, a resisténcia débilas aos farmacos também
constitui um problema na quimioterapia (KATZUNGQ20 KUMAR et al., 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Linhagem Utilizada

A actinobactéria ACTSM-9H foi isolada da rizosfei@guaranazeircPaullinia
cupana (Kunth) var. sorbilis (Mart.) Ducke] do municipide Maués - Amazona
(latitude 03°23'01" sul e longitude 57°43'07" oesten altitude de 25 metros acima do
nivel do mar) em uma diluicdo do solo de' b® meio Arginina - Levedura - Agar
(ALA) a 30 C por Silva (2010).

4.2. Identificacéo da Actinobactéria

Para identificacdo taxonémica da actinobactériaufdizada a caracterizacao
molecular através do sequenciamento do gene 1@3Ndg e algumas caracteristicas
como cultural, micromorfolégica, bioquimica, figigica, estudo da parede celular e

resisténcia aos antibioticos.

4.2.1. Caracterizagdo Cultural e Micromorfologica

A caracterizacdo cultural da linhagem como crescimecor do micélio aéreo,
cor do micélio no substrato e difusdo de pigmemtaneio foram estudadas no meio
ALA, Triptona - Extrato de Levedura - Agar (ISP-Bxtrato de Malte - Extrato de
Levedura - Agar (ISP-2), Farinha de aveia - Ag&P(B), Sais inorganicos - Amido -
Agar (ISP-4), Glicerol - Asparagina - Agar (ISP-Beptona - Extrato de ferro - Agar
(ISP-6) e Tirosina - Agar (ISP-7) (SHIRLING; GOTHB, 1966), sendo os meios ISP-
6 e ISP-7 utilizados para avaliar a producdo denpigos melanoides. O experimento
foi realizado em triplicata.

Para a caracterizagcdo micromorfologica, a cepauitivada em placa de Petri
com meio ISP-2 onde foram inseridas laminulas, emicpo inclinada, para o
crescimento do micélio aéreo sobre sua superfidiecgbado por 21 dias a 3C
(KERN; BLEWINS, 1999; WILLIAMS et al., 1989). As tiainulas foram retiradas e
fixadas em uma solucdo contendo glutaraldeido Z2B%tampéo cacodilato de sédio
0,1 M por 12 h a 4C, depois lavadas trés vezes em tampao cacodiasddio 0,1 M
por 10 min e pos-fixadas, por 1 h, em uma solugidendo tetroxido de 6smio e
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cacodilato de sodio 0,1 M na proporgdo 1:1 (v/Wo#é o periodo de pés-fixagdo, as
laminulas foram lavadas trés vezes com agua miliglp min e desidratada em série
crescente de acetona (30% - 5 min; 50% - 5 min; 71@®%nin; 100% - 1 h). Para
finalizar o processamento a amostra foi para ooritico e depois metalizada com
ouro. No microscopio eletronico de varredura feudlizado o tipo da cadeia de esporo
e a caracteristica de sua superficie.

4.2.2. Estudo da Parede Celular

A cepa foi cultivada em meio ISP-2 liquido sob agfio por 72 h (200 rpm 30
‘C). A massa celular obtida foi separada do liquitetabélico por centrifugacéo a
3.000 rpm durante 3 min e seca em estufa por 250 &. Em seguida, foram
transferidos 30 mg da massa seca para frasco dslipanno qual foi adicionado 1 mL
de solugéio HCI 6 N e levado para estufa por 161A0aC para a hidrélise da parede
celular. O material insoltvel foi removido utilizzm um eppendorf furado contendo |a
de vidro e lavado com 1 mL de agua destilada. t@adib foi transferido para baldo de
fundo redondo e concentrado em rotaevaporador garaetirada de todo o acido
remanescente. O material livre do acido foi retamach 100 pL de agua destilada,
transferido para eppendorf e armazenado em fregerm aealizagcdo da corrida em
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) (STANECK; ERBS, 1974).

A CCD do hidrolisado da parede celular foi realezgra a identificacdo dos
isdmeros do acido diaminopimélico (LL-DAP ou Meséd) presente na parede
celular das actinobactérias. A fase modvel foi costgopor metanol-agua-acido
cloridrico 6 N-piridina (80:26:4:10, v/v) e a fafiea por placas de celulose (Merck n
5716 20x20). Na fase fixa foram aplicadas 2 uL ddr@go do acido diaminopimélico
(DAP) a 0,19% pl/v, 2 pL da amostra e 2 pL dos pegiftreptomyces regensis
(UFPEDA 3053) eNocardia asteroideUFPEDA 3503), representando os isbmeros
LL-DAP e Meso-DAP, respectivamente. A cuba foi paewente saturada por 2 h e a
corrida ocorreu por aproximadamente 5 h. Quandimomt” do solvente atingiu o topo
da placa, a mesma foi retirada e deixada secaapelacde exaustdo. A placa seca foi
revelada borrifando uma solu¢do de ninhidrina &©0#v em butanol saturado com
agua e em seguida aquecida por 5 min a @0para a visualizacéo dos isdmeros de
DAP (LL-DAP e Meso-DAP).
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4.2.3. Caracterizacao Bioquimica e Fisiologica

A caracterizacdo bioquimica foi realizada atraves ensaios de utilizacdo de
fontes de carbono e nitrogénio, enquanto a caraat@o fisiologica através da
capacidade da cepa de crescer em diferentes coagi@ad de NaCl, temperaturas e pH
(NONOMURA, 1974; SHIRLING; GOTTILEB, 1966).

As fontes de carbono testadas foram: D-frutosealegose, D-manose, D-
melezitose, D-xilose, lactose, L-arabinose, L-rasepomaltose, manitol, raffinose,
sacarose e trealose. O meio de cultura para géilizda fonte de carbono consistia de
Agar Basal de Sais Minerais e foi autoclavado deraf nim a 105C. A semeadura da
cepa foi realizada na forma de estria e as plamasadas por 15 dias a 3D. Apds
esse periodo foi analisada a utilizagcdo ou ndoodgef de carbono, comparando o
cescimento da bactéria na placa que continha & fimtcarbono a ser testada, com a
gue continha Glicose como fonte de carbono (camtpalsitivo) e outra sem nehuma
fonte de carbono (controle negativo).

Com relacao a capacidade da bactéria em utilizéais/éontes de nitrogénio, as
fontes testadas foram: arginina, cisteina, femilak histidina, L-metionina, serina,
treonina e valina e o meio para utilizagdo dess@ie$ foi autoclavado durante 15 min a
121°C. Da mesma forma que para as fontes de carb@sosistemas foram preparados,
meio basal com a fonte de nitrogénio a ser testada basal suplementado com 0,1%
de L-asparagina ou prolina (controle positivo) enspote o meio basal (controle
negativo). Nos sistemas utilizou-se como indicattopH o azul de bromotimol a 0,3%,
que possibilita uma melhor anélise, observando heer alteracdo da cor do meio
quando a cepa utiliza a fonte de nitrogénio testataparado com o controle positivo,
diferente do controle negativo no qual ocorriaraftéo da cor do meio.

O crescimento da cepa em diferentes concentracéedNall foi testada
semeando-a em 7 mL de mdaain Heart Infusionliquido (BHI) contendo NaCl nas
concentracdes 2, 5, 7, 9, 12%. Apds 14 dias debagio a 30C foram considerados
positivos 0s tubos que apresentaram crescimentavitado o crescimento da bactéria
no meio ISP-2 sélido incubada por 14 dias em difeetemperaturas (30, 37 e @Y e
em diferentes pH (5, 6, 7, 8, e 9) para determmaemperatura e pH 6timo. O

experimento foi realizado em triplicata.
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4.2.4. Resisténcia aos Antibi6ticos

Uma suspenséo da linhagem foi inoculada em plag&ettecontendo meio ISP-
2. Sobre o meio inoculado foram colocados os distsntibioticos: amicacina 30
mcg, ampicilina 10 mcg, amoxicilina 10 mcg, cefatax30 mcg, ciprofloxacina 5 mcg,
cloranfenicol 30 mcg, eritromicina 15 mcg, estreptona 10 mcg, imipenem 10 mcg,
norfloxacina 10 mcg, oxacilina 1 mcg, penicilina I® U, rifampicina 5 mcg,
tetraciclina 30 mcg e vancomicina 30 mcg. ApoOs Baagdo dos discos, as placas
foram incubadas por 5 dias a 3D. O experimento foi realizado em triplicata e o
didametro dos halos expressos pela média + desdid@pa

4.2.5. Caracterizacao Molecular

A cepa foi cultivada em meio ISP-2 liquido sob agfio por 16 h (200 rpm 30
‘C) e depois 1 mL dessa cultura centrifugada porirbanl2.000 rpm. A extracdo do
DNA gendmico foi realizada utilizando Kit Wizard @emic DNA Purification
(Promega), de acordo com o protocolo do fabricahteletroforese em gel de agarose
1% em tampao TBE 1x corado com Sybr Safe foi adopada avaliar a integridade do
DNA. O gel foi visualizado através do transilumioadde luz ultravioleta e
fotodocumentado.

O gene 16S do DNAr foi amplificado a partir do DNfgndmico por PCR,
utilizando os oligonucleotideos universais paradetdria 27f (5-AGAGTTTGATCC
TGGCTCAG-3’) e 1492r (5- GGTTACCTTGTTACGACTT -3(WEISBURG et al.,
1991) em volume final de 25 pL contendo 50 ng dADD2 UM de cada ANTP, 3 uM
de MgC}, 5 pmols de cada oligonucleotideo, 1,5 U/uL de-palgnerase, tampéao da
enzima 1x e 11,75 pL de &gua mili-q estéril. A &aem cadeia de polimerase foi
conduzida em termociclador programado para reatieanaturacéo inicial a 98 por 4
min, seguida de 25 ciclos de desnaturacao, anetaraextenséo (94 / 1 min, 52C /
30 seg e 72C / 2 min, respectivamente) e um ciclo final deeasfio a 72C por 10
min. Ap6s a amplificacdo, 5 pL da reacdo foi awaigor eletroforese em gel de
agarose 1,2% em tamp&o TBE 1x corado com Sybr&afeolts/crit para visualizar
um fragmento de aproximadamente 1350 pares de ®ageduto da amplificacéo foi
purificado e seqlenciado pela empresa Macrogen, (Saeeia do Sul). A sequéncia de

genes foi comparada com todas as sequéncias defassino banco de dados do
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Genebank utilizando o softwareBlast do National Center for Biotechnology
Information(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.goy.

