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RESUMO

Microrganismos marinhos sédo reconhecidos por sua capacidade de sintetizar moléculas
bioativas com estruturas Unicas e mecanismos de agao peculiares. O presente trabalho
realizou um estudo sobre a diversidade bioldégica e potencial biotecnologico de
microrganismos recuperados de amostras dos sedimentos do Arquipélago Sao Pedro e
Sao Paulo (ASPSP), localizado a quase mil quildbmetros da costa brasileira. As
amostras de sedimento foram processadas para isolamento dos microrganismos
cultivaveis e para estimativa da diversidade microbiana a partir da analise do ADN
metagendémico. As culturas isoladas foram crescidas em meio liquido para extracao
com solventes organicos e posterior caracterizacao da atividade citotdxica em células
de adenocarcinoma humano (HCT-116) e do perfil quimico por cromatografia liquida
seguida de espectrometria de massas (CL-EM) e posterior analise na base de dados
AntiMarin. O estudo preliminar da diversidade de grupos de Bacteria e Archaea
atraves das técnicas de DGGE realizado para as amostras do primeiro (E1) e segundo
semestre (E2) mostraram que existe uma semelhanca acentuada de 62,8% para o
grupo das bactérias, enquanto para o Archaea, a similaridade foi de 32,9%. Ao todo
foram obtidos 61 UTOs de bactérias e 32 UTOs para Archaea. Em relacdo as
bactérias cultivaveis, um total de 268 estirpes de bactérias foi recuperado a partir das
21 amostras de sedimentos recolhidos. Na avaliacdo da atividade biologica, 41
extratos demonstraram citotoxicidade, com Clso variando entre 0,04 e 31,55ug/mL. A
partir desse resultado, trés bactérias foram escolhidas para o fracionamento bioguiado
dos compostos ativos. No extrato da BRA-132, identificada como Salinispora sp.,
foram identificados compostos bioativos do grupo das estaurosporinas além da
saleniketais e rifamicina. Do extrato da BRA-199, identificada como Streptomyces sp.,
foram isoladas trés dicetopiperazinas, entretanto nenhuma delas demonstrou
atividade citotéxica, além dos compostos citotdxicos piericidina A e glicopiericidna A.
Ja da BRA-177, identificada como Actinomadura sp., foram isoladas moléculas do
grupo das prodigiosinas, ciclononilprodigiosina e nonilprodigiosina, que apresentam
potente atividade citotoxica. Esses resultados demonstram que, apesar da baixa
diversidade observada pelo DGGE, as bactérias cultivaveis do ASPSP apresentam

elevado potencial biotecnologico.
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ABSTRACT

Marine organisms are recognized for their ability to synthesize bioactive molecules
with unique mechanisms of action peculiar structures. This study conducted a study
about the biological diversity and biotechnological potential of microorganisms
recovered from sediment samples St. Peter and St. Paul Archipelago (SPSPA) located
almost a thousand miles from the Brazilian coast. The sediment samples were
processed for isolation of cultivable microorganisms and to estimating microbial
diversity based on the analysis of metagenomic DNA. The isolated cultures were
grown on broth medium for the extraction with organic solvents and subsequent
characterization of cytotoxic activity on human adenocarcinoma cells (HCT-116) and
the chemical profile by liquid chromatography followed by mass spectrometry (LC-MS)
and subsequent analysis on the basis of AntiMarin data. The study of diverse groups
of bacteria and archaea through the DGGE techniques performed to the samples of
the first (E1) and second semester (E2) showed that there is a marked similarity of
62.8% to the group of bacteria, whereas for Archaea, the similarity was 32.9%. In total
61UTOs from bacteria and Archaea were obtained for 32 OTUs. In relation to cultivable
bacteria a total of 268 strains of bacteria was recovered from the 21 samples collected
sediment. In the evaluation of biological activity, 41 extracts showed cytotoxicity, with
ICs0 ranging from 0.04 to 31.55ug/mL. From this result, three bacteria were chosen for
bioguided fractionation of the active compounds. In the extract of BRA-132, identified
as Salinispora sp., were identified bioactive compounds the group of staurosporines
beyond saleniketals and rifamycin. Extract the BRA-199, identified as Streptomyces
sp., were isolated three diketopiperazines, however none of them showed cytotoxic
activity in addition to cytotoxic activity piericidin A and A glycol-piericidin A. Already
BRA-177, identified as Actinomadura sp., were isolated the molecules
cyclononilprodigiosin and nonilprodigiosin of the group prodigiosins, which have potent
cytotoxic activity were isolated. These results demonstrate that, despite the low
diversity observed by DGGE, the -culturable bacteria SPSPA have high
biotechnological potential.

Key words: Marine microorganisms; diversity; anticancer; St. Peter and St. Paul
Archipelago
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1. Introducao

Os mares e oceanos compreendem a maior por¢ao da esfera terrestre (71%),
abrigando em suas diferentes regides mais de 90% da biodiversidade do planeta entre
macro e microrganismos. Estudos recentes realizados por pesquisadores do projeto
Censo da Vida Marinha estimam que existam cerca de um milhdo de macrorganismos
e dezenas de milhdes de microrganismos nos mares e oceanos (JIMENO et al., 2004;
HILL e FENICAL, 2010; Census of Marine life. Disponivel em: < http://www.coml.org/>.

Acessado em 04/05/2014). A figura 01 mostra os primeiros resultados desse projeto,
onde podemos observar que o litoral brasileiro figura como uma area de diversidade
intermediaria quando comparada, por exemplo, a area da Indonésia, tida como berco
da diversidade marinha (Censo da vida Marinha, 2014). E importante ressaltar que o
Brasil € considerado como um dos paises que menos conhecem e protegem sua

diversidade marinha (Figura 01).
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Figura 01 - Mapa representativo da biodiversidade marinha do planeta Terra apresentando os
resultados obtidos pelo projeto Censo da vida Marinha.http://comimaps.org/oceanlifemap/past-
present-future. Acessado em: 22/06/2014.

Toda essa diversidade biolégica atrelada a um ambiente de intensas pressdes
ecoldgicas, como predagdo e competicdo por espaco, resulta numa variedade de
metabdlitos com alta solubilidade em agua (HESTER, HARRISON e BIGG, 2000).
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Essa abundancia e diversidade quimica disposta no ambiente marinho enfatiza a
importdncia deste ambiente para a prospeccdo de novos compostos com
propriedades farmacoldgicas (BHAKUNI, DEWAN e RAWAT, 2005; LEAL et al., 2012)
(Figura 02).
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Figura 02 - Representagdao esquematica apresentando a diversidade genética, bioldgica e quimica
existente no ambiente marinho.

Entre os grupos de invertebrados que habitam o ecossistema marinho,
destacam-se como mais promissoras fontes de metabdlitos com atividade bioldgica o
filo Porifera, responsavel por 48,8% de novas entidades quimicas isoladas, com mais
de cinco mil compostos de diferentes classes quimicas, enquanto o filo Cnidaria
responde por 35,5%. Vale ressaltar, ainda, a importante contribuicdo dos filos
Echinodermata, Chordata e Mollusca com 8,2%, 6,9% e 5,8%, respectivamente, de
novos compostos isolados entre os anos de 1990 a 2009 (Figura 03) (LEAL et al.,
2012).
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Figura 03 - Percentual de novos produtos naturais marinhos isolados de invertebrados entre os anos
de 2000 a 2009. (Adaptado de Leal et al., 2012).

A auséncia de equipamentos (scuba diving) e o dificil acesso ao ambiente
marinho foram os principais motivos pelos quais este ecossistema foi tardiamente
explorado. Os estudos com produtos naturais marinhos foram iniciados a partir da
década de 50, cujo marco inicial foi o trabalho dos pesquisadores Bergman & Feeney,
o qual isolaram os arabinucleosideos espongouridina e espongotimidina da esponja
marinha Cryptotethya crypta, marcando assim, o inicio dos estudos de quimica dos
produtos naturais marinhos (NEWMAN E CRAGG, 2012; FENICAL, 2006;
BERGMANN e BURKE, 1956; BERGMANN e FEENEY, 1951).

Esses nucleosideos isolados serviram de protétipo para o desenvolvimento dos
compostos andlogos, Vidarabina, Vidarabin Thilo® (Ara-A) e Citarabina, Alexan®,
Udicil® (Ara-C) sendo estes, os primeiros compostos de origem marinha utilizados na
clinica para o tratamento doengas virais e tumores, respectivamente (BERGMANN e
STEMPIEN, 1957; PROKSCH, EDRADA e EBEL, 2002).

Apenas na década de 70 que o ambiente marinho ganhou mais énfase, devido
a grande pressao a fim de descobrir novas drogas com potencial farmacolégico para
o tratamento de enfermidades. Durante esta década, os invertebrados marinhos,
esponjas, corais moles e ascidias, ganharam destaque devido a grande abundéancia
e a facilidade de coleta (PROKSCH, EDRADA e EBEL, 2002).
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A década de 80 foi marcada pelo isolamento do depsipeptideo ciclico
Dideminina B e a entrada deste composto para a fase | de ensaios clinicos para
atividade antitumoral pelo NCI, sendo esta, a primeira molécula de origem marinha a
ser testada clinicamente (CHUN et al, 1986). Isso tornou mais evidente o potencial
quimico e farmacoldgico dos mares e oceanos (PROKSCH, EDRADA e EBEL, 2002;
POMPONI, 2001; FENICAL, 1997).

Desde entdo, o ecossistema marinho € considerado uma fonte bastante
promissora para a prospec¢do de novas moléculas biologicamente ativas com
potencial biomédico. Até o presente momento ja se isolou, principalmente de
invertebrados, mais de 15.000 novos compostos com estruturas peculiares e bastante
complexas. Essas moléculas tornam-nas fortes candidatas para o desenvolvimento
de novos farmacos por apresentarem mecanismos de acgdo inusitados, alta
seletividade e diversidade de alvos moleculares (LEAL et al., 2012; RADJASA et al.,
2011; JIMENEZ, MARIA STURDIKOVA e STURDIK; 2009).

Atualmente sete compostos encontram-se aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA) para a comercializacdo (Tabela 1), treze compostos encontram-
se em fase de testes clinicos e mais de mil compostos isolados de organismos
marinhos encontram-se em fase de estudos pré-clinicos (GERWICK e MOORE, 2012;
IMHOFF, LABES e WIESE, 2011; MONTASER e LUESCH, 2011).



Tabela 1 - Compostos isolados de organismos marinhos e seus derivados atualmente aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) e em fase de

estudos pré-clinicos (Adaptado de Gerwick & Moore, 2011; Mayer et al., 2010). N.A - Nao apresenta.

Status

Aprovado pelo
FDA

Fase lll

Fase ll

Fase |

Nome

Citarabina (ARA-C)

Vidarabina (ARA-A)
Ziconotideo

Trabectedina

Brentuximab vedotina

Acidos 6mega-3
Mesilato de eribulina
Plitidepsina
Tetrodotoxina

Soblidotina

DMXBA
(GTS-21)

PM00104
PM01183

CDX-011

Salinosporamida A; NPI-

0052
PMO060184

Briostatina

SGN-75

ASG-5ME

Nome
comercial

Cytosar-U®

Vira-A®
Prialt®

Yondelis®

Adcetris®

Lovaza®

Halaven®
Aplidina®
Tectin®

TZT-1027
N/A

Zalypsis®
NA

N/A

Marizomib

NA
NA

NA

NA

Organismo
Marinho

Esponja

Esponja
Molusco

Tunicado

Molusco/
cianobactéria

Peixe
Esponja
Tunicado
Peixe

Tunicado
Verme

Molusco

Tunicado
Molusco/
cianobactéria

Bactéria

Esponja
Briozoario
Molusco/
cianobactéria

Molusco/
cianobactéria

Classe Quimica

Nucleosideo

Nucleosideo
Peptideo

Alcaloide
Anticorpo conjugado
Acido graxo 6mega-3

Macrolideo
Depsipeptideo
Alcalbéide guanidinico

Peptideo
Alcaloéide

Alkaloid
Alkaloid
Anticorpo conjugado

B-lactona-gama
lactama

Policetideo

Lactona macrolidio

Anticorpo conjugado

Anticorpo conjugado

Mecanismo de acao

DNA polimerase

DNA polimerase viral
Canais de Ca?* tipo N

Sulco menor do ADN

CD30 e Microtlbulos

Enzimas da sintese dos
triglicerideos

Microtubulos
Antimitética
Canais de Na*

Microtubulos

Receptor a7 Nicotinico
acetilcolina

Ligagédo com ADN
Sulco menor do ADN

Glicoproteina NMB &
Microtubulos

Inibidor de proteasoma 20S

Sulco menor do ADN

Proteina Quinase C

CD70 & microtubuloss

ASG-5 & microtubulos

Aplicacao

Cancer

Antiviral
Dor

Cancer
Cancer
Hipertriglicemia
Cancer
Cancer

Dor

Cancer
Esquizofrenia

Cancer

Cancer

Cancer

Cancer

Cancer

Cancer

Cancer

Cancer
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Dentre os compostos em uso clinico, tem-se o ARA-A (Thilo®) e 0 ARA-C
(Alexan®, Udicil®), ziconotideo (Prialt®), trabectedina (Yondelis®), brentuximab
®

)

vedotina (Adcetris®) acidos graxo 6mega-3 (Lovaza e 0 mesilato de eribulina

(HalavenTM) (Figura 04). A Figura 04 ilustra a estrutura de alguns desses compostos.
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H

Ara-A (Vidarabina®)
Figura 04 - Estrutura quimica de compostos isolados de invertebrados marinhos que atualmente

encontra-se em uso clinico.

A citarabina ou citosina-arabinosideo (ARA-C) é uma molécula que teve como
protétipo a espongotimidina. Este composto é utilizado na clinica para terapia
anticancer, principalmente no tratamento da leucemia linfocitica aguda, leucemia
mieldide aguda, em fases de crise blastica de leucemia mieldide crdnica e leucemia
meningea. O composto atua principalmente na fase S do ciclo celular causando a
inibicdo da ADN polimerase e da sintese de ADN (MAYER et al., 2010; THOMAS,
2009; PROKSCH, EDRADA e EBEL, 2002).

A vidarabina ou adenina-arabinosideo (ARA-A) é um nucleosideo desenvolvido
a partir da espongouridina. E um antiviral inibidor da ADN polimerase e da sintese do
ADN de virus, utilizado para o tratamento de doencas oculares causada pelos virus
Herpes simplex tipo 1 e 2, doengas causadas pelos virus Vaccinia e Varicella zoster
(THOMPSON e WHITLEY, 2011; ABSALON e SMITH, 2009; WHITLEY, 2004;
PROKSCH, EDRADA e EBEL, 2002; WHITLEY et al., 1980).



O ziconotideo Prialt® & um peptideo formado por 25 aminoacidos isolado do
molusco Conus magus. Este composto € uma w-conotoxina utilizada na captura do
alimento pelo organismo causando paralisacdo da presa. O ziconotideo, aprovado
pelo FDA em 2004, é um analgésico neuropatico com mecanismo de acao inédito,
capaz de bloquear de forma reversivel os canais de célcio do tipo N e tipo C (Figura
04) (PROMMER, 2005; MILJANICH, 2004; BOWERSOX e LUTHER, 1998).

O potencial antinociceptivo do ziconotideo é mil vezes mais potente que a
morfina e o tratamento com este composto € aplicado a pacientes com cancer e AIDS
que apresentam dor cronica severa em seu quadro clinico, e manifestam resisténcia
aos opidides. Diferente dos opidides, o ziconotideo ndo apresenta tolerancia e nao
gera dependéncia aos pacientes que o utilizam (McGIVERN, 2006; WANG et al.,
2000; STAATS et al., 2004).

A trabectedina ou ET-743 é um alcaloide tetra-hidroquinolinico isolado da
ascidia Ecteinascidia turbinata encontrada nos mares do caribe e do mediterraneo.
Este composto foi o primeiro agente anticancer marinho a ser aprovado pela Unido
Européia para o tratamento de pacientes com sarcoma de tecido mole, e pacientes
com carcinoma de ovario sensiveis a platina (Figura 04) (VERWEIJ, 2009; SIMMONS
et al., 2005; RINEHART et al., 1990). Atualmente, a trabectedina encontra-se em
ensaios de fase Il para tratamento dos canceres de mama, pulmao, préstata e cancer
pediatrico, e ensaios de fase Il para a terapia de primeira linha para sarcoma de tecido

mole.

A trabectedina alquila a molécula de ADN, porém o composto apresenta uma
peculiaridade quanto ao seu mecanismo de acao. A molécula difere da grande maioria
dos outros agentes alquilantes disponiveis no mercado, pois promove o dobramento
da dupla fita da molécula de ADN ao se ligar a guanidina em sequéncias especificas
de bases localizadas nos sulcos menores da dupla hélice (YAP, CARDEN e KAYE,
2009; ZEWAIL-FOOTE e HURLEY, 2001; SOARES et al., 2007). Esta ligacao provoca
uma desorganizag¢ao do citoesqueleto, bloqueio da divisdo celular e interferéncia no
reconhecimento dos fatores de transcricao ou proteinas ligantes do ADN causando
assim ativacao ou inibicado de determinados genes (YAP, CARDEN e KAYE, 2009;
ZEWAIL-FOOTE e HURLEY, 2001; SOARES et al., 2007).
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O brentuximab vendotina ou Adcetris® ¢ um anticorpo monoclonal cAC10

conjugado com uma dolastatina 10 sintética denominada de monometila auristatina E

(MMAE), possuindo potente atividade citotoxica contra linhagens de células tumorais

®

humanas. O conjugado Adcetris~ tem como alvo a proteina de membrana CD30 que

estda super-expressa em varios tipos de canceres (FRANCISCO et al.,, 2003;
DORONINA et al., 2003; ERBA et al., 2001).

O SNG-35 é formado pelo anticorpo monoclonal (mAb) ligado ao dipepitideo
valina-citrulina, que permite maior estabilidade no plasma a molécula e é facilmente
hidrolisado pelas enzimas lisossomais, este por sua vez esta ligado a um espacador
(PABC) ligado ao MMAE (ZHENG, et al., 2013; DORONINA et al., 20083;).

O Adcetris®, comercializado pela industria Seattle Genetics, foi aprovado pelo
FDA em agosto de 2011 para o tratamento de pacientes com linfoma de Hodgkin
refratario ou reincidente (LH) e linfoma anaplasico de grandes células (LACG). O
SGN-35 apos ligar-se a proteina CD-30 é rapidamente internalizado pela célula sendo
transportado para os lisossomos onde a molécula de MMAE ¢ liberada ligando-se a
tubulina, provocando uma parada no ciclo celular, levando as células a morte por
apoptose (SENTER e SIEVERS, 2012; VAN de DONK e DHIMOLEA, 2012; CHEN,

SOMA e FROMM, 2014; MINICH, 2012; OKl e YOUNES, 2012).

®

O mesilato de eribulina ou Halaven™, aprovado pelo FDA em 2010, € uma

cetona macrociclica analogo da halicondrina B, isolada da esponja marinha
Halicondria okadai. O mesilato de eribulina apresenta 0 mesmo mecanismo de acao
e as mesmas propriedades biolégicas promissoras da molécula natural, assim como
as caracteristicas farmacéuticas adequadas, incluindo a solubilidade da agua e
estabilidade quimica (Figura 04) (JACKSON, HENDERSON e PHILLIPS, 2009;
GERWICK e MOORE, 2012).

®

O Halaven™ é um potente agente antimitético, que promove a inibicdo da

polimerizacao dos microtubulos através da ligacdo com a tubulina. O composto tem
apresentado um aumento na sobrevida de pacientes com cancer de mama e cancer
de mama metastatico que tenham sido submetidos pelo menos a dois regimes de
quimioterapia (MENIS e TWELVES, 2011).
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Conforme apresentado na tabela I, existem varios outros compostos em fases
de teste clinicos, além de um numero enorme de compostos promissores ainda em
testes pré-clinicos. Ressalta-se a existéncia de limitagdes importantes na translacao
da pesquisa pré-clinica para os testes em seres humanos. A dificuldade em se obter
um suprimento adequado da substancia, seja por sintese total, seja semi-sintese ou
mesmo aquicultura, e a elevada toxicidade associada a muitas dessas substancias
sao as principais causas de atraso nesse processo (COSTA-LOTUFO et al., 2009;
STONIK, 2009). Nesse contexto, a pesquisa com microrganismos cultivaveis surge
como resposta a crescente demanda de sustentabilidade e inovagéo na pesquisa e
desenvolvimento de medicamentos a partir de produtos naturais.

A histéria do desenvolvimento do Yondelis® ilustra muito bem como um
microrganismo pode contribuir com o processo de desenvolvimento do medicamento
(CUEVAS & FRANCESH, 2009). Dada a complexidade da sintese da trabectedina, os
esforcos iniciais para obtencao da substancia foram concentrados na aquacultura da
ascidia, entretanto mesmo obtendo sucesso na aquacultura, o baixo rendimento da
trabectedina (0.0001%) nao permitia sua comercializacdo (CUEVAS & FRANCESH,
2009). Foi apenas com a descoberta de um processo de semisintese a partir da
cianosafracina B, obtida a partir da fermentacdo da bactéria Pseudomonas
fluorescens, que a comercializagao do Yondelis® pode ser viabilizada (IKEDA et al.,

1983a; 1983b; CUEVAS et al., 2000a; 2000b; 2001).

