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RESUMO

Os produtos naturais apresentam um papel fundamental na descoberta de novos
farmacos. Nesse contexto, os produtos naturais marinhos apresentam um grande
potencial quimico e farmacoldgico. Resultados prévios demonstraram um potencial
quimico e farmacologico promissor do zoantideo Protopalythoa variabilis encontrado
no litoral cearense. Por outro lado, fortes indicios apontam que 0s microrganismos
associados sejam o0s verdadeiros responsaveis pelo elaborado arsenal de
metabdlitos secundarios isolados de invertebrados marinhos. Dessa forma surgiu o
interesse em estudar o potencial biomédico da microbiota associada ao P. variabilis.
Os esforcos para isolar as bactérias renderam um total de 10 colbnias. Destas, 3
apresentaram padrées morfologicos tipicos de actinomicetos e 2 delas foram
estudadas neste trabalho. A cepa BRA-035 foi identificada como pertencente ao
género de actinomicetos Streptomyces, e seu extrato acetato de etila, resultante da
fermentacdo em meio Al, causou alta inibicdo do crescimento celular contra a
linhagem de carcinoma de préstata metastatico PC-3/M, com concentracao inibitoria
média (Clsp ) na ordem de pg/mL. O fracionamento bioguiado levou ao isolamento
dos compostos glicopiericidina A, piercidina D, e piericidina A, sendo que esta Ultima
apresentou elevada atividade antiproliferativa em linhagens tumorais de céancer de
ovario (OVCAR-8), cancer de coélon (HCT-116) e PC-3/M, com Clsg encontradas na
ordem de pico até fento molar. Apesar de ja ter sido amplamente estudada, esta
pode ser a primeira ocorréncia de atividade antiproliferativa de Piericidina A contra
as linhagens testadas neste trabalho, assim como a ordem de grandeza de sua
poténcia. Outra cepa selecionada para estudo, a BRA-060, também foi identificada
como pertencente ao gérero Streptomyces. Sua fermentacdo foi otimizada em meio
Marine Broth para producdo de extrato acetato de etila com citotoxicidade contra a
linhagem de leucemia promielocitica HL-60 em ng/mL. O fracionamento bioguiado
deste extrato resultou no isolamento de trés dicetopiperazinas: a ciclo (L-Tyr-trans-L-
Pro), a ciclo(L-Phe-cis-4-OH-D-Pro) e a ciclo(L-Phe-trans-4-OH-L-Pro). As
dicetopiperazinas isoladas apresentaram potente atividade citotoxica contra as
linhagens de glioblastoma (SF-295), cancer de ovario (OVCAR-8), HCT-116 e HL-60
e outra leceumia K-562, com valores de Clsg variando de nano a micro molar.
Embora suas estruturas ja terem sido descritas pela literatura, nenhum trabalho foi

feito quanto a suas atividades citotdxicas, podendo este ser o primeiro relato sobre



suas propriedades antitumorais. Esses resultados ressaltam a importancia da
microbiota associada ao zoantideo P. variabilis, encontrado no litoral cearense,

como fonte de compostos com potencial anticancer.

Palavras-chave: Bioprospeccao. Citotoxicidade. Antitumoral. Produtos naturais
marinhos. Microrganismos associados a invertebrados marinhos. Protopalythoa
variabilis.



ABSTRACT

Natural products exhibit a fundamental role in the discovery of new medicines.
Marine natural products possess a huge chemical and pharmacological potential to
yield new leads. Previous results support the promising chemical and
pharmacological potential of the zoanthid Protopalythoa variabilis from the coast of
Ceara State. On the other hand, strong evidences have indicated that associated
microorganisms are the producers of the elaborate arsenal of secondary metabolites
isolated from marine invertebrates. Then this study aimed to investigate the
biomedical potential of associated microbiota to P. variabilis. The efforts to isolate
associated bacteria yielded 10 different strains, and 3 of them showed typical
actinomycete morphology. Here 2 of these actinomcetes had their anticancer
potential studied. The strain BRA-035 belongs to the genus Streptomyces. BRA-035
culture using Al broth yielded an acetate extract with potent cytotoxicity against a
prostatic carcinoma cell line (PC-3/M), with inhibitory concetrantion mean (ICsp) value
in pg/mL. The bioguided fractionation led to the isolation of glucopiericidin A,
piericidin D and piericidin A, and the later showed high antiprolifetative activity
against ovarian cancer (OVCAR-8), colon cancer (HCT-116) and PC-3/M with ICsg
values ranging from pico to fentomolar. Although Piericidin A has been widely
studied, this might be the first report of cytotoxic activity against the lineages tested in
this work, as well as the magnitude of its potency. Another strain selected for this
study, BRA-060, was identified as belong to the genus Streptomyces also. The
fermentation was optimized in marine broth to produce an acetate extract highly
cytotoxic against a leukemia cell line (HL-60). The bioguided fractionation of these
extracts yielded three diketopiperazines: cyclo (L-Try-trans-L-Pro); cyclo (L-Phe-cis-
4-OH-D-Pro) and cyclo (L-Phe-trans-4-OH-D-Pro). The diketopiperazines isolated
showed potent cytotoxic activity against glioblastoma (SF-295), ovarian cancer
(OVCAR-8), HCT-116, HL-60 and another leukemia (K-562) The I1Cso values ranging
from nanomolar and micromolar. Althought their structures have already been
described in the literature, there was no previous report of their cytotoxic acitivities.
Altogether, these results emphasize the value of microbiota associated with the
zoanthid P. variabilis, found on the coast of Ceara State, as a source of active

compounds.