4.3. Fermentacdo em Cultivo Submerso

O pré-inéculo ocorreu em frasco Erlenmeyer de 500contendo 100 mL de
meio ISP-2 liquido com inoculacdo de seis blocogyelese de 10 mm de diametro
retirados do crescimento em forma de tapete dadem em ISP-2, cultivada por 14
dias a 30C, e submetido a agitacéo por 48 h (200 rpnC30Para fermentacdo, 50 mL
do pré-indculo foi adicionado em Fernenbach de 280@om 500 mL do meio liquido
MPE submetido & agitacdo por 96 h (200 rpmc30

4.3.1. Extracdo dos Metabolitos Secundarios - Biorasa e Liquido Metabdlico

ApoOs a fermentacdo, a biomassa foi separada daddigmetabdlico por
centrifugacdo a 3.000 rpm durante 3 min e subsegoemte o liquido metabdlico
filtrado. A biomassa foi extraida trés vezes comtam& na propor¢do 1:2 (p/v),
enquanto o liquido metabdlico extraido duas vepes acetato de etila na propor¢céo
1:3 (v/v). As extracBes ocorreram a temperaturaiemyd sob agitacdo de 200 rpm. Os

extratos foram concentrados em rotaevaporador esisdo reduzida a 50.

4.4. Fermentacdo em Meio Solido

O pré-inéculo ocorreu em frasco Erlenmeyer de 500contendo 100 mL de
meio ISP-2 liquido com inoculacdo de 20 blocos dmwge de 10 mm de diametro
retirados do crescimento em forma de tapete dadem em ISP-2, cultivada por 14
dias a 30C, e submetidos & agitacdo por 48 h (200 rpmC30Para fermentacéo, 10
mL do pré-indculo foi adicionado em frasco Erlenerege 500 mL contendo 90 g de

arroz cozido incubado por 21 dias a'G0

4.4.1. Extracdo dos Metabolitos Secundarios do Mefdlido

Ao cultivo solido foram adicionados 150 mL de melas deixados por 48 h a

30 °C. Em seguida, o extrato foi filtrado e adicionadais 100 mL de metanol por 24 h
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a 30 C. O extrato foi novamente filtrado e concentradpretaevaporador sob pressdo
reduzida a 50C.

4.5. Particdo Liquido-Liquido

Cerca de 0,5 g do extrato metandlico da biomasshilfiido em 4gua destilada e
particionado comn-hexano, acetato de etila e 2-butanol nas propsrgige1:3. Os
extratos particionados foram concentrados em rafamador sob presséo reduzida a 50

‘C e 0s extratos aquosos provenientes de cadaguaait00C (Figura 10).

Extrato Metandlico da Biomassa
(0,50)

Solubilizado em 3mL de
H>O destilada

Particao liquido-liquido com
10mL de cada solvente

Extrato Hexanico Extrato Acetoetilico Extrato Butandlico
(0,02 g) (0,01 9) (0,33 9)
Extrato Aquoso | Extrato Aquoso Il Extrato Aquoso lli

Figura 10. Fluxograma para obtencao das parti¢cdes liquidedégcomn-hexano, acetato de etila e 2-
butanol do extrato metandlico da biomassa da Abtintéria ACTMS-9H em fermentacdo em cultivo
submerso.

4.5.1. Prospecc¢do Quimica

Os extratos metandlico da biomassa, butandlicopsamull e acetoetilico do
liquido metabdlico foram dissolvidos em metanol .PeAaliquotas de 10 pL de cada
extrato foram analisados por CCD em cromatofollealdminio TLC contendo Silica
Gel 60 kss (Merck). Para a identificacdo das classes de raktad secundarios,

empregaram-se diversas fases moveis e reveladgpesitcos (HARBORNE, 1998;
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METZ, 1961; ROBERTSON; CARTWRIGHT; OLDSCHOOL, 195@HARMA,
DAWRA, 1991; WAGNER; BLADT, 1996). Os cromatogramiasgraram em cubas
previamente saturadas. A Tabela 1 apresenta ag;0estexperimentais da prospeccao

quimica dos extratos.

Tabela 1. Condicbes cromatogréficas da prospeccdo quimica mhetabolitos

secundarios produzidos pela Actinobactéria ACTMS-9H

Sistema de
Metabolitos Migragéo Revelador Referéncia
Alcaldides A Dragendorff Wagner e Bladt, 1996
Acucares redutores D TTC Metz, 1961
Compostos fendlicos C NEU Wagner e Bladt, 1996
Flavandides C NEU Wagner e Bladt, 1996
Taninos A Vanilina cloridrica  Robertson; Cartwright;
Oldschool, 1956
Triterpenos e Esteroides B Lieberman-Burchard Shamawra, 1991
Saponinas - Afrogenicidade Wagner e Bladt, 1996

A. acetato de etila - acido acético - acido formiégua (100:11:11:26, v/v); B. tolueno - acetatcetlla
(90:10, v/v); C. tolueno - acetato de etila - acidomico (6:4:1, v/v), D. acetona - n-butanol - f#o
fosfato pH 5,0 (5:4:1, viv).

A deteccao dos metabdlitos secundarios:

o Alcaloides sao evidenciados por bandas laranja egv@acado com Dragendorff e 0
padréo utilizado foi pilocarpina.

0 Acucares redutores sdo evidenciados apés revetagdsolucdo aquosa de cloreto
de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) e aquecimento. @adrdes utilizados foram
solucdes de frutose, glicose e sacarose.

o Para compostos fendlicos ha presenca de bandasflaomscéncia levemente
azulada e flavandides, bandas laranja a vermelbodgurevelados com o reagente
de NEU (Difenilboriloxietilamina 1% em EtOH) e aisalda em UV. Os padrdes
utilizados foram luteolina e quercetina.

o Taninos hidrolisdveis sdo evidenciados por manafescoloracdo résea apoés

revelagdo com solugdo de vanilina cloridrica, carpdo-se com os padrbes de
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acido elagico e acido galico, enquanto taninos eonsados (proantocianidinas
condensadas e leucoantocianidinas) apresentam agadehcoloracéo vermelha. O
padréo utilizado foi epicatequina.

o Em triterpenos e esterdides ha presenca de banda®n® a azuladas apos
revelacdo com o reagente de Lieberman-Burchard uecagento. Os padrbes
utilizados foram &cido ursolicf;amirina eB-sitosterol.

o Na deteccdo de saponinas, os extratos foram didsslem tubos de ensaio com
agua, agitados vigorosamente por 2 min e deixadogepouso por 2 h. Se a
espuma formada persistir ap0s esse periodo, dadswd positivo para presenca de
saponinas. Também foi realizado o teste do escdanvapilar, onde foi feita a
comparacao do escoamento dos extratos em um tpidarazom o escoamento da
agua destilada em outro capilar, o resultado éiderslo positivo se 0 escoamento

do extrato for maior do que o da agua.

AplOs a prospeccdo quimica foram realizadas CCDands selecionar as
condicbes cromatograficas ideais para purificac@oaltaléides, usando como fase

movel diferentes proporgdes de cloroformio:metd@GHiCl;:MeOH).

4.6. Fracionamento em Cromatografia em Colun&lash

O extrato butandlico (1,3 g) foi fracionado utilizep cromatografia em coluna
flash (26,5 x 2,6 cm) sobre gel de silica (230 — 400 WNlesa fase estacionaria e, uma
fase movel gradiente CHEMeOH (9:1, 8:2, 7:3 e MeOH), sendo coletadas 177
fracbes de 17 mL. As fracbes foram analisadas pob GCHCk:MeOH (9:1) e
Dragendorff) e reunidas quando apresentavam uri penielhante. A fracdo EB1 -1 a
11 (0,29 g) foi eluida com CHEMeOH (9:1), a fragcdo EB2 - 12 a 134 (0,15 g) com
CHCI;:MeOH (8:2 e 7:3) e a fracdo EB3M - 134 a 177 (0g3kom MeOH. Essas
fracbes foram concentradas em rotaevaporador sebsdw reduzida a 5@ e
reavaliadas. Observou-se que a fracdo EB2 quarsdoldida formou um precipitado
branco, denominado EB2B que foi separado do diskpldenominado EB2A (Figura

11). Esses extratos foram novamente concentrados.



Extrato Butanodlico
(1,30)

ColunaFlash
Silica Gel

Fase Movel Gradiente

CHCl;:MeOH (9:1)
CHCIl;:MeOH (8:2)
CHCl;:MeOH (7:3)
MeOH

CHClz:MeOH (9:1 C

HCkL:MeOH (8:2)
CHCl3:MeOH (7:3)

EB1

(0,29 9)

FracOes 1-11

EB2

FracOes 12-134

(0,15 9g)

MeOH

EB3M
FracOes 135-177
(0,32 g)

EB2A
(0,13 g)

Dissolvido enCH,Cl,:MeOH

EB2B
(0,0019)

Figura 11. Fluxograma para obtencao das fracGes do extraamdlico.