De fato, desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1929, os
microrganismos sao reconhecidos por sua capacidade metabdlica (MURPHY,
MALONEY e FENICAL, 2009). Cerca de 70.000 novas moléculas obtidas de origem
microbiana foram descritas e sdo de grande importancia para a descoberta de novos
medicamentos. Apesar da maioria dos compostos de origem microbiana terem sido
isolados de fontes terrestres, os microrganismos do ambiente marinho séo
considerados como fonte potencialmente produtiva de metabdlitos secundarios com
diversas propriedades farmacoldgicas (BERDY, 2012; BERDY, 2005; LIU et al., 2008).
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Estima-se que exista nos mares e oceanos um ambiente microbioldgico
complexo onde é possivel encontrar 108 microrganismos por mililitro de agua do mar
e 10° microrganismos/cm? de sedimento marinho (FENICAL e JENSEN, 1993). Estes
microrganismos que habitam o ambiente marinho sdo submetidos a altas salinidades,
altas pressdes, e a relacbes extremamente complexas com diferentes
macrorganismos, muitas vezes em uma relagdo de simbiose a fim de obter alimentos
(WARD e BORA, 2006). Devido a todas essas pressoes impostas pelo ambiente
marinho, os microrganismos que habitam este ambiente necessitam de um aparato
metabdlico mais aperfeicoado. Sao, portanto, capazes de produzir metabolitos Unicos
ainda nao descritos para o ambiente terrestre, tornando-se um excelente recurso para
a descoberta de novas entidades quimicas com potencial farmacolégico (LIU et al.,
2008).

Em contraste com macrorganismos que necessitam de grandes quantidades
de material coletado para a obtencdo do composto biologicamente ativo, os
microrganismos apresentam a vantagem de uma producao viavel e sustentavel. A
cultura em larga escala e a fermentacdo dos organismos de origem geram grandes
quantidades de metabdlitos secundarios através de um custo razoavel. (WAITES, et
al., 2001). Fungos e bactérias destacam-se entre 0os grupos de microrganismos sendo
esses dois grupos responsaveis pela producdo de uma elevada taxa de
antimicrobianos, mostrado em diversas triagens estudadas (KELLER e ZENGLER,
2004; PELAEZ e GENILLOUD, 2003; CAPON, 2001).

O grupo Bacteria apresenta 53 filos descritos até o momento, porém apenas
uma pequena parcela deste grupo, formado por 5 subgrupos, sdo reconhecidos pela
capacidade de produzir moléculas com potencial anti-infecioso (VALAS et al., 2011;
KELLER e ZENGLER, 2004). Dentre estes, a classe das actinobactérias € o grupo
que mais se destaca. Os actinomicetos, membros da Ordem Actinomycetales, sao
responsaveis por 70% das moléculas bioativas produzidas por microrganismos com
cerca de 7.000 compostos descritos no Dicionario de produtos naturais (JENSEN et
al., 2005).

Os actinomicetos sao bactérias filamentosas, gram-positivas de ciclo de vida
complexo, integrantes do grupo das actinobactérias. Os actinomicetos formam um
grupo filético distinto na arvore para os clusters génicos 16S ADNr e 23S ADNr, tendo

como caracteristica marcante um ADN linear e com alta concentracao de guanina (G)
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+ citosina (C) (GOODFELLOW e FIEDLER, 2010; VENTURA, et al., 2007;
STACKEBRANDT, RAINEY e WARD-RAINEY, 1991).

Entretanto este conceito tem sido modificado através de estudos recentes, uma
vez que essa alta taxa de guanina e citosina do ADN genbémico estdo presentes
principalmente nos actinomicetos de solo. Recentemente ao usar técnicas de
metagendmica em actinomicetos isolados de agua doce, observou-se baixas taxas de
C+G no material genético dos organismos (GHAI, MCMAHON e RODRIGUEZ-
VALERA, 2012).

Os actinomicetos estdo amplamente distribuidos no ambiente terrestre, de
agua doce e no ambiente marinho, tendo o primeiro relato de isolamento para este
ultimo ambiente sido reportado ha varias décadas atras. Os actinomicetos apresentam
uma ampla distribuicdo no ambiente marinho, tendo sido isolados tanto de organismos
vivos como plantas e invertebrados, como de sedimentos. Estes organismos sdo de
grande importancia para o ecossistema marinho, por serem componentes ativos, pela
capacidade de formar populacdes estaveis e constantes e por estarem envolvidos na
renovacao da matéria organica (JENSEN, et al., 2005; HEUER, et al., 1997; HANN,
2009; COLQUHOUN, et al., 1998; GOODFELLOW e WILLIAMS, 1983; CASTILLO, et
al., 2005; SUN, et al., 2010).

O género Salinispora foiisolado por Jensen e colaboradores em 1991 na regiao
das Bahamas, este por sua vez foi identificado como sendo uma espécie do género
Micromonospora pertencente a familia Micromonosporaceae através de ferramentas
taxonémicas tradicionais (JENSEN et al., 1991). Posteriormente estudos de filogenia
molecular realizados usando os dados da sequéncia do gene 16S rADN mostrou que
a cepa isolada diferia de todas as espécies existentes do género Micromonospora,
sendo entao sugerido que este novo actinomiceto isolado constituia um novo género
nomeado primeiramente como Salinospora, que veio a ser mudado para Salinispora
(MINCER et al., 2002).

O género Salinispora foi o primeiro género obrigatoriamente marinho ja isolado,
este é representado por apenas trés espécies descritas como S. arenicola, S. pacifica
e S. tropica que sdo amplamente distribuidas nos sedimentos das regides oceanicas

tropicais e subtropicais apresentando abundancia de 10* UFC/mI de sedimento

(MINCER et al., 2002).
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S. tropica é uma espécie estritamente marinha capaz de produzir o composto
salinosporamida A (NPI-0052) (Figura 05), uma potente gama-B-Lactona-Lactama
citotéxica capaz de inibir a proliferagao celular in vitro de células da linhagem de
carcinoma de célon humano HCT-116 com concentragao inibitéria média de 11ng/mL,
guando testadas em outras 60 diferentes linhagens de células tumorais 0 composto
apresentou Clso menor que 10 ng/mL obtendo melhores resultados contra as
linhagens de carcinoma de pulmdo de células nédo pequenas (NCI-H226),
glioblastoma (SF-539), melanoma SK-MEL-28 e mama (MDA-MB-435) (FELING et
al., 2003).

Figura 05 - Estrutura quimica da Salinosporamida A, isolado da espécie marinha S. tropica.

A salinosporamida A (NPI-0052) (Figura 05) € um potente inibidor de
proteosoma 20S, complexo enzimatico multicatalitico responsavel pela degradacao
de proteinas nao-lisossomais das células. O composto € capaz de inibir a atividade
da proteina em concentracbes de 1,3 nM, concentracdo 35 vezes menor a
apresentada pelo composto omuralida, utilizado como controle positivo (FELING et
al., 2003).

Apoés trés anos da sua descoberta, em 2003, a salinosporamida A ingressou na
fase | de testes clinicos para o tratamento de pacientes com mielomas multiplos,
linfomas, leucemias e tumores sdélidos. O farmaco marizomibe, nome comercial da
salinosporamida A, € produzido pela industria Nereus Pharmaceuticals, Inc. através
de um reforgado processo de fermentagéo salina do actinomiceto marinho S. tropica
NPS21184 (SUBRAMANI e AALBERSBERG, 2012; MAYER et al., 2010).
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A taxa de isolamento de novas moléculas a partir de actinomicetos tem
diminuido enquanto que a taxa de redescobrimento dos compostos anteriormente
isolado é estimada em 95% (FENICAL et al., 1999). Nas ultimas duas décadas, as
triagens foram intensificadas devido a técnicas de alto rendimento. Diferentes
laboratérios académicos e empresas se concentraram principalmente sobre o rastreio
de grandes colecbes de actinomicetos, isoladas de diferentes origens geogréficas,
para avaliar os padrdes de producdo de metabdlitos secundarios em condicoes
alternativas. Com a inclusao das ferramentas de-replicacao nas fases iniciais das telas
de alto rendimento, o sucesso na deteccao de novos compostos foi aumentado por
exclusdo de produtos naturais ja conhecidos (NOVAKOVA e FARKASOVSKY, 2013).
Este dado reflete a problematica enfrentada pelos pesquisadores devido a capacidade
limitada de cultivo das estirpes de actinomicetos isolados, pois se estima que os
simbiontes e mais de 99% dos microrganismos ndo sao capazes de ser cultivados
através de técnicas tradicionais de cultivo em laboratério, limitando assim a
descoberta de novas drogas (WARD, WELLER e BATESON, 1990; LI e VEDERAS,
2009).

O cultivo de microrganismos provenientes do ambiente marinho apresenta
taxas inferiores as encontradas para o solo terrestre, que apresenta uma percentagem
de 0,30%. O valor é considerado alto quando comparado aos valores de 0,25% e
0,001-0,10% relativos ao sedimento marinho e a agua do mar respectivamente
(AMANN, LUDWIG e SCHLEIFER, 1995; TORSVIK, GOKSOYR e
DAAE, 1990).

As dificuldades encontradas para o cultivo de muitos microrganismos podem
estar associadas as dificuldades de simular as condicoes ambientais as quais esses
organismos vivem, pois estes estdo sujeitos as varias adversidades impostas pelo
ambiente marinho tais como pressées extremamente elevadas, diferentes
profundidades, variagdes bruscas de temperatura, condi¢des anaerdbicas e variacoes
de pH (MANIVASAGAN, et al., 2013; BULL, et al., 2005; Magarvey, et al.,

2004).

Outro fator importante que responde a essa baixa taxa de culturabilidade esta
relacionada a capacidade dos microrganismos viverem em simbiose com outros
organismos, onde o hospedeiro fornece um ambiente rico em nutrientes e em

contrapartida o microrganismo produz antimicrobianos para protecdo do organismo
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hospedeiro (PENESYAN, KJELLEBERG e EGAN, 2010; XIN, et al., 2008). E
importante a compreenséo da ecologia do organismo como também o conhecimento
das relacdes existentes no processo de simbiose, como por exemplo, as relacdes
quimicas existentes no ambiente onde o organismo habita, a fim de fornecer um
ambiente favoravel ao crescimento dos microrganismos isolados (RHEIMS e
STACKEBRANDT, 1999).

As técnicas moleculares possibilitam a superacao das limitacées da cultura dos
microrganismos e podem ser utilizadas para investigar a ecologia das actinobactérias.
Em virtude do insucesso de procedimentos baseados em cultura, que colocaram em
evidéncia novas linhagens de actinobactérias, observou-se a utilizacdo da técnica
para detectar actinobacteria em amostras ambientais, sedimento e agua. Em
contraste, existem casos em que actinobactérias foram isoladas a partir de amostras
ambientais, mas ndo foram detectados nas bibliotecas de clones geradas a partir da
amostra coletada. Iniciadores especificos para
Actinobacteria foram concebidos para aumentar a probabilidade de detectar
actinobacteria 16S ADNr em ADN extraido de amostras de comunidade (STACH et
al. 2003).

Sendo assim é extremamente dificil acessar a diversidade microbiana dos
mares e oceanos, € fica clara a necessidade do uso de diferentes abordagens nos
programas de prospeccao de recursos marinhos com aplicacao biotecnologica. No
presente trabalho, realizamos um estudo pioneiro para o Arquipélago de Sao Pedro e
Sao Paulo, ponto mais distante do litoral brasileiro, com o objetivo de realizar a
prospeccao de substancias com potencial utilizagdo no tratamento do cancer a partir

de microrganismos cultivaveis recuperados do sedimento.

A costa brasileira € a segunda maior costa continua no mundo com
aproximadamente 8.500km de extensao, além de cinco conjuntos de ilhas oceénicas:
Arquipélago de Fernando de Noronha (FN), llha de Trindade e Arquipélago Martim
Vaz (TMV), Atol das Rocas (AR) e Arquipélago de Sao Pedro e Sao Paulo (ASPSP).
Toda esta area abriga um potencial latente para descoberta de novos compostos de

interesse médico e farmacoldgico.



15

O Arquipélago Sao Pedro e Sao Paulo (ASPSP) esta localizado em um dos
pontos mais remotos do oceano Atlantico. Situando-se a 1.100 km do estado do Rio
Grande do Norte e a 522 km do Arquipélago de Fernando de Noronha. O arquipélago
€ composto por um grupo remoto de ilhotas, sendo um local de dificil acesso e ainda
pouco explorado. A proximidade com a linha do Equador revela uma localizagéo
favoravel a prospeccdo de novos agentes farmacologicamente ativos, visto que, de
maneira geral os organismos que habitam as regides tropicais exibem maior
diversidade e concentracao de metabdlitos secundarios quando comparados aos que
vivem em baixas latitudes (VASKE-Jr. et al., 2010).

Desde 1996, o governo brasileiro tem administrado o Programa para o
Arquipélago de S&o Pedro e de Sdo Paulo (PRO-ARQUIPELAGO) com o objetivo de
manter uma estacao cientifica e projetos de pesquisa no ASPSP. As ilhas estdo
continuamente habitadas por cientistas que participam em expedi¢coes cientificas
ligadas a projetos previamente aprovados em diversas areas de interesse, tais como
geologia, geofisica, meteorologia, oceanografia, sismografia, recursos pesqueiros e
biologia.

Vale ressaltar que a avaliacao da atividade biolégica pela citotoxicidade contra
células do cancer foi devido que é uma doenga-alvo que esta pautada em dois pontos
extremamente importantes: a epidemiologia da doenca que corresponde a maior
causa de mortes por doenca no mundo (WHO, 2014) e ao fato de que é justamente
no tratamento do cancer que os produtos naturais tem sua maior contribuicdo para o
desenvolvimento de medicamentos, chegando a responder pela origem de mais de
70% dos compostos em uso clinico (Gullo et al., 2006; Boopathy & Kathiresan, 2010;
Kingston, 2011; Newman & Cragg, 2013).

Apesar do sucesso em diversas terapias e da quantidade de farmacos
existentes para o tratamento das neoplasias malignas, a mortalidade associada ao
cancer permanece inaceitavelmente alta, correspondendo a cerca de 8,2 milhdes de
mortes no ano de 2012, segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (INCA,
2014). Estima-se que 21,4 milhdes de casos novos de cancer e 13,2 milhdes de
mortes por cancer ocorrerdo até o ano de 2030. No Brasil, estima-se que em 2014,
valido para o ano de 2015, havera uma ocorréncia de 576 mil casos novos de cancer,
aproximadamente, sendo os canceres de pele ndo melanoma, préstata e mama os
mais incidentes (INCA, 2014).
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Tradicionalmente, os estudos de novas drogas anticancer a partir de produtos
naturais fundamentam-se na identificacdo de atividade biolégica em extratos
organicos dos organismos. A partir dai, procede-se com o isolamento da molécula
ativa, e por fim com o estudo aprofundado de sua atividade bioldgica. A sensibilidade
dos métodos quimicos atuais veio viabilizar o trabalho com quantidades cada vez
menores de substancias. Sdo as chamadas técnicas hifenadas, ou combinacdes de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, ressonancia nuclear magnética e
espectrometria de massa, com uma alta capacidade de resolucéo, que permitem a
deteccdo de compostos em quantidades infimas e precisdo na determinacgao
estrutural (Wagner-Débler et al., 2002). Os testes in vitro para avaliacao da atividade
bioldgica permitem a avaliacdo de um grande numero de extratos, e a determinagéo
da citotoxicidade in vitro tem se mostrado eficaz na descoberta de novos agentes
antitumorais (Cragg & Newman, 2000; Newman et al., 2003; Shoemaker, 2006).

Deste modo, o presente trabalho enfocou inicialmente a coleta de sedimentos
no ASPSP. A partir das amostras coletadas foram realizadas duas abordagens: o
isolamento do DNA metagenémico para uma analise preliminar da diversidade
microbiana, bem como o isolamento dos microrganismos cultivaveis a partir de
técnicas convencionais. A partir das colbnias purificadas, obteve-se extratos
organicos, que foram testados para a atividade citotéxica em células tumorais. Para
aqueles extratos considerados ativos, foi realizado o fracionamento guiado pela

atividade biolégica para isolamento dos compostos bioativos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Realizar um analise preliminar da riqueza e diversidade biol6gica microbiana
assim como fazer a prospeccao biotecnolégica de metabdlitos secundarios
produzidos por microrganismos recuperados dos sedimentos marinhos

coletados no Arquipélago Sao Pedro e Sao Paulo.

2.2. Objetivos especificos

* Realizar uma andlise preliminar quanto a riqueza e a diversidade
biolégica encontrada nos microorganismos recuperados do sedimento
em torno do ASPSP.

» Isolar e cultivar a microbiota associada aos sedimentos circunjacente do
ASPSP.

» Identificar taxonomicamente, a partir de uma abordagem molecular, as
cepas microbianas recuperadas dos sedimentos localizados em torno
do ASPSP e estabelecer relagdes filogenéticas entre as espécies
encontradas.

+ Realizar a prospeccéao biotecnolbgica de extratos organicos de culturas
de bactérias obtidos das cepas isoladas a partir da avaliacdo da
atividade citotoxica e reconhecimento da ocorréncia de substancias
bioativas.

* Realizar o estudo quimico do extrato organico de trés cepas
selecionadas a partir da avaliacdo da atividade citotéxica.
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3. Material e Métodos
3.1. Area de estudo

O ASPSP é formado por um conjunto de 15 ilhotas rochosas com
aproximadamente 17.500 m? de area emersa, localiza-se préximo a linha do Equador,
no hemisfério Norte sobre a Dorsal Meso-Atlantica (00° 56’N; 29°22°'W). Esse
arquipelago é considerado a regidao do Brasil que apresenta a maior proximidade com
o continente africano. Dentre as ilhas que compéem o ASPSP, a ilhota de Belmonte,
considerada a maior entre elas, abriga a Estacao Cientifica do Arquipélago Sao Pedro
e Sao Paulo (ECASPSP) situada a 18 metros acima do nivel do mar (Figura 05).
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Figura 06 - Mapa da localizagado geogréfica do arquipélago Sdo Pedro e S&o Paulo localizado no
Oceano Atlantico equatorial, N00°55.1', W29°20.7', cerca de 970 km a ENE da cidade de Natal, capital
do estado de Rio Grande do Norte (RN).

A estrutura rochosa do ASPSP apresenta uma composicao geoldgica peculiar
quando comparado as outras ilhas oceanicas, pois sdo comuns as rochas das ilhas
oceénicas serem constituidas de origem vulcanica, entretanto as rochas encontradas
no ASPSP sao de origem plutdnica, sendo uma das poucas areas do mundo onde o
manto abissal estd exposto a superficie. Biologicamente, é parte das rotas de
migracao de uma variedade de peixes, e como este € um caso raro de formagao da
terra, o arquipélago tem uma biodiversidade rica e peculiar (VASKE-Jr. et al., 2010).
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Estudos de diversidade microbiana no ASPSP sao praticamente inexistentes e
sao restritos a estudos sobre a microbiota associada a invertebrados.

O ASPSP pode ser considerado um dos lugares mais indspitos a vida humana
existente no Brasil, pois € uma regiao de calor intenso, ventos de baixa velocidade e
elevada distancia da costa. Nota-se a auséncia de agua potavel, abrigos naturais e
também a auséncia de regides de praia para desembarque, além de esta localizado

em areas de terremotos de média intensidade (VASKE-Jr. et al., 2010).

As altas pressdes localizadas nas regides subtropicais dos hemisférios atuam
influenciando as condicées climaticas do ASPSP, fazendo com que haja um intenso
periodo chuvoso entre os meses de dezembro e abril e outro periodo com maior
intensidade de ventos nos demais meses do ano. A temperatura e a salinidade
verificadas nas aguas do arquipélago apresentam-se estaveis ao longo do ano, com

pequenas variacdes observadas na superficie (VASKE-Jr. et al., 2010).

3.2. Coleta do material

As vinte e uma amostras de sedimentos usadas nesse estudo foram coletadas
em duas expedicOes realizadas em fevereiro e novembro de 2011 nas regides da
Enseada e Cabeca de Tartaruga. Os sedimentos foram coletados em porcoes de 20
g, € armazenados em sacos estéreis de 7,5 x 18,5 cm (Whirl-Pak, Nasco) a 20°C para
o transporte. O Prof. Dr. Tito Monteiro da Cruz Lotufo, do laboratério de Ecologia
Animal, do Instituto de Ciéncias do Mar, da Universidade Federal do Ceara, realizou
a coleta do material através de mergulho com SCUBA em trés pontos do ASPSP,
Boca da Enseada, Enseada e Cabeco de tartaruga, durante os dois semestres de
2011 (amostras E1 e E2, respectivamente).
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3.3. Extracao e purificacao do ADN total
3.3.1. Extracao do ADN

Para a obtencdo de um pool de sedimento, uma porcdo de cada amostra
coletada foi separada e misturada em um frasco estéril, em seguida, 2,5 g desse poo/
foi levemente macerado em um almofariz com auxilio de um pistilo esterilizado. O
sedimento macerado foi transferido para um tubo de fundo cénico e adicionado 6,75
mL da solucdo de tampao de extracdo (100 mM Tris HCI pH 8.0; 100mM EDTA pH
8.0; 100mM de fosfato de sdédio pH 8.0; 1,5M de NaCl e 1% de CTAB) e 50uL de
proteinase K (10 mg/mL).

