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RESUMO 

 

Desde muito tempo, o mundo tem buscado incessantemente maneiras de se prevenir, tratar e 

curar pessoas acometidas por câncer. Apesar dos inúmeros esforços empregados, essa doença 

é ainda um dos grandes problemas de saúde da atualidade, o que encoraja a busca por novas 

fontes com potencial anticâncer. Os invertebrados marinhos figuram como uma fonte 

promissora de compostos com potencial antitumoral. Considerando os diversos indícios de 

que os microrganismos associados a esses animais desempenham um papel fundamental na 

produção de compostos bioativos, esse trabalho teve o objetivo de avaliar o potencial 

antitumoral de actinomicetos associados aos zoantídeos Palythoa caribaeorum e Palythoa 

variablilis do arquipélago Fernando de Noronha e da costa cearense, respectivamente. Após o 

isolamento e cultivo dos actinomicetos identificados como BRA – 350 e 351, fez-se avaliação 

da atividade antiproliferativa dessas culturas pelo ensaio do MTT. A extração, fracionamento, 

bem como a avaliação da atividade antiproliferativa, foram realizadas para outra linhagem 

previamente isolada do zoantídeo Palythoa variablilis, BRA – 036. As frações obtidas foram 

analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD). Adicionalmente, buscou-se 

determinar o tempo ótimo de cultivo no intervalo de 10 dias das linhagens ativas para 

obtenção do extrato mais ativo. Os extratos obtidos de BRA-350 e BRA-351 isolados do P. 

caribaeorum não apresentaram efeito antiproliferativo até 50 µg/mL. Já o extrato bruto de 

BRA-036 foi bastante ativo, que apresentou concentração inibitória média (CI50) de 4,28 

ng/mL. A análise das frações por CCD sugeriu a presença de compostos indólicos, 

possivelmente dicetopiperazinas, as quais possuem implicações em diversas atividades 

biológicas. Das frações derivadas do extrato bruto de BRA – 036, a mais ativa correspondeu à 

obtida com AcOEt/MeOH (2:1). O tempo ótimo de cultivo de BRA – 036 no qual o extrato 

foi mais ativo foi 2 dias, o que contribui para a otimização temporal da bioprospeção de 

compostos com potencial antitumoral produzidos por esse actinomiceto. Esses resultados 

ressaltam o potencial antitumoral da microbiota associada aos zoantídeos P. caribaeorum e P. 

variablilis e despertam o interesse em isolar e identificar as moléculas produzidas pelos 

actinomicetos a eles associados.  

 

Palavras-chave: Câncer. Invertebrados marinhos. Actinomicetos. Bioprospecção. Atividade 

antiproliferativa. Fracionamento. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

The world has effortlessly sought ways to prevent, treat and cure people with cancer for a 

long time. Despite many research efforts, this disease is still one of the biggests health-issues, 

which encourages one to look for new sources with anticancer properties. Marine 

invertebrates are very promising as a source of potential antitumoral compounds. Considering 

that there are many evidences suggesting that microorganisms associated with these animals 

play a fundamental role in the production of these compounds, this study aimed to evaluate 

the antitumoral potential of actinomycetes, associated with Palythoa caribaeorum and 

Palythoa variablilis of Fernando de Noronha archipelago and Ceará coast. The 

antiproliferative activity of the actinomycetes named as BRA – 350 e 351 was evaluated using 

the MTT assay, after the isolation and extraction of those cultures. The extraction, 

fractionation and antiproliferative activity was also evaluated for the strain BRA – 036, which 

was isolated previously from Palythoa variablilis. The fractions were also analyzed with thin 

layer chromatography (TLC). Aditionally, the optimum time to obtain the most active extract 

in a 10-days cultures of BRA – 036. The inhibition percentage of 5 µg/mL of BRA – 036-

derived extract in HCT – 116 cells was 87.43 %. On the other hand, P. caribaeorum-

associated actinomycetes did not significantly inhibit HCT – 116 growth. The analysis using 

TLC evidenced the presence of indolic compound, potentially diketopiperazines, which can 

be empowered of multiple biological activities. The fraction of BRA – 036 with the highest 

activiy was the one obtained with AcOEt/MeOH (2:1). The half maximum inhibitory 

concentration (IC50) calculated for BRA – 036 was 4,28 ng/mL, which demonstrated the 

extract’s potency. As the optimum time to obtain the most potent extract was 2 days, this 

result contributes for timing-optimization of bioprospecting of compounds with anti-tumoral 

activities produced by this actinomycete. The findings presented in this study highlight the 

antit-tumoral potential of microbes associated with the zoantids P. caribaeorum e P. 

variablilis and inspire the scientific community to isolate and identify the molecules presented 

in its extracts. 

 

Keywords: Cancer. Marine invertebrates. Actinomycetes. Bioprospecting. Antiproliferative 

activity. Fractionation.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

A chamada “guerra contra o câncer” foi marcada pela assinatura do Ato Nacional 

do Câncer em 1971, pelo então presidente americano Richard Nixon (NATIONAL CANCER 

INSTITUTE, 2014). Desde então, o mundo tem intensificado a busca por formas de se 

prevenir, tratar e curar pessoas acometidas por essa moléstia, a qual é uma das principais 

causas de morte por doença no mundo (WHO, 2015). Esse problema, cujo nome designa na 

verdade um conjunto de mais de 100 doenças capazes de afetar qualquer célula do corpo, foi 

responsável por 8,2 milhões de mortes em 2012 e espera-se mais 21,4 milhões de novos casos 

para 2030 (GLOBOCAN IARC 2012, INCA 2015). 

Apesar de ser uma doença extremamente complexa, cuja manifestação é muito 

variável, grande parte dos cânceres possuem um conjunto definido de características em 

comum ao se estabelecerem no paciente, a saber: 1) Auto-suficiência em sinais proliferativos; 

2) Hiposensibilidade a supressores de crescimento; 3) Imortalidade replicativa; 4)Evasão à 

imunidade; 5) Resistência à morte celular; 6) Invasão e metástase; 7) Indução à angiogênesis; 

8) Reprogramação do metabolismo energético; 9) Inflamação promovida pelo tumor; 10) 

Instabilidade genômica e mutações (HANAHAN; WEINBERG, 2011)(Figura 1). Essas 

características são de suma importância não apenas para o desenvolvimento e estabelecimento 

do câncer mas também por servirem como base para o design de estratégias de combate à 

doença. 

Dentre as diversas estratégias utilizadas no combate ao câncer tais como remoção 

cirúrgica e radioterapia, a quimioterapia se configura como a principal, a qual é também 

carro-chefe da pesquisa em oncologia. De acordo com uma extensa consulta às listas da Food 

and Drug Administration (FDA), bem como a outras bases de dados, entre 1981 e 2010, quase 

80 % do agentes quimioterápicos aprovados para o tratamento do cancer é de origem natural, 

cuja maioria foi isolada de fontes clássicas tais como plantas e solos (NEWMAN; CRAGG, 

2012). Entretanto, ainda que inúmeros e intensos esforços tenham sido empregados no 

combate ao câncer, nenhum fármaco é 100 % efetivo em todos os pacientes e o número de 

compostos que chegam a ser aprovados para uso clínico tende a diminuir. Assim, a busca por 

novas fontes com potencial anticâncer se faz ainda bastante necessária bem como 

imprescindível para o avanço da pesquisa oncológica e sua aplicação no tratamento do câncer. 
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Figura 1 - Características comumente adquiridas por grande parte dos cânceres 

 

 

Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011. 