4.6.1. Bioautografia
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Todas as fracdes obtidas na cromatografia em cdlastaforam analisadas por

bioautografia, técnica usada para identificar asdas da CCD que possui atividade
antibacteriana ou antifungica (CHOMA; GRZELAK, 2011
Cerca de 5 pL das fracdes solubilizadas em mefaal foram aplicadas em
placa de Silica Gel 60,& (Merck), eluida no sistema de solventes GHMB#OH (9:1)
e observada sob luz UV. Uma suspensa&@@ghylococcus aureusFPEDA 02 foi

preparada com densidade 0,5 na escala de MacFaladidiida em meio Mueller

Hinton Agar (MH) semi-sdélido. A placa cromatogréfieluida foi colocada em uma

placa de Petri e 0 meio de cultura inoculado versiobre esta, incubada a ‘87durante
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24 h. Apés este periodo, essa cromatoplaca folag&ecom uma solugcdo aquosa de
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio 20 mg/mL e reibada a 37C por 2-4 horas. A
revelacdo com esse sal faz com que células viawaduzam e os halos de inibicdo de
crescimento marcados por coloracdo amarelada sflmdate identificados em um
fundo vermelho.

Outra placa eluida no mesmo sistema foi revelada &ragendorff. A
comparacao entre as placas foi realizada, a fised¥eterminar a presenca de alcaldide

com atividade antibacteriana.
4.7. Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada aplicarsioe teste de susceptibilidade
para a determinacdo da Concentragdo Minima IniditCMI) e da Concentracédo
Minima Bactericida (CMB) ou Fungicida (CMF).

Os extratos, particOes e fracOes testados foralitiearaente pesados (0,002 g)
e solubilizados em 100 pL de DMSO e 900 pL de rdeicultura liquidd@rain Heart
Infusion (BHI), MH ou Sabouraud (SAB), obtendo-se uma sidugestoque de
concentragdo 2000 pg/mL.

Os micro-organismos utilizados foram provenientes @blecdo de Micro-
organismos do Departamento de Antibioticos da Usidade Federal de Pernambuco
(Tabela 2) e foram padronizados pela turvacdo atpnte ao tubo 0,5 da escala de
McFarland em &gua destilada estéril, correspondentaima concentracdo de
aproximadamente $0JFC/mL para bactérias e 10FC/mL para leveduras e fungos

filamentosos.

Tabela 2.Micro-organismos testes utilizados na atividad@r@arobiana.

Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas
Staphylococcus aurew$FPEDA 02 Escherichia colUFPEDA 224
Staphylococcus aurew$FPEDA 663* Klebsiella pneumoniad FPEDA 396

Staphylococcus aure@RSA UFPEDA 700* Pseudomonas aeruginosd-PEDA 416
Staphylococcus aurew$sFPEDA 705*

Staphylococcus aure @ @RSA UFPEDA 709*

Staphylococcus aure@ RSA UFPEDA 718*
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Bacillus subtiliSUFPEDA 86
Micrococcus luteu§FPEDA 100
Enterococcus faecalidFPEDA 138

Bactéria Alcool-Acido Resistente

Mycobacterium smegmatisFPEDA 71

Leveduras Fungos Filamentosos

Candida albicansdJFPEDA 1007 Aspergillus nigetJFPEDA 2003
Candida kruseUFPEDA 1002 Colletotrichumsp. UFPEDA 2561
Malassezia furfulJFPEDA 1320 Colletotrichumsp. UFPEDA 2562

* |solados Clinicos do Hospital das Clinicas da ugmidade Federal de Pernambu&: aureus

UFPEDA 663 (ponta de catetef, aureudJFPEDA 700 (secrecéo de Ulcer8),aureudJFPEDA 705

(ferida operatoria)S. aureusUFPEDA 709 (exsudato purulentdy, aureusUFPEDA 718 (secregdo
traqueal)

4.7.1. Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitda

A CMI foi realizada através da técnica de micragéon, em multiplacas com 96
pocos, conforme &linical and Laboratory Standards Institu{€LSI, 2008; CLSI,
2010). Foram distribuidos 100 pL de meio de cullignsido (BHI, pareE. faecalise M.
smegmatisMH, demais bactérias; e SAB, leveduras e fungaméntosos) nos pocos
das placas, exceto os pocos da coluna 2 que recel uL do meio de cultura e 50
pL do veiculo de diluicdo da amostra (controle genée de solubilizacdo) (Figura 12).
Em seguida, foram adicionados 100 pL de cada amosis pocos da coluna 3 e
realizado o processo de microdiluicdo seriadajndta IA coluna 3 para coluna 4 e assim
sucessivamente até a coluna 11 obtendo-se cong@grdecrescentes que variaram de
3,9 a 1000ug/mL, quando preciso esses produtos foram dilu&doda mais. Apés a
diluicdo das amostras, foi adicionado aos pocosullOdos in6culos microbianos
padronizados, exceto nos poc¢os da coluna 1 (cerdmésterilidade do meio). A coluna
12 (controle positivo do in6culo) s6 recebeu 100deLmeio de cultura e 10 pL do
indculo. As microplacas foram cultivadas a @7por 18-24 horas para bactérias eG0
por 48-72 horas para leveduras e fungos filamentos.

Para comparar a atividade antibacteriana utilizo@w@mo padrdo a oxacilina
paraS. aureusvancomicina par8. subtilise M. luteus teicoplanina par&. faecalis

ciprofloxacino parak. coli e P. aeruginosa polimixina B paraK. pneumoniaee
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rifampicina paraM. smegmatis Na atividade antifungica o padrédo utilizado foi o

fuconazol.

4.7.1.1. Leitura da Microplaca

Apés o periodo de cultivo, as microplacas forameladas com 15 pL de
resazurina a 0,01% e incubadas por 1-3 horas pagaogorresse a mudanca de
coloracao nos pocos. A resazurina € um coranteradichdor de oxido-reducao, onde a
manutencdo da cor azul nos pocos é interpretadap daihicdo de crescimento,
enquanto o desenvolvimento da cor rosa, ocorré&wec@escimento. A CIM foi definida
como a menor concentracdo da droga que inibiu scionento do micro-organismo.

Cada amostra foi testada em triplicata em doisrexpatos independentes.

2 3 4 S5

1 6 7
A............
000000000000
‘000000000000
900000000000
: 000000000000
‘000000000000
- 000000000000
H............

c2 C3 C11cC12

9 10 11 12

C1 (controle de esterilidade do meio): 1QQ de meio de cultura; C2 (controle do agente de
solubilizacdo): 50 uL de meio de cultura + 50 pLveédculo de diluicdo da droga + 10 pL do inéculo;
C3-C11 (microdiluicdo): 10@L de meio de cultura + 10QL da amostra retirada do poc¢o anterior,
descartando 100 pl do ultimo poco + 10 pL do indc@12 (controle do indculo): 100 puL de meio de
cultura + 10 pL do in6culo.

Figura 12. Determinacao da concentragdo minima inibitériaeldsatos, particées e fragdes pela técnica

de microdiluico.

4.7.2. Determinacdo da Concentracdo Minima Bacteiita e Fungicida

A CMB e CMF sao definidas como a menor concentrat@idroga que mata
99,9% do micro-organismo utilizado no teste ded&goum periodo de tempo definido

(CLSI, 2008; CLSI, 2010). Foram determinadas pelzsltura dos pocos azuis do teste
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de determinacdo da CMI em placa de Petri contenaieio solido BHI, MH ou SAB,
incubada a 37C por 18-24 horas para bactérias e, a GOpor 48-72 horas para
leveduras e fungos filamentos (Figura 13). Cadasaimdoi testada em triplicata em

dois experimentos independentes.
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Repique dos pocos da A1-A5 e Al12 da linha A.

Figura 13. Determinagdo da concentracdo minima bactericidangicida dos extratos, particbes e
fracbes pela subcultura dos pogos da microdilui¢éo.

4 8. Atividade Citotoxica

A atividade citotdxica foi obtida através do métatm MTT que consiste em
uma dosagem colorimétrica baseada na conversaald® (4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2-H-brometo tetrazolio (MTT) de cor amaredaformazan insollvel, de cor
parpura, que precipita devido a acdo da enzimarslidesidrogenase presente somente
nas mitocéndrias de células metabolicamente afAMakEY et al., 1988; MOSMANN,
1983).

4.8.1. Linhagens Cancerigenas de Humano

As linhagens de células tumorais humanas utilizéol@sn: HEp-2 (carcinoma
epiderméide de laringe), HT-29 (cancer de cOlon)CI-N292 (carcinoma
mucoepiderméide de pulméo) e HL-60 (leucemia prtmuigca aguda) obtidas da
secao de culturas celulares do Banco de Célul&alde Janeiro e mantidas de acordo
com o protocolo estabelecido pelo Laboratério déutaide Células do Departamento
de Antibiéticos da UFPE.

As células foram cultivadas em meio DMEM supleméataom 10% de soro
fetal bovino, 1% de antibidtico (penicilina e eptmmicina) e L-glutamina, cultivadas
em placas de cultura com 96 pocos nas seguinteemmacdes: 2xf0células/poco
(Hep-2, HT-29 e NCI-H292) e 0,3x@élulas/poco (HL-60), incubadas a %7, em
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atmosfera umida (5% de GQdurante 24 h (BUTLER; DAWSON, 1992). Em seguida,
0S extratos, particbes e fragdes dissolvidos em OM& concentracdo estoque de 10
mg/mL foram adicionadas aos pocos em concentragi&a (60ug/mL), as particoes e
fracOes consideradas ativas em concentracfes aer{®00019 - 5Qug/mL) e a
doxorrubicina (0,009 - mg/mL) utilizada como controle positivo. Apés 72 aerde
reincubacao das placas foi adicionado em cada ®¢d- do MTT (5 mg/mL). Apés 3

h de incubacédo, o meio de cultura com MTT foramiradps e 10QuL de DMSO
adicionado a cada poco para a dissolucdo dosisri#aformazan. A absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas no comprimertortia de 540 nm.

Para triagem inicial dos extratos, particdes edieago percentual de inibicdo do
crescimento celular (IC%) foi determinado considdmaa média do controle negativo
como 100% de proliferacdo. Uma escala de intensidad utilizada para avaliar o
potencial citotoxico das amostras testadas. Amoss@m atividade, com pouca
atividade (inibicdo de crescimento celular variard® 1 a 50%), com moderada
atividade (inibicdo de crescimento celular variad@o50 a 75%) e com alta atividade
(inibicdo de crescimento variando de 75 a 100%)JEBE et al., 2008).