A mistura obtida foi agitada horizontalmente a 225 rpm por 30min a 37 °C,
logo apos foi adicionado 0,75 mL de SDS 20% e incubado em banho maria a 65°C
por 2 h, havendo leves agitacbes a cada 20 min. Apds o periodo de incubacéo, a
mistura foi centrifugada a 6000 g por 10min em temperatura ambiente. O
sobrenadante obtido foi transferido para tubos de fundo cénico de 50 mL estéreis, 0
precipitado foi extraido por mais duas vezes com 2,25 mL do tampao de extracao e
0,25 mL de SDS 20% sob agita¢ao no vértex por 10 segundos, seguido de incubacao

em banho maria e centrifugacdo como citado acima.

Aos sobrenadantes obtidos foi adicionado o0 mesmo volume de solucéao fenol-
cloroférmio (1:1), misturados por leves inversdées nos tubos e depois centrifugados a
20.000 g por 5 min, apos a centrifugacao a camada aquosa (superior) foi transferida,
evitando a interface, para um novo tubo. Para retirada do excesso de fenol, um volume
igual de cloroférmio foi adicionado a fase aquosa e centrifugado por 3 min a 20.000 g
(ZHOU et al., 1996).

3.3.2. Purificacao do ADN total

Um volume de 2,5 a 3 vezes de etanol P.A. foi adicionado a fase aquosa
(superior) para a precipitacdo do ADN total extraido durante 10 min em banho de

gelo, depois deste periodo, o tubo foi centrifugado e o sobrenadante descartado.
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3.3.3. Amplificacao do ADN total e Gel de eletroforese em gradiente

Desnaturante (DGGE)

As analises das comunidades de bactérias foram feitos através do perfil de

bandas apresentados no gel de DGGE.

O ADN total extraido foi submetido primeiramente a uma reacao de
amplificagéo da regido V3 do gene 16S ADNr utilizando os iniciadores 338F GC (5°
GCC CGC CGC GCG CGG CGG GCG GGG CGG GGG CAC GGA CTC CTA cGG
GAG GCA GCA 3’) e 518R (5’ ATT.ACC GCG GCT GCT GG 3’). A amplificagao foi
realizada em um termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) nas seguintes
condicdes: 95°C por 5 min, 30 ciclos de 92°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1

min, e um periodo de extensao final a 72°C por 10 min.

Para a determinagao da estrutura da comunidade de Archaea, foi feita prévia
amplificagcdo do gene 16S rADN com os iniciadores universais, 20F (5 TTC CGG TTG
ATC CYG CCR G 3’) € 958R (5’ YCC GGC GTT GAM TCC AAT T 3’), nas condicoes
de 95°C por 5 min, 30 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 1 min; e uma
extensao final de 72°C por 10 min.

Uma nova amplificacao foi realizada com 1 uL dos produtos da amplificacéo
anterior para servir de molde para uma nova amplificacao utilizando os iniciadores
especificos para a regiao V3 do 16S ADNr, 340F GC (5° CGC CCG CCG CGC GCG
GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC CTACGG GGY GCASCA 3) e
519R (5’ TTA CCG CGG CKG CTG 3’), sob as seguintes condi¢des: 95°C por 5 min
e 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos, 72°C por 1 min e um
periodo de extensao final a 72°C por 6 minutos.

Todas as reacbes foram feitas usando de 10 a 20 ng/uL de ADN total do
sedimento, o que correspondia a um volume de 1 uL. Todas as reacdes foram de 25
ML e continham: 2,5 uL de tampao para PCR 5X; 10 uL de MgClz2 25 mM; 1,0 uL de
dNTP 10 mM; 0,2 uL de Taq Polimerase 5U (Invitrogen); 1 yL de cada iniciador a 5
pmol e agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada, completando o volume final. Os produtos
gerados foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose 2%, marcado
com SYBR® Safe ADN (Invitrogen) em TBE 0,5X, utilizando-se um sistema de

fotodocumentagéo ultravioleta (UVP).
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Como padréao de tamanho de ADN, foi utilizado um marcador de massa
molecular de ADN de 1Kb (Invitrogen). Os amplicons gerados foram separados por
Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Os géis de acrilamida 8%
foram preparados com gradientes desnaturantes de 30 a 65%, usando uma solugao
desnaturante 100% (7M uréia e 40% formamida) e uma solugdo 0% (sem ureia e
formamida) (@VREAS et al., 1997). A eletroforese foi realizada a 60°C e a 200V
constantes por 4h, em um sistema DCode (BioRad), utilizado a solugao tampao TAE
0,5X (acetato de Tris 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). Apds a eletroforese, o gel foi
imerso em solucao de SYBR-Green | (Molecular Probes) na concentracao de 1:10.000
(v/v) por 1h. A imagem do gel foi capturada em um sistema de fotodocumentagéo
ultravioleta (UVP).

3.3.4. Analise dos dados

Os géis de DGGE foram analisados utilizando a plataforma GelCompar Il do
software BioNumerics (Applied Maths, Bélgica) utilizada para normalizacdo dos
dados, conversao e a comparacao das imagens em matrizes de presenca/auséncia e
intensidade de bandas. A normalizacao e selecao de bandas, feita pelo programa,
foram cuidadosamente avaliadas e corrigidas manualmente quando necessario. Com
o auxilio do programa, foram gerados agrupamentos hierarquicos e matrizes
considerando presenca ou auséncia das bandas, as quais foram utilizadas para
andlises subsequentes de indices de diversidade utilizando o programa primer 6.0.

Os Diagramas de Venn foram construidos para melhor visualizacao das
Unidades Taxonomicas Operacionais (UTOs) exclusivas e compartilhadas entre as
amostras, com o auxilio da ferramenta disponivel no endereco de internet acessado

(http://www.pangloss.com/seidel/Protocols/venn.cqi).
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3.4. Processamento das amostras para isolamento dos microrganismos

cultivaveis

Todo o material coletado foi processado e plaqueado in situ, na Estagao
Cientifica do Arquipélago Sao Pedro e Sdo Paulo (ECASPSP). Chegando ao
Laboratério de Ecotoxicologia Marinha, as amostras dos sedimentos coletados foram
mais uma vez processadas, dessa vez em fluxo laminar e submetidas a duas
metodologias diferentes de plagueamento. A Figura 07 ilustra os procedimentos
utilizados.

Para a primeira metodologia (M1), uma por¢éo do sedimento foi espalhado
em placas de petri estéreis e em seguidas foram deixadas em fluxo laminar para a
secagem. ApGs 24 horas, cada amostra de sedimento foi homogeneizada com uma
espatula estéril e em seguida com auxilio de uma esponja estéril, o sedimento foi
carimbado em placas de Petri contendo diferentes meios de cultura. A segunda
metodologia (M2), trata-se da diluicdo de uma porcdo equivalente a 1g de cada
sedimento coletado e adicionado a 1mL de agua do mar estéril. A solugdo obtida de
cada diluicao foi aquecida a 55°C por 10 minutos e plaqueados com auxilio de uma
alca estéril através da técnica de esgotamento por estrias em placa de Petri contendo
diferentes meios de cultura. As placas, ap6s processamento, foram estocadas em

estufas microbiol6gicas (B.O.D) a 28°C por 90 dias.

Trés meios de composicoes diferentes, adicionados de agar, foram utilizados
para o isolamento das cepas dos microrganismos. O meio de cultura com composicao
mais pobre utilizado foi 0 agua do mar agar (SWA), composto por 1,8% de agar em
75% de agua do mar. O meio de metais tracos agar (TMA), também um meio pobre,
foi formulado utilizando 1,8% de agar, K2HPO4 (0,5 g/L), Na2HPO4 (0,7 g/L), KNO3
(0,1 g/L), NaCl (0,3 g/L), MgS0Oa4.7H20 (0,1g/L) CaCl2.2H20 (0,02g/L) e em 75% de
agua do mar, e adicionou uma solugao contendo FeS04.7H20 (0,2 g/L), ZnSO4.7H20
(0,18 g/L), MnS0O4.4H20 (0,02 g/L), CuSO4.5H20 (0,09 g/L), CoSO4.7H20 (0,01 g/L),
HsBOs (0,1g/L) e (NH4) 6M07024.4H20 (0,1 g/L). O terceiro meio de cultura utilizado
€ um meio rico, amido caseina agar (SCA; HIMEDIA), composto por 1,5% de agar,
1% de caseina, 10% de amido e 37% de agua do mar e preparado com agua destilada,
seguindo as instrucdes do fabricante. Para todos o meios de cultura utilizados foi
adicionado 0,1 mg/mL de ciclohexamida para inibir o crescimento de fungos (Ver
Anexo l).
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*ciclo-heximida 100 pg/mL
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/
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sequencialmente as placas

‘ - j Incubacdo em estufa
\A , deB.0.D.a28°C
V Q ‘\N\N\‘\W 7 a 30 dias

Diluigdo em
agua do mar estéril;
Aquecimentoa 55°C em
banho seco por 10 min

100 uL da solugdo
estriados com haste
estéril nas placas

Figura 07 - Métodos empregados no isolamento de bactérias dos sedimentos do Arquipélago de Sao
Pedro e Sao Paulo.

3.5. Isolamento dos microrganismos

As colbnias foram selecionadas através de observagdes macroscopicas das
placas de cultura e por suas caracteristicas fenotipicas (cor, brilho, forma, textura, etc).
As colbnias foram recuperadas utilizando palitos de madeira estéreis, em seguida
repicadas para uma nova placa de petri com meio de cultura sélido (A1) composto por
agua do mar 75% (v/v), 2% peptona, 10% de amido, 4% extrato de levedura e 1,8% de
agar.

3.6. Purificacao, cultivo e criopreservacao dos microrganismos

A purificagdo das linhagens de microrganismos foi realizada por meio de
repiques sucessivos, pela técnica de esgotamento por estrias. Quando as cepas
encontravam-se totalmente puras, as colénias foram inoculadas em meio de cultura
liquido (A1) onde cresceram por 15 dias, sob agitacdo em agitadores orbitais com
rotacdo de 200rpm e temperatura de 28 + 2°C.
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Apés este periodo, uma aliquota de 12,5 mL do caldo microbiano foi diluido a
uma solucéo de glicerol 50% (v/v) na proporcao de 1:1, homogeneizado, aliquotado em
tubos criogénicos, congelados a -80°C e catalogados no banco de microrganismos, os
quais foram denominados de BRA, seguidas pela numeracéo ordenada no banco (Figura
08).

AN

Solucio glicerol
50%

Cultura pura
crescida em A1
liquido por 15 a 21
dias

| . Freezer -80°C
- BRA-XXX

Aliquotas em

criotubos de 2mL Banco de microrganismos do

Laboratério de Ecotoxicologia
Marinha

Figura 08 - Método empregado na criopreservacdo das bactérias recuperadas do sedimento do

Arquipélago de Sao Pedro e Sao Paulo.

3.7. Obtencao dos extratos

Para a obtencao dos fermentados bioldgicos, as culturas puras foram inoculadas
em erlenmeyers de 500 mL contendo aproximadamente 100 mL de meio de cultura
liquido (A1), e mantidos em agitacdo de 200 rpm a temperatura de 28 + 2°C durante o
periodo de 15 a 21 dias. O caldo da cultura resultante do crescimento de cada cepa foi
dividido em porcdes iguais e cada porcao foi extraida pelos solventes orgéanicos: acetato
de etila (AcOEt), n-butanol e metanol (MeOH).
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As misturas com AcOEt e n-butanol foram mantidas em agitacdo de 100 rpm por
uma hora em temperatura de 28 + 2°C, apds este periodo as porgdes foram submetidas
a um processo de separacao liquido-liquido em funil de separagéo. Para a extracdo com
metanol, a amostra foi incialmente liofilizada e, em seguida, submetida a extracdo com
metanol (30 mL). ApGs esses processos, 0s extratos liquidos obtidos foram concentrados
em evaporadores rotativos, para a obtengcao do extrato bruto (Figura 09).

*15 - 21 dias de cultura
+200 rpm
+28°C

N-Butanol

Figura 09 - Fluxograma com a obtengéo dos extratos organicos obtidos do fermentado biolégico das

cepas de bactérias recuperados do sedimento coletado no arquipélago Sdo Pedro e Sao Paulo.

3.8. Caracterizacao quimica dos extratos ativos

Para a caracterizagdo quimica inicial dos extratos utilizou-se um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a um espectrdmetro de
massas (CL-EM). O sistema CL-EM consistiu de um sistema CLAE acoplado com o
espectrdmetro de massa tipo IT-TOF (Shimadzu, Japao) equipado com fonte de
ionizagdo por “electrospray” (ESI) funcionando no modo positivo e negativo. Os
espectros foram registados na gama de m/z 100-1000 Da, utilizando um potencial de
4,0 kV no capilar , de N2 como gés de dessolvatacdo e He como gas de colisédo .

Os espectros MS/MS foram realizados selecionando o ion precursor, [M + H]*,

utiizando uma energia de colisdo de 125 mVolts. O sistema foi controlado pelo
software LC-solution, o que também foi utilizado para a analise de dados. Uma
aliquota (5 pL) de cada amostra na concentragao de 1 mg/mL foi injetada em coluna
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de fase reversa (C18, 150 x 2,0 mm, Shimadzu), que foi mantida a 35°C. As fases
méveis consistiram de gradiente binario linear de CHsCN e H20, a uma taxa de fluxo
de 0,2 ml/min: 5 a 95 % CHsCN durante 30 minutos. No final desta sequéncia a coluna
foi equilibrada sob as condic¢des iniciais durante 10 min. O efluente da coluna foi
diretamente transferido para a interface de ESI. A analise dos dados de massa obtidos
através do sistema CL-EM foi submetido a uma pesquisa na base de dados AntiMarin,
onde foi feita uma comparacdo das massas exatas de cada composto presente no

cromatograma do LC/MS dos extratos ativos.

3.9. Crescimento em larga escala das cepas selecionadas

O crescimento em larga escala das estirpes BRA-132, BRA-199 e BRA-177
foi realizado em frascos de Erlenmeyer de 2L, onde uma aliquota de 50mL da cultura
foi adicionada a um volume de 0,5L de meio A1 suplementado com carbonato de
célcio a 0,1% para promover o tamponamento do pH da cultura e 5¢/L das solucdes
de sulfato de ferro (lll) (Fe2(SOa)3) e brometo de potassio (KBr) para complementar os
sais da agua do mar. As cepas BRA-132, BRA-199 e BRA-177 foram crescidas em
10L de meio de cultura suplementados (A1), as cepas BRA-132 e BRA-177 foram
cultivadas durante um periodo de 15 dias, enquanto que o periodo de cultivo da BRA-
199 foi de 5 dias. Todas as cepas foram crescidas em temperaturas de 28 °C e sob
agitacao de 150 rpm. Apés esse periodo o caldo microbiano foi extraido com AcOEt
sob agitacdo de 100rpm por 1 hora. Em seguida, foi submetido a uma separacao
liquido-liquido em funil de decantacao para obtencao do extrato. O extrato obtido foi
evaporado sob pressao reduzida para remogao do solvente e em seguida os extratos
secos de BRA-132, BRA-199 e BRA-177 foram pesados e cada extrato apresentou
um rendimento de 675 mg, 170 mg e 214 mg de extrato bruto, respectivamente.

3.10. Fracionamento bioguiado

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de Plantas Medicinais do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara
com auxilio da Dr2. Maria da Conceicao Menezes Torres, sob a supervisao da Prof2.
Dr2. Otilia Deusdénia Loiola Pessoa.
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3.10.1. Fracionamento quimico do extrato AcOEt da cepa BRA-132

O extrato bruto (675 mg) obtido do caldo de cultura da cepa BRA-132 foi
submetido a um fracionamento cromatografico em coluna a vacuo utilizando como
fase estacionaria silica gel e os solvente n-hexano (hex), AcOEt, MeOH e H20, puros
ou em mistura binaria (hex/AcOEt 3:1; hex/AcOEt 2:1; hex/AcOEt 1:1; AcOEt/MeOH
4:1; AcOEt/MeOH 2:1; MeOH/H20 1:1) com ordem crescente de polaridade como
eluente. A partir deste fracionamento, dez fragdes foram obtidas (Tabela 2).

Tabela 2 - Fracionamento do extrato bruto da cepa BRA-132A obtido do crescimento em larga escala

(10L).

Eluente Fracao Massa (mg)
Hexano BRA-132A 2,0
Hexano/AcOEt 3:1 BRA-132B 3,6
Hexano/AcOEt 2:1 BRA-132C 1,5
Hexano/AcOEt 1:1 BRA-132D 2,5
AcOEt BRA-132E 2,6
AcOEt/MeOH 4:1 BRA-132F 14,6
AcOEt/MeOH 2:1 BRA-132G 4,2
MeOH BRA-132H 2,6
MeOH/H20 1:1 BRA-132I 1,7
H20 BRA-132J 4,6

A analise por LC/MS das fracdes A até J mostrou que as fracbdes de E até J
possuiam perfil quimico semelhante e, consequentemente, essas fracdes foram
reunidas e submetidas a uma nova analise por HPLC em coluna de fase reversa (C-
18; 5 um; 4,6 x 250 mm). Um gradiente binario composto de acetonitrila (CH3CN)/H20
foi utilizado como eluente, variando a concentragcédo de CHsCN de 5-95% em 30 min.,
seguido de lavagem da coluna com o CH3CN 100% por 10 min. Este procedimento

forneceu seis subfragbes, as quais foram coletadas e concentradas (Figura 10).
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As subfracbes BRA132(E-J/)5 e BRA132(E-J)/6 foram reunidas por
apresentar perfil cromatografico semelhante, gerando entao a subfracao BRA-132E-
J(5-6), esta fracdo e as subfracbes BRA132(E-J)/1 e BRA132(E-J)/4 foram
submetidas separadamente a uma nova analise por HPLC sob as mesmas condi¢des
citadas anteriormente e fracionadas gerando seis novas subfracdes. As subfracdes
obtidas foram submetidas, logo em seguida, a uma cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa a fim de detectar os compostos presentes e isolar o principio

ativo das subfrac¢des (Figura 10).
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Figura 10 - Cromatograma representativo da obtencao das subfragbes obtidas da fragdo BRA-132(E-
J) através de HPLC.
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Figura 11 - Fluxograma referente ao fracionamento quimico do extrato bruto obtido do caldo microbiano da cepa BRA-132.

galcalen




31

3.10.2. Fracionamento quimico da cepa BRA-199

O extrato ativo da cepa BRA-199 (170,0 mg) foi fracionado em coluna de silica
gel empregando como eluentes os solventes puros n-hexano, EtOAc e MeOH, e
mistura bindarias com ordem crescente de polaridade, que gerou 07 fragdes (A, B, C,
D, E, F, G) (Tabela 3; Figura 12). As fracbes B, C, D e E foram entdo submetidas a
analise em HPLC em coluna de fase reversa (C-18; 5 um; 4,6 x 250 mm). Um
gradiente binario composto de acetonitrila (CH3CN)/Hz20 foi utilizado como eluente,
variando a concentragcdo de CHsCN de 5-95% em 30 min., seguido de lavagem da
coluna como CH3CN 100% por 10 min. Para cada fracdo analisada, 05 novas
subfracbes foram obtidas e posteriormente foram testadas quanto ao potencial

citotéxico (Figura 12).

Tabela 3 - Fracionamento do extrato bruto da cepa BRA-199 obtido do crescimento em larga

escala (10L).
Eluente Fracao
Hexano BRA-199A
Hex/AcOet 2:1 BRA-199B
Hex/AcOet 1:1 BRA-199C
AcOEt BRA-199D
AcOEt/MeOH 1:1 BRA-199E
AcOEt/MeOH 2:1 BRA-199F

MeOH BRA-199G
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CC-SiO2
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Figura 12 - Fluxograma do fracionamento quimico do extrato organico obtido da fermentagao biolégica em larga escala da cepa BRA-199.
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3.10.3. Fracionamento bioguiado da cepa BRA-177

O extrato bruto (BRA-177EB) do crescimento em larga escala da cepa BRA-
177 (214,0 mq) foi submetido a cromatografia de adsor¢gdo em SiO2 usando como
eluente os solventes Hexano, AcOEt, diclorometano (DCM) e MeOH, puros ou em
misturas em ordem crescentes de polaridade, resultando em 107 fragcdes com
aproximadamente 5 mL cada. As fragbes resultants foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (CCD) e agrupadas em 12 fragdes (A a M) (Tabela
4, Figura 13). A fracdo BRA177A2E foi purificada em coluna de fase reversa (C-18)
usando como fase moével MeOH/H20 (9:10) seguido com MeOH. Foram coletadas 31
frac6es com aproximadamente 1 mL, que foram reunidas ap6s analise por CCD em 6

fracGes (Tabela 5).

Tabela 4 - Fracionamento do extrato bruto da cepa BRA-177 obtido do crescimento em larga escala

(10L).

Fracées Sigla Massa (mg)
1-13 BRA177A 36,1
14-21 BRA177B 2,0
22-39 BRA177C 5,3
40-43 BRA177D 1,9
44-54 BRA177E 11,8
55-65 BRA177F 10,4
66-80 BRA177G 5,9

81-103 BRA177H 5,9
104 BRA177I 9,3
105 BRA177J 42,0

106 BRA177L 29,2



BRA-177A

CC-SiO2

Fr.1-13 Fr.14 - 21 Fr.22 -39 Fr. 40 - 43 Fr. 44 - 54 Fr. 55 -65
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Fri-2 Fr.3-6 Fr.7-9 Fr10-13 | Fr.14-30 | Fr.14-30
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Figura 13 - Fluxograma do fracionamento quimico do extrato acetato de etila obtido da cepa BRA-177.