 

Uma fonte alternativa de produtos naturais que oferece grande potencial e tem 

recebido muita atenção nas últimas décadas compreende os ambientes marinhos. Tendo sido 

palco para o surgimento da vida, esses habitats ocupam mais de 2/3 da superfície terrestre e 

abrigam representantes de 35 dentre os 36 filos de animais atualmente descritos, sendo que 15 

filos são exclusivamente marinhos (LEAL et al., 2012). Assim, esses ecossistemas estão entre 

os mais diversos de todo a planeta, tanto no que se refere à fauna de invertebrados quanto à 

diversidade microbiana. Considerando que esses ambientes possuem uma imensa riqueza 

filogenética a ser desvendada e que a biodiversidade está diretamente relacionada à 

diversidade genética e metabólica, os oceanos e mares figuram como uma fonte riquíssima de 

compostos bioativos, em sua maioria metabólitos secundários, com potencial farmacológico 

(LAM, 2006). 

O potencial antitumoral dos ambientes marinhos começou a ser descoberto na 

década de 50, quando BERGMANN et al., 1951, isolaram dois nucleosídeos da esponja 

Tethya crypta (Cryptotethya crypta), cujos análogos sintéticos ara-A e ara-C são até hoje 

utilizados no tratamento de infecções virais e leucemias, respectivamente (BERGMANN; 

FEENEY, 1951; COHEN, 1977; CANCER RESEARCH UK, 2015). As décadas seguintes 

foram extremamente promissoras para a pesquisa em produtos naturais marinhos (PNM), o 
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que se constata pelo fato de até dois anos atrás mais de 22.000 compostos dessa origem terem 

sido isolados e pelo aumento no interesse e utilização desses produtos pela indústria 

farmacêutica. Ainda, a taxa de sucesso em que uma droga proveniente de um ambiente 

marinho entra na prática clínica é cerca de seis vezes maior que a das provenientes de outras 

fontes (COSTA-LOTUFO et al., 2009; GERWICK; FENNER, 2013).  

As fontes animais das quais os PNM podem ser prospectados são bastante 

variadas, compreendendo esponjas, cnidários, equinodermos, moluscos, briozoários, 

tunicados, dentre muitas outras (LEAL et al., 2012; RADJASA et al., 2011). No que se refere 

ao filo Cnidaria, um excelente exemplo que merece grande consideração é o da palitoxina, 

uma das toxinas mais poderosas até hoje descobertas e que foi isolada de diferentes espécies 

do zoantídeo do gênero Palythoa (MOORE; SCHEUER, 1971). 

Os zoantídeos são invertebrados marinhos pertencentes à ordem Zoanthidae, filo 

Cnidaria, e possuem ampla distribuição nas zonas tropicais, habitando comumente recifes de 

coral (SILVA et al., 2015). Recentemente, esses animais tem recebido um enfoque maior da 

pesquisa em PNM por serem uma fonte promissora de diversos compostos com estruturas 

químicas novas e potenciais atividades biológicas. As espécies Palythoa caribaeorum e P. 

variabilis, por exemplo, produzem duas ceramidas sulfonadas pertencentes a uma nova classe 

de lipídios contendo enxofre (ALMEIDA et al., 2012). No que se refere a P. caribaeorum, 

SOUZA et al. (2008) identificaram uma proteína por ele produzida com atividade 

exoquitinolítica. No que concerne ao potencial anticâncer, as espécies do gênero Palythoa são 

também muito promissoras, considerando que alguns compostos por elas produzidos exercem 

efeitos pró-apoptóticos em linhagens tumorais (WILKE et al., 2010). 

O potencial químico e farmacológico do gênero Palythoa bem como de demais 

invertebrados marinhos é grande e justificaria a prospecção desses organismos, não fosse a 

seguinte problemática. Apesar dos invertebrados marinhos serem por si só uma fonte rica e 

promissora de produtos naturais, existe um grande problema associado com sua utilização, 

que é a sustentabilidade. Para que sejam extraídas quantidades suficientes de PNM para os 

ensaios clínicos, é necessário que se colete uma quantidade imensa de animais, por vezes 

toneladas deles, o que geralmente inviabiliza o avanço da pesquisa com essas moléculas 

bioativas tanto do ponto de vista ambiental como ético (SCHAUFELBERGER et al., 1991). 

Ainda que se faça uso de técnicas em grande escala como a maricultura e aquacultura, essa 

problemática continua vigente na grande maioria dos casos. Nesse contexto, surge uma 

promissora e excitante solução: os microrganismos marinhos. 
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Inicialmente, acreditava-se que a vasta coleção de compostos com potencial 

farmacológico encontrados nos extratos orgânicos de invertebrados marinhos, cuja maioria 

compreende produtos do metabolismo secundário, eram produzidos pelos próprios animais. 

Entretanto, diversos estudos têm indicado que os metabólitos secundários são em sua maior 

parte produzidos pela microbiota associada a esses organismos (GERWICK; FENNER, 

2013). Um dos melhores exemplos desse fato é o da molécula conhecida como Briostatina 1. 

Esse policetídeo, inicialmente isolado do briozoário Bugula neritina, é na verdade produzido 

pela bactéria simbionte Candidatus Endobugula sertula e possui grande potencial como 

quimioterápico (COSTA-LOTUFO et al., 2009; KOLLÁR et al., 2014; PLIMACK et al., 

2014). Outro exemplo extraordinário, é o da molécula Salinosporamida A, uma β-lactona 

isolada de um actinomiceto marinho do gênero Sanilispora. Esse produto natural é um 

inibidor de proteassomo 20S e foi o mais rápido a entrar em testes clínicos para tratamento de 

mieloma múltiplo (FENICAL et al., 2009).  

Além dos diversos exemplos recentes de substâncias isoladas de microrganismos 

associados a invertebrados marinhos, é importante lembrar que o conhecimento sobre a 

diversidade de produtos naturais produzidos por microrganismos não é novo. Grande parte 

dos compostos utilizados na clínica, incluindo o agente antituberculínico estreptomicina, 

foram isolados de microrganismos terrestres. Além disso, em alguns casos, uma única espécie 

de microrganismo pode possuir o potencial genético de produzir dezenas de compostos, o que 

demonstra ainda mais o potencial biotecnológico que esses seres microscópicos possuem 

(BOK et al., 2006; UDWARY et al., 2007). Assim, a prospecção de produtos naturais com 

estruturas químicas e potencial farmacológico inéditos por meio do cultivo de 

microrganismos marinhos é extremamente promissora, merecendo atenção e investimento da 

comunidade científica.  