As particbes e fracbes que causaram uma inibicdior ngpe 75% foram
submetidas ao ensaio de determinacéo da concemigagdinibe 50% do crescimento
celular em relacdo ao controle negativosQCIA porcentagem de inibicdo x log da
concentracdo foi registrada e suago@ o0s respectivos intervalos de confianca (IC
95%) calculados a partir da regresséo nao lineapragramaGraphPad Prism5.0.
Cada amostra foi testada em triplicata em doisrexpatos independentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Identificacdo da Actinobactéria

A actinobactéria ACTMS-9H apresentou excelente comento no meio
suplementado com extrato de malte e levedura ()SR@nha de aveia (ISP-3), sais
inorganicos e amido (ISP-4) com formacdo de micai&reo abundante. Bom
crescimento foi observado no meio arginina e extatedura (ALA), triptona e extrato
de levedura (ISP-1). Ndo houve producéo de pignsemiglandides nos meios peptona
e extrato de ferro (ISP-6), Tirosina (ISP-7) (Tali&).

Tabela 3.Caracteristicas culturais da Actinobactéria ACT8#5em diferentes meios.
Actinobactéria ACTMS-9H

Cor do micélio Cor do micéliono  Difuséo de pigmento
Meios Crescimento aéreo substrato no meio
ALA +++ Cinza claro Marrom -
ISP-1 +++ Branco opaco Marrom escuro Marrom escuro
ISP-2 ++++ Cinza claro Marrom escuro -
ISP-3 ++++ Cinza claro Cinza claro -
ISP-4 ++++ Preto Marrom claro -
ISP-5 + Amarelo claro Amarelo -
ISP-6 ++ Branco opaco Branco -
ISP-7 ++ Branco Marrom escuro -

+ Pobre; ++ Fraco; +++ Bom; ++++ Excelente; _ Ségmgento

Na analise micromorfolégica foram observadas hifeem filamentos
ramificados e espiralados com a superficie dos respmndeada (Figura 14)
caracteristica tipica do génebtreptomycesEssa descricdo encontra-se de acordo com
0 Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1989)

A identificacdo da actinobactéria foi confirmadankem pelo tipo de acido
diaminopimélico (DAP) presente na parede celularndoro-organismo, através da
cromatografia em camada delgada, onde apresentfimero LL-DAP, caracteristica
do géneroStreptomycescomo observado na figura 15. Quando a actinobacteér

apresenta o isbmero Meso-DAP caracteriza outrorgénee nadstreptomyces
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Figura 14. Micromorfologia deStreptomycesp. ACTMS-
9H visualizada no microscépio eletronico de varracwo
aumento de 1.600X (A), 50.000X (B) e 100.000X (d
depois de crescida em laminula inclinada inseraangio
ISP-2 por 21 dias a 3. A letra B indica a cadeia de
esporos e a letra C a superficie dessa cadeigpdeoss

LL-DAP

OO O

Meso-DAP Figura 15. Cromatografia em camada delgada da parede

celular de Streptomycessp. ACTMS-9H. (1) Nocardia
asteroides (UFPEDA 3503); (2) Streptomyces regensis
(UFPEDA 3053); (3) DAP (LL-DAP e Meso-DAP) e (4)
Streptomycesp. ACTMS-9H.
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Streptomycesp. ACTMS-9H foi capaz de utilizar como Unica e carbono

D-frutose, D-galactose, D-manose, D-xilose, lacthsarabinose, L-ramnose, maltose,

manitol, raffinose e sacarose, ndo sendo capanrdmir D-melezitose e trealose. As

fontes de nitrogénio utilizadas foram cisteinatidliisa, serina, treonina e valina, ndo

sendo capaz de consumir fenilalanina e L-metiomdndnhagem foi capaz de crescer

em concentracdes de NaCl que variaram de 2 a %o crescimento diminuido em

concentracdes mais elevadas desse sal. Apresaesmincento em temperaturas de 30

a 45 C, crescimento em pH de 5 a 9 e sensibilidade atibiGticos amicacina,

ciproploxacina, cloranfenicol, imipenem, estreptoma, tetraciclina e vancomicina,

conforme tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas bioquimicas, fisiologicas e réah aos antibioticos de

Streptomycesp. ACTMS-9H.

Caracteristicas Bioquimicas

Caracteristicas Fisiolgicas

Resisténcia a Antibidticos

Fontes de Carbono
D-frutose
D-galactose
D-manose
D-melezitose
D-xilose
Lactose
L-arabinose
L-raminose
Maltose
Manitol
Raffinose
Sacarose
Trealose

Fontes de Nitrogénio
Arginina

Cisteina
Fenilalanina
Histidina
L-metionina

Sreina

Treonina

Valina

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

Temperatura
30%
37%

45%

pH
5%
6%
8%
+ 9%

T R i T S SRR

+

+
+
+

+++

+++
++
++

+++
++

++
++
++

Amicacina 39+1,41
Ampicilina -
Amoxicilina -
Cefotaxima -
Ciprofloxacina 30,5%£2,12
Cloranfenicol  19,5+0,71
Eritromicina -
Imipenem 39+1,41
Norfloxacina -
Oxacilina -
Rifampicina -
Estreptomicina 21+1,41
Tetraciclina 25+0,0
Vancomicina  45,5+0,71

+ Positivo; ++ Bom; +++ Excelente; - Negativo
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O género Streptomycespertence a familia Streptomycetaceae, subordem
Streptomycineae, ordem Actinomicetales, subclassetindbacteridae, classe
Actinobactéria e apresenta 0 maior nimero de espatescritasStreptomycedoi
descrito pela primeira vez por Ferdinand Conh ebl@ue observou na microscopia
colénias com micélio em forma de cabelo enroladoodeénando a espécie de
Streptotrix foersteriNo solo, este género produz compostos volatesoam geosmim
que da ao solo o cheiro caracteristico de terrdnadal (DREWS, 1999; HOPWOOD,
2007; NCBI, 2010).

Bouizgarne et al. (2009); Sudha e Selvam (2011)onghet al. (2011)
demonstraram que o génestreptomyceg bastante encontrado na rizosfera de plantas
e de facil identificacdo pela presenca da cadeiasgeros que podem se apresentar de
diferentes formas, como espiraladas, verticiladaetas.

Estudos realizados por Silva (2010) em solo dasfeza dePaullinia cupana
Kunth do municipio de Maués - Amazonas identificatravés da técnica do
microcultivo de 54 actinobactérias isoladas conempiat atividade antimicrobiana, 19
(35%) pertencentes ao géneBireptomycesas outras actinobactérias identificadas
pertenciam aos génerbi®cardiopsisActinomadurae Planobispora

Borneman e Triplett (1997) descreveram pela primegz através da analise
molecular do DNA total a biodiversidade microbiama solos de floresta e pastagem da
Amazobnia mostrando a presenca de 18% de sequé&nmasdo pertenciam a nenhum

género bacteriano conhecido.

5.1.1. Caracterizacdo Molecular

A extracdo de DNA gendmico da cultura puraSteeptomycesp. ACTMS-9H
foi realizada com éxito, obtendo-se 200 ng de DANAoa qualidade de DNA extraido
foi comprovada pelos eficientes resultados alcavgadm a amplificagcdo por PCR da
sequéncia 16S do DNAr, conforme figura 16.

A analise da sequéncia quase completa do genedlBSIAr (1460 pb) mostrou
gue Streptomycessp. ACTMS-9H esta intimamente relacionado c8tneptomyces
hygroscopicusS75-5, apresentando 96% de similaridade com nurderacesso ao
GenBank (gi|170280647|gb|EU521700.1]
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3000 ol
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Figura 16. Gel de agarose 1,2% mostrando a amplificacao da B&Streptomycesp. ACTMS-9H. M:
marcador molecular 100 pb (Ameresco); 1: Produt®@® com aproximadamente 1500 pb utilizando o
par de oligonucleotideos iniciadores 27f/1492r.

A linhagem encontra-se depositada na Colecdo deroMiganismos do
Departamento de Antibidticos da Universidade Fddel®a Pernambuco, como
Streptomyces hygroscopicusCTMS-9H (UFPEDA 3370), sob imersdo em O4leo
mineral e liofilizada.

Streptomyces hygroscopicés uma espécie, que produz uma variedade de
antibiéticos pertencentes a diferentes classeseasimtura distinta e possuindo certas
propriedades biolégica, como agentes antimicrolsiam@ntitumorais. Muitos desses
antibioticos sdo compostos patenteados (ANZAI gt24108; GESHEVA, 2009). De
acordo com um estudo realizado por Rong e Huan@2j2thais de 650 tipos de
substancias bioativas foram produzidas $iweptomyces hygroscopiceespécies a ela
relacionada. Membros desse clado ainda continuadosem dos principais objetos de
triagem de novas substancias bioativas para combatgropagacdo de patdégenos
resistentes aos antibiéticos e para o desenvolvora novos pesticidas com residuos

nao-téxicos ou de baixa toxicidade.

5.2. Fermentacado e Preparacao dos Extratos Brutos

Durante a fermentacdo em cultivo submerStreptomyces hygroscopicus
ACTMS-9H mostrou bom crescimento em meio farinhasadi@ (MPE) com coloragéo
marrom difusivel. A partir de 550 mL dessa ferme#itaforam obtidos 87 g de

biomassa que apo0s extraida com metanol, teve sé&w@toexconcentrado em
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rotaevaporador sob pressdo reduzida a@Oobtendo-se 2,88 g, representando um
rendimento de 3,32%. Para o liquido metabdlico nfomebtidos 440 mL que apds

extraido com acetato de etila pesou 627,01 g, quasde extrato foi concentrado

conseguiu-se 0,32 g, o que corresponde a um rentbirde 0,05%.

Na fermentacdo em meio solido de arroz parbolizadimhagem também exibiu
bom crescimento. A cor do substrato mudou paraamag o crescimento micelial de
Streptomyces hygroscopicAE€TMS-9H apresentou-se acinzentado. A partir dg €é
arroz parboilizado foram obtidos 5,94 g de extnagetandlico, 0 que representa um
rendimento de 6,6%.