Tabela 5 - Fracionamento da fragdo BRA-177E por coluna cromatografiade C-18.

Fracoes Sigla
1-2 BRA177E1
3-6 BRA177E2
7-9 BRA177E3

10-13 BRA177E4
14-30 BRA177E5
31 BRA177E6

Fr.81-103

H

Massa (mg)

1,4
0,6

1,6

4,5

1,1

Fr. 104

Fr. 105

34

Fr. 106
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3.11. Determinacao da atividade citotoxica
3.11.1. Ensaio do MTT

Os extratos, fracdes e as substancias puras foram investigados quanto a sua
atividade antiproliferativa nas linhagens de células tumorais através do ensaio
colorimétrico do MTT.

O método do MTT ¢é quantitativo, indireto, rapido e sensivel. Ele analisa a
viabilidade com base no estado metabdlico da célula, através da conversao do sal
amarelo 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-borometo de tetrazélio (MTT) em um
precipitado de coloracao roxa (formazan), a partir da enzima succinil desidrogenase
das mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas
(MOSMANN, 1983).

Para o ensaio da atividade citotoxica, foram utilizadas as linhagens de célula
tumoral humana de adenocarcinoma de célon (HCT-116), carcinoma de ovario

(OVCAR-8) e glioblastoma (SF-295). As células aderidas foram cultivadas em frascos

2

plasticos para cultura (Corning, 25 cm<, volume de 50 mL utilizando o meio de cultura

RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos (100Ul
penicilina/ 100 pug/mL estreptomicina), em estufa a 37°C com atmosfera de 5 % de
CO2 e 95 % de umidade, seguido da observacao do crescimento celular com ajuda de
microscopio de inversdo a cada 24 h. Quando necessario as células foram repicadas
em novo meio de cultura.

As células foram plagueadas em placas de 96 pocos nas concentracdes de
0,5x10° céls/mL para HCT-116 e 0,1x108 céls/mL para OVCAR-8 e SF-295, em

seguida foram incubadas durante o periodo de 72 horas com os extratos, fracées ou
substancias puras previamente diluidos a uma concentracdo estoque de 10 mg/mL.
As amostras previamente diluidas em DMSO em uma concentracao estoque
de 10 mg/mL, foram inicialmente testadas de forma qualitativa em doses Unicas de 5,
25 e 50 pg/mL a fim de selecionar as amostras potencialmente ativas, e aquelas que
apresentassem inibicdo maior ou igual 75% do crescimento celular seriam testadas
novamente em diluicbes seriadas variando entre (0,003 - 50 ug/mL) para extratos e
(0,0016 - 25 ug/mL) para fracoes e compostos isolados para se obter a Clso da
amostra. O quimioterapico doxorrubicina foi usado na concentracédo de 0,3 ug/mL

como controle positivo.
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Ap6s um periodo de incubacdo de 69 h, as placas foram retiradas, o
sobrenadante foi aspirado e imediatamente foram adicionados 200 uL de solucéo de
MTT 10 % em RPMI 1640, sendo a placa colocada novamente na estufa a 5 % de
CO2 por 3 h. Em seguida, o sobrenadante foi aspirado e seu precipitado
ressuspendido em 150 yL de DMSO e agitado por cerca de 10 min, até completa
dissolucdo dos cristais de formazan. As placas foram lidas no espectrofotémetro de
placas em um comprimento de onda de 595 nm.

3.11.2. Analise estatistica

Os percentuais médios de inibicdo do crescimento (IC%), o desvio padrao
médio (SEM), assim como a Clso (concentracao inibitéria média capaz de provocar
50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (1C95%) foram
calculados a partir de regressao néo linear utilizando o programa Prisma versao 3.0
(GraphPad Software).

3.12. Identificacao molecular
3.12.1. Extracao do ADN genémico

ADN genbémico foi extraido a partir da cultura pura das cepas selecionadas
utilizando a metodologia com as adaptacdes de Garcia et al. (2013). Uma aliquota da
cultura bacteriana fresca com crescimento de 3-5 dias, foi centrifugada (1500 rpm/3
min) para remover 0 excesso de meio de cultura, em seguida, foi adicionada a 1 mL
de tampéo de lise (2 % (m / v) de CTAB (Sigma Aldrich), 1,4 M de NaCl, 20 mM de
EDTA, 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), a proteinase K adicionada de fresco 5 pug/mL
(Invitrogen) e 0,5 % (v/v) de 2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich).

A amostra foi congelada a -80 ¢ C por 3-5 min e logo depois foi descongelado
em banho seco por 3 min a 65 ¢ C; ambos os passos foram repetidos duas vezes.
Ap0és este passo, um volume igual da solucéo foi adicionado fenol, cloroférmio e alcool
isoamilico (25:24:1) e em seguida as amostras foram homogeneizadas por inversao.
As amostras foram centrifugadas (7 min, 10000 rpm, 4°C), e a fase aquosa foi
recuperada e misturado com 400 pl de cloroférmio e centrifugado (5 min, 10000 rpm,
4°C).
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O ADN genbmico foi precipitado pela adicao de 0.75X vol. de acetato de aménio
e 1 vol. de alcool isopropilico gelado, seguido de centrifugagao (30 min, 12000 rpm,
4°C). Em seguida o sobrenadante foi descartado e o pelet formado foi lavado com
etanol gelado (70%), depois centrifugado (10 min, 12000 rpm, 4°C) e enfim
solubilizado em 35-50 pL de tampao TE (10 mM Tris-HCl e 1 mM de EDTA) e
resfriados overnight. O ADN gendmico foi quantificado em espectrofotometro (Nano
Drop). Para a confirmacéo da extracdo de ADN e de sua pureza, as amostras foram
corridas em gel de agarose 1%, coradas com brometo de etideo e visualizadas em

transluminador.

3.12.2. PCR do ADN genémico

Para o sequenciamento das bactérias foi utilizado o produto da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), obtido a partir da reacdo com os iniciadores universais
F27 (5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e R1492 (5
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3') (Heuer et al., 1997). A reacao de amplificacao do
gene de RNAr 16S foi realizada em um volume total de 25 ul contendo 12,5 pl do mix
de PCR (Tampéao; DNTPs; MgClz; Taqg polimerase), 0,1 nM de cada iniciador e 100-
150 ng de ADN. A PCR foi realizada utilizando um protocolo que tem 35 ciclos de
partida com um periodo de desnaturacao inicial a 94° C durante 12’30”, seguido de
uma desnaturacao a 94°C durante 60s, uma fase de anelamento com temperatura de
63°C durante 60s e extensdao em 72°C por 60s, onde o ultimo ciclo é realizado pela
uma extensao em 72° C. Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em
gel de agarose 1% corados com SYBR e Blue Juice. Os produtos de PCR foram
purificados utilizando o EXO/SAP seguindo as instrucdes do fabricante.

O sequenciamento do gene RNAr 16S foi realizado pela empresa Macrogen
Inc. (Seoul, Coreia) com o kit de sequenciamento do ciclo ABlI PRISM BigDyeTM
Terminator (Applied Biosystems, EUA) e os mesmos iniciadores utilizados para a

amplificagé@o, seguindo os protocolos fornecidos pelo fabricante.
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As sequéncias foward e reverse obtidas foram alinhadas e as sequéncias
consenso foram obtidas com a utilizagdo do software Geneious 7 (Biomatters Ltd.). A
sequéncia foi executada contra o EzTazon-e Banco de Dados
(http://www.ezbiocloud.net ) e as 25 sequéncias mais semelhantes foram obtidas para

uma analise filogenética.

As sequéncias foram alinhadas com todos MAFFT versdo 7 (KATOH e
STANDLEY, 2013) e o0 modelo de substituicao de nucleétideos foi selecionado com a
utilizagcdo de jmodeltest2 (DARRIBA et al., 2012). As relacdes filogenéticas foram
inferidas através de uma abordagem de maxima verossimilhanca usando RaxML
(STAMATAKIS, 2006) com 1000 replicacoes de bootstrap.

3.12.3. Analise dos dados e Identificacao Molecular

Uma vez obtidas as sequéncias de ADN, estas foram comparadas em banco
genético utilizando-se o programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). A
busca no BLAST alinha as sequéncias de RNAr 16S obtidas numa base de dados de
sequéncias conhecidas a fim de encontrar o pareamento taxonémico mais
aproximado (Altschul et al. 1997). Este programa encontra-se disponivel na pagina do
Centro Nacional para Informag¢des em Biotecnologia dos Estados Unidos (National
Center for Biotechnology Information), através do portal cujo endereco eletrdnico é:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.
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4. Resultados
4.1. Estudos baseados em perfis de RNAr 16S
4.1.1. Perfil da comunidade microbiana obtida através dos dados de DGGE

As comunidades de Bacteria e Archaea do pool de sedimentos coletados nos
1°(E1) e 2° semestres (E2) do ASPSP foram analisadas pelo perfil de bandas
presentado por DGGE. Através desta analise € possivel observar diferencas entre as
comunidades de bactérias e arqueias entre os diferentes periodos de coleta (Figura 14).

Az = 2 3 &
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—|: BAC E1'
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L. BAC E2'
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ARC E1'
B

Figura 14 - Perfil das comunidades de Bacteria (A) e Archaea (B) obtidos a partir do perfil de bandas do

gel de DGGE do pool de sedimentos coletados em diferentes periodos.

Através dos dados de presenca e auséncia obtidos na analise do padrao de
bandas do gel de DGGE pode-se estimar a riqgueza de unidades taxondmicas
operacionais (UTOs) presentes nos diferentes periodos e o compartihamento das
mesmas entre os periodos. Os dados obtidos mostram que o periodo E1 apresenta
14 UTOs exclusivas, tendo uma maior riqueza de sua comunidade bacteriana. O
periodo E2 possui apenas 5 UTOs exclusivas, entretanto ambos os periodos
compartilham a maioria de suas UTOs. A comunidade de Archaea dos periodos
estudados apresentou-se similar para o numero de UTOs exclusivas em ambos os

periodos, compartilhando entre eles 9 UTOs (Figura 15).
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Figura 15 - Diagramas de Venn representando a riqgueza de UTOs das comunidades de Bacteria e

Archaea entre os diferentes periodos de coleta (A) Bacteria.e (B) Archaea

4.2. Isolamento e purificacao dos microrganismos

Foram recuperadas das 21 amostras de sedimentos coletadas no ASPSP um
total de 268 cepas de microrganismos através da aplicacdo dos dois diferentes
métodos (carimbo/dessecacao e diluicdo/aquecimento) para os trés diferentes meios
de composicao nutricional adicionados de 0,1 mg/mL de ciclohexamida, utilizados no
trabalho (SWA; TM e SCA).

Quando comparados os dois métodos utilizados no processamento das
amostras de sedimentos, observou-se que mais da metade dos isolados foi
proveniente do método do carimbo (M1) com 173 cepas isoladas e distribuidas
igualmente entre os meios SWA, TMA e SCA, sendo assim o método mais eficiente
para a obtencdo de microrganismos se comparado a metodologia de diluigdo (M2),
cujo plagqueamento rendeu 95 isolados, sendo estes recuperados principalmente dos
meios SCA e TMA (Figura 16).
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Figura 16 - Grafico em pizza ilustrando o nimero de colénias isoladas utilizando as metodologias do

carimbo (M1) (A) e diluicdo (M2) (B) para os trés diferentes meios de cultura aplicados.

4.3. Avaliacao da citotoxicidade dos extratos brutos

Das 268 cepas isoladas, 94 estirpes foram eleitas aleatoriamente para um
crescimento em pequena escala e obtencao dos extratos organicos, que em uma
andlise qualitativa preliminar para a atividade citotoxica contra linhagem de
adenocarcinoma de célon humano (HCT-116) foram triados para os estudos de
prospecgao quimica e farmacologica.

Dos 282 extratos organicos obtidos do crescimento em pequena escala das
bactérias isoladas, 41 extratos apresentaram atividade citotoxica significativa com
inibicdo acima de 75% da proliferacao celular. Dentre eles, 24 extratos obtidos da
extracdo com acetato de etila, 15 provenientes de n-butanol e 2 obtidos da extragéao
com metanol (Figura 17).



42

B Acetato mn-Butanol = Metanol

Figura 17 - Grafico ilustrando o percentual de extratos organicos ativos obtidos do fermentado

biologico das cepas recuperadas das 21 amostras de sedimento do ASPSP.

Os 41 extratos ativos foram, entao, testados em uma série de concentracoes
contra a linhagem de HCT-116 por 72h a fim de se determinar a concentragcdo média
inibitéria (Clso). Dos extratos ativos, 31 apresentaram potente atividade citotoxica e 10
indicaram moderada atividade. A Clso dos extratos variou entre 0,04 ug/mL para o
extrato acetato da estirpe BRA-199 até 31,55 ug/mL para o extrato butandlico obtido
da cepa BRA-206 (Tabela 6).



Tabela 6 - Atividade citotoxica dos extratos organicos obtidos em cultura de células HCT-116 avaliadas pelo ensaio do MTT ap6s 72h de incubagao. Os valores

representam suas respectivas Cls0 (ug/mL) e intervalo de confianga de 95% (IC95%). Doxorrubicina utilizada como controle positivo para o ensaio.

Samples Clsél(';i:u R? Samples Clsél(';i:u R? Samples CIE:Zii:” R?
BRA-132A SO0 o467  BRA7TSB /S 08865 BRA-205A 018 539 07937
BRA-134A o, D10 . 09753 BRA-176A ose g5y 09366 BRA-205B 049 tngs 07567
BRA-137A IO oge2s  BRATZA D os64s BRA-206A 004 328 0579
BRA-154A | >0 09578 BRA-80B 4 S, 08557 BRA-206B 019 t0gs 08420
BRA-154M . 5700 o 09764  BRA-183B 078 949 08869 BRA-207A oon s 07551
BRA-157A 038 435 08035  BRA100A S 08746 BRA-207B 005 94p 07662
BRA-157B 074 61p 08155  BRA-190B 026 505 08179 BRA-207M t07d a7y 09234
BRA-159A 040 gz 09248  BRA9eA 00 - 08064 BRA-210A 008 069 07745
BRA-166A 075 975 ~ 07805  BRA-199B 004 080 06547 BRA-210B 007 045 08897
BRA-167A 10 . o0see4  BRAgam 0% 0946 BRA-211A 209 es7s 08335
BRA-167B 040-agg 07906  BRA-202A 108 asg 08989 BRA-213A 005 024 08143
BRA-172A 005 035 08501  BRA203B %10 . 09040 BRA-213B 290 1308 08515
BRA-172B 10,07 08691  BRA-204A 0,70 0,9516 BRA-214A 11,11 0,9760

5,34 - 18,98 : 0,42-1,16 : 7,89 - 15,66 :
BRA-175A 016 1oa 08505  BRA204B 038584 08341  Doxorrubicina 00 ay 09757
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4.4. Caracterizacao quimica dos extratos ativos

A anédlise por CL-EM (MS e UV) combinada com o banco de dados do
programa AntiMarin dos 41 extratos ativos (Tabela 6) mostrou a ocorréncia de varios
compostos com atividade anticancer, tais como: salinicetal A (1) e B (2), piericidina A
(3) e D (4), estaurosporina (5) e seus derivados, N-metil-estaurosporina (6), Hidroxi-
dimetil-estaurosporina (7) e N-carboxamida-estaurosporina (9), glicopiericidina A (8),
salinosporamicina A (10), bem como rifamicina S (11) e B (12) (Figura 18). As
estruturas desses compostos foram confirmadas através de fragmentos obtidos nos
espectros MS/MS (Tabela 7).

\( HO,

| R
H L
1R-H 3R-HA"
2 R-OH 4 R-H, 11-epoxy
8 R-Gly, A"

R1/ N\ R2
5 R'-CH;; R”>=R>-H 10 11R!'=R*>=C=0
6 R'=R>CH;; R>-H 12R! = OH; R? -OC,H;0,

7 R'=R%-CH;: R*-OH
9 R!-CH;; R-CONH,; R® -H

Figura 18 — Estrutura dos compostos quimicos (1 — 12) encontrados nos extratos ativos avaliados por
CL-EM.
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Tabela 7 — Caracterizacdo dos extratos ativos obtidos de culturas de microrganismos isolados do
ASPSP por CL-EM combinado com analise dos dados de massa obtidos em banco de dados do
AntiMarin. Erro ppm - partes por milhdo. MS? - Espectrometria de massa sequéncial. Amax - € 0

comprimento da onda na qual a fragdo maxima de luz é absorvida por uma solugao (amostra).

Experimental m/z

2
M + HJ* Erro ppm MS Amax Composto
396,2745 0,25 - 238 Salinicetal A (1)
412,2694 168,1350; .
0,00 243 Salinicetal B (2)
327,4227
416,2795 0,48 398,2642  201; 238 Piericidina A (3)
432,2739 -1,16 201; 238 Piericidina D (4)
467.2080 0,43 338.1223 291 Estaurosporina (5)
481,2232 042 3381283 291 N'Me“"es(tg;”os"o””a
497,2178 4,01 3541383 290 Aleliore il
estaurosporina (7)
578,3327 0,52 L
398,2640 201; 238 Glicopiericidina A (8)
576,3196 3,13
N-Carboxamida-
LT = ' el estaurosporina (9)
598,3019 1.34 - 269; 404 Salinisporamicina A (10)
696,3043 4,02 539,7856  275; 365 Rifamicina S (11)
756,3224 724,2808; o
-0,26 232; 419 Rifamicina B (12)

696,2554
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4.5. Identificacao molecular das cepas ativas

As cepas com perfil promissor quanto a atividade biol6gica apresentaram uma
distribuicao filogenética entre os géneros Streptomyces, Actinomadura e Salinispora.
Dentre as 33 cepas identificadas, 20 apresentaram homologia de 100% para a espécie
do género Salinispora, 10 apresentaram maior grau de homologia para o género
Actinomadura, 02 foram identificadas como membros pertencentes ao género
Streptomyces e 01 cepa foi identificada como espécies do género Holomonas (Figura
19).

= BRA-203] Holomonas sp.
[ 5™ streptomyces s
BRA-214] ptomy P-

— BRA-162
ke BRA-177

BRA-182
BRA-211
BRA-154] Actinomadura sp.
BRA-180
BRA-189
BRA-166
_: BRA-155
BRA-176
BRA-201
BRA-159
BRA-132
BRA-157
BRA-137
BRA-134
BRA-207
BRA-206. Salinispora sp.
e BRA-158
BRA-175
_: BRA-183
BRA-213
BRA-202
BRA-190
BRA-212
BRA-172
BRA-204
BRA-167

_|: BRA-205
BRA-210

Figura 19 - Cladograma mostrando o agrupamento das cepas de bactérias que apresentaram atividade

citotdxica, recuperadas das 21 amostras de sedimento coletadas em ASPSP.
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4.6. Estudo quimico da cepa BRA-132 (Salinispora sp.)
4.6.1. Identificacao molecular da cepa BRA-132

Um fragmento de 740 bp da sequiéncia do gene RNAr 16S da cepa BRA-132
foi sequenciado e comparado ao banco de dados do EzTaxon-e. A cepa BRA-132
agrupou-se com maior similaridade ao grupo do género Salinispora. A maior
semelhanca em pares observada (99%) foi com a espécie de Salinispora arenicola
(Figura 20).

Micromonospora rhizosphaerae

Micromonospora pattaloongensis

—— Verrucosispora qiuiae
4 22
L Xiangella phaseoli

A —— Phytohabitans rumicis

Jishengella endophytica

Micromonospora olivasterospora

Micromonospora yangpuensis

—— Micromonospora endolithica
47
L—— Micromonospora tulbaghiae

70

48 EL . i
Micromonospora echinospora

—— Micromonospora humi
38
—— Micromonospora marina

——— Micromonospora spongicola

23
L—— Plantactinospora mayteni

0 L Micromonospora eburnea

Micromonospora nigra

Salinispora arenicola

98

BRA-132

160 ' Salinispora tropica

Salinispora pacifica

Mycobacterium tuberculosis

Figura 20 - Arvore filogenética para as sequéncias de RNAr 16S da cepa BRA-132 e as sequéncias mais
similares encontradas no banco de dados EzTaxon-e. Valores de bootstrap para os nddulos séo

mostrados.
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4.6.2. Fracionamento bioguiado da BRA-132 (Salinispora sp.)

O extrato acetato obtido da cultura pura da cepa BRA-132, crescida em larga

escala (10L), identificada como Salinispora sp., foi selecionado para estudo quimico

por apresentar potente atividade citotéxica com Clso de 3,96 pg/mL. O extrato acetato

obtido de BRA-132 fracionado gerou 10 fracdes das quais as 06 fracbes com maior

polaridade destacaram-se por apresentar inibicdo da proliferacdo celular acima de

75% e apresentaram Clso variando entre 0,007ug/mL para fracdo BRA-132G a

2,50ug/mL exibido pela fragdo BRA-132J (Tabela 8).

Tabela 8 - Atividade citotoxica das fracées derivadas do extrato acetado obtido do fermentado

biologico da cepa BRA-132 em cultura de células HCT-116 avaliadas pelo ensaio do MTT, 72h. ICs,

Cl 95% (ug/mL).

Amostras

BRA-132A
BRA-132B
BRA-132C
BRA-132D
BRA-132E
BRA-132F
BRA-132G
BRA-132H

BRA-132|
BRA-132J

N.T. — Nao Testado

%IC

11,05
0,00
6,23
19,88
87,21
95,07
100,00
97,02
90,60

77,77

Clso (ng/mL)
IC95%

N.T.
N.T.
N.T.