Além da potência elevada da estreptomicina e salinosporamida A acima citadas, 

esses produtos naturais possuem outra característica em comum: ambos são produzidos por 

um grupo particular de bactérias, os actinomicetos. Esses microrganismos são pertencentes à 

ordem Actinomycetales e caracterizam-se molecularmente por um conteúdo de GC 

aproximado de 70% (PROCÓPIO et al., 2012). Essas bactérias são encontradas 

abundantemente em diversos ambientes, tais como água doce, solos e sedimentos marinhos, e 

produzem compostos com estruturas químicas novas e atividades biológicas múltiplas 

(JENSEN et al., 2005). O potencial dos actinomicetos, particularmente de fontes terrestres, é 

conhecido de longa data. O gênero Streptomyces, um dos principais representantes desse 

grupo, é responsável pela produção de mais de 70% dos compostos bioativos isolados de 



18 

actinomicetos, tais como antibióticos, antitumorais, moléculas anti-inflamatórias, dentre 

outros (KRISHNAN; MANI; JASMINE, 2014; MOORE et al., 1999; TAN; MA, 2008; 

WATVE et al., 2001).  

Entretanto, com o passar dos anos, o número de moléculas com estruturas novas 

isoladas por estudos com actinomicetos de ambientes terrestres diminuiu significativamente, o 

que, junto com o fato dos ambientes marinhos terem passado a ser mais explorados, fez com o 

que enfoque dessas pesquisas migrasse para os actinomicetos de ambientes marinhos. O 

potencial genético e biotecnológico que esses actinomicetos possuem é uma característica sem 

paralelo, tendo em vista a quantidade de moléculas com estruturas químicas novas que vêm 

sendo descobertas, muitas delas com atividade anticâncer (LAM, 2006; ZOTCHEV, 2012) 

(Figura 2). 

 

Figura 2 - Diversidade estrutural de produtos naturais bioativos isolados de actinomicetos marinhos. 

 
Fonte: Adaptado de Zotchev S.B., 2012. 

 

Com 8.500 km de extensão e sendo o segundo mais extenso do mundo, o litoral 

brasileiro representa uma fonte promissora de PNM com potencial anticâncer (SELEGHIM et 

al., 2007). Com os trabalhos pioneiros iniciados pelo nosso grupo, inicialmente conduzido 

pela profª Letícia Costa Lotufo, a costa cearense passou a ser vislumbrada como um local 

profícuo em espécies produtoras de moléculas bioativas, principalmente de compostos 

potencialmente antitumorais (ALMEIDA et al., 2012; FERREIRA et al., 2007; JIMENEZ et 
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al., 2003; WILKE et al., 2010). Dentre os organismos marinhos da costa cearense produtores 

desses compostos, estão espécies do gênero Palythoa (FERREIRA et al., 2007; SAHM, 2014; 

WILKE et al., 2010). Os estudos desenvolvidos pelo nosso grupo foram realizados em 

diversas praias do litoral cearense, como Fleixeiras (Trairi), Pedra Rachada (Paracuru), Taíba 

(São Gonçalo do Amarante) e Ponta Grossa (Icapuí) e fazem parte de um projeto maior de 

prospecção de invertebrados da costa brasileira e ilhas ocêanicas.  

Além de uma extensa zona costeira, o Brasil possui uma ampla área que engloba 

ilhas e seus arredores, os quais constituem parte considerável dos 3.500.000 km2 de zona 

econômica exclusiva. Dentre essas ilhas, o arquipélago Fernando de Noronha é um dos 

principais conjuntos de ilhas da região Nordeste e possui uma grande importância econômica 

e ecológica. Entretanto, ainda não existem estudos que visem avaliar o potencial antitumoral 

da microbiota associado a zoantídeos habitantes desse arquipélago. 

Assim, a hipótese para o presente trabalho foi que o zoantídeo P. caribaeorum e o 

P. variabilis estão associados a actinomicetos produtores de substâncias potencialmente 

antitumorais. Tendo em vista ambas as necessidades de se encontrar novas fontes de produtos 

naturais com potencial anticâncer e de contornar o problema da produção sustentável desses 

compostos, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo de isolar actinomicetos 

associados ao zoantídeo P. caribaeorum e avaliar o potencial anticâncer desses 

microrganismos associados bem como o de outro actinomiceto isolado previamente de P. 

variabilis. Tal finalidade foi explorada utilizando-se técnicas de isolamento, extração e 

avaliação da atividade antiproliferativa contra células tumorais da linhagem de câncer colon-

retal HCT-116. Os locais de coleta pertencem à região nordeste, sendo um o arquipélago 

Fernando de Noronha-PE e o outro a praia da Taíba no Ceará. 

 

2. OBJETIVOS 

2.1.GERAL: Estudar o potencial antitumoral de extratos e de frações obtidos de 
microrganismos associados ao zoantídeo P. caribaeorum e de um actinomiceto 
isolado de P. variabilis.  

 

2.2.ESPECÍFICOS: 
 

• Isolar actinomicetos associados ao zoantídeo P. caribaeorum de Fernando de 

Noronha. 
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• Avaliar o potencial antitumoral in vitro de extratos brutos de actinomicetos 

isolados de P. caribaeorum do arquipélago Fernando de Noronha. 

• Avaliar o potencial antitumoral in vitro contra uma linhagem de câncer colon-

retal do extrato bruto e das frações obtidos das culturas de actinomiceto 

previamente isolado de P. variabilis da costa cearense. 

• Determinar o tempo ótimo de cultivo para obtenção de extratos ativos da(s) 

linhagem(ns) produtoras de compostos com potencial antitumoral. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Desenho experimental 
 

O presente trabalho seguiu o desenho experimental ilustrado na Figura 3. 

Exemplares de zoantídeos foram coletados, devidamente armazenados e conduzidos 

ao Laboratório de Bioprospecção e Biotecnologia Marinha. O processamento, 

plaqueamento e isolamento foi então realizado.  

          Os actinomicetos isolados foram cultivados em meio líquido e suas culturas foram              

extraídas com acetato de etila (AcOEt). Após a obtenção dos extratos brutos e seu 

fracionamento, buscou-se testar sua atividade antiproliferativa por meio do teste do 

MTT (Brometo de 3-(4,5-Dimetil-2-thiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio). 
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Figura 3 - Desenho experimental do presente trabalho mostrando todas as etapas em sequência temporal 

 
Fonte: Elaborada pelo autor.  

3.2 Coleta 
 

A coleta de P. caribaeorum foi realizada manualmente no arquipélago  Fernando 

de Noronha, em 3 diferentes pontos no Porto de Santo Antônio, tendo-se coletado diversos 

exemplares para cada ponto.  Para preservação dos zoantídeos, o material coletado foi 

borrifado com etanol 70% para a descontaminação superficial, lavado em água do mar estéril 

e disposto em recipientes de tecido, os quais foram armazenados a -196 °C em tubos de 

polipropileno contendo nitrogênio liquido.  

 

3.3 Processamento do material 
 

Exemplares individuais de zoantídeos para cada ponto de coleta foram 

processados em condições estéreis no Laboratório de Ecotoxicologia Marinha (ECOTOX) no 

Instituto de Ciências do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal do Ceará e no LaBBMar, 

Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento em Medicamentos (NPDM). Os espécimes foram 
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macerados com auxílio de um cadinho e bastão estéreis até que formassem uma pasta 

homogênea e viscosa, devido aos muco produzido pelo animal.  