O processo fermentativo em meio solido costuma saptar rendimentos
melhores que a fermentacdo em cultivo submersog cefatado por Robinson; Singh;
Nigam (2001) ao comparar os pros e contras deefgiagdo solida com a fermentacao
submersa. Um estudo realizado por Selvameenal;a@Radhnan; Balagurunatha (2009)
utilizando farelo de trigo na fermentagcdo em mditide obteve para cada 10 g de
farelo de trigo 0,420 g de extrato bruto, isso ificen um rendimento de 4,2%. Esses

estudos corroboram com o nosso trabalho.

5.3. Obtencéo das Particdes e Prospec¢do Quimica

O extrato metandlico da biomassa (0,5 g) foi esdollpara ser particionado
porque apresentou melhor atividade antimicrobiacéotdxica (ver Tabela 6 e 8). A
particdo liquido-liqguido comm-hexano apresentou um rendimento de 4% (0,02 g),
quando particionado com acetato de etila, 2% (§)G, 2-butanol, 66% (0,33 g).

Os resultados da prospeccédo quimica dos extratéandlieo da biomassa,
butanolico, aquoso Il e acetoetilico do liquidotabélico analisados por cromatografia
em camada delgada para identificar as classes tadfitos secundarios indicaram a
presenca de alcalbides, aclUcares redutores e saponos extratos metandlicos da
biomassa e butandlico; alcalbides e acUcares nmedutno extrato aquoso Il e
alcaldides, acucares redutores, compostos fenglictespenos e esterbéides no extrato
acetoetilico do liquido metabdlico, conforme Taliela

Thomas et al. (2011) realizaram uma investigacaomiga preliminar de
extratos provenientes tanto da biomassa quantégdad metabdlico de 36 bactérias
isoladas de diversos habitats. O extrato metand@obiomassa de uma bactéria,

denominada B-2, demonstrou a presenca de alcaloiBrboidratos, compostos
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fendlicos, proteinas e aminoacidos. O liquido miiad extraido sucessivamente com
éter de petréleo, acetato de etila e clorofornmdiciando a presenca de esterois quando
extraido com éter de petroleo e cloroférmio, quaegivaido com acetato de etila, a

presenca de flavonodides e esterais.

Tabela 5. Prospeccdo quimica por cromatografia em camadmdieldos metabdlitos

secundarios produzidos pStreptomyces hygroscopicA€ TMS-9H.

Metabdlitos EMeOH9H-B EBUOH EH)O Il EACOEt 9H-LM
Alcaldides + + + +
AcuUcares redutores + + + +
Compostos fenolicos - - - +
Flavanoides - - - -
Taninos - - - -
Triterpenos e Esteroides - - - +
Saponinas + + - -

EMeOH 9H-B: Extrato metandlico da biomassa; EBu@htrato butandlico; EkO IlI: Extrato aquoso
IIl; EACOEL: Extrato acetoetilico do liquido metdie6. Os sinais (+) e (-) indicam, respectivamente,
presenca ou auséncia da classe dos compostos.

Naik; Harindran; Varde (2001) identificaram a pregede alcaléide no liquido
metabolico da fermentacéo S8&eptomyce€DRIL-312. Esse alcaldide, pimprinina, foi
purificado utilizando cromatografia em coluna sobikca gel e cromatografia em
camada delgada preparativa. Algumas atividades afasltgicas, como atividade
antimicrobianain vitro, toxicidade aguda, atividade anticonvulsivante teidade
analgésica foram realizadas. Pimprinina apreseindoa atividade antimicrobiana. Sua
atividade anticonvulsivante foi promissora e seiaeth a atividade do difenilhidantoina

sédica, uma droga padréo utilizada no tratamengpdepsia .
5.4. Fracionamento em Cromatografia em Colun&lash e Bioautografia
O extrato butandlico proveniente da particdo doagéxtmetanolico da biomassa

apresentou bom rendimento e atividades antimicnab& citotOxica promissoras (ver
Tabela 7 e 9), sendo selecionado para fracionaneamtoromatografia em colufiash
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Cerca de 1,3 g desse extrato fracionado resultoguatno fragdes: EB1 (0,29 g), EB2A
(0,13 g), EB2B (0,001 g) e EB3M (0,32 g) que repnéam respectivamente um
rendimento de 22; 9,75; 0,09 e 24%.

Apés o fracionamento, todas as fracdes obtidasmfo@nalisadas por
bioautografia utilizando a bactéria Gram-positBtaphylococcuaureusUFPEDA 02,
para observar se os compostos presentes em ceda &laidos no sistema de solventes
CHCI;:MeOH (9:1) apresentavam atividade antibacteriaf@mdas as fracdes
apresentaram pelo menos um composto com atividedeefaS. aureugFigura 17).

Esses dados nado informam a natureza dos compaspensaveis pela agédo
antibacteriana, por isso outra placa eluida no roesistema foi revelada com
Dragendorff. A comparacédo entre as placas perrdéterminar um alcaldide presente
na fracdo EB1 com Rf 0,7 que apresentou atividatbacteriana frente & aureus Os

alcalbides presentes nas fragbes EB2A e EB3M ngmmim do ponto de aplicagéo.

Figura 17. Bioautografia realizada com quatro frages, obtidalo fracionamento em colufiash,
aplicada no sistema cloroférmio:metanol (9:1). fasadica um composto da fracdo EB1 que se trata de
um alcaléide com Rf 0,7.

Um pigmento produzido pdstreptomyces hygroscopicssbsp.ossamyceticys
isolado do deserto do Thar na india, parcialmentéfipado a partir da cromatografia
em camada delgada por Selvameenal; RadhakrishradaguBunatha (2009) teve sua
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atividade antimicrobiana determinada utilizandoéenica de bioautografia, onde foi
encontrado uma mancha com Rf de 0,77 que apreseticidade contra MRSA,
VRSA, E. coli eKlebsiellasp. com halos de inibicao respectivamente de@512e 10
mm. Os resultados do rastreamento quimico ideatifgue o grupo funcional presente
no composto bioativo € uma molécula que contémaacic

A bioautografia ao localizar a atividade antimicesta de um extrato, particdo
ou fracdo no cromatograma, permite uma pesquisadaapde novos agentes
antimicrobianos através do estudo bioguiado. E€tedo detecta, mesmo em pequenas
quantidades, compostos antimicrobianos ativos estunais complexas de compostos.
Trata-se de uma técnica qualitativa que néo infaymaalores da concentracdo minima
inibitéria (SCORZONI et al., 2007).

5.6. Atividade Antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana realiza€el® peste de susceptibilidade
para determinar a concentracdo minima inibitoriMIjCmostrou que os extratos
metanodlico da biomassa, acetoetilico do liquido almdico e metandlico da
fermentacdo em meio solido apresentaram melhoidatle frente a bactérias Gram-
positivas, bactéria alcool acido-resistente, levasle fungos filamentosos. Os menores
valores da CIM foram atribuidos ao extrato meta&oolla biomassa (Tabela 6). A
concentracdo final do DMSO, agente de solubizag@oextratos utilizado no ensaio,
nao afetou na inibigdo do crescimento dos micr@msynos teste.

Embora a fermentacdo em meio soélido como relatamfoRmbinson; Singh;
Nigam (2001) tenha sido usada com éxito para dugédmn de enzimas e metabdlitos
secundarios, no nosso estudo, os metabdlitos pomtuna fermentacdo em cultivo
submerso deStreptomyces hygroscopiclCTMS-9H apresentaram os melhores
resultados da atividade antimicrobiana.

Segundo Charoensopharat et al. (2008), a maiodgaadtbioticos provenientes
de Streptomycesp. sdo metabolitos secundarios extracelular @uesido utilizados
como agentes anticancerigenos, antivirais, an@otes, anti-inflamatorios,
antiparasitarios e inseticidas. Em nosso estudmeiabdlitos secundarios intracelular
(biomassa), quando comparados aos metabdlitos d&tos extracelular (liquido

metabolico), apresentaram os valores menores da CMI
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Guimarées; Momesso; Pupo (2010) afirmam que emrdguna da natureza

complexa da parede celular das bactérias Graminagaessas sdo mais resistentes a

acao de antibidticos, que nédo sao capazes de sgeavefetivamente a barreira lipidica

da camada externa dessas bactérias. Esses acbadt®@am com os encontrados no

nosso estudo.

Tabela 6. Atividade antimicrobiana dos extratos obtidos #ipaa fermentacdo em

cultivo submerso e em meio solido 8¢&reptomyces hygroscopicé&CTMS-9H em

png/mL.
Micro-organismos EMeOH 9H-B EACOEt 9H-LM EMeOH 9H-FS
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
S. aureusJFPEDA 02 3,9 15,62 125 1000 15,62 62,5
S. aureusJFPEDA 663* 3,9 15,62 500 >1000 250 1000
S. aureu©®RSA UFPEDA 700* 15,62 62,5 31,25 62,5 250 1000
S. aureusJFPEDA 705* 62,5 250 7,81 31,25 62,5 125
S. aureusJFPEDA ORSA 709* 250 1000 15,62 62,5 31,25 625
S. aureusJFPEDA ORSA 718* 500 1000 3,9 15,62 125 500
B. subitilisUFPEDA 86 7,81 31,25 31,25 125 15,62 62,5
M. luteusUFPEDA 100 0,12 0,48 3,9 15,62 15,62 62,5
E. faecalisUFPEDA 138 500 1000 250 1000 62,5 125
E. coliUFPEDA 224 >1000 | >1000 125 500 250 500
K. pneumonia¢JFPEDA 396 250 1000 250 1000 250 1000
P. aeruginosdJFPEDA 416 > 1000 | >1000 250 500 250 500
M. smegmati€/FPEDA 71 3,9 7,81 7,81 31,25 31,25 625
CMF CMF CMF

C. kruseilUFPEDA 1002 15,62 | 31,25 62,5 500 125 500
C. albicansUFPEDA 1007 7,81 31,25 31,25 500 62,5 500
M. furfur UFPEDA 1320 125 250 250 500 62,5 125
A. nigerUFPEDA 2003 31,25 62,5 62,5 500 125 250
Colletotrichumsp. UFPEDA 2561 3,9 7,81 31,25 250 62,5 250
Colletotrichumsp. UFPEDA 2562 1,95 7,81 15,62 125 62,5 250

EMeOH 9H-B: extrato metandlico da biomassa; EAC®ELLM: extrato acetoetilico do liquido
metabolico; EMeOH 9H-FS: extrato metandlico da femtacdo em meio soélido. * Isolados Clinicos do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal dena@Pabuco:S. aureusUFPEDA 663 (ponta de
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cateter),S. aureusUFPEDA 700 (secrecdo de Ulcer8), aureusUFPEDA 705 (ferida operatériag.
aureusUFPEDA 709 (exsudato purulent®, aureusJFPEDA 718 (secrecéo traqueal).