N.T.

2,30
0,84 - 6,30
0,007
0,005 - 0,008
0,09
0,04 - 0,21
0,17
0,04 - 0,64
1,20
0,15-9,24
2,50
0,40 - 15,48
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As fracdes ativas foram analisadas por LC/MS e apresentaram perfil de
cromatografia muito semelhante, sendo entdo reunidas e submetidas a um novo
fracionamento em HPLC, este fracionamento forneceu 06 subfracbes, as quais
subfracdes BRA-132(AE-J/1), BRA-132(AE-J/4), BRA-132(AE-J/5) e BRA-132(AE-
J/6) apresentaram atividade citotéxica frente a linhagem de células tumorais humana
HCT-116 com percentual de inibicdo acima de 90% (Tabela 9).

Tabela 9 — Percentual de inibicdo da proliferagéo cellular (%IC) de células da linhagem HCT-116 in
vitro das subfragdes obtidas da fracdo BRA-132(E-J) avaliadas pelo ensaio do MTT apods 72 h de
incubacgéo na concentragao de 50ug/mL.

Amostras % IC Amostras % IC
BRA-132(AE-J/1) 90,92 BRA-132(AE-J/4) 95,91
BRA-132(AE-J/2) 27,82 BRA-132(AE-J/5) 100,00
BRA-132(AE-J/3) 26,72 BRA-132(AE-J/6) 99,21

As subfragbes BRA-132(E-J/1)/2, BRA-132(E-J/1)/5 e BRA-132(E-J/1)/5
oriundas da fracao BRA132(E-J/1) apresentaram inibicao da proliferacao celular para
linhagem HCT-116 com percentuais de 84,30%, 73,50% e 82,38%, respectivamente.
A partir da fracdo BRA-132(E-J/4) foi obtida a subfracé&o ativa BRA-132(E-J/4)/5 cuja
atividade citotéxica mensurada através do ensaio antiproliferativo apresentou Clso de
0,68ug/mL, por sua vez, cinco das subfracdes obtidas da fracdo BRA-132(E-J/5-6)
apresentaram potente citotoxicidade com concentragcbes variando de 0,001ug/mL da
fracdo BRA-132(E-J/5-6)/5 a 3,27ug/mL da fragdo BRA-132(E-J/5-6)/2 (Tabela 10).
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Tabela 10 - Atividade citotéxica das subfracdes derivadas das fracées BRA-132(E-J/1), BRA-132(E-
J/4) e BRA-132(E-J/5-6) em cultura de células da linhagem HCT-116, avaliadas em dose Unica de

50 pg/mL e diluicbes seriadas através ensaio do MTT com 72h de incubagéo.

Clso (ug/mL) Clso (ug/mL)
Amostra %IC Amostra %IC
1C95% 1C95%
(E-J/1)1 5,76 N.T. (E-J/1)/4 10,76 N.T.
(E-J/1)/2 84,30 N.D. (E-J/1)/5 73,50 N.D.
(E-J/1)/3 19,69 N.T. (E-J/1)/6 82,38 N.D.
(E-J/4)1 7,81 N.T. (E-J/4)/4 26,44 N.T.
0,68
(E-J/4)/2 5,22 N.T. (E-J/4)/5 96,54
0,43-1,07
(E-J/4)/3 35,96 N.T. (E-J/4)/6 9,14 N.T.
0,05
(E-J/5-6)/1 5,62 N.T. (E-J/5-6)/4 93,35
0,03 - 0,07
3,27 0,001
(E-J/5-6)/2 94,96 (E-J/5-6)/5 102,83
2,28 -4,70 0,0005 - 0,002
0,96 1,25
(E-J/5-6)/3 97,29 (E-J/5-6)/6 98,77
0,42 - 2,21 0,49 - 3,17

4.6.3. Identificacao dos compostos bioativos da cepa BRA-132 (Salinispora
sp.)

A subfracao BRA-132(E-J/5-6)/5 que apresentou potente atividade citotoxica
para a linhagem de adenocarcinoma foi submetida a andlise por LC/MS acoplado em
HPLC para que fosse feita a caracterizacdo e o isolamento do principio ativo desta
fracdo. A analise realizada para a subfracdo BRA-132(E-J/5-6)/5 encontrou ions m/z
467 [M + H]*, m/z481 [M + H]* e m/z497 [M + H]* que correspondem respectivamente
aos compostos 5,6 e 7 e 0 ion m/z483 [M + H]* que nao foi identificado (Figura 18).

A subfracdo BRA-132(E-J/5-6)/4 apresentou ions de massa m/z 497 [M +
H]*+ identificado como sendo o composto 7 e a massa m/z 483 [M + H]* ainda néao
identificado. Da subfracdo BRA-132(E-J/4)/5 foram identificados ions de massa
correspondentes aos compostos 5 (m/z467 [M + H]*) e 1 (m/z396 [M + H]*).
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4.7. Estudo quimico da cepa BRA-199 (Streptomyces sp.)
4.7.1. Identificacao molecular da cepa BRA-199

A cepa BRA-199 foi identificado através da andlise de sua seqliéncia do gene
RNAr 16S. Um fragmento de 740 bp foi sequenciado e comparado ao banco de dados
do EzTaxon-e, que apresentou a sequéncia como sendo mais semelhante para
Streptomyces sp. A maior semelhanca em pares observada (98,62%) foi com a
espécie de Streptomyces daliensis, assim uma nova analise de probabilidade maxima
para as 25 estirpes mais semelhantes (Figura 21), resultou em um clado composto
por BRA-199, S. sparsogenes, S. bingchenggens, S. yanglinensis, S. ferralitis, S.
abikoensis e S. wuyuanensis. Embora os valores de bootstrap terem se apresentado
tdo baixos, o elevado grau de semelhanca unicamente para as estirpes de
Streptomyces e a sua posi¢ao na arvore indicam uma associacao da estirpe BRA-199

para este género.



Mycobacterium tuberculosis

Streptomyces albus
Streptomyces rimosus paramomycinus
Streptomyces chretomyceticus

Streptomyces albofaciens

Streptomyces sclerotialus

Streptomyces sulfonofaciens

—E Streptomyces staurosporininus

Streptomyces lydicus

Streptomyces albospinus

Streptomyces sioyaensis

Streptomyces purpurogeneiscleroticus

Streptomyces niger

|

Streptomyces olivaceiscleroticus

Streptomyces sparsus
Streptomyces sparsogenes
Streptomyces bingchenggensis

Streptomyces yanglinensis
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E Streptomyces ferralitis

Streptomyces wuyuanensis

BRA-199

Streptomyces daliensis

Streptomyces violens

Streptomyces monomycini

Streptomyces ochraceiscieroticus

Streptomyces rimosus rimosus

Figura 21 - Arvore filogenética para as sequéncias de RNAr 16S da cepa BRA-199 e as sequéncias mais
similares encontradas no banco de dados EzTaxon-e. Valores de bootstrap para os nddulos ndo sao

mostrados, pois foram menores que 70%.
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4.7.2 Fracionamento bioguiado da cepa BRA-199 (Streptomyces sp.)

O crescimento em larga escala (10L) da cepa BRA-199, identificada como
Streptomyces sp., apresentou um rendimento de 170 mg de extrato bruto, este
apresentou uma potente atividade antiproliferativa frente a linhagem de adenocarcinoma
(HCT-116) com Clso de 0,07 pg/mL.

O extrato fracionado em coluna cromatografica de silica gel gerou sete fracoes,
dentre elas destacaram-se as fracbes B, C, D que apresentaram inibicado média do
crescimento celular acima de 80% para as concentragbes de 5 pg/mL e 25 ug/mL, e a
fracdo E apresentou percentual acima de 80% na maior concentragao testada frente a
linhagem de adenocarcinoma humano HCT-116 (Tabela 11).

Tabela 11 - Inibicdo da proliferagcéo celular da linhagem tumoral de adenocarcinoma de colon (HCT-116)
pelas fragdes obtidas do extrato organico da cepa BRA-199 (Streptomyces sp.). EPM — Erro Padrédo da
Média.

Inibicao da proliferacao celular (%)

Amostras 5 pg/mL 25 pg/mL

Média (%) SEM n Média SEM n
BRA-199A 29,66 1,22 2 3358 1,15 2
BRA-199B 80,59 6,21 2 87,23 3,39 2
BRA-199C 83,96 5,93 2 100,00 1,03 2
BRA-199D 100,95 1,32 2 100,00 0,56 2
BRA-199E 22,18 3,46 2 8371 1,18 2
BRA-199F 33,41 0,58 2 5233 2,58 2
BRA-199G 0.00 3,35 2 33,97 1,31 2

As fragdes ativas (B, C, D e E) (Tabela 11) foram novamente submetidas a
cromatografia e 05 subfracées de cada uma delas foram recolhidas. As subfragdes B4
e B5 da fracdo BRA-199B apresentaram 100% de inibicdo, as subfracbes C1 e C4
apresentaram inibicdo acima de 90%, enquanto a subfracao C5 apresentou inibicdo de
100% em ambas as concentracdes testadas, as subfracées D3, D4 e D5, inibiram com
percentual acima de 74%, e as subfracdes da fracdo BRA-199E, E2 e ES3, apresentaram
percentual acima de 80% da proliferacdo da proliferacdo de HCT-116 in vitro (Tabela
12).



Tabela 12 - Inibic&o da proliferagdo celular pelas fragdes obtidas da BRA-199 em ensaio do MTT,

utilizando-se a linhagem celular HCT-116.

Inibicao da proliferacao celular (%)

Amostras 5 pg/mL 50 pg/mL
Média (%) SEM n Média (%) SEM
BRA-199B1 50,31 1,15 2 100,00 0,27
BRA-199B2 15,33 2,77 2 30,86 1,71
BRA-199B3 10,30 1,00 2 64,38 3,30
BRA-199B4 54,37 16,76 2 100,00 0,18
BRA-199B5 100,00 0,14 2 67,29 2,52
BRA-199C1 39,16 1,28 2 100,00 0,14
BRA-199C2 12,75 2,78 2 42,90 1,26
BRA-199C3 41,13 2,87 2 61,27 6,50
BRA-199C4 62,70 1,99 2 96,76 0,56
BRA-199C5 100,00 0,56 2 100,00 0,30
BRA-199D1 9,64 13,81 2 26,75 2,93
BRA-199D2 16,24 14,72 2 0,00 8,98
BRA-199D3 4421 2,63 2 82,96 2,55
BRA-199D4 50,29 2,23 2 95,04 0,13
BRA-199D5 69,41 28,57 2 74,84 6,35
BRA-199E1 13,91 1,33 2 11,97 1,75
BRA-199E2 24,04 3,75 2 82,91 7,89
BRA-199E3 49,44 5,54 2 81,39 1,71
BRA-199E4 45,36 2,66 2 69,93 2,31
BRA-199E5 73,20 0,15 2 69,23 1,82

=
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A subfracao ativa B5 foi submetida a cromatografia e analisada em CL-EM,
fornecendo as subfracées B5(1), B5(2) e B5(8), a qual se destacou a subfracéo

BRA-199B5(2) que apresentou atividade citotoxica com Clso de 2,81 pg/mL.

Tabela 13 - Inibi¢cdo da proliferacédo celular in vitro da linhagem de adenocarcinoma humano (HCT-

116) pelas subfragdes obtidas da fracdo BRA-199B5 através ensaio do MTT.

Inibicao da proliferacao celular (%)

Amostras 5 pg/mL 50 pg/mL
Média (%) EPM n Média (%) EPM n
BRA-199B5(1) 36,11 1,65 2 55,74 6,51 2
BRA-199B5(2) - - - - -
BRA-199B5(3) 12,42 32,77 2 37,51 9,27 2

As subfracdes E1 e E2 apds serem submetidas a uma nova anélise por CL-
EM acoplado a CLAE resultou no isolamento e caracterizacao dos compostos 13,
14 e 15, conhecidos como dicetopiperazinas (Figura 22). Os compostos foram
testados para atividade citotéxica com as linhagens de adenocarcinoma humano
(HCT-116), carcinoma ovariano (OVCAR-8) e gliobastoma (SF-295) (Tabela 14).

Tabela 14 - Atividade citotoxica das dicetopiperazinas isoladas do extrato organico da cepa BRA-
199 (Streptomyces sp.). A atividade foi avaliada através do ensaio do MTT apéds 72h de incubacéo.

A Clsg (ug/mL) e Cl95% calculadas por regressao nao linear.

HCT-116 OVCAR-8 SF-295
Compostos Clso (pg/mL)
1IC95%

13 > 25 > 25 > 25
o 21,4 18,3 16,0

18,8 - 24,5 16,7 - 20,0 13,4 - 19,1

11,9

15 > 25 > 25

54 -26,4
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O composto 13 nao apresentou atividade citotdéxica para as linhagens de
células tumorais testadas, o composto 14 por sua vez apresentou atividade moderada
para todas as linhagens testadas com Clso variando entre 16,0 pg/mL em glioblastoma
a 21,4 yg/mL em adenocarcinoma de co6lon e o composto 15 apresentou Clso de 11,9
ug/mL, sendo este mais potente contra a linhagem de carcinoma de ovario (Tabela
14).

4.7.3. Isolamento das moléculas bioativas da cepa BRA-199 (Streptomyces sp.)

A analise por LC/MS da fracao B5(2) apresentou um pico no modo positivo m/z
416 [M + H]* e com modo negativo m/z414 [M + H]", que quando comparadas com o

banco de dados do programa Antimarin mostrou ser correspondente para a
substancia piericidina A (3) (Figura 18, Tabela 7).

A fragao D apresentou picos de massa positiva de m/z578,3327 [M + H]" e m/z

576,3196 [M + H] que sao correspondentes no banco de dados do Antimarin para o
composto glicopiericidina A (8), enquanto que para a fracao C foi encontrado uma

mistura das substancias isoladas das fracées B5(2) e D (4) (Figura 18; Tabela 7).

Ao ser analisada em LC/MS, a fracdo E1 apresentou um perfil diferente das fracdes
B5(2), C e D, sem resultados para piericidina e seus derivados, sendo entdo submetida a
uma extracao de fase solida (SPE) (Cartucho C18) seguido por analise por HPLC levou
ao isolamento e caracterizacdo da dicetopiperazina Ciclo-Fenilanina-4-Hidroxi-Prolina

(13) com pico de massa protonada m/z 261,1227 [M + HJ*. Ao analisar a fragdo AE2 foi

encontrado picos de massa protonadas m/z 245.1285 [M + H]* e m/z 284.1398 [M + H]*

os quais correspondem aos compostos Ciclo-(Fenilalanina-Prolina) (14) e Ciclo-
(Triptofano-Prolina) (15), respectivamente (Figura 22).
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Figura 22 - Estrutura quimica das dicetopiperazinas 13 - 15 isoladas da cepa BRA-199 (Streptomyces

sp.) recuperada das amostras de sedimento do ASPSP.



4.8. Estudo quimico da cepa BRA-177 (Actinomadura sp.)

4.8.1. Identificacao molecular da cepa BRA-177

Um fragmento de 740bp da seqiiéncia do gene RNAr 16S da cepa BRA-177

foi sequenciado e comparado ao banco de dados do EzTaxon-e. A cepa BRA-177

agrupou-se com maior similaridade ao grupo do género Actinomadura. A maior

semelhanca em pares observada (57%) foi com a espécie de Actinomadura madurae,

que se agrupam com semelhanca de 90% para a espécie Actinomadura rudentiformis

(Figura 23).
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Figura 23 - Arvore filogenética para as sequéncias de RNAr 16S da cepa BRA-177 e as sequéncias mais similares

encontradas no banco de dados EzTaxon-e. Valores de bootstrap para os nédulos sdo mostrados.
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4.8.2. Fracionamento bioguiado da cepa BRA-177 (Actinomadura sp.)

O extrato acetato obtido do crescimento em larga escala (10L) da cepa BRA-
177, identificada como Actinomadura madurae, exibiu potente atividade citotoxica nas
células da linhagem de HCT-116, inibindo a proliferagao in vitro em concentracao de
0,13 pg/mL. A partir do fracionamento desse extrato foram recolhidas 11 fracées que
depois de testadas qualitativamente, foi observado que 07 delas apresentaram
percentual de inibicdo acima de 75%. Dentre as fracdes ativas, destacou-se a fragao
BRA-177H com Clso de 0,08 pg/mL, sendo esta a mais ativa das fragdes, o restante
das fragdes também apresentaram forte atividade citotéxica com Clso variando entre
4,44 ug/mL mostrada pela fracdo BRA-1771 a 9,07 ug/mL da fragdo BRA-177J (Tabela
15).

Tabela 15 - Atividade citotoxica in vitro na linhagem HCT-116 do extrato bruto da cepa BRA-177

e sua fragdes avaliados pelo ensaio do MTT ap6s 72h de incubacéo.

Clso (ug/mL) Clso (pg/mL)
Amostras Amostras
IC 95% IC 95%
0,13 6,59
BRA-177EB BRA-177F
0,03-0,48 4,55 - 9,54
BRA-177A > 50 BRA-177G > 50
0,08
BRA-177B > 50 BRA-177H
0,05-0,12
4,44
BRA-177C > 50 BRA-1771
3,07 - 6,42
6,04 9,07
BRA-177D BRA-177J
4.33 - 8.43 3,70 - 22,21
4,54
BRA-177E BRA-177L > 50

2.23-9.24
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4.8.3. Caracterizacao e isolamento dos compostos ativos da BRA-177

A andlise dessas fragdes por espectrometria de massas, seguida de consulta ao
banco de dados do software AntiMarin, permitiu a identificagéo da ciclononilprodigiosina

(16) (Figura 24) (m/z 364,2362 [M + H]*) nas fracdes D a F (Figura 30), e o composto

citotéxico nonilprodigiosina (17) (Figura 24) (m/z 366,2517 [M + H]*) isolada na fracdo H
(Figura 31) que apresentou Clso de 1,10 ug/mL. Posteriormente, o fracionamento
cromatografico da fracdo BRA177E em coluna de SiO2 resultou no isolamento da

ciclononilprodigiosina (16), a qual teve sua estrutura confirmada com base nos dados
de RMN de 1H (Figura 29).

O

Ciclononilprodigiosina (16) Nonilprodigiosina (17)

Figura 24 - Estrutura quimica dos derivados de prodigiosina 16 e 17 isolados das fra¢des ativas

da cepa BRA-177.
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5. DISCUSSAO

A prospecgao de produtos naturais de origem marinha, nestes ultimos 50 anos,
levaram a descricao de cerca 20.000 moléculas com esqueletos carbdnicos Unicos e
potentes propriedades farmacol6gicas associadas. Esses produtos de origem marinha
caracterizam-se por uma ampla diversidade estrutural, que parece refletir a prépria
exuberancia da diversidade biolégica encontrada no ambiente (Mayer et al., 2010;
Molisnki et al., 2009; Gerwick & Moore, 2012; Imhoff et al., 2011; Montaser & Luesch,
2011; Cragg & Newman, 2013). Além de suas estruturas peculiares, produtos naturais
marinhos possuem uma extraordinaria diversidade de alvos moleculares com
seletividade marcante, o que aumenta sobremaneira o potencial farmacolégico e
terapéutico dessas moléculas (Newman & Cragg, 2006). A grande maioria dos alvos
identificados é relevante no tratamento do cancer, e é exatamente no estudo e na
terapéutica dessa doenca que podemos ver o maior impacto das substancias de
origem marinha (Mollinski et al., 2009; Cragg & Newman, 2013).

Os estudos realizados em ambientes remotos, como aqui apresentado para o
Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo (ASPSP), ganha crescente interesse a medida
que atrela a prospeccao biotecnolégica ao estudo de diversidade, ampliando o
conhecimento dos ecossistemas. Vale ressaltar que o presente trabalho realizado é
um estudo pioneiro para o ASPSP, pois ndo se ha registro da diversidade de
microrganismos cultivaveis e ndo cultivaveis presentes no sedimento marinho do
ASPSP.

O baixo grau de diversidade bacteriana presente nos sedimentos do ASPSP foi
refletido pelos padroes de bandas do DGGE. Os resultados obtidos no presente
trabalho mostraram que existe uma semelhancga acentuada de 62,8% para o grupo de
Bacteria, enquanto, para Archaea, a similaridade foi de 32,9%. O grupo das bactérias
apresentou 61 UTOs entre os dois semestres, enquanto que para o grupo arquéias
foi encontrado apenas 32 UTOs, e foi demonstrado ser um grupo menos diversificado
nesta regiao.

Um estudo realizado para determinar a composicéao da comunidade microbiana
do sedimento marinho andxico coletado na Baia de Cadiz, Espanha, encontrou uma

proporcao de 70:30 para Bacteria:Archaea (Kéchling et al., 2011).
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Os resultados obtidos para este estudo sdo bastante semelhantes ao
encontrado no presente estudo. Os sedimentos marinhos sdo comumente descritos
pela baixa abundancia de microrganismos do Dominio Archaea (BOWMAN et al.,
2000; MUSAT et al., 2006)

Um estudo realizado no ASPSP por Moreira e colaboradores, realizou a
primeira caracterizacao de bactérias heterotréficas cultivaveis do coral escleractineo
Madracis decactis, isolando 403 estirpes identificadas como membros de
Photobacterium, Bacillus e Vibrio. Além disso, caracterizaram as bactérias cultivaveis

de Hermodice carunculata.

E comum o uso de varios tipos de pré-tratamentos e meios de cultura seletivos
para favorecer o isolamento de actinomicetos marinhos associadas ao sedimento
(KIM et al., 1994; JENSEN et al., 2005; HAMES-KOCABAS e UZEL, 2012; OZCAN et
al., 2013).