 

3.4 Isolamento de microrganismos 
 

Um alíquota de 100 uL dos zoantídeos macerados foi plaqueado para três 

diferentes meios de cultura, a saber, ágar amido-caseína (SCA), ágar minerais traços (TMA) e 

meio ágar-água do mar (SWA). Nos casos onde não se obteve nenhum actinomiceto, o 

macerado foi aquecido a 55°C por 5 minutos. A identificação das placas foi feita de acordo 

com o zoantídeo coletado, o ponto e local de coleta utilizando as iniciais da espécie coletada e 

do local de coleta, enquanto que a identificação de colônias de diferentes morfologias foi 

realizada por meio de letras do alfabeto (por exemplo, PCFN1 TMA - A, que significa 

Palythoa caribaeorum Fernando de Noronha Ponto 1 meio de cultura TMA colônia A). Caso 

tenha o tratamento térmico tenha sido utilizado, adicionou-se a letra T após o número do 

ponto de coleta. O crescimento microbiano foi observado ao longo de até 8 semanas e, ao se 

observar crescimento característico de actinomicetos, repicou-se essas colônias para meio A1. 

O material extra proveniente dos pontos foi coletado em tubos eppendorf, diluído com água 

do mar e glicerol na proporção 1:1 e armazenado a -80°C. 

 

3.5 Meios de cultura 
              A composição dos meios de cultura foi: 

• SWA (água do mar ágar, do inglês, Sea Water Agar): 16 g ágar; 1 L de água do 

mar filtrada e diluída em 75% de dH2O. 

• SCA (ágar amido-caseína, do inglês, Starch Casein Agar): 16 g ágar; 63 g meio 

pronto e desidratado(HiMEDIA Laboratories; 1 L dH2O. 

• TMA (ágar minerais-traço, do inglês, Trace Mineral Agar): 16 g ágar; 0,1 g 

glucose; 0,1 g extrato de levedura; 0,5 g K2HPO4; 0,7 g Na2HPO4; 0,1 g KNO3; 

0,3 g NaCl; 0,1 g MgSO4.7H2O; 0,02 g CaCl2.2H2O; 200 mg FeSO4.7H2O; 180 

mg ZnSO4.7H2O; 20 mg MnSO4.4H2O; 90 mg CuSO4.5H2O; 100 mg 

CaSO4.7H2O; 200 mg H3BO3; 5 mg (NH4)6MO7O4.4H2O; 1 L dH2O. 

• A1 sólido: 16 g ágar; 10 g amido solúvel; 4 g extrato de levedura; 2 g peptona; 1 L 

de água do mar filtrada e diluída em 75% de dH2O. 
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• A1: 10 g amido solúvel; 4 g extrato de levedura; 2 g peptona; 1 L de água do mar 

filtrada e diluída em 75% de dH2O. 

• A1 turbinado: 10 g amido solúvel; 4 g extrato de levedura; 2 g peptona; 400 mg 

CaCO3; 5 mL KBr; 5 mL Fe(SO4)3; 1 L de água do mar filtrada e diluída em 75% 

de dH2O. 

 

Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 30 minutos. 

Os que continham ágar foram suplementados com ciclohexamida (Sigma) 150 µg/mL para 

evitar o crescimento de fungos. 

 

3.6 BRA – 036 
 

A cepa de actinomiceto BRA – 036 utilizada no presente estudo, foi previamente 

isolada por Sahm et al (2014) do zoantídeo P. variabilis, proveniente da praia da Taíba. Essa 

bactéria, a qual estava armazenada a -70 °C, foi descongelada, reativada em 50 mL de meio 

A1 e plaqueada ou inoculada para meio A1 sólido (Figura 4). Estudos prévios com 50 µg/mL 

do extrato bruto dessa cepa mostraram atividade antiproliferativa próxima a 60% na linhagem 

de câncer de próstata metastático PC-3/M (SAHM, 2014).  
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Figura 4 – Cultura de BRA – 036 em meio A1 observada por meio de lupa. Atentar para os aglomerados de 

esporos visíveis na forma de halos brancos 

 
Fonte: Foto do autor. 

 

3.7 Obtenção dos extratos brutos e fracionamento bioguiado 
 

A cepa BRA–036 foi crescida a temperatura ambiente em 1 L de meio A1 

turbinado sob agitação a 200 rpm por 6 dias a um inóculo de 10% v/v. Transcorrido esse 

período, 800 mL de AcOEt foram adicionados à cultura, deixando-a sob extração por 2 horas. 

A partição líquido-líquido foi feita em funil de separação, logo em seguida. Nos casos onde 

houve formação de emulsão, foi adicionado solução salina concentrada para rompimento da 

emulsão e recuperação da fase orgânica, tendo esta sido tratada com sulfato de sódio anidro 

(Na2SO4) e destilada em rotaevaporador. Por fim, recuperou-se o extrato bruto denominando-

o de BRA-036A (m = 62,4 mg), do qual retirou-se um alíquota de 1mg para triagem inicial 

por meio do ensaio de MTT. 

O extrato bruto foi fracionado por cromatografia em coluna, utilizando-se 40,0 g 

de sílica gel e um pequeno volume de n-hexano para condicionamento da matriz (fase 

estacionária). O material total foi homogeneizado em 0,5g de sílica gel e disposto na coluna, 

realizando-se seu fracionamento por meio de solventes puros ou misturas binárias em ordem 

crescente de polaridade conforme mostrados na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Frações derivadas do extrato de BRA - 036 obtidas pelo uso de solventes puros ou misturas binárias 

em ordem crescente de polaridade 

Sigla Eluente Volume de eluente (mL) 

BRA - 036-AA Hex 100% 60 

BRA - 036-AB Hex/AcOEt 2:1 60 

BRA - 036-AC Hex/AcOEt 1:1 60 

BRA - 036-AD AcOEt 100% 60 

BRA - 036-AE AcOEt/MeOH 2:1 60 

BRA - 036-AF AcOEt/MeOH 1:1 60 

BRA - 036-AG MeOH 100% 60 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Amostras de cada fração foram analisadas por cromatografia em camada delgada 

(CCD). Essa técnica de cromatografia planar utiliza um material sólido como fase 

estacionária, normalmente sílica-gel, e uma fase móvel líquida, na qual as amostras são 

eluídas (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). Para uma das placas cromatográficas empregadas, 

utilizou-se uma mistura de solventes mais apolares Hex/AcOEt (8:2) como eluente ou fase 

móvel, enquanto para as outras fez-se uso de solventes mais polares, a saber, CH2Cl2/MeOH 

(9:1). Para a placa cromatográfica com eluentes mais apolares, utilizou-se o revelador 

vanilina, enquanto para as outras duas utilizou-se tanto a vanilina como o reagente de Ehrlich 

(p-dimetilaminobenzaldeído). 

 

3.8 Relação do tempo de cultivo vs biomassa vs atividade antiproliferativa vs 
rendimento do extrato 

 

Com o intuito de otimizar o cultivo para obter um extrato mais potente, realizou-se 

um estudo de crescimento cinético com a cepa BRA-036 durante 10 dias. A extração das 

culturas foi feita a cada 2 dias, com 3 replicatas. Essa bactéria foi inoculada a 10% em 18 

erlenmeyers contendo 250 mL de meio A1 turbinado cada e foram mantidas em agitador a 

270 rpm. Para a obtenção dos extratos brutos, adicionou-se acetato de etila (1:1) por 2 horas 

sob agitação a 240 rpm e realizou-se os procedimentos de separação da fase orgânica e da 

biomassa. Os frascos foram devidamente identificados de acordo com o dias nos quais a 

extração seria feita, a saber, P 0.1, P 0.2, P 0.3, P 1.1, P 1.2, P 1.3 e assim por diante. Para 

determinação do peso seco da biomassa em cada intervalo de tempo, o volume da biomassa 

foi filtrado a vácuo, seco em estufa a 100  °C e pesado em balança analítica de precisão. 
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Juntamente com a determinação da biomassa, foi feita a análise da atividade citotóxica dos 

extratos obtidos para cada dia, em células da linhagem tumoral HCT-116 através do ensaio do 

MTT, descrito no item 7 mais adiante. 