Para determinar a CMI das particoes e fracOes fanihzados os micro-
organismos teste que mostaram-se mais suspetiveisttato metandlico da biomassa.
A fracdo EB2B nédo teve sua atividade antimicrobiamaliada por conta da baixa
quantidade obtida dessa fracdo 0,001 g. Todas rig0es e fracOes apresentaram
atividade antimicrobiana com valores de CMI iguaisabaixo de 62,5 pg/mL.

A particdo com acetato de etila apresentou os eslorais baixos da CMI, 3,9
png/mL quando testados frente a bactérias Graminmsite 0,12 pg/mL frente ao
Mycobacterium smegmati®\ particdo com butanol apresentou CMI de 3,9 jLg/m
quando testados frenteCandida albican® C. krusej 1,95 pg/mL frente adspergillus
niger e 7,81 pg/mL frente aGolletotrichumsp. Dentre as fracdes, a EB1 se destacou
com valores da CMI iguais ou abaixo de 3,9 pg/mab@a 7 e 8).

A particdo com acetato de etila apresentou valoCli (3,9 ug/mL) frente a
Staphylococcus auret@BRSA UFPEDA 700 menor que o antibiético padra@ciina
(256 pg/mL). A particdo com butanol apresentou vd®CMI (3,9 pug/mL) frente &.
albicansmenor que o antibiético padrao, fluconazol (64mig/ Os resultados obtidos
mostram o grande potencial da linhaggtreptomyces hygroscopicA€TMS-9H para
producdo de metabdlitos com atividade antimicradian

Na literatura muitos trabalhos relatam a atividad&émicrobiana de metabalitos
provenientes d8treptomyces hygroscopici$e et al. (2002) isolaram @&reptomyces
hygroscopicus LL-AC98 uma série de novos antibioticos glicopepdbis
(manopeptimicinas) com atividade contra MRSA coml@&tiando de 4 a 128 pg/mL.
Esses novos antibioticos também exibiram atividamtgraBacillus subtiliscom CMI
entre 8 e 16 pg/mL #licrococcus luteussom CMI entre 1 e 64 pg/mL, porém foi
observada baixa atividade contra bactérias Grarativeg.

Lam et al. (1990) avaliaram a atividade antimicaolki de himastatina produzida
por Streptomyces hygroscopicdd CC 53653 que apresentou atividade frenteBao
subtilis com CMI de 2 pg/mLStaphylococcus aureuom CMI variando de 0,5 a 1
pg/mL e inativo contra bactérias Gram-negativasalipente, Hossain et al. (2004)
obtiveram trés novas amidas do fracionamento deoatextacetoetilico do liquido
metabolico deStreptomyces hygroscopiciselado do solo de Rajshahi em Bangladesh
com atividade antibacteriana frente Bosubtilise S. aureuscom CMI entre 64 e 128

pg/mL.
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Tabela 7.Atividade antimicrobiana das particbes da fasarmlica em pg/mL.

EHex EACOEt EBUOH EH.0O | EHO I EH 0 I
Micro-organismo CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
S. aureusJFPEDA 02 15,62 31,25 3.9 7,81 15,62 31,25 15,62 31,5 1562256 15,62 62,5
S. aureusJFPEDA 663* 1525 31,25 3.9 15,62 15,62 62,5 15,62 62,5 15,622,56 15,62 62,5
S. aureu ©RSA UFPEDA 700* 15,62 31,25 3.9 15,62 7,81 31,25 7,81 31,25 7,81 ,2531 7,81 62,5
S. aureusJFPEDA 705* 15,62 62,5 3,9 15,62 15,62 62,5 15,62 62,5 15,62 ,2531 15,62 62,5
B. subtilisUFPEDA 86 1,95 3,9 0,97 1,95 7,81 31,25 7,81 31,25 15,62 62,95,62 62,5
M. luteusUFPEDA 100 7,81 31,25 0,9 1,95 3,9 15,62 7,81 15,62 781 531,27,81 31,25
M. smegmati®JFPEDA 71 1,95 7,81 0,12 0,48 1,95 7,81 3,9 7,81 3.9 7,81 397,81
CMF CMF CMF CMF CMF CMF
C. kruseiUFPEDA 1002 7,81 31,25 7,81 31,25 3,9 15,62 15,62 31,25 15,621,253 15,62 31,25
C. albicansUFPEDA 1007 3.9 7,81 3,9 7,81 3,9 15,62 15,62 31,25 15,62  31,2%5,62 31,25
A. nigerUFPEDA 2003 3,9 7,81 3,9 7,81 1,95 7,81 1,95 3,9 3,9 7,81 7,8131,25

Colletotrichumsp. UFPEDA 2561 31,25 62,5 31,25 125 7,81 31,25 15,62 62,5 31,25 5 12 31,25 62,5
Colletotrichumsp. UFPEDA 2562 31,25 125 15,62 62,5 7,81 31,25 15,62 125 62,5 25062,5 250

EHex: extrato hexénico; EACOEL: extrato acetoetjliEBUOH: extrato butandlico; EB I: extrato aquoso |; Ef II: extrato aquoso II; EXD 1lI: extrato aquoso ll. * Isolados Clinicos dmspital
das Clinicas da Universidade Federal de PernamiBu@ureusJFPEDA 663 (ponta de catete®), aureusJFPEDA 700 (secrecéo de Ulcerd),aureusJFPEDA 705 (ferida operatéria).
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Tabela 8.Atividade antimicrobiana das fracdes da fase lliizanem pg/mL.

EB1 EB2A EB3M
Micro-organismo CMI CMB CMI CMB CMI CMB
S. aureusJFPEDA 02 1,95 7,81 15,62 31,25 15,62 31,25
S. aureusJFPEDA 663* 1,95 7,81 15,62 62,5 15,62 62,5
S. aureuDRSA UFPEDA 700* 1,95 7,81 15,62 62,5 15,62 62,5
S. aureusJFPEDA 705* 1,95 15,62 15,62 62,5 15,62 62,5
B. subtilisUFPEDA 86 0,48 1,95 15,62 62,5 7,81 31,25
M. luteusUFPEDA 100 1,95 7,81 7,81 31,25 7,81 31,25
M. smegmati$JFPEDA 71 0,48 0,97 3,9 15,62 3,9 15,62
CMF CMF CMF
C. kruseilUFPEDA 1002 3,9 15,62 7,81 31,25 7,81 31,25
C. albicansUFPEDA 1007 3,9 15,62 7,81 31,25 7,81 31,25
A. nigerUFPEDA 2003 3,9 7,81 3,9 7,81 3,9 7,81
Colletotrichumsp. UFPEDA 2561 1,95 7,81 1,95 1,95 3,9 7,81
Colletotrichumsp. UFPEDA 2562| 0,48 1,95 1,95 1,95 3,9 7,81

EB1, EB2A e EB3M: fracdes provenientes do extraitabdlico. * Isolados Clinicos do Hospital das @#s da Universidade Federal de Pernamb8caureusUFPEDA 663 (ponta de cateter),

S. aureusJFPEDA 700 (secrecgéo de Ulcerd),aureusJFPEDA 705 (ferida operatoria).
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Cletramicina isolada do liquido metabdlico $teeptomyces hygroscopictli®-
A0623 endofitico da raiz d€lethra barbinervisno Japao mostou atividade antifingica
frente a levedur&andida albicanscom CMI de 8 pg/mL e fraca atividade contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (FURURtAdI., 2003). Quatro compostos
(tetrins A e B, tetramicina A e B) isolados por Abat al. (2011) do liquido metabdlico
de Streptomyces hygroscopicdS-112 apresentou atividade frente Aspergillus
flavuscom CMI de 3,13; 12,56; 1,56 e 6,25 pg/mL, respaciente.

Streptomyces hygroscopicli$1-81 produz o antibidtico macrolideo AK-111-81
que exibi atividade antibacteriana e antifungicESEEVA; IVANOVA; GESHEVA,
2005). Essa linhagem também produz os antibiépotiéter IM-111-81, azalomicina B
e o antifungico AK-111-81 que expressa atividadetreoFusarium graminearune
outros fungos fitopatogénicos (GESHEVA, 2009).

Prapagdee; Kuekulvong; Mongkolsuk (2008) encontnamaos metabdlitos
extracelulares dBtreptomyces hygroscopiciselado da rizosfera de arrozais e pomares
da Tailandia atividade antifungica frente @olletotrichum gloeosporioideO fungo
Colletotrichumsp. € um patégeno tipico de plantas que costumeesponsavel pela
doenca conhecida como antracnose que originamiposjlem varias culturas, por

exemplo, na cultura do guarar&a(llinia cupanakunth).

5.7. Atividade Citotoxica

A triagem inicial do potencial citotdxico dos extrs, particoes e fracbes foram
realizadas em trés linhagens tumorais humanas: Higarcinoma epiderméide de
laringe), HT-29 (cancer de célon) e NCI-H292 (caooha mucoepidermoide de
pulm&o). Os resultados obtidos através do percettuaibicdo do crescimento celular
(IC%) das amostras na concentragao de 50 pg/mlngaoco-se na Tabela 9.