A aplicagéo de técnicas de pré-tratamento fisico e quimico e o uso de meios de
cultura seletivos podem favorecer o crescimento de grupos de actinomicetos raros. O
calor e a dessecacéo irdo favorecer aqueles grupos de actinomicetos formadores de
esporos aéreos, enquanto que o pré-tratamento das amostras com1,5% de fenol e o
uso do meio de cultura com acido-humico e vitaminas suplementado com &cido
nalidixico e tunicamicina favorecem o crescimento de bactérias do género
Micromonospora (HAYAKAWA, 2008). Outras técnicas de pré-tratamento como a
centrifugagdo em gradientes de sacarose aplicada para favorecer o crescimento de
Nocardia, a irradiagéo por micro-ondas, filtracao em filtros de membrana de celulose
e a adicao de sal ao meio de cultura podem favorecer o crescimento e isolamento de
actinomicetos raros (SUBRAMANI e AALBERSBERG, 2013; XIONG et al., 2013;
HAYAKAWA, 2008).

As amostras de sedimento coletadas do arquipélago Sao Pedro e Sao Paulo
foram submetidas a dois métodos diferentes de processamento. O primeiro método
empregado foi o carimbo/dessecacdo (M1), onde foram recuperadas
aproximadamente 65% (173 cepas) do total de cepas. Empregando o método
diluicdo/aquecimento (M2), foram isoladas aproximadamente os 35% (95 cepas)
restantes do numero total de cepas.



63

Jensen e colaboradores, em 2005, aplicaram 8 diferentes técnicas de pré-
tratamento em 227 amostras de sedimentos coletadas ao redor da ilha de Guam no
trecho sul das llhas Marianas do Norte, localizado na porgcédo tropical do oceano
Pacifico. Os métodos carimbo/dessecacao e diluicdo/aguecimento foram aplicados
separadamente a maioria das amostras ali coletadas e resultaram na recuperacao de
44 e 47% de actinomicetos, respectivamente, entre todas as cepas bacterianas
recuperadas, inferindo, assim, que ambas as metodologias sdo igualmente eficientes
para o isolamento de actinomicetos. Entretanto, quando ambas as técnicas foram
usadas em combinacdo, observou-se que 0s actinomicetos assumiam, agora, 70%
das cepas bacteriana isoladas das amostras, aumentando, consideravelmente, a

eficiéncia desses processos.

No presente estudo, entretanto, o método carimbo/dessecacao representou
mais da metade dos actinomicetos isolados do sedimento marinho quando comparada
ao método de diluicao/aquecimento.

Os métodos de pré-tratamento aqui empregados foram também utilizados por
Freel e colaboradores em 2012 visando o isolamento seletivo de cepas do género
Salinispora. Das 671 amostras de sedimento marinho coletados das ilhas Fiji, foram
isoladas 750 colénias com caracteristicas tipicas do género Salinispora, como a
coloragao laranja e presenca de esporos enegrecidos encontrados na superficie das

colonias.

Recentemente, Dias (2013) realizou 3 técnicas de pré-tratamento para um
estudo da biodiversidade de actinobactérias do sedimento marinho coletado no
Arquipélago da Madeira, localizado a 978km a sudoeste de Lisboa. Dos métodos de
pré-tratamento empregados, dois sdo comparaveis aos utilizados no presente
trabalho, enquanto que o terceiro € uma variagcdo do método de diluicdo/aquecimento,
no qual o pesquisador utiliza apenas metade do volume da suspensao obtida. Através
da utilizacdo do terceiro método foram isoladas 333 estirpes morfologicamente
semelhantes a actinomicetos (Dias, 2013).

Estudos recentes realizados por Guimaraes (2013) para o sedimento da praia
de Paracuru, localizada na costa cearense, recuperou um total de 26 estirpes de
actinomicetos utilizando as mesmas metodologias empregadas no presente trabalho.
Neste mesmo trabalho, Guimaraes relata o isolamento de 18 cepas utilizando a
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metodologia M1 e apenas 8 cepas utilizando a metodologia M2, ressaltando a maior
eficiéncia da metodologia M1. Ainda que a dimensao do estudo seja cerca de 10 vezes
menor, a proporcdo percentual é semelhante a encontrada para as cepas de
actinomicetos isoladas no presente estudo.

A utilizacao de diferentes meios de cultura € muito importante para permitir a
recuperacao de diversas estirpes, tal como sugerido pela diferenca fenotipica nos
isolados. A concentracao de nutrientes tem sido discutida como um importante fator
impulsionado o crescimento de bactérias em placas de agar (JENSEN et al., 2005;
MALDONADO et al., 2005; DAS, LYLA e AUMAL KHAN, 2008; HAMES-KOCABAS e
UZEL, 2012)

No presente estudo, 0 numero de cepas recuperadas utilizando o método M1
foi comparavel para os trés meios de culturas empregados neste trabalho, entretanto
quando comparado os trés meios de cultura para o método M2, foi observado que os
meios SCA e TMA favoreceram o maior isolamento de cepas.

O amido, utilizado como fonte de carbono, e a caseina, empregada como fonte
de nitrogénio, que compdem o meio SCA sdo nutrientes que favorecem o
desenvolvimento de actinomicetos, sendo este considerado um meio rico
(MALDONADO, STACH, et al., 2005). Os estudos apresentados no trabalho de Das
e colaboradores (2008), com actinomicetos recuperados do sedimento do Golfo da
Bengala, na india mostraram que o meio SCA foi melhor para o desenvolvimento dos
actinomicetos quando comparado ao meio ISP2, formulado com extrato de malte e
extrato de levedura (DAS, LYLA e AUMAL KHAN, 2008). O meio TMA apresenta em
sua composi¢cao concentracdes relativamente baixas de nutrientes, o que reduz
naturalmente o numero de outras bactérias que apresentam sensibilidade ao estresse
nutricional e favorece o crescimento de actinomicetos (HAMES-KOCABAS e UZEL,
2012; JENSEN et al., 2005).

O estudo realizado no sedimento da praia de Paracuru, realizado por
Guimaraes (2013), mostrou que a utilizacdo dos meios TMA e SCA rendeu 42 e 31%
do total de cepas recuperadas, respectivamente, sendo estes mais eficientes no
desenvolvimento dos actinomicetos marinhos. Para o presente trabalho os resultados
observados utilizando os mesmos meios de cultura apresentaram porcentagens
similares, tendo um rendimento de 43% observado para o meio TMA enquanto que
para o meio SCA foi de aproximadamente 39%.
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Das 268 estirpes recuperadas, 94 foram cultivadas em meio liquido, e
submetidas a uma extragdao quimica com acetato de etila, metanol e n-butanol, tal
como descrito nos procedimentos experimentais. Isto rendeu um total de 224 extratos,
triados pela atividade citotoxica, dentre os quais 41 foram significativamente ativos,
inibindo mais de 70% da proliferacéo de células de adenocarcinoma humano (HCT-
116). Entre os extratos ativos, 24 foram obtidos em acetato de etila, 15 em butanol e

2 em metanol.

No presente estudo, os extratos obtidos em acetato de etila representam 56%
do total de extratos ativos. Vale ressaltar que em trabalhos anteriores realizados por
nosso grupo de pesquisa tém mostrado que os extratos acetato de etila séo
frequentemente mais citotoxicos neste modelo celular que os extratos metandlicos
(JIMENEZ et al., 2013; ARTHAUD et al., 2012).

A caracterizagao quimica desses extratos por desreplicacao permitiu identificar
a presenca de varios compostos ja conhecidos por apresentarem atividade citotéxica.
No presente estudo as andlises por CL-EM dos extratos ativos detectou ions de massa
correspondes aos compostos salinicetais A (1) e B(2), piericidina A (3) e D (4),
estaurosporina (5) e seus derivados, N-metil-estaurosporina (6), hidroxi-dimetil-
estaurosporina (7), glicopiericidina A (8), N-carboxamida-estaurosporina (9),
salinisporamicina A (10), além dos antibi6ticos rifamicinas S (11) e B (12).

A fragmentagdo por massa foi utilizada para suportar as estruturas dos
compostos 5, 6 e 7. O ion de massa m/z 338,1283, observado para os compostos 5 e
6, foi formado pela eliminagdo de C6H11NO2 e C7H13NO2, respectivamente.
Seguindo a mesma via de fragmentacao, o composto 7, que exibiu o ion de massa
m/z 354,1383, pode ser justificado pela presenca de um grupo hidroxila no nucleo
poliaromatico. O mecanismo para essa fragmentacéao foi proposto anteriormente por
Andreo e colaboradores (ANDREO et al., 2012).

As estaurosporinas foram descobertas em 1977 através de métodos de
deteccido quimica na cultura do actinomiceto (Streptomyces AM-2282T) enquanto era
realizado um estudo de triagem para deteccéo de alcaloides (OMURA et al., 1977). A
cepa Streptomyces AM-2282T foi posteriormente renomeada como sendo a espécie
Streptomyces staurosporeus AM-2282T em 1977, Saccharothrix aerocolonigenes
subsp. staurosporea AM-2282T em 1995, e, posteriormente, renomeada para Lentzea
albida em 2002 (XIE, et al., 2002; TAKAHASHI, et al., 1995).
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Estaurosporinas sao moléculas que pertencem ao grupo dos alcaloides indol-
carbazol e apresentam uma variedade de propriedades biolégicas importantes tais
como a antifungica, antibacteriana, anti-hipertensiva e anticancer, sendo que ja foram
isoladas de varios géneros de actinomicetos como Streptomyces, Saccharothrix,
Lentzea, Lechevalieria, Nocardia, Nocardiopsis, Nonomuraea, Actinomadura,
Micromonospora, Salinisporas, bem como a partir de myxomycetes e cianobactérias
(HEWAVITHARANA, et al., 2009 ;SANCHEZ, MENDEZ & SALAS, 2006).

Derivados de estaurosporina também tém sido frequentemente isolados de
invertebrados marinhos, tais como esponjas, tunicados, briozoarios e moluscos. No
entanto, ainda ndo se sabe se os invertebrados realmente tém genes para a
biossintese desses compostos, ja que muitos produtos naturais de invertebrados
marinhos sdo produzidos por microrganismos associados (SANCHEZ, MENDEZ &
SALAS, 2006).

O MS/MS da rifamicina B (12) apresentou os ions m/z 696.2554 e 724.2808, o
anterior corresponde a eliminagdo de C2H402 gerando rifamicina S (11). As
rifamicinas sdo um grupo de antibacterianos clinicamente importantes da familia das
ansamicinas, isolados primeiramente em 1959 a partir de um processo de
fermentacao de Streptomyces mediterranei, atualmente descrita como Amycolatopsis
rifamycinica (YU et al., 1999). As rifamicinas s&o moléculas conhecidas por serem
produzidas por espécies de actinomicetos isolados de solo, como por exemplo, a
espécie Amycolatopsis mediterranei, a qual sintese de rifamicina foi mais
intensivamente estudada (SCHUPP et al., 1998; SENSI, MARGALITH E TIMBAL,
1959).

Os compostos salinicetal A (1), salinicetal B (2) e salinisporamicina A (10), ndo
demonstraram qualquer fragmento de ions para suas estruturas, sendo entdo
identificados com base em HRMS e dados espectrais de UV. Além disso, a relacao
biossintética entre as estruturas de salinicetais, salinisporamicina e rifamicinas, apoiou
esta proposicao (MATSUDA et al., 2009; WILLIAMS et al., 2007).

Foi detectada a presenca dos compostos 1 € 2 em 14 estirpes recuperadas do
sedimento do arquipélago Sdo Pedro e Sdo Paulo. E digno de ressaltar que os
compostos 1 e 2, até o presente momento foram isolados apenas a partir de
Salinispora arenicola (WILLIAMS et al., 2007).
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A analise por desreplicagdo detectou ainda ions de massa m/z 416,2795 que
corresponde ao composto piericidina A (3), m/z 432,2739 (4) e o ion de massa m/z

578,3327 referente ao composto glicopiericidina A (8).

A molécula de piericidina A tem sido relatada como um potente inseticida
isolado de Streptomyces mobaraensis e teve sua estrutura elucidada em 1965 por
Tamura e Takahashi. Entretanto, YOSHIDA, SHIRAISHI e TAKAHASHI, (1977)
afirmaram através de um estudo de revisdo sobre a estereoquimica da substancia,
que a mesma foi isolada por TAMURA e colaboradores em 1963. Ao longo do tempo,
observou-se a producéo de diversas formas de piericidinas, sendo estas produzidas
por outras espécies do género de Streptomyces (YOSHIDA, SHIRAISHI e
TAKAHASHI, 1977).

Através da analise filogenética das sequencias do gene 16S rRNA, das 33
estirpes selecionadas foi possivel identificar a presenca de quatro géneros da ordem
Actinomycetales, sendo eles Salinispora, Actinomadura, Streptomyces e Holomonas.

Cerca de 60% das estirpes selecionadas pela atividade citotéxica do seu
extrato orgénico foram identificadas como sendo representantes do género
Salinispora, 30% séo pertencentes ao género Actinomadura, 6% foram identificados
como estirpes do género Streptomyces e 3%, correspondente a 1 cepa, como sendo
do género Holomonas.

Por outro lado, em um estudo similar realizado por Dias (2013), identificou-se
uma maior quantidade de géneros da ordem Actinomycetales, como 0s géneros
Streptomyces, Micromonospora, Salinispora, Nocardiopsis, Verrucosispora, Kocuria,
Nonomuraea, Brevibacterium, Actinomadura e Micrococcus. Neste mesmo estudo,
Dias apresentou que o género Strepfomyces foi o grupo com maior nimero de
representantes, com 37 estirpes (43%), seguido pelo género Micromonospora, com
14 estirpes (19%), € o género Salinispora foi o terceiro grupo mais abundante

encontrado em suas amostras, com 10 estirpes (13%).

Em estudos realizados em amostras de sedimento marinho, a tendéncia mais
comum é a de representantes do género Streptomyces e Micromonospora serem 0s
grupos mais abundantes isolados, entretanto o uso de 4gua do mar nos meios de
cultura tem favorecido o isolamento de actinomicetos marinhos obrigatérios como o
género Marinospora ou a estirpe Aeromicrobium marinum e o género Salinispora, que
tem sido isolado em diversas regides do planeta (SUBRAMANI & AALBERSBERG,
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2012; PRIETO-DAVO, FENICAL E JENSEN, 2008; BREDHOLDT, et al., 2007).

O isolamento do género Salinispora ja foi descrito para esponjas marinhas e
sedimentos marinhos de areas costeiras de zonas tropicais e subtropicais do planeta,
onde se encontra amplamente distribuido. O grupo Salinispora ja foi isolado no Havai,
Mar Cortez, Costa rica (costa do Pacifico), Bahamas, llhas Virgens (US), Mar
Vermelho, llha de Guam, llha de Palau, llhas Fiji, Grande Barreira de Coral (Australia),
Mar do Sul da China e Arquipélago da Madeira (DIAS, 2013; FREEL, EDLUND &
JENSEN, 2012).

O género Salinispora foi inicialmente identificado como MAR1 e considerado
como pertencentes a familia Micromonosporaceae. As analises filogenéticas destas
bactérias revelam trés clados distintos, mas estreitamente ligados, o que corresponde
a espécie Salinispora arenicola, Salinispora tropica, e Salinispora pacifica
(MALDONADO et al., 2005; MINCER et al., 2002).

Salinisporas sao bactérias aerdbias, gram-positvas que apresentam um denso
micélio ndo fragmentar e esporos sem motilidade enegrecidos na superficie da
colénia, como é tipico do género intimamente relacionado Micromonospora
(MALDONADO, et al., 2005; MINCER, et al., 2002). Este grupo foi descrito como o
primeiro grupo de actinomicetos marinhos obrigatérios, pois necessita de agua do mar
ou meio de cultura suplementado com sodio para seu crescimento, sendo visiveis em
cultura entre 3 e 6 semanas, com uma temperatura entre os 10-30°C e pH entre 7-12
(MALDONADO et al., 2005).

As cepas pertencentes ao género Salinispora sao caracterizadas pela presenca
de hifas vegetativas finamente ramificadas e nao fragmentar, e pela pigmentacao, que
vai de laranja péalido ao preto quando a colénia estd em processo de esporulacao.
Produz frequentemente pigmentos difusiveis no substrato que podem ir do castanho-
escuro ao preto, laranja brilhante ou rosa (MALDONADO et al., 2005).

Entre as 23 cepas produtoras de extratos citotéxicos foram selecionadas 3
cepas de caracteristicas fenotipicas diferentes para um crescimento em larga escala,
afim de realizar um fracionamento bioguiado pela atividade citotéxica e sua

identificacdo molecular.
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O extrato da cepa denominada de BRA-132A apresentou moderada atividade
citotéxica com valor de Clso igual a 15,07 ug/mL. Apds seu crescimento em larga
escala no meio de cultura A1 suplementado o extrato acetato da cepa BRA-132A
apresentou um aumento no seu potencial citotéxico revelando uma potente atividade

com Clso de 3,96 pg/mL.

A andlise filogenética do gene RNAr 16S revelou que a cepa BRA-132 agrupou-
se com maior similaridade a espécie Salinispora arenicola. As espécies, Salinispora
tropica, Salinispora arenicola e Salinispora pacifica sao as Unicas integrantes desse
género, e estdo amplamente distribuidas em sedimentos marinhosdas zonas tropicais
e subtropicais, sendo a espécies S. arenicola a que exibe maior variedade geografica
(JENSEN & MAFNAS, 2006; MALDONADO, et al., 2005).

O género Salinispora é claramente determinado com base na filogenia do gene
RNAr 16S, as trés espécies compartilham 99% de identidade de sequéncia 16S e sao
melhor resolvidas por meio de marcadores filogenéticos menos conservados. Até o
momento, nenhuma diversidade intra-especifica tem sido relatada para S. tropica, e
apenas algumas alteracbes de nucleotideos foram observados em S. arenicola,
incluindo dois polimorfismos que sao restritos as populacées do Mar de Cortez
(JENSEN & MAFNAS, 2006).

Tendo em vista os resultados promissores encontrados para cepa BRA-132,
recuperada do sedimento marinho, decidiu-se investigar a composi¢cao quimica do
extrato acetato de etila e realizar o fracionamento bioguiado pela atividade citotéxica.

As fracdes oriundas da particdo do extrato acetato obtidas da fermentagdo em
larga escala da estirpe BRA-132 foi realizada utilizando solventes organicos com
diferentes polaridades, puros ou em mistura binaria. Das fragdes obtidas da particéo
quimica do extrato bruto, as 6 fracdes obtidas de acetato de etila, metanol e H20,
puros ou em mistura, mostraram-se ativas para a linhagem testada. Estas quando
comparadas por andlise em HPLC em coluna de fase reversa apresentaram-se muito

semelhantes e por consequéncia foram reunidas.

Vale ressaltar que, o fracionamento bioguiado de extratos hidroalcodlicos de
invertebrados marinhos realizados anteriormente pelo nosso grupo de estudos, as
fracbes com polaridade intermedidrias sao frequentemente as mais promissoras
quanto a atividade citotéxica (FERREIRA, 2010; WILKE, 2009; JIMENEZ, 2008).
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A andlise por CL/EM permitiu a caracterizacao e identificacdo dos principios
ativos presentes nas fracdes ativas, que correspondem a estaurosporina (5) e aos
seus derivados N-metil-estaurosporina (6) e hidroxi-dimetil-estaurosporina (7).

Em um estudo para deteccao de estaurosporinas a partir de extratos obtidos
de cultura de actinomicetos do género Salinispora, Hewavitharana e colaboradores
(2009) detectaram entre 0,1 e 5mM de estaurosporinas presentes em 4 dos 15
extratos analisados.

JIMENEZ e colaboradores, 2012, realizaram o fracionamento bioguiado do
extrato hidroalcdolico obtido da ascidia Eudistoma vannamei. Este estudo resultou

numa fracao ativa que quando analisada por CL-ES apresentou um Unico pico.

O estudo quimico dessa fracdo resultou no isolamento dos compostos 2-
hidroxi-7- oxoestaurosporina e o 3-hidroxi-7-oxoestaurosporina. ANDREO e
colaboradores, 2012, posteriormente, realizaram um estudo para deteccdo dos
derivados de estaurosporinas, 2-hidroxi-7-oxoestaurosporina e o 3-hidroxi-7-
oxoestaurosporina, em actinomicetos associados a ascidia E. vannamei. Este estudo
permitiu identificar a presenca de estaurosporina no extrato acetato de etila da cepa
EVA-1063 identificada como sendo membro do género Streptomyces, entretanto nao
foi possivel identificar a presencga dos derivados de estaurosporina obtidos do extrato
da ascidia. Estes resultados sugerem que o0s compostos 2-hidroxi-7-
oxoestaurosporina e o 3-hidroxi-7-oxoestaurosporina sao resultado de uma posterior

metabolizacdo da estaurosporina produzida pela cepa de Streptomyces associada.

Jensen e colaboradores em 2006, ao examinar 30 estirpes de S. arenicola de
localidades geograficas distintas, observaram que todas as culturas produziam
moléculas bem conhecidas como rifamicinas e estaurosporinas, bem como o novo
composto biciclico salinicetal. Esta molécula, por sua vez, compartilha algumas
caracteristicas biossintéticas com rifamicina (JENSEN, et al., 2006). O ion de massa
para o composto salinicetal foi detectado na fracao ativa BRA-132(E-J/4)/5. A
identificacdo do Salinicetal e de estaurosporina e derivados reforca o resultado
encontrado para filogenia da cepa BRA-132.