 

3.9 Cultura celular  
 

Células da linhagem HCT – 116 foram adquiridas do Banco de Células do Rio de 

Janeiro e cultivadas em recipientes de plástico para culturas (Corning, 25 cm2, volume de 50 

mL), contendo 5 mL de meio de cultura RPMI 1640 (Gibco) suplementado com soro fetal 

bovino (10%). A passagem das células para novos recipientes com novo meio RMPI 1640 foi 

feita a cada 3 dias, utilizando-se 1mL de Tripsina 1X para soltura das células. As culturas 

foram mantidas em incubadora a 37 °C e atmosfera de 5% de CO2.  

 

3.10 Potencial antitumoral - triagem inicial e curva concentração-efeito de     
amostras em células tumorais in vitro através do teste do MTT  

 

Células de linhagem HCT – 116 foram transferidas para uma placa de 96 poços a 

um inóculo de 5 x 104 células/mL. Após as células terem aderido por 24 hs, as amostras de 

extratos ou frações foram diluídas em DMSO e testadas nas concentrações finais de 50 µg/mL 

e 5 µg/mL, por 72 hs, para triagem inicial do potencial antiproliferativo. No caso do 

experimento de curva concentração-efeito, as concentrações utilizadas foram 0,016, 0,08, 0,4, 

2, 10 e 50 µg/mL, exceto para as curvas referentes aos pontos da curva de crescimento de 

BRA – 036, nas quais se utilizou as concentrações 0,005, 0,05, 0,5, 5 e 50 µg/mL. Como 

controle positivo utilizou-se o fármaco doxorubicina. Após 72 hs de incubação a 37 °C e 5% 

de CO2, 150 µL de solução de MTT 10% foram adicionados aos poços, deixando a placa 

incubando por mais 3 horas. Após esse período, o MTT convertido foi solubilizado 

adicionando-se 150 µL de DMSO e a leitura da absorbância no comprimento de onda 565 nm 

foi feita em spectrofotômetro. 

Esse teste foi realizado para mensurar a atividade antiproliferativa dos extratos e 

das frações obtidas. O MTT é o sal de tetrazólio amplamente utilizado para se medir a 

atividade metabólica de células tumorais (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983). A 

maneira como esse ensaio funciona baseia-se na produção de FADH and NADH que ocorre 

durante o metabolismo celular. Quando essas coenzimas reduzem o MTT, elas o convertem a 

um composto insolúvel chamado Formazan. Após esse composto ser solubilizado em DMSO, 
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sua coloração  púrpura, a qual pode ter sua intensidade medida por espectrometria. Através de 

uma curva padrão pode-se então calcular o quanto de MTT foi reduzido e consequentemente 

o quanto de atividade enzimática ocorreu durante o ensaio (RISS et al., 2004). 

 

3.11 Análise estatística 
 

Os percentuais de inibição, curva concentracão-efeito e curva biomassa vs atividade 

proliferativa vs tempo de cultivo foram calculados com auxílio do software GraphPad Prism 

6, adotando-se um nível de significância de 5% 

 

4 RESULTADOS 
 

4.1 Isolamento de actinomicetos associados a Palythoa caribaeorum de     Fernando 
de Noronha 

 

Com uma semana após o plaqueamento em meios TMA, SCA e SWA, foi observado 

crescimento microbiano principalmente no meio SCA. Interessantemente, as bactérias que 

inicialmente foram obtidas nesse meio não apresentaram um crescimento tão rápido quando 

mais tarde repicadas para meio A1 + ciclohexamida, um padrão inverso às que não cresceram 

inicialmente nos meios SWA e TMA mas que cresceram rapidamente em meio A1 + 

ciclohexamida. 

Após 12 dias de crescimento, 7 bactérias foram repicadas para meio A1 + 

ciclohexamida na tentativa de isolá-las e no dia 14, seu crescimento foi analisado (Figuras 5, 6 

e 7). 
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Figura 5 – Microrganismos isolados de extrato de Palythoa caribaeorum do ponto 1 da ilha de Fernando de 

Noronha. O primeiro repique para meio A1 + ciclohexamida foi realizado 12 dias após o isolamento inicial nos 

meios TM, SWA e SCA. 

 
Fonte: Foto do autor. 
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Figura 6 – Microrganismos isolados do extrato inicial de Palythoa caribaeorum do ponto 2 da ilha de Fernando 

de Noronha.  

 
Fonte: Foto do autor. 
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Figura 7 – Microrganismos isolados do extrato inicial de Palythoa caribaeorum do ponto 3 da ilha de Fernando 

de Noronha. O primeiro repique para meio A1 + ciclohexamida foi realizado 12 dias após o isolamento inicial 

nos meios TM, SWA e SCA. 

 
Fonte: Foto do autor. 

. 

Por conta da falta de sucesso em se isolar actinomicetos, realizou-se um segundo 

processamento do material, dessa vez submetendo-o a tratamento térmico. 

 

4.2 Isolamento de actinomicetos provenientes do material submetido a tratamento 
térmico 

 

Após 10 dias de crescimento em meio sólido, observou-se o surgimento de uma 

colônia em meio SCA com morfologia característica de actinomiceto, a saber textura seca e 

aspecto não brilhoso, proveniente do ponto 2 T. A cepa foi então repicada para meio sólido 
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A1 e seu crescimento observado ao longo dos dias. Após o repique para esse novo meio, 

observou-se que o actinomiceto possuía uma morfologia diferente da observada na placa 

primária após o mesmo período de crescimento (Figura 8). 

 

Figura 8 – Fotografia da placa de meio SCA, mostrando o aspecto do primeiro actinomiceto isolado em meio 

SCA, identificado como PCFN2 T  SCA- A,, e fotografia do mesmo microrganismo após repique em meio A1 

(B). 

 
Fonte: Foto do autor. 

 

4.3 Isolamento de actinomicetos provenientes do material não submetido a 
tratamento  

 

Após 10 dias de crescimento em meio sólido, observou-se o surgimento de uma 

colônia em meio TMA de tamanho bem pequeno, ligeiramente semelhante a um actinomiceto, 

proveniente do ponto 2 não submetido a tratamento. O repique para meio A1 em placa e a 

observação do crescimento após 5 dias confirmou claramente o caráter de actinomiceto da 

cepa isolada (Figura 9). 
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Figura 9 – Fotografias do isolado PCFN2 TMA - A. (A) Fotografia da placa de petri evidenciando o crescimento 

do actinomiceto, que já se encontrava em fase de esporulação, evidenciada pela borda branca das colônias. (B) 

Visualização das colônias por meio de lupa 

   
Fonte: Foto do autor. 

 

Entretanto, assim como observado para o PCFN2 T SCA - A, o exemplar isolado em meio 

TMA apresentou morfologia diferente quando crescido e repicado para meio A1 em placa. 