O extrato metandlico da biomassa e o extrato atktoedo liquido metabdlico
provenientes da fermentacdo em cultivo submersesaptaram alta atividade, onde a
inibicdo do crescimento celular variou entre 758 %as linhagens testadas. O extrato
metandlico proveniente da fermentacdo em cultivongrso apresentou moderada
atividade, onde a inibicdo do crescimento celul@riou entre 68 a 71%. Todas as
particbes apresentaram uma inibicdo do crescinmitdar acima de 80%. Das quatro

fracOes, apenas a fracdo EB2B, ndo apresentodadwvicitotoxica.
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Tabela 9.Percentual de inibicdo do crescimento celular (J@%s extratos, particoes e
fracdes em trés linhagens tumorais testados naentracdo de 50g/mL pelo método
do MTT apéds 72 h de incubacao.

Linhagens Celulares (IC%)

Amostras HEp-2 HT-29  NCI-H292
EMeOH 9H-B 75+4,2 97,1+1 94,7+0,%
EACOEt 9H-LM 83,71 92,7+0,8 87,3+0,p
EMeOH 9H-FS 679+1 71,4+04 69,3%0,2
EHex 95,1+0,8 80,2+0,2 81,7%+0,5
EACOEt 100+£0,2 100+x0,7 99,3+0,3
EBuUOH 968+14 964+11 958=+1
EH20 | 98,7+1,8 994+12 99,6+0,8
EHO I 96,7+0,7 961+06 96,6+0,8
EH0 llI 90,5+0,1 80,4+0,1 93+0,2
EB1 976+24 100+0,3 93+0,2
EB2A 89,8+0,2 91,1+5,7 80,1+0,9
EB2B SA SA SA
EB3M 909+04 945+0,3 915+0,7

EMeOH 9H-B: extrato metandlico da biomassa; EACOIEL-LM: extrato acetoetilico do liquido
metabdlico; EMeOH 9H-FS: extrato metandlico da femtacdo em meio sélido; EHex: extrato hexanico;
EACOEL: extrato acetoetilico; EBUOH: extrato bufamm EH,O I: extrato aquoso |; B Il: extrato
aquoso II; EHO llI: extrato aquoso Ill; EB1, EB2A, EB2B e EB3NtacBes provenientes do extrato
butandlico. SA: sem atividade; pouca atividade: 30%; moderada atividade: 5075%; alta atividade:
75> 100%.

A analise da citotoxicidade pelo teste do MTT é método rapido e sensivel
que apresenta a capacidade de analisar a vialalidad estado metabdlico da célula.
Esse método vem sendo utilizado no programa dersureg do Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos (NCI), que testa maisOd@00 amostras a cada ano. O
NCI, inicialmente, realizada um screenning em lirdsagens de células tumorais que
seleciona os compostos a serem testados em oQtilazthégens. Essa triagem inicial
detecta mais de 95% dos compostos ativos nas Bagems (CRAGG; NEWMAN,
2000; SKEHAN et al., 1990).

Neste trabalho, todas as particbes e as fracoes, HBPA e EB3M
apresentaram uma inibicdo do crescimento celularaade 80%, e seus valores dgglC

(concentracdo da amostra que inibe 50% do crestinuatular) foram determinados
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em quatro linhagens tumorais humanas: HEp-2, HTNE;H292 e HL-60 (leucemia
promielocitica aguda) (Tabela 10).

A particho com acetato de etila apresentou os emlonais baixos da g
quando testados frente as linhagens HEp-2 (0,1®@1gHT-29 (0,09 pg/mL) e NCI-
H292 (0,19 pg/mL). A particdo com butanol apresentma I1Gy de 0,11 pg/mL frente
a HL-60. Dentre as fracOes, a EB1 se destacou edoneg da |6 menores ou iguais a
doxorrubicina, utilizada como padrdo. Essa fracéstrou uma maior seletividade pela
HL-60 com uma Ig, de 0,009 pg/mL.

Tabela 10.Valores da concentracdo que inibe 50% do cres¢onsgiular (1Gg) e o
intervalo de confianca (IC 95%) das particOes edea em quatro linhagens tumorais

testadas pelo método do MTT apds 72 h de incubacao.

IC 50 (ug/mL) e IC 95%

Amostras HEp-2 HT-29 NCI-H292 HL-60
1,3 3,62 511 3,92
EHex 1,02-1,68 2,36-5,54 3,97 - 6,58 3,0-5,14
0,13 0,09 0,19 0,16
EACOEt 0,08-0,19 0,04 -0,23 0,13-0,3 0,12-0,2
0,21 0,4 0,62 0,11
EBuUOH 0,12-0,36 0,11-1,52 0,32-1,21 0,03-0,4
0,69 0,69 1,55 0,14
EH,O | 0,45-1,04 0,28-1,7 1,18 - 2, 04 0,06 -0,3
0,7 3,31 5,22 3,23
EH,0 Il 0,52 - 0,96 1,78 -6,17 3,64 - 7,48 2,56 - 4,06
0,19 1,18 1,38 0,98
EH0 llI 0,07 - 0,53 0,73-1,9 1,15- 1,66 0,83-1,17
0,02 0,08 0,01 0,009
EB1 0,01-0,03 0,06-0,12 0,003 -0,07 0,004 -/0,01
0,69 2,9 6,76 6,74
EB2A 0,58 - 0,82 1,85 - 4,52 5,06 - 9,04 5,45 - 8,34
2,92 14,73 25,7 10,22
EB3M 2,11-4,04 11,31-19,18 18,09-36,49 5,46129,
0,7 0,4 0,01 0,02
Doxorrubicina 0,3-1,4 0,3-0,5 0,004 -0,3 0,01-0,02

EHex: extrato hexanico; EAcOEt: extrato acetoatjliEBUOH: extrato butandlico; EB I: extrato
aquoso |; EHO II; extrato aquoso II; E}D llI: extrato aquoso Ill; EB1, EB2A, EB2B e EB3Ktacbes
provenientes do extrato butandlico.
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De acordo com os critérios do NCI, um extrato biutoonsiderado promissor
para purificacdo posterior quando apresenta umgin€@rior a 30 pg/mL (SUFFNESS;
PEZZUTO, 1990). As particdes e fracdes testadassaptaram valores desfabaixo
do valor determinado pelo NCI para todas as linhagestadas.

A boa atividade citotoxica das fracbes pode seibudtta a presenca de
alcaldides que sdo compostos heterociclicos coat@itdogénio e biologimamente
ativos. Isso porque ao longo dos ultimos anos, tandg numero de alcaléides com
atividades anticancer tém sido isolados de pla@ai@gyais e micro-organismos, como
as actinobactérias (BALLAV; DASTAGER; KERKAR, 201XUMAR; RAWAT,
2011).

Ravikumar; Fredimoses; Gnanadesigan (2012) avaliaatividade citotOxica
do extrato acetoetilico do liquido metabdlicaSteeptomycesp. ACT 01, em linhagens
de cancer mama (MCF7 e MDA-231). O extrato apreseatividade contra MCF7
com IG inferior a 30 pg/mLNesse extrato foi detectada a presenca de alcaldides

O fracionamento bioguiado do extrato acetoetiliodiguido metabdlico de uma
actinobactéria marinha conduziu ao isolamento ds diegaldides indolocarbazdlicos
conhecidos, K252 e arciriaflavina, que exibiramvidtide citotoxica contra K562
(leucemia mieldide crbnica). K252 e arciriflavimaluiziu a morte celular por apoptose
na concentracdo de 10 uM e 100 puM, respectivaniehiect al., 2007).

Alcaloides de piperidina sdo componentes tipicosptitas e raramente
isolados a partir de fontes microbianas. PuderstétaZeeck (2000) isolaram cinco
novos alcaldides de piperidina, denominados szep@ A, B1, B2, C, e D, a partir do
liquido metabdlico deStreptomycesp. FORM5 e Al. O streptomone A mostrou
citotoxicidade significativa quando testado cort@F7, HMO2 (adenocarcinoma do
estdbmago), Hep G2 (carcinoma hepatocelular), Ka{odrcinoma do célon).

Na literatura também ha inumeros trabalhos relatandtividade citotoxica de
metabolitos produzidos p&treptomyces hygroscopicugarashi et al. (2006) isolaram
de Streptomyces hygroscopictli®-A0451 um novo composto citotdxico, pterocidina,
que apresentou atividade contra NCI-H522 (cancgruli@ao), OVCAR-3 (carcinoma
de ovério), SF539 (glioblastoma) e LOX-IMVI (melana) com valores de Kgentre
29e7,1uM.

Himastatina isolada da fermentacdo 8treptomyces hygroscopicusTCC
53653 mostrou citotoxicidade contra HCT-116 (cancelorretal) com Ig, de 9,7
pug/mL (LEET et al., 1995). Enquanto, cletramicinsolada de Streptomyces
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hygroscopicusTP-A0623 exibiu citotoxicidade moderada contra &€tarcinoma do
colo do utero) (FURUMAI et al., 2003).