A espécie S. arenicola apresenta uma distribuicdo cosmopolita, sendo
encontrada em todos os locais em que o género Salinispora foi isolado. Este tipo de
distribuicdo ndo é compartilhado entre as outras duas espécies pertencentes ao
género. A espécie S. pacifica foi descrita apenas na costa do Mar Vermelho e no
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Oceano Pacifico de Guam, Palau, Fiji e da costa leste da Australia. S. tropica, por sua
vez, apresenta uma distribuicdo ainda menor que a observada para as outras
espécies, pois até o presente momento esta espécie foi isolada apenas do sedimento
nas Bahamas (FREEL et al. de 2011; JENSEN E MAFNAS 2006; KIM et al., 2005)

O trabalho de Ziemert e colaboradores (2014), a partir de uma abordagem
gendmica, realizou um estudo das vias de biossintese de metabdlitos secundarios do
genoma de 75 cepas do actinomiceto marinho do género Salinispora, onde evidenciou
uma alta taxa de diversidade de vias biosintéticas presentes. Nesse trabalho, os
autores denominaram de Unidades Biosintéticas Operacionais (UBO) as sequéncias
génicas com conteudo e organizacao similar a vias biossintéticas do grupo das PKSs
ou NRPSs, com base em previsdes quanto aos metabdlitos secundarios a serem
produzidos. Os genomas de S. arenicola apresentaram 300Kb maior e possuem mais
quatro UBOs que as espécies S. pacifica e S. tropica, entretanto os genomas das
espécies de S. pacifica apresentaram 88 UBOs, sendo esta consideravelmente mais
diversa que as espécies S. arenicola e S. Tropica, com 47 e 19 UBOs
respectivamente. Entre as trés espécies estudadas, foram identificadas um total de
124 vias de biosintéticas e outras 229 vias foram preditas, porém apenas 9 UBOs
foram efetivamente relacionadas a producdo de metabdlitos secundarios ja
conhecidos.

Ainda para este mesmo estudo, os autores evidenciam que, baseado em
estudos anteriores com métodos de cultivo, os padrdes de produgcdo de metabolitos
secundarios e distribuicbes de genes em S. arenicola e S. tropica sao espécie-
especificos e que as UBOs apresentam correlacdo com as espécies e nao com a
regiao coletada, indicando a importancia da taxonomia sobre a origem biogeogréfica
em termos de distribuicdes das OBUs neste género microbiano.

Na raro, Ziemert e colaboradores (2014) encontraram vias biossintéticas que
ocorriam em apenas uma linhagem dentro de uma dada espécie, ou seja, ha uma
grande variacao, a nivel subespecifico, quanto aos metabdlitos que podem ser
produzidos. Os autores atribuiram que a transferéncia horizontal recente é a
responsavel pela maioria das vias que ocorrem apenas em uma ou duas linhagens,
onde as vias adquiridas sao incorporadas em ilhas gendmicas e sdao comumente
trocadas dentro e entre as espécies. Entretanto, apesar da extensa transferéncia

horizontal dos genes entre esses actinomicetos existem claras evidéncias que ha uma
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heranca vertical em nivel de espécie apoiando o conceito de que metabdlitos
secundarios representam caracteristicas funcionais que ajudam a definir espécies do
género Salinispora. A plasticidade do metaboloma secundario do género Salinispora
fornece um mecanismo eficaz para maximizar a diversidade de metabolitos
secundarios enquanto limita o0 nimero de vias mantidas dentro de qualquer genoma
individual.

Os extratos obtidos das cepas de Salinispora analisadas no presente trabalho
apresentaram citotoxicidade diferente, com Clso variando entre 16,06 e 0,07 ug/mL.
Essa variacdo da atividade biol6gica entre os extratos pode estar relacionada a
variabilidade das respectivas composicdes quimicas, sejam qualitativas (alguns
compostos presentes em uns extratos e ausente em outros) ou quantitativas
(compostos que possam estar ocorrendo em maiores quantidades em alguns extratos
e em menores em outros). Essa variacdo é amparada pelos resultados obtidos por
Ziemert e colaboradores (2014), que encontrou uma ampla variedade entre as vias
relacionadas ao metabolismo secundario entre espécies de Salinispora e, inclusive, a

nivel subespecifico.

A segunda bactéria estudada foi a BRA-199, selecionada a partir dos
resultados promissores de citotoxicidade apresentados pelos extratos acetato (Clso =
0,04 pg/mL), n-butanol (Clso = 0,18 pg/mL) e metanol (Clso = 1,49 pg/mL) obtidos do
seu caldo microbiano, além da composicdo quimica peculiar apresentada pelos
mesmos na analise por desreplicacdo. A cepa BRA-199 foi identificada como
pertencente ao género Streptomyces através de analise filogenética do gene RNAr
16S, agrupando-se proximamente num clado formado pelas espécies S. sparsogenes,

S. bingchenggens, S. ferralitis, S. abikoensis e S. wuyuanensis.

Streptomyces sao bactérias aerébias e gram-positivas do solo pertencente a
familia Actinobactérias que apresentam um crescimento filamentoso a partir de um
tinico esporo. A medida que seus filamentos crescem através de extensio das ponta
e ramificagbes, acabam por formar uma rede de filamentos ramificados chamados
micélio vegetativo (Dyson, 2011). Quando submetidos a estresses ambientais, por
exemplo, a limitagdo de nutrientes, e com a condigéo de cultivo sélido, os membros
desse grupo passam da fase vegetativa (isto é, micélio vegetativo) para uma fase de
esporulagédo reprodutiva na forma de micélio aéreo multinucleado (HWANG et al.,
2014).
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O género Streptomyces é bastante diversificado possuindo mais de 500
espécies em seu grupo e representa cerca de 10-28% das bactérias presentes no
solo. Apesar de este grupo ser abundante em solos, existem estudos relatando sua
ampla ocorréncia em aguas de lago e o isolamento de membros do grupo
provenientes do ambiente marinho, desde zonas costeiras marinhas a sedimentos de
mar profundo. Entretanto a ocorréncia, distribuicao e ecologia em outros ambientes,
como 0s ecossistemas aquaticos ndo sdao tdo bem conhecidas (BARTON E
NORTHRUP, 2011; MINCER et al, 2002; JENSEN et al, 1991; RHEINHEIMER, 1992).

Streptomyces sao reconhecidos pela sua extraordinaria capacidade de
producdo de metabdlitos secundarios, tais como pigmentos, agentes antibiéticos e
antitumorais, além de inseticidas (MADIGAN et al., 2000).

Os extrato da cepa BRA-199 mostrou uma composicao quimica diferente,
incluindo a presenca da piericidina A (3) e compostos relacionados (4 € 8) como
metabolitos principais. O fracionamento do extrato bruto rendeu 7 fragbes, as quais
destacaram-se as fracbes BRA-199B, BRA-199C, BRA-199D e BRA-199E por
apresentarem inibicdo da proliferacdo celular da linhagem de célula tumoral de
adenocarcinoma de c6lon humano (HCT-116) in vitro, apresentando valores inibitérios
acima de 80% nas concentragdes de 5 e 50 ug/mL, com excegao da fragdo BRA-199E
que inibiu apenas na maior dose testada. O fracionamento bioguiado das fracoes
acima citadas levou ao isolamento dos compostos piericidina A (3) e glicopiericidina
A (8) obtidos das fracbes BRA-199B5(2) e BRA-199C, respectivamente.

Piericidina A teve sua estrutura elucidada e atividade inseticida reportada pela
primeira vez por Takahashi em 1965. A molécula apresenta estrutura bastante similar
a coenzima Q (CoeQ; ubiquinona), tendo em sua cadeia um anel aromatico piridinico
ligado por dois grupos metoxilas adjacentes, uma metila e uma hidroxila ligada ao anel
piridina e uma cadeia lateral isoprendide (HALL, WU e CRANE,1966).

A Coenzima Q atua na transducdo energética do processo de respiracao
celular da cadeia respiratoria mitocondrial. A similaridade existente entre as moléculas
de piericidina A e coenzima Q causa a competicdo pelo mesmo sitio de ligagdo
bloqueando a atividade do complexo | da cadeia transportadora de elétrons. A
molécula de piericidina A atua na inibicdo da enzima NADH desidrogenase,
bloqueando a oxidacdo do NADH, tendo seu mecanismo de acao relacionado com a

interferéncia no transporte de elétrons através da membrana interna da mitocéndria
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de células animais (TAKAHASHI e TAMURA, 1966; YOSHIDA, SHIRAISHI e
TAKAHASHI, 1977).

Apesar de a piericidna A ser descrita como um potente inseticida, varios
estudos tem demonstrado que a molécula apresenta também potente atividade
citotdxica contra diversas linhagens de células tumorais, exibindo também atividades
antibacteriana, antifingica e atuando como inibidores de proteinas da resposta imune
(SURUP et al., 2008). Os estudos de citotoxicidade referentes a piericidina A tem
mostrado que o0 composto apresenta inibicdo da proliferacdo celular em
concentracdes médias inibitérias da ordem de grandeza de nanomolar (KITAGAWA
et al., 2010; SINGH et al., 2013).

O fracionamento das subfracdes BRA-199E1 e BRA-199E2 resultaram no
isolamento das dicetopiperazinas (dipepitideos ciclicos) identificadas com base em
suas HRESIMS e dados de EM/EM. Os espectros de 1H NMR foram importantes para
confirmar as estruturas, bem como para definir a estereoquimica dos centros
estereogénicos. O MS/MS dos compostos 13 e 14 apresentou ions de m/z 233,1271,
217,1211 (-CO), m/z 170,0906 e 154,0974 (-Ph) e m/z 120,0847 e 120,0881
relacionada com a eliminacdo de C6H7NO3 e C6H7NO2 para os compostos 13 e 14,
respectivamente. Da mesma forma, o ion de massa m/z 130.0696, compativel com a

estrutura do composto 15.

Dicetopiperazinas sao ubiquas na natureza e frequentemente isoladas tanto de
organismos terrestres como marinhos. Estes compostos sdo muito comuns em
fungos, particularmente em espécies do género Penicillium, eles estdo presentes em
varios microrganismos marinhos, esponjas e a partir de uma variedade de tecidos e
fluidos corporais. Em geral, estes compostos mostraram ter propriedades

antimicrobianas, antimutagénicas e antitumorais.

Os microrganismos sao reconhecidos pela sua capacidade de produzir
dicetopiperazinas; sendo estes compostos produzidos por cerca de 90% da bactérias
Gram negativas e de bactérias Gram positivas. Além dos microrganismos, fungos,
algas verdes, algas marrons, algas vermelhas, esponjas, cnidarios, briozoarios,
moluscos, tunicados, equinodermos e plantas de mangue verdadeiros tem sido
reportados como produtores (HUANG et al., 2010; BLUNT, et al., 2009; FENICAL,
1993).
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As dicetopiperazinas podem ser produzidas pela degradacao de oligopeptideos
e biossintese por aminoacidos dos organismos. Estes compostos sdo de grande
interesse para os estudos farmacoldgicos por causa de sua notavel bioatividade, tais
como antimicrobiana, antitumoral, antiviral, antifUngica, antihiperglicémica, afinidade
por canais de calcio e diversos receptores adrenérgicos, além de promotor do
crescimento de plantas. (HUANG et al., 2010; DINSMORE e BESHORE, 2002;
MARTINS e CARVALHO, 2007).

A caracterizacdo da fracdo BRA-199E1 permitiu o isolamento da
dicetopiperazina Ciclo-(Fenil-trans-4-Hidroxi-Prolina) (13) o qual apresentou o pico de
massa protonada m/z 261,1227. O isolamento do Ciclo-(Fenil-trans-4-Hidroxi-Prolina)
foi anteriormente isolado do extrato obtido da esponja marinha da espécie Jaspis
digonoxea (RUDI et al., 1994).

Um estudo posterior isolou uma cepa microrganismo marinho denominada de
A108 a partir de tecidos do zoantideo Palythoa sp.. O estudo realizou o fracionamento
bioguiado do caldo de fermentacdo da estirpe, que apresentou capacidade de
promover o crescimento de plantas em telas. O fracionamento resultou no isolamento
de trés compostos com capacidade de estimular o crescimento das plantas, Ciclo [L-
(4-hidroxiprolina)-L-leucina], Ciclo [L-(4-hidroxiprolina)-D-leucina] e Ciclo [L-(4-
hidroxiprolina) -L-fenilalanina] (CRONAN et al., 1998).

Furtado e colaboradores reportaram a presenca do composto (13) no extrato
obtido da cultura do fungo Aspergillus fumigatus, recuperado do solo do pantanal
(FURTADO et al.,2005). Além deste outros trés estudos relatam o isolamento da
dicetopiperazina Ciclo-(Fenil-trans-4-Hidroxi-Prolina) a partir de bactérias
recuperadas do ambiente marinho, entre estas uma cepa de Psychrobacter sp.
associada a esponja marinha da espécie Stelleta sp (HUAYUE et al., 2008; ROSA,
MITO e TOMMONARQO, 2003; JIANG et al., 2000).

Estudos tem descrito o composto 13 atuando no processo de sinalizagdo do
“‘quorum sensing’ bacteriano, sugerindo até que a molécula represente uma nova
classe de mediadores da sinalizacdo (HUAYUE et al.,, 2008; ROSA, MITO e
TOMMONARO, 2003; JIANG et al., 2000). Jiang e colaboradores 2000 relatam que a
molécula 13 ndo apresenta atividade antimicrobiana, entretanto observaram que o
composto estimulou a cepa de Pseudoalteromonas luteoviolacea a produzir extratos

com atividade antimicrobiana.
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Os compostos 13 e 14 foram identificados em fracOes ativas obtidas do extrato
obtido da cultura de Lactobacillus plantarum MILAB 393, ambos descritos pela
primeira vez em bactérias do acido latico/bactérias laticas. As estruturas foram
determinadas por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, espectrometria

de massa e cromatografia gasosa (STROM et al., 2002).

A prospecgao de novas moléculas com atividade antibacteriana realizada por
Jayatilake e colaboradores 1996 isolou o composto 14 de uma cepa de Pseudomonas
aeruginosa associada a uma esponja marinha do Antartico. Além disso, 0 composto
€ descrito por ser produzido pelo fungo fitopatogénico da espécie Alternaria alternata
juntamente com uma série de outras dicetopiperazinas que possuem prolina na sua
estrutura (STIERLE, CARDELLINA & STROBEL, 1988b).

A dicetopiperazina (14) foi isolada do sobrenadante de cultura livres de células
a partir de cepas de Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas alcaligenes.

Holden e colaboradores 1999 descrevem que a Ciclo-(Fenilalanina-Prolina)
pode estar envolvida no mecanismo de quorum sensing, que sincroniza as respostas

fisiolégicas bacterianas de forma dependente da densidade celular.

O extrato da cepa denominada de BRA-177 apresentou intensa atividade
citotéxica com valor de Clso igual a 4,09 pug/mL, entretanto sua atividade ficou mais
pronunciada apdés seu crescimento em larga escala no meio de cultura Af
suplementado o extrato acetato da cepa BRA-177 apresentou um aumento no seu
potencial citotoxico com Clso de 0,13 pg/mL.

A identificacao taxondmica pela analise filogenética do gene RNAr 16S extraido
da estirpe BRA-177 revelou uma semelhanga em pares mais proximamente com a
espécie Actinomadura madurae.

O género Actinomadura foi reportado pela primeira vez por Vicent que isolou e
descreveu o agente causador do micetoma denominado de “doenca do pé maduro”
em 1894, chegando a ser estabelecido apenas em 1970 por Lechevalier e Lechevalier
(GOODFELLOW, 1989). O esclarecimento da taxonomia do género é resultado do
uso de uma abordagem polifasica em taxonomia bacteriana e, em particular, analise
da sequéncia do gene RNAr 16S. O género Actinomadura pertence a familia
Thermomonosporaceae, que também inclui os géneros Actinocorallia, Spirillospora e
Thermomonospora (TRUJILLO & GOODFELLOW, 2003; ZHANG, WANG & RUAN,
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1998;).

As espécies deste grupo formam micélio vegetativo ramificado estavel e
possuem meso-2, 6 - acido diaminopimélico sem possuir arabinose e galactose em
sua parede celular. O género Actinomadura compreende 34 espécies reconhecidas e
duas subespécies, entre elas a espécie Actinomadura madurae (EUZE'BY, 2006;
QUINTANA, TRUJILLO & GOODFELLOW, 2003; LECHEVALIER & LECHEVALIER,
1970).

O fracionamento do extrato organico da BRA-177 rendeu 6 fragcbes com
atividade citotoxica variando entre 0,08 ug/mL (BRA-177H) a 9,07 ug/mL (BRA-177J).
A andlise por CL-MS das fragdes ativas mostrou os ions de massa m/z 364,2294 e
m/z 366,2453, identificados como sendo os compostos ciclononilprodigiosina (16) e
nonilprodigiosina (17) respectivamente.

Prodigiosinas sao tipicos alcaloides de pigmentacao vermelha que apresentam
uma estrutura basica formada por trés anéis pirrolicos e um esqueleto
pirrolidipirometano com um grupo C-4-metoxi (Bennett & Bentley, 2000). O primeiro
membro da familia de prodigiosinas foi isolado por Gerber, 1969, do microrganismo
Bacilus prodigiosus, desde entdo outros compostos dessa familia foram isolados de
espécies dos géneros: Serratia, Pseudomonas, Streptomyces, Pseudoalteromonas e
Actinomadura (ARTHAUD et al., 2012; GIRI et al., 2004).

As prodigiosinas s&o tipicamente produzidas como metabdlitos secundérios
dos microrganismos e varios compostos dessa familia tais como undecilprodigiosina,
metacicloprodigiosina, roseofilina e nonilprodigiosina, além de prodigiosina
apresentam propriedades farmacoldgicas bastante relevantes como antibacteriana,
antimalaria, anticancerigena, citotoxica e atividade imunossupressora (MONTANER
& PEREZ-TOMAS, 2001; MONTANER, et al., 2000; HAN, et al., 1998).

Gerber, em 1969, realizou a fermentacao de 13 estirpes de A. pelletieri e 3
cepas de A. madurae, onde pode observar que todos os extratos obtidos do
fermentado dos microrganismos apresentavam em sua composicao pigmentos do tipo
prodigiosina. Gerber detectou por técnicas de massa e ressonancia magnética nuclear
que o principal composto presente no extrato da estirpe de A. madurae 953 era a
nonilprodigiosina, vindo posteriormente isolar da mesma espécie a
ciclononilprodigiosina. Os extratos obtidos da estirpe de A. pelletieri apresentaram

uma estrutura quimica distintamente diferente da metacicloprodigiosina, sendo
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denominada posteriormente de prodiginina (GERBER, 1973; GERBER, 1969).

Os resultados apresentados por Gerber (1969) reforcam o resultado de
identificagéo filogenética apresentada para a cepa BRA-177 isolada do sedimento
marinho do ASPSP.

Em 2012, Arthaud e colaboradores isolaram o composto prodigiosina do extrato
acetato de etila da cepa BRA-007 recuperada do sedimento marinho coletado na praia
da Taiba, Ceara, posteriormente identificada como sendo da espécie
Pseudoauteromonas sp.. A prodigiosina obtida do extrato organico da cultura de
Pseudoauteromonas apresentou potente atividade citotoxica contra as linhagens de
célula tumoral. Os valores de Clso obtidos para prodigiosina foi de 0,05 pg/mL para
linhagem de leucemia mielocitica, 0,19 pg/mL na linhagem de melanoma (MDA-MB-
435) e 0,06 ug/mL para as linhagens de carcinoma de célon (HCT-8) e glioblastoma
(SF-295).

Ainda para este estudo, Arthaud e colaboradores (2012) observaram que o
composto prodigiosina quando testada em células transfectadas com moderada e alta
expressa de ErbB-2 apresentava atividade 100 e 18 vezes maior, respectivamente,
guando comparadas a citotoxicidade contra a linhagem normal de HB4a.