Para testar se a diferença morfológica era dependente do meio de cultivo, realizou-se um novo 

repique para meio TMA, o mesmo meio no qual o actinomiceto havia sido originalmente 

isolado. Esse repique foi feito utilizando-se como inóculo dois repiques anteriores desse 

actinomiceto em meio A1, um mais antigo e outro 14 dias mais recente. A mudança no 

aspecto morfológico das colônias foi novamente observada (Figura 10). 

Apesar da mudança na morfologia dos actinomicetos associados a Palythoa 

caribaeorum ter sido observada, a descrição morfológica desses isolados foi padronizada para 

a presente no meio A1 com pelo menos duas semanas após o repique e essas bactérias foram 

depositadas no banco de cepas do Laboratório de Bioprospecção e Biotecnologia Marinha 

como mostrado na Tabela 2. 
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Figura 10 – Fotografias de duas culturas de PCFN2 TMA- A, cultivado em meio A1. As culturas foram 

repicadas para meio TMA, crescendo em colônias esbranquiçadas e menores. 

   
Fonte: Foto do autor. 
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Tabela 2 – Caracterização dos actinomicetos isolados de Palythoa caribaeorum provenientes do arquipélago 

Fernando de Noronha depositados no banco de cepas do Laboratório de Bioprospecção e Biotecnologia Marinha 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

4.4 Obtenção do extrato bruto de BRA – 036 e fracionamento por cromatografia em 
coluna 

 

A massa do extrato bruto obtido do cultivo em 1 L de meio A1 turbinado foi 62,4 mg, 

da qual retirou-se 1mg para diluição e triagem inicial por meio do teste MTT. 

Objetivando obter frações do extrato bruto de BRA – 036 para avaliar a presença de 

classes gerais de moléculas bem como suas potenciais atividades antiproliferativas, realizou-

se um fracionamento cromatográfica, utilizando-se uma coluna de sílica e um conjunto de 7 

misturas de diferentes solventes como fase móvel (Figura 11). Interessantemente, a 

observação das diferentes frações mostrou que a fração A/M 2:1, identificada como BRA – 

036AE, apresentou coloração mais amarelada. 
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Figura 11 – Frações obtidas do extrato bruto da cepa BRA – 036. H - hexano; H/A 2:1 - hexano/acetato de etila 

2:1; H/A 1:1 - hexano/acetato de etila; A - acetato de etila; A/M 2:1 - acetato de etila/metanol 2:1; A/M 1:1 - 

acetato de etila/metanol 1:1; M - metanol. Atentar para a coloração mais amarelada da fração A/M 2:1. 

 
Fonte: Foto do autor. 

 

A solução de Ehrlich utilizada como revelador em uma das placas cromatográficas 

revelou a presença de compostos indólicos, possivelmente dicetopiperazinas, evidenciados 

pela mancha amarela na parte inferior da placa (Figura 12). Essa mancha esteve presente na 

amostra AE, a qual foi obtida pela mistura de solventes AcOEt/MeOH 2:1. 
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Figura 12 – Cromatografia em camada delgada das frações obtidas do extrato bruto de BRA – 036, apresentadas 

em ordem crescente de polaridade e identificadas como AA, AB, AC, AD, AE, AF e AG. A seta preta aponta 

para a mancha amarelada, a qual é um possível indicativo da presença de dicetopiperazinas.   

 
Fonte: Foto do autor. 

 

4.5 Triagem inicial e curva concentração-efeito do extrato bruto e frações de BRA – 
036 - atividade antiproliferativa pelo Teste do MTT  

 

A triagem inicial para avaliação da atividade antiproliferativa do extrato bruto e de 

suas frações foi feita utilizando-se o teste do MTT. A inibição do crescimento de células da 

linhagem HCT – 116 pelo extrato bruto foi 87,43 % para a menor concentração e  100 % para 

a maior (P< 0,05) (Gráfico 1). Dentre as frações obtidas, a fração BRA-036 AE apresentou 

maior atividade antiproliferativa (83 %), porém sem diferença significativa entre as duas 

concentrações (P > 0,05) (Gráfico 1).  
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Gráfico 1 – Inibição do crescimento (%) em células da linhagem HCT – 116 pelo extrato bruto e frações da cepa 

BRA – 036 e extratos brutos de BRA – 350 e 351 . Barras pretas representam o desvio padrão. N = 3 para o 

extrato bruto de BRA – 036 e N = 2 para as demais amostras. Adotou-se um nível de significância de 5 % 

0 25 50 75 10
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Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Com a finalidade de se obter a concentração que inibe 50 % (CI50) da proliferação celular, 

uma curva concentração-efeito do extrato bruto de BRA – 036 foi elaborada. O valor para a 

CI50 obtida foi 4,28 ng/mL (Gráfico 2). 

 

4.6 Curva de crescimento de BRA – 036 
 

Uma curva de crescimento para avaliar a relação biomassa vs atividade proliferativa 

(CI50) vs tempo de cultivo foi montada para a cultura em larga escala de BRA – 036 ao longo 

de 10 dias (Gráfico 3).  
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Gráfico 2 – Curva concentração-efeito do extrato bruto de BRA – 036. A CI50 obtida foi 4,28 ng/mL 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Gráfico 3 - Curva de crescimento de BRA – 036 ao longo de 10 dias de cultivo.. A- Rendimento extrato bruto 

(em azul) vs biomassa (em verde musgo). B- Biomassa (em verde musgo) vs CI50 (em vermelho). C- 

Rendimento extrato bruto (em azul) vs CI50 (em vermelho). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5. DISCUSSÃO 
 

Visando a prospecção de produtos naturais marinhos com potencial anticâncer, o 

presente trabalho se propôs a isolar e cultivar actinomicetos associados ao zoantídeo Palythoa 

caribaeorum, bem como realizar a fracionamento bioguiado do extrato e determinação do 

tempo de cultivo mais adequado para produção de substâncias antiproliferativas de uma 

linhagem previamente isolada de Palythoa variabilis, a saber, BRA – 036. Para cumprir tais 

objetivos, realizou-se coletas desse invertebrado em Fernando de Noronha, tendo-se 

processado o material e utilizado técnicas de isolamento e cultivo. Após o cultivo da cepa 

BRA – 036 e extração com AcOEt, o extrato bruto foi fracionado, testando-se o potencial 

antiproliferativo deste e de suas frações pelo teste do MTT. Adicionalmente, avaliou-se o 

tempo ideal de cultivo para obtenção de um extrato mais ativo. 

 

     5.1.  Isolamento de actinomicetos provenientes do material submetido a 
tratamento térmico e não submetido a tratamento 

 

A utilização de tratamento térmico na segunda tentativa de isolamento de 

actinomicetos foi adotada para evitar o crescimento de bactérias gram-negativas. A inibição 

de seu crescimento pelo calor baseia-se na estrutura da parede celular, a qual possui uma fina 

camada de peptideoglicano, ao contrário de bactérias gram-positivas como os actinomicetos. 

Assim, a parede celular de bactérias gram-negativas possui uma menor resistência, tornando-

as mais susceptíveis ao calor (MADIGAN et al., 2010).  