Um novo analogo de geldanamicina isolado da feragéat deStreptomyces
hygroscopicus A070101 apresentou citotoxicidade contra MCF-7, -NBEL-2
(melanoma) e CR-L23 (carcinoma pulmonar) cormg I€spectivamente de 142; 496 e
278 nM (ZHANG et al., 2010)Streptomyces hygroscopicks8309-27-1 modificado
geneticamente produziu dois novos derivados deageldicina que apresentaram
atividade contra SKBR-3 (cancer de mama) comp t& 280 e 481 nM, resultado 10 a
20 vezes mais elevado que o derivado de geldanaanigiilizado atualmente em
ensaios clinicos (BUCHANAN et al., 2005).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo permiteu conclei

* A actinobactéria ACTMS-9H 8treptomyces hygroscopicus

« A fermentacdo em meio solido de arroz parbolizagoesentou melhor
rendimento que a fermentacdo em cultivo submersonem farinha de soja
(MPE). Entretanto, as atividades antimicrobianat@axica mostraram que 0s
metabolitos provenientes do cultivo submerso aptasam melhores

resultados;

» A prospecc¢do quimica em cromatografia em camadmdalindicou a presenca
de alcaldides, acucares redutores e saponinas xicEoe metanodlicos da
biomassa e butandlico; alcal6ides e acuUcares negute extrato aquoso Il e
alcalbides, acucares redutores, compostos fengligtespenos e esterdides no
extrato acetoetilico do liquido metabdlico;

* Quatro fracdes obtidas em cromatografia em collash quando analisadas por
bioautografia apresentaram pelo menos um composi;m a@tividade
antimicrobiana frente &taphylococcuaureus havendo na fragédo EB1, no teste
qualitativo, a presenca de um alcal6ide (Rf 0, edividade antimicrobiana;

* A atividade antimicrobiana da fracdo EB1 mostrolones da CMI iguais ou
abaixo de 3,9 ug/mL frente a bactérias Gram-p@stibactéria alcool acido-

resistente, leveduras e fungos filamentosos;

» Atividade citotoxica da fracdo EB1 apresentou \edoda IG, frente as
linhagens tumorais humanas HEp-2, HT-29, NCI-H29HIe60, sempre
menores ou iguais a doxorrubicina, utilizada comedr@o, sendo mais

seletividade para HL-60 com umag$Ce 0,009 pg/mL.
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APENDICE A — Meio de Cultura Utilizado para Identificacdo daiAobactéria

ACTMS-9H
ALA - Arginina - Levedura - Agar
L-arginiNa.......ccoooeviiiiiiieiiiceee e 0,39
GlICOSE. ... ittt 1lg
(€71 o ] (o ISR 19
KoHP Oy 0,3¢g
MOSOLTHO. ..o, @2
NACH .. 0,39
Extrato de levedura.........ccccccevvvvvviinnne. 19
AGAT. ... 15¢g
Solugdo de saiS.......ooeeeieeiiiiiii e 1mL
Agua destilada.........c..cccoveereeirieerenenn, 1000 mL
pH 6,4
Solugéo de tragos de sais
FESQ.7TH2O. . e, AQ
MNSOL.7 HoO.oeieiiiee e 1@
ZNSQOL7 HpO v 1@
Agua destilada............cccoveeeeeirieerenenn, 100 mL

ISP-1- Triptona - Extrato de levedura - Agar

I ] 0] (o] o - VS 0,3¢g
Ao 15 g
Agua destilada............cccoeeeveeirieirenene, 1000 mL
pH 7,0 -7,2

ISP-2 - Extrato de malte - Extrato de levedura - Agar

Extrato de levedura............cccvvvviiiiimeeee. 49
Extrato de malte...........ccoovvviiiiiiiiiiennnnnn. 10g
€7 1o 01T TS 49
AGAT. ... 15¢g
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pH 7,2

ISP-3- Farinha de aveia - Agar

Farinha de Aveia..........ccccvvvvviviiiciieeeeeen, 20 g
AGAr... i 18 g
Solucéo de tragos de sais............ceevvemennnne 1mL
Agua destilada...........cccceevveveceeeeirieene 1000 mL
pH 7,2

ISP-4 - Sais inorganicos - Amido - Agar

Amido solavel........cccceeeevieiiiiiiii, 20 g
KoHPOs.o e 29
MOSO. 7HoO..ceeiieieeee e 29

NACH .. 249
(NH4)2SOh i 49
CaCQl. i 49

AGAr... i 15¢g
Solucéo de tragos de sais...........cceevvvmunnnee 2 mL
Agua destilada.............ccooevveveriririieee. 1000 mL
PH70-7,4

ISP-5- Glicerol - Asparagina - Agar

L-asparaging.........cccceevvvvvniiiiiieeeeeeeeeeeeneenns 19

(€7 1o ] (o ) 109
KoHPOs. e lg

AGAr... i 15¢g
Solucéo de tragos de sais............ceevvvmunnne 1mL
Agua destilada.............ccooeveveciiririienee. 1000 mL
PH70-7,4

ISP-6 - Peptona - Extrato de ferro - Agar
Peptona......ccoooiiiiii e 15¢g
Protease peptona...........cccoeeevvviveeet o 9 g

Citrato de ferro (ico) e amonio.................. 059
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KoHP e v, 1g
Tiossulfato de s0dio O3N&)............evvveee. 0,08 g
Extrato de levedura............cc.oovvvvvvvnicmaeeee. 19

AGAT. ... 15¢g
Agua destilada...........c.coooeveeeerieieeienne 1000 mL
PH70-7,2

ISP-7 - Tirosina - Agar

Glicerol. ..o 15¢
L-tirOSING. ..ceeeeiiiiiiiiieee e 0,59
L-asparaging..........ccceevvvvvniiiiiieeeeeeeeeneenenns 19
KoHP Oy 05¢9
MOSOLTHO. .., @5
FESQ.7THO. i, 0,549
NACH ..o 0,01g
AGAr. ... 15¢9
Agua destilada.............ccooeveeeeeieieiienee. 1000 mL
PH70-7,2

Meio Base para a Utilizacdo de Fontes de Carbono

(NH)2SOh v 2,64 ¢
KH2POy......cviviieee e 2,38 ¢
KoHP Oy 5,65¢g
MOSOh . e 1lg
SOIUGEOD |.evvieie e, 1mL
AGAr... i 15¢g
Agua destilada...........c.ccooeveeeeririeennne, 1000 mL

CUSQL.5HO. oo, 0,64 g
FESQ.7THO. i Q,11¢g
MNCl2.4H2O ..o Q0,79 ¢
ZNSOLTHO ..., Q,15¢

Agua destilada.............coooeveeeirieieennnee, 100 mL
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Obs: Fonte de carbono a ser testada adiciona-se denLuma solugdo 10%
(concentragao final de 1%); Controle positivo azhéi-se 1mL de uma solucdo de
glicose 10% (concentracdo final 1%); Controle negahdo é adicionada nenhuma

fonte de carbono.

Para cisteina e valina colocou-se uma concentragfwr de glicose 0,2% no meio

basal devido a alteracdo completa do meio de eudtnr poucos dias de incubacéo.

Meio Base para a Utilizacao de Fontes de Nitrogénio

GlICOSE. ittt e s 10 g
MOSOL.THZO ... .08 g
FESQ.7TH20. .. 0,001 g
KoHP O, 0,1g
Azul de bromotimol..............ccoeiiiiiiiiinnnnn. 0,039
AGAr. ... 15¢9
Agua destilada...........c.ccoeevviriririnne, 1000 mL

Obs: Fontes de nitrogénio a ser testada adiciorigigg Controle positivo tem 0,1g de

L-asparagina ou prolina; Controle negativo nao m&nogénio.

Caldo NaCl 2,5,7,9e 12%
Caldo BHI (Biobras) mais NaCl nas concentracdés Z, 9 e 12%

Todos os meios de cultura foram submetidos a kzssgdo em autoclave vertical
durante 15 minutos a 121°C. O pH, quando necesdaria@justado com solucbes de
hidroxido de sédio (NaOH) ou éacido cloridrico (HCBpenas o meio base para a
utilizacdo de fontes de carbono foi submetido &riigacdo durante 10 minutos a
105°C.



APENDICE B — Solugdes para o Estudo da Parede Celular

Solucéo de Acido Cloridrico 6 N
Acido CloridriCo.......c.cvevreveeeeeeeeeee s 18,4 mL
Agua destilada.............ccooeeeeirieiiennnen, 100 mL

Solucéo n-Butanol Saturado
N-DULANOL........oooiiiii e 110 mL
Agua destilada.............ccooeveeeiririienne, 30 mL

Solucédo de Ninhidrina 0,2%
NINhidrina.......cccccoeeee e e 0,29
Butanol saturado...............oouvveiiiiiiiiceene.. 100 mL

Solucéo Padréo de Acido Diaminopinélico (DAP)
Acido diaminopinélico.............c..ccccvrvreene. 19¢

Butanol saturado..........cooeveeveiiiiiieeieeae. 100 mL

Solucédo para Cromatografia - Fase Mével

Alcool MEtIliCO..vvvveeeeeeeeeeeeee e 80 mL
Acido cloridriCo....coueereee e 4 mL
Piridina. ... 10 mL

Agua destilada...........c.ccooeveeviviriiinen, 26 mL
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APENDICE C — Meios de Cultura Utilizados para Fermentacdo dinabactéria

ACTMS-9H
MPE
Farinha de soja .........ccoeeeveeeveveviivv e 20°Q
GlICOSE ..ot 209
CaCOS .. 29
NACH .. 59
Agua destilada ..........c.coeevveveeeieeeieerenen 1000 mL
pH6,7-7,0

Meio Solido de Arroz
Arroz parbolizado ..., 90 g
Agua destilada ..........c.coceeveveeieieeeieeenen 90 mL

O meio MPE foi submetido a esterilizacdo em aut@chzertical durante 15 minutos a

121°C, enquanto o meio sélido de arroz a estegiaalurante 40 minutos.



APENDICE D — Meios de Cultura Utilizados para Atividade Micrata

BHI - Brain Heart Infusion - Agar

BHI e e 59
AGAr oo 15¢g
Agua destilada ..........ccoeeeveeeiriieeeeeee 1000 mL
pH 7,0 - 7,4

MH - Mueller Hinton - Agar
Extrato de carne .......cccceevveeiiiiiiiiivieeeeeeeiinnns 59

Hidrolizado de caseina ou Peptona de caseina g17,5

Y .01 o o R 159
AGAr oo 15¢g
Agua destilada ..........c.coveeveeeirieeeeeeen 1000 mL
pH 7,0

SAB - Sabouraud - Agar

Peptona ..., 109
€ 1o 0 1= 2R 40 g
AGAC oo 209
Agua destilada .........c.cooeeveeviiiieeceeene, 1000 mL

pH 5,6
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