O presente trabalho mostra que o Arquipélago Sao Pedro e Sao Paulo
apresenta sedimentos com uma riqueza relativamente baixa para a comunidade
microbiana encontrada para os grupos Bacteria e Archaea, com pequena similaridade
entre os periodos de coleta. Através da caracterizacdo quimica dos extratos obtidos
das culturas dos actinomicetos recuperados das amostras de sedimento foi possivel
identificar compostos com potencial antimicrobiano e citotéxico. Os microrganismos
cultivaveis associados aos sedimentos circunjacentes ao ASPSP sdo promissoras
fontes de compostos com propriedades farmacologicas.
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6. CONCLUSAO

A comunidade microbiana associada ao sedimento marinho do arquipélago de Sao
Pedro e Sao Paulo, apesar da relativamente baixa riqueza biolégica para os grupos
microbianos de Bacteria e Archaea, apresenta uma alta diversidade quimica entre os
metabdlitos secundarios produzidos pelos actinomicetos cultivaveis dali recuperados.
Neste contexto, esta regido € uma promissora fonte para prospecgdao de novos
compostos com atividade biolégica. Vale ressaltar que este é o primeiro registro da
ocorréncia de actinomicetos do género Salinispora em sedimento marinho do territério
brasileiro, sendo este um género microbiano de grande destaque atualmente devido
a sua relevancia farmacologica. Mais além, os resultados aqui apresentados
sedimentam a importancia dos microrganismos associados ao sedimento marinho
como fonte de moléculas bioativas com potencial citotéxico, sendo este um trabalho
pioneiro que visa conhecer o potencial biotecnoldgico de microrganismos recuperados
do sedimento do ASPSP.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

No decorrer deste trabalho de tese ficou evidénciado a importancia dos estudos de
ecologia microbiana e dos estudos de prospeccdo biotecnolégica, quimica e
farmacolégica dos microrganismos cultivavéis recuperados dos sedimentos coletados
nailha do arquipélago Sao Pedro e Sao Paulo. Vale ressaltar ainda, que este trabalho
foi pioneiro para os estudos de prospeccéao biotecnoldgica para esta area, sendo este
um estudo mais amplo e horizontal que gerou uma ampla variedade de resultados. Os
resultados apresentados quanto ao tipo de solvente utilizado para a extracdo dos
caldos microbianos demonstraram mais eficaz para os extratos obtidos pela extracao
com acetato de etila, validando a sua utilizacdo para mudancas no protocolo de
extracao, assim como a aplicacdo da cromatografia functional para a caracterizacao
dos extratos e identificacao de compsotos promissores de um modo rapido e preciso.
Os reultados obtidos através da aplicacao deste trabalho de tese demosntraram ainda
a importadncia da comunidade microbiana associada ao sedimento das &reas
circunjacentes ao ASPSP como fonte de novos potenciais farmacos com potencial
antimicrobiano e anticancer. Os resultados alcancados neste trabalho possibilitou
novos projetos de prospeccaobiotecnoldgica englobando as diversas ilhas insulares
da costa do Brasil e invertebrados marinhos, novos trabalhos de tese foram
propiciados pelo uso dos dados e microrganismos isolados das amostras e a
publicacao de diversos trabalhos.
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Anexo | — Equipamentos e solucées

Anexo |
Equipamentos e Solucoes

< Equipamentos:

EQUIPAMENTOS

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di®

Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212®

Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206®

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403®

Centrifuga de laminas, Shandon Southern Cytospin®

Citémetro de fluxo, Guava EasyCyte mini®

Colunas analiticas para CLAE Shimadzu ODS

Colunas preparativas para CLAE Shimadzu ODS

Cromatégrafo liquido Shimadzu com bomba Modelo LC6A

Detector Ultra-Violeta com Integrador Modelo C-R6A

Deonizador de agua Milli-Q, Milipore®

Espectrofotometro de placa DTX-880, Beckman Coulter®
Fotodocumentador (Gel Doc XR+), Bio-Rad Laboratories, Inc.

Fluxo laminar, VECO®

High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek 3000, Beckman
Coulter®

Incubadora de células, (CO2Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow®
Injetor Manual Rheodyne Modelo 7125

Maquina fotogréfica digital, Olympus C-7070®

Microscépio 6ptico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab®
Microscopio optico de inverséo, Nikon Diaphot®

pHmetro, Micronal B474®

Pipetas automaticas, Gilson®

RMN Brucker DPX-300

Agitador de tubo, Donner AD 8850®

Termociclador Bio-Rad C1000, Bio-Rad Laboratories, Inc.

Termociclador Mastercycler Gradient, Eppendorf
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< Solventes

SOLVENTE MARCA
Acetato de Etila Vetec®
Acido Cloridrico Vetec®
Alcool Etilico Vetec®
Alcool Isoamilico Sigma®
Alcool Metilico Vetec®
Alcool N-Butilico Vetec®
Cloroformio Sigma®
Diclorometano Vetec®
Dimetilsulfoxido Vetec®
Fenol Sigma®
« Cromatografia

FASE ESTACIONARIA MARCA
Sephadex LH-20 Pharmacia
Silica gel 60 GF254 Merck
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% Sais
SAL MARCA
Cloreto de sddio (NaCl) Vetec®
EDTA Sigma®
Sulfato de sddio (Na2S0,) Vetec®
Tris ((HOCH2)3sCNH>) Vetec®
Fosfato dissodico (Na;HPO4) Vetec®
Fosfato monossaédico (NaH2PO,) Vetec®
< Extracao do ADN total
SOLUCAO COMPOSICAO MARCA
Tris HCI (100mM) pH 8.0 Vetec®
EDTA (100mM) pH 8.0 Vetec®
Fosfato de sodio (100mM) pH 8.0 Vetec®
Tampao de extracao
NaCl (1,5M) Vetec®
CTAB (1%) Sigma®
Proteinase K (10mg/mL) Sigma®
20g de SDS Sigma®

SDS (20%)

H20 Mili-Q (g.s.p. 100mL)

Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico

25:24:1

Sigma®
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% PCRe DGGE

107

SOLUCAO COMPOSICAO MARCA
Tampéo 5X =
Cloreto de magnésio (25mM) Sigma®
Pré-Mix dNTPs (10mM) =
Primers (5uM) >
Tagq. Polimerase (5U/uL) Invitrogen™
Tris (107,81g/L) (0,89M) Vetec®
TBE (Tris/Borato/EDTA) EDTA (5,8g/L) (0,02M) Vetec®
Acido bérico (55,0g/L) (0,89M) Vetec®
TBE (0,5X) -
Gel de agarose (2%)
Agarose 29 Invitrogen™
Ureia (7M) Sigma®
Solucao Desnaturante
Formamida (40%) Sigma®
TRIS base (242 g) SHgEE
Acido acético glacial (57,1mL) SHgEE
TAE 0,5X (Tris-Acetato-EDTA) )
Sigma®

EDTA dissodico (Na2zEDTA) (0,5 M) (pH 8.0)

H20 Mili-Q (g.s.p. 1000mL)
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% Solucoes

= Cultura de células

108

SOLUCAO COMPOSICAO MARCA
8,766 g de NaCl Labsynth®
PBS 9 Y
2,14 g de NaHPQO4.7H20 Labsynth®
(PH=7,2)
0,276 g de NaHPO4.H20 Labsynth®
o Penicilina 10.000 U.l./mL
Antibiético » Cultilab®
Estreptomicina 10mg/mL
Sais inorganicos:
Ca(NO3)2.4H0 100,00 MgS0a4.7H20 100,00 NaHCOs 2.000,00
Na2HPO
KCL 400,00 NaCl 6.000,00 800,00
4
Aminoacidos:
L-arginina.HCL 200,00 L-glutamina 300,00 L-prolina 20,00
L-asparigina.H.O 50,00 L-isoleucina 20,00 L-tirosina 28,00
L-&cido aspartico 20,00 L-leucina 50,00 L-serina 30,00
L-cistina 50,00 L-lisina.HCI 40,00 L-valina 20,00
L-acidoglutamico 20,00 L-metionina 15,00 L-treonina 20,00
L-hidroxiprolina 15,00 L-fenilalanina 15,00
L- .
RPMI 1640 o 10,00 L-riptofano 5,00 Cultilab®
histidina.HCI.H,O
Vitaminas:
o Acido p- o ,
Biotina 0,200 ) B 1,000 Acido félico 1,000
aminobenzdico
Pantotenato
o 0,250 Piridoxina.HCI 1,000 Inositol 35,000
de célcio
Cloreto de ) ) o )
. 3,000 Riboflavina 0,200 Nicotinamida 1,000
colina
Tiamina.HCI 1,000 VitaminaB12 0,005
Outros componentes:
Glicose 2.000,00 Glutationa 1,00 Vermelho de fenol 5,00
SFB - Cultilab®
50 mL de Tripsina 2,5% Cultilab®
Tripsina
0,125 g de EDTA Proquimios®
0,25%

450 mL de PBS
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+ Ensaio de atividade antiproliferativa

- MTT

SOLUCAO COMPOSICAO MARCA

20 mg de MTT Sigma®
MTT
100 mL de PBS -

% Identificacao Molecular

» Extracdao do ADN Metagendmico
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SOLUCAO COMPOSICAO MARCA
CTAB (2% (m/v)) Sigma®
NaCl (1,4M) Sigma®
EDTA (20 mM) Vetec®
Tampao de lise
Tris HCI (100mM) pH 8.0 Vetec®
Proteinase K (5ug/mL) Invitrogen™
2-mercaptoetanol (0,5% (v/v)) Sigma®
Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico 25:24:1 Sigma®
Acetato de amonio (5M) Vetec®
Solucdo de Acetato de aménio
H20 Mili-Q (g.s.p. 1000mL)
Tris HCI (10mM) pH 8.0 Vetec®
Tampao de eluicao (TE)
EDTA (1mM) Vetec®
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% Amplificacao do ADN genémico

= PCR

SOLUCAO COMPOSICAO MARCA

Pré-Mix Kit GoTag® Green Master Mix PROMEGA

Agarose (Ultra Pura) (1g/100mL) Sigma®
Gel de agarose
TBE (Tris/Borato/EDTA) (0,5X)

Purificacédo do produto de PCR ExoSAP-IT ExoSAP-IT®
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Anexo ll
Meios de cultura para microbiologia

% Composicao dos meios de cultura para microrganismos

SOLUCAO COMPOSICAO MARCA
] Agar (18g/L) Difco™
Agua do Mar agar (SWA) H-0 destilada (25%) .

H20 do mar (75%) -

Caseina (1g/L)

Amido Caseina agar (SCA) A,mido (10g/L) Himedia®
Agar (15g/L)

H20 do mar (37¢g/L)

Glicose (0,1g/L) Sigma®

Extrato de levedura (0,1g/L) Difco™

K2HPO4 (0,5¢/L) Vetec®

Metais Tracos agar (TMA) NERlEOx el M)
KNOs (0,1g/L) Vetec®

NaCl (0,3g/L) Vetec®

MgS04.7H20 (0,1g/L) Vetec®

CaCl2.2H20 (0,02¢g/L) Vetec®

FeS04.7H20 (0,2g/L) Vetec®

ZnS04.7H20 (0,18g/L) Vetec®

Suplemento para (TMA) MnS0O4.4H20 (0,02g/L) Vetec®
CuS04.5H20 (0,09g/L) Vetec®

Co0S04.7H20 (0,01g/L) Vetec®

HsBOs (0,1g/L) Vetec®

Amido (10g/L) Difco™

Meio A1 Extrato de levedura (4g/L) Difco™

Peptona (2g/L) Difco™

CaCQOs (0,5¢/L) Vetec®

Suplemento para (A1) KBr (5g/L) Sigma®

Fe2(S04)3 (5g/L) Sigma®
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MATERIAL SUPLEMENTAR 01 - Desreplicacao dos extratos das bactérias

Figura 01
Figura 02
Figura 03
Figura 04
Figura 05

Figura 06

Figura 07

Figura 08

Figura 09

Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Tabela 01

Espectro de HRESI-MS do composto salinicetal A (1)---------------- 107
Espectro de HRESI-MS do composto salinicetal B (2)---------------- 107
Espectro de HRESI-MS do composto estaurosporina (5)------------ 107

Espectro de HRESI-MS/MS do composto estaurosporina (5)------- 107

Espectro de HRESI-MS do composto N-metil-estaurosporina (6)--108

Espectro de HRESI-MS/MS do composto N-metil-estaurosporina
(6) -mmmmmmmmmr oo 108

Espectro de HRESI-MS do composto hidroxi-N-dimetil-
eStauroSPOring (7) =----=========mmmmmmm oo 108

Espectro de HRESI-MS/MS do composto hidroxi-N-dimetil-
estaurosporing (7) -----=-=-===m=m=mmmmmm o 108

Espectro de HRESI-MS do composto N-carboxamida-
estaurosporing (9) ------=--==-=====m=mmmsoooceooooooo oo 109

Espectro de HRESI-MS do composto salinisporamicina A (10)-----109

Espectro de HRESI-MS do composto rifamicina S (11)--------------- 109
Espectro de HRESI-MS do composto rifamicina B (12)--------------- 109
Espectro de HRESI-MS/MS do composto rifamicina B (12)--------- 109

Compostos (1-12) identificados por HR-LCMS/MS nos extratos
ativos obtidos das cepas de actinomicetos recuperados dos
sedimentos de ASPSP---------mmmm oo

112
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Figura 01 — Espectro de HRESI-MS do composto salinicetal A (1).
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Figura 02 — Espectro de HRESI-MS do composto salinicetal B (2).
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Figura 03 — Espectro de HRESI-MS do composto estaurosporina (5).
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Figura 04 — Espectro de HRESI-EM/EM do composto estaurosporina
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Figura 05 — Espectro de HRESI-EM do composto N-metil-estaurosporina (6).
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Figura 06 - Espectro de HRESI-EM/EM do composto N-metil-estaurosporina (6).
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Figura 07 - Espectro de HRESI-EM do composto hidroxi- N-dimetil-estaurosporina (7).
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Figura 08 - Espectro de HRESI-EM/EM do compsoto hidroxi-N-dimetil-estaurosporina
(7).
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11

5

Figura 09 — Espectro de HRESI-EM do composto N-carboxamida-estaurosporina (9).
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Figura 10 — Espectro de HRESI-EM do composto salinisporamicina A (10).
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Figura 11 — Espectro de HRESI-EM do composto rifamicina S (11)
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Figura 12 — Espectro de HRESI-EM do composto rifamicina B (12).
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Figura 13 - Espectro de HRESI-EM/EM do composto rifamicina B (12).
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Tabela 01 - Compostos (1-12) identificados por HR-LCMS/MS nos extratos ativos obtidos das cepas de actinomicetos recuperados do sedimento do ASPSP.

Compostos BRA132 157 159 166 167 172 175 190 199 204 205 206 207 210 211 212 213

1 v v v v v v v v v v v v v v
2 v v v v v v v v v v v v v v
3 v

4 v

5 v v v v v v v v v v v
6 v v v v v
7 v v v v v v v v v v v
8 v

9 v v v v
10 7 v v v
11 v v v v v v v v v
12 v v v v

v - indica a presenga do composto.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 02 - Estudos da cepa BRA-132 (Salinispora

sp.)

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

CL-EM da fragdo BRA-132A1 E-J/4/5, salinicetal A (1) em TR 16,0

L R 112
CL-EM da fracaéo BRA-132A1 E-J/5-6/3, hidroxi-dimetil-
estaurosporina (7) em Tg 18,0 MiN----=--=-=-=-mmmmmmmmm oo 112
CL-EM da fracao BRA-132A1 E-J/5-6/4, hidroxi-dimetil-
estaurosporina (7) em Tr 20,5 — 21,0 Min----------=-=-=-==-=-m-moomom--- 112

CL-EM da fragdo BRA-132A1 E-J/5-6/5, estaurosporina (5) e N-

metil-estaurosporina (6) no Tgr 22,0 - 24,0 MinN-------------------------- 113
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Figura 14 - CL-EM da fragdo BRA-132A1 E-J/4/5, salinicetal A (1) em T 16,0 min

mhlT

300+

200

Lo

T T T T T T T
on 13 in 13 0 115 150 173 wnn Fr 50 173 nn ) 350

Figura 15 - CL-EM da fragdo BRA-132A1 E-J/5-6/3, hidroxi-dimetil-estaurosporina (7) em Tr 18,0

min.
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Figura 16 - CL-EM da fragao BRA-132A1 E-J/5-6/4, hidroxi-dimetil-estaurosporina (7) em Tg 20,5 -
21,0 min.
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Figura 17 - CL-EM da fragao BRA-132A1 E-J/5-6/5, estaurosporina (5) e N-metil-estaurosporina
(6) no Tr22,0 - 24,0 min.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 03 — Estudos da cepa BRA-199 (Streptomyces sp.)

Figura18 Cromatogramas de ions CL-EM para fragdes B, C e D em modo
de ionizagdo positiva, piericidina A (3) para Tr 30,10 min,
piericidina D (4) para Tr 26,38 min e glicopiericidina A (8) para
TR 24,06 MiN.---nrrnnmmmmmemmmmmmmmem e cmee e 115

Figura19  Egpectro de 'H NMR (MeOD, 500 MHz) do composto piericidina
N3 — 116

Figura20 Espectro de HRESI-MS e HRESI-EM/EM da piericidina A (3): EM
modo de ionizacao positiva (A), EM/EM no modo de ionizacao
positiva (B) e, EM modo de ionizacao negativa (C). ----------------- 117

Figura21 Espectro de HRESI-MS da piericidina C (4): EM modo de
ionizagao positiva (A) e EM modo de ionizacédo negativa (B). ---- 118

Figura22 Espectro de HRESI-MS e HRESI-EM/EM da glicopiericidina A

(8): EM modo de ionizagao positiva (A), EM/EM no modo de

ionizagao positiva (B) e EM no modo de inonizagéo negativa (C).
------------------ 119

Figura23  Egpectro de 'H NMR (MeOD, 300 MHz) da ciclo (Phe-trans-4-
OH- Pro) (13). ---e--m-meeemmmeeem e 120

Figura24 Espectro de HRESI-MS e HRESI-MS/MS do composto (Phe-
trans-4-OH-Pro) (13): EM no modo de ionizagdo positiva (A),
EM/EM no modo de ionizagcdo positiva (B) e EM no modo de
ionizagdo negativa (C). -----=-=====mmmmmmm oo 121

Figura25 Egpectro de 'H NMR (MeOD, 500 MHz) da ciclo (Phe-Pro) (14).
------------------------------------------------------------------------------------- 122

Figura26 Espectro de HRESI-MS e HRESI-MS/MS do composto ciclo
(Phe-Pro) (14): EM no modo de ionizagao positiva (A), EM/EM
no modo de ionizagdo positiva (B) e EM no modo de ionizacao
negativa (C). -=--=mm==mmmmmmmmm oo 123

Figura 27  Egpectro de 'H NMR (MeOD, 500 MHz) da ciclo (Trp-Pro) (15).
------------------------------------------------------------------------------------- 124

Figura28 Espectro de HRESI-MS e HRESI-MS/MS ro do composto ciclo
(Trp-L-Pro) (15): EM no modo de ionizacgao positiva (A), EM/EM
no modo de ionizagdo positiva (B) e EM no modo de ionizacao
negativa (C). -=--=mm==mmmmmmmm oo 125
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Anexo lll - Material suplementar

Figura 18 - Cromatogramas de ions CL-EM para fragbées B, C and D em modo de ionizagao positiva,

piericidina A (38) para Tr 30,10 min, piericidina D (4) para TR 26,38 min e glicopiericidina A (8) para Tr
24,06 min.
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Anexo lll - Material suplementar

Figura 19 - Espectro de '"H NMR (MeOD, 500 MHz) espectro da piericidina A (3).
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Anexo lll - Material suplementar

Figura 20 - Espectro de HRESI-MS e HRESI-EM/EM da piericidina A (3): EM modo de ionizagédo
positiva (A), EM/EM no modo de ionizacao positiva (B) e, EM modo de ionizagao negativa (C).
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Anexo lll - Material suplementar

Figura 21 — Espectro de HRESI-MS da piericidina C (4): EM modo de ionizagéo positiva (A) e EM

modo de ionizagdo negativa (B).
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Figura 22 - Espectro de HRESI-MS e HRESI-EM/EM da glicopiericidina A (8): EM modo de ionizagdo

positiva (A), EM/EM no modo de ionizacao positiva (B) e EM no modo de ionizacao negativa (C).
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Anexo lll - Material suplementar

Figura 23 — Espectro de 'H NMR (MeOD, 300 MHz) da ciclo (Phe-trans-4-OH-Pro) (13).
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Anexo lll - Material suplementar

Figura 24 — Espectro de HRESI-MS e HRESI-MS/MS espectro do composto ciclo (Phe-trans-4-OH-Pro)
(13): EM no modo de ionizagdo positiva (A), EM/EM no modo de ionizagao positiva (B) e EM no modo

de ionizagao negativa (C).
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Anexo lll - Material suplementar

Figura 25 - Espectro de 'H NMR (MeOD, 500 MHz) da ciclo (Phe-Pro) (14).
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Anexo lll - Material suplementar

Figura 26 — Espectro de HRESI-MS e HRESI-MS/MS do composto ciclo (Phe-Pro) (14): em no modo de
ionizagao positiva (A), EM/EM no modo de ionizagédo positiva (B) e em no modo de ionizagdo negativa
(C).
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Anexo lll - Material suplementar

Figura 27 - Espectro de 'H NMR (MeOD, 500 MHz) da ciclo (Trp-Pro) (15).
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Figura 28 - Espectro de HRESI-MS e HRESI-MS/MS do composto ciclo (Trp-L-Pro) (15): EM no modo
de ionizacao positiva (A), EM/EM no modo de ionizagédo positiva (B) e EM no modo de ionizagédo

negativa (C).
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Anexo lll - Material suplementar

MATERIAL SUPLEMENTAR 04 — Estudos com a BRA-177 (Actinomadura sp.)

Figura 29 Espectro de RMN de 'H (MeOD, 500 MHz) da

ciclononilprodigiosina (16) ------------=-==-===m-mmmmmmm e 127
Figura 30 Espectro de massas de alta resolucdo (modo positivo) da

ciclononilprodigiosina (16): EM (A) e EM/EM (B) ----------------------- 128
Figura 31 Espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) da

nonilprodigiosina (17): EM (A) e EM/EM (B) ----------==-==-=-==-=--omommmeee 129
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Anexo lll - Material suplementar

Figura 29 - Espectro de RMN de 'H (MeOD, 500 MHz) da ciclononilprodigiosina (16).
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Anexo lll - Material suplementar

Figura 30 - Espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) da ciclononilprodigiosina
(16): EM (A) e EM/EM (B).
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Figura 31 - Espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) da nonilprodigiosina (17):
EM (A) e EM/EM (B).
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