Entretanto, o uso dessa estratégia não afetou o número de actinomicetos isolados no 

presente estudo. A baixa riqueza de actinomicetos associados a Palythoa caribaeorum foi 

também reportada em outro trabalho, no qual foram encontrados apenas 6 isolados 

pertencentes ao grupo Actinobacteria (CAMPOS, 2011). Ainda com a utilização de técnicas 

mais precisas para identificação de actinomicetos que as morfológicas, como o 

sequênciamento do gene codificante para o rRNA 16S, a riqueza encontrada é também 

bastante baixa. Dos 488 isolados bacterianos sequenciados para o rRNA 16S e obtidos do 

muco dos cnidários Mussismilia hispida, Palythoa caribaeorum, Palythoa variabilis e 

Zoanthus solanderi, apenas 1 % pertencia à classe Actinobacteria, o que suporta os resultados 

obtidos no estudo aqui apresentado (TONON, 2010). Ainda, o número de actinomicetos 

obtidos por técnicas dependentes de cultivo que estão associados a outras fontes tende a ser 

maior. No caso das esponjas Suberites carnosus e Leucosolenia sp., por exemplo, o 
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percentual de isolados pertencentes ao filo Actinobacteria é de 11 e 5 %, respectivamente 

(FLEMER et al., 2012). No estudo de Li e Liu, (2006), o número de actinomicetos isolados 

chegou a ser 23 para a esponja Craniella austrialiensis. Para o subfilo Urochordata, o número 

de unidades taxonômicas passa a ser ainda maior, como no caso da ascídia Eudistoma 

toealensis, na qual foram encontradas milhares de sequências correspondentes a 

actinobactérias (STEINERT; TAYLOR; SCHUPP, 2015).  

Além da diferença de riqueza microbiana entre grupos de invertebrados, a riqueza de 

actinomicetos isolados desses animais é bem menor quando comparada à dos associados a 

sedimentos. No trabalho de Duncan et al. (2014a) foram isolados 466 actinomicetos 

associados a sedimentos marinhos, a maioria dos quais foram obtidos através do pré-

tratamento “seco/carimbo” (45 %), comparado com método “diluição/calor” (30 %) e 

“plaqueamento direto” (25 %). Em outro trabalho dos mesmos autores, publicado no mesmo 

ano, o método de diluição/calor foi o menos eficaz de todos, indicando que a eficácia dos 

métodos de isolamento depende do local de coleta e que deve ser sofrer adequação de acordo 

com cada local e material coletado (DUNCAN et al., 2014b).  

É importante salientar que o cultivo de microrganismos marinhos é por si só um 

grande desafio, considerando que apenas 1 % desses microrganismos é prontamente 

cultivável por métodos convencionais (BÉRDY, 2005). No que diz respeito aos 

actinomicetos, essa limitação na recuperação dessas bactérias também ocorre,  como 

mostrado, por exemplo, no estudo de Steinert, Taylor e Schupp (2015), no qual foram 

encontradas mais de 6.000 sequências codificantes para rRNA 16S pelo método de 

pirosequenciamento. 

Tendo em vista os aspectos acima citados, algumas hipóteses foram sugeridas para 

explicar a baixa riqueza encontrada para esse grupo no material proveniente de Fernando de 

Noronha: 1) A riqueza de actinomicetos associados ao zoantídeo P. caribaeorum é realmente 

baixa quando comparada à proveniente de outras fontes e provavelmente influenciada por 

aspectos ambientais e ecológicos ainda a serem elucidados. 2) As técnicas de amostragem e 

armazenagem utilizadas no presente trabalho não foram suficientemente eficazes tanto para 

coletar uma amostra representativa da população de P. caribaeorum, a qual seria mais rica do 

que mostrado neste estudo, como para preservar a riqueza de Actinomycetales presente nesses 

invertebrados marinhos. 3) As técnicas de isolamento utilizadas, apesar de bastante efetivas 

em isolar actinomicetos provenientes de outros ambientes, como sedimentos marinhos ou 

outros invertebrados, não foram suficientes para mostrar a real riqueza desses microrganismos 

advindos de Fernando de Noronha (DUNCAN et al., 2014a). Assumindo a veracidade desta 
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hipótese, seria de se esperar que os actinomicetos associados aos zoantídeos de Fernando de 

Noronha possuam demandas nutricionais mais requintadas que as dos actinomicetos isolados 

de outros ambientes ou fontes.   

De forma a tentar melhorar o acesso à real riqueza e diversidade de actinomicetos 

associados aos zoantídeos Palythoa caribaeorum e Palythoa variabilis, a utilização de 

técnicas independentes de cultivo, bem como de técnicas de cultivo mais sofisticadas se torna 

bastante recomendada. Inspirados por essa necessidade de melhora na recuperação desses 

microrganismos, Jung et al. (2014) desenvolveram um dispositivo de cultivo in situ chamado 

I-tip,  que permite a troca de nutrientes de forma mais eficiente bem como a melhor interação 

entre os diversos microbiontes presentes no ambiente. O emprego dessa nova tecnologia foi 

um sucesso, permitindo a esses pesquisadores melhorar a recuperação da microbiota 

associada a esponjas. Assim, a criação e emprego de novos métodos de cultivo em conjunto 

com a utilização de ferramentas moleculares para acessar a diversidade de actinomicetos 

marinhos figura-se como uma estratégia atraente e promissora. 

Um dos aspectos marcantes observados para as culturas em placa dos actinomicetos 

isolados do zoantídeo Palythoa caribaeorum proveniente de Fernando de Noronha foi a 

variação da morfologia colonial quando cultivados em meios diferentes (Figura 8 e Figura 

10). Esse fenômeno não foi exclusivo para os actinomicetos, tendo se estendido também para 

alguns outros isolados gram-negativos. A capacidade de alterar a morfologia celular em 

resposta a estresses ambientais, competição e mudanças nas condições de cultivo é uma 

característica bem documentada no mundo microbiano e permite o sucesso adaptativo desses 

organismos a essas intempéries (JUSTICE et al., 2008; SHI; XIA, 2003). Estudos realizados 

com Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 mostraram que o cultivo em diferentes meios 

sólidos influenciou na morfologia colonial dessa bactéria. Ainda mais surpreendente foi o fato 

de, ainda nesse estudo, a quantidade de meio sólido na placa de Petri ter impactado a 

morfologia das colônias (SOUSA et al., 2013). 

Como evidenciado no presente trabalho, a morfologia colonial das culturas de 

actinomicetos marinhos em meio sólido também varia a depender do meio de cultivo. 

Considerando a influência que as condições de cultivo, quantidade e tipo de meio utilizados 

têm sobre o aspecto das colônias bacterianas, a observação criteriosa e a longo prazo dessas 

culturas na rotina laboratorial torna-se bastante recomendada (PINE; HOWELL; WATSON, 

1960; SOUSA et al., 2013).  
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5.2.  Extrato bruto e frações obtidas do cultivo em pequena escala de BRA – 036 
 

A coloração amarelada apresentada pela fração AE utilizando os solventes 

AcOEt/MeOH foi um aspecto marcante e é um provável reflexo das diferenças nos perfis de 

moléculas extraídas pelas misturas dos solventes. Considerando que o AcOEt é um solvente 

de polaridade intermediária e o MeOH  de polaridade maior, pode-se inferir que as moléculas 

presentes nessa fração possuem polaridades intermediárias a elevadas, possuindo 

possivelmente funções oxigenadas, nitrogenadas ou até mesmo halogenadas e cadeias 

carbônicas não tão grandes. Essa mesma fração apresentou uma mancha amarelada na parte 

inferior da placa cromatográfica revelada pela solução de Ehrlich. Esse revelador indicou a 

presença de compostos indólicos ou derivados, possivelmente dicetopiperazinas, evidenciada 

pela mancha amarela na parte inferior da placa (Figura 12). Esses compostos são dímeros de 

aminoácidos comumente produzidos pelo metabolismo secundário principalmente de fungos, 

bem como pelo de actinomicetos (MARTINS; CARVALHO, 2007). O indício da presença 

dessas moléculas no extrato bruto da cepa BRA-036 cultivada no presente estudo desperta um 

grande interesse em se realizar experimentos futuros de isolamento e elucidação estrutural, 

tendo em vista a ampla gama de atividades biológicas que vêm sendo encontradas para as 

dicetopiperazinas. Em um estudo recente, Wang et al. (2015) isolaram três novas 

dicetopiperazinas indólicas, uma das quais capaz de promover a inibição proliferativa e morte 

celular por apoptose de células da linhagem de câncer de mama MCF-7. Em outro trabalho, 

Mollica et al. (2014)  sintetizaram três dicetopiperazinas de ocorrência natural e reportaram 

sua atividade antiproliferativa contra várias linhagens tumorais em ensaio in vitro.  

 

5.3.  Triagem inicial do extrato bruto e frações de BRA – 036 – atividade 
antiproliferativa pelo Teste do MTT  

 

A triagem inicial do potencial antiproliferativo da cepa BRA – 036 cultivada em meio 

A1 apresentou resultados muito promissores, uma vez que as porcentagens de inibição para o 

extrato bruto foram maiores que 80 % nas duas concentrações utilizadas. Em trabalho prévio, 

o extrato bruto dessa cepa foi testado em células PC-3/M, apresentando um porcentual de 

inibição próximo a 60 % (SAHM, 2014). A menor atividade encontrada para a linhagem PC-

3/M é provavelmente decorrente desta ser uma linhagem de câncer de próstata metastático 

com características altamente resistentes (PETTAWAY et al., 1996). Segundo essa linha de 

raciocínio, a atividade mais elevada nas células de HCT – 116 seria resultante do caráter 
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menos agressivo dessa linhagem, o qual refletiria numa maior sensibilidade às moléculas 

presentes no extrato testado. Ainda, a resistência a drogas por parte de linhagens metastáticas 

é, de longa data, um fenômeno já estabelecido na literatura, como mostrado no trabalho de 

Cillo et al. (1987), onde linhagens de melanoma metastático foram capazes de gerar variantes 

resistentes a metotrexato e N-(fofonacetil)-L-aspartato. 

A curva concentração-efeito do extrato bruto de BRA – 036 apresentou uma CI50 de 

4,28 ng/mL (Gráfico 2). Esse valor reflete a alta potência desse extrato, uma vez que boa parte 

dos valores de CI50 encontrados para extratos ou fármacos isolados fica próxima a poucas 

unidades ou dezenas de µg/mL. Williams et al. (2007) testaram para a mesma linhagem a 

bioatividade da Arenicolida A, uma substância isolada do actinomiceto Sanilispora arenicola, 

, encontrando um valor de 30 µg/mL. Outros autores avaliaram o efeito de uma nova fenazina 

derivada de um actinomiceto sobre diversas linhagens tumorais, encontrando valores variando 

de 27 a 40 µg/mL (GAO et al., 2012). Ainda, em um trabalho realizado com o extrato de outra 

cepa de actinomiceto também isolada da praia da Taíba, foi encontrado uma CI50 de 15,14 

µg/mL, também para a linhagem de HCT – 116 (SAHM, 2014). Assim, o extrato da cepa 

BRA – 036 certamente figura como uma fonte promissora de compostos bioativos, 

encorajando e validando tentativas de obter-se substâncias dele isoladas e avaliar-se seus 

potenciais antiproliferativos, mecanismos de ação, dentre outros aspectos. 

O primeiro passo para a obtenção de compostos isolados com atividade biológica 

provenientes de uma amostra ou extrato consiste em  seu fracionamento. Após o 

fracionamento por misturas de diferentes solventes em ordem crescente de polaridade, a 

atividade antiproliferativa das frações foi avaliada. Dentre os resultados, a mais promissora 

foi BRA– 036 AE ( AcOEt/MeOH (2:1)), que apresentou maior atividade antiproliferativa (83 

%), porém sem diferença significativa entre as duas concentrações (P > 0,05) (Gráfico 1). 

Essa fração foi a mesma que apresentou coloração amarelada, o que sugere que os compostos 

bioativos presentes no extrato bruto e consequentemente a fração AE responsáveis pela 

atividade antiproliferativa em HCT – 116 correspondem a moléculas de polaridade 

intermediária. Assim, os valores de inibição bastante elevados encontrados para o extrato 

bruto e frações obtidos do cultivo de BRA – 036 bem como a aparente correlação entre cor da 

fração AE e sua atividade despertam o interesse em se isolar os compostos presentes na 

mesma bem como em elucidar suas estruturas químicas. 
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 5.4.  Curva de crescimento BRA – 036 
 

A cepa BRA – 036 apresentou um crescimento constante seguido de uma diminuição 

da biomassa bacteriana no décimo dia. Os parâmetros biomassa bacteriana e rendimento do 

extrato não se correlacionaram (Grafico 3A), uma vez que o rendimento dos extratos 

permaneceu estável até o último dia em detrimento do aumento progressivo da biomassa até o 

oitavo dia. Da mesma forma, a CI50 variou discretamente, apresentando valores sempre na 

ordem de ng/mL desde o segundo dia e apesar das alterações da biomassa (Grafico 3B). 

Finalmente o rendimento do extrato e CI50 permaneceram estáveis durante todos os dias de 

crescimento (Gráfico 3C).  

Esse resultado é de grande relevância tendo em vista que usualmente espera-se que as 

culturas de actinomicetos cresçam por vários dias, no mínimo 7 dias, para obtenção de 

extratos com substâncias citotóxicas. Os resultados desse experimento permitiram detectar 

que logo no segundo dia o rendimento do extrato e atividade biológica serão ótimos. Embora 

um estudo do perfil químico dos extratos dos diferentes dias ainda seja fundamental, os 

achados indicam a possibilidade de alta minimalização temporal para obtenção de extratos 

citotóxicos da linhagem BRA-036. Desta forma a posterior obtenção de extrato para 

isolamento e identificação das moléculas bioativas poderá ser bastante acelerada. 

6.   CONCLUSÃO 
 

• Foram  isolados  2  actinomicetos  associados  a  P.  caribaeorum,  um 

proveniente de amostra tratada termicamente e outro não tratada. 

• Os extratos das 2 cepas isoladas de P. caribaeorum, nomeadas BRA – 350 e 

351,  não atingiram  o  perfil mínimo  de  inibição  do  crescimento  contra  a 

linhagem de câncer colon‐retal HCT  – 116. 

• O extrato de BRA – 036, isolada de P.  variabilis,  mostrou‐se  bastante 

potente. 

• Esforços  voltados  para  o  isolamento  e  identificação  dos  compostos 

bioativos  presentes  na  BRA‐036,  bem  como  a  elucidação  de  seus 

mecanismos de ação parecem ser bastante promissores. 
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