Key-words: Bioprospection. Cytotoxicity. Antitumor. Marine natural products.
Associated microorganisms of marine invertebrates. Protopalythoa variabilis.
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1 INTRODUCAO

1.1 O cancer como doenca alvo

O termo cancer compreende um conjunto de mais de 100 doengas que tém
em comum o crescimento desordenado de células, que possuem capacidade de
invadir tecidos circunjacentes e metastizar para outras regiées do corpo (INCA, 2013
— http://www.inca.gov.br). Segundo a organizacdo mundial de saude (WHO, do
inglés World Health Organization), em 2008, as neoplasias malignas vitimaram mais
de 7,6 milh6es de pessoas. Esse numero corresponde a 13% do total, e classifica o
cancer como uma das maiores causas de morte por doenca no mundo (WHO,
2013). A incidéncia mundial da doenca chega a mais de 12,6 milhdes de novos
casos, dentre os quais 56% tém ocorrido nos paises em desenvolvimento. No Brasil,
a incidéncia de céancer é bastante relevante, com mais de 250 mil casos por ano
(INCA, 2012). A figura 1 mostra a distribuicdo de ocorréncia dos 10 tipos de cancer

mais frequentes no pais para 2014, proporcional para homens e mulheres.

Figura 1 — Distribuicdo proporcional para homens e mulheres dos 10 tipos de cancer mais incidentes

no Brasil estimados para 2014 (http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/tabelaestados.asp?UF=BR).

Localizacao primaria  casos novos % Localizacdo primaria casos novos %
T histata ees00 228% o} Mama Feminna S0 08
o i Homens Mulheres
Traqueia, Bronquio e Pulmao 16.400 5,4% Colon e Reto 17.530 6,4%
Célon & Reto 15.070 5,0% Colo do Utera 15.590 5,7%
Estimago 12.870 4,3% Traqueia, Brénquio e Pumao 10,930 4,0%
Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,9%
Esbfago 8.010 2,6% Estémago 7.520 2,7%
Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%
Bexiga 6.750 2,2% Qvdrio 5.680 2,1%
Leucemias 5.060 1,7% Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%
Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4,320 1,6%

As estratégias classicas para o tratamento de pacientes com cancer
envolvem cirurgia, quimioterapia e radioterapia (SALGALLER e LODGE, 1998; INCA
2014). No caso da quimioterapia, por mais que ja se tenha um consideravel nimero

de quimioterapicos de sucesso em uso, acredita-se que aproximadamente metade



dos pacientes ainda ndo respondam adequadamente ou se deparam com o retorno
da doenca (WAGNER-DOBLER et al., 2002). Além disso, as células tumorais
rapidamente adquirem resisténcia contra varias drogas citotoxicas. Em contraste,
células normais permanecem sensiveis a estas drogas, mesmo sob tratamentos
prolongados (DUESBERG et al.,, 2007), resultando em efeitos colaterais severos
para os pacientes em tratamento. Assim disso, a busca por substancias com maior
poténcia terapéutica e menor indice de resisténcia, que sejam mais seletivas para as
células tumorais diminuindo seus efeitos colaterais, ainda é de extrema relevancia
para cancer.

Biologicamente, o cancer envolve mudancas dinamicas no genoma celular,
silencia ou deleta genes supressores de tumor e estimula a atividade de
oncogéneses, gerando defeitos no circuito regulatério que governa a proliferacéo e
homeostase em células normais (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Em 2011,
Hanahan & Weinberg apresentaram uma andlise atualizada sobre como células
normais evoluem progressivamente para o estado neoplasico, listando 10
capacidades adquiridas em comum para todos os tipos de cancer, a saber:
instabilidade genética, autossuficiéncia em fatores do crescimento, insensibilidade a
supressores do crescimento, evasao da destruicdo pelo sistema imune, potencial
replicativo ilimitado, inflamacéo relacionada ao tumor, invasdo tecidual e metastase,
inducdo a angiogénese, evasdo da apoptose e desregulacdo do metabolismo
energético (figura 2).

A descricdo destas principais mudancas fisiologicas é uma ferramenta
importante para o desenvolvimento de terapias direcionadas, que podem ser
classificadas de acordo com seus respectivos efeitos sobre uma ou mais
capacidades adquiridas pela célula tumoral (figura 2). Se a capacidade for deveras
importante para a biologia do tumor, a inibicdo desta deve enfraguecer o seu
crescimento e progressao. Tal especificidade de acdo vem sendo considerada uma
virtude, pois apresenta atividade inibitéria contra um determinado alvo, a0 mesmo
tempo que, em principio, possui relativamente menos efeitos em outros, e, por tanto,
menos toxicidade e efeitos colaterais sistémicos (HANAHAN e WEINBERG, 2011).



Figura 2 - Capacidades adquiridas pelas células tumorais e seus respectivos alvos de terapia
direcionada. Abreviacdes: RFCE (Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico); FCVE (Fator de
Crescimento Vascular Endotelial); RPPA (Ribose Polimerase Poli ADP); HGF/c-met (do inglés,
Hepatocyte Growth Factor, Fator do Crescimento de Hepatdcito proto-oncogene). (Adaptado de
HANAHAN e WINBERG, 2011).
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Produtos naturais apresentam papel fundamental na descoberta de novos
compostos, que abrangem uma série de indicagbes terapéuticas e mostram uma
grande diversidade de estruturas quimicas (HARVEY, 2008), podendo ainda, servir
de inspiracdo para a sintese de novas estruturas. NEWMANN & CRAGG
apresentaram, em 2012, uma andlise atualizada destes processos de exploracdo
datados desde 1981 até 2010. O grande valor dos compostos naturais na
descoberta de novas drogas torna-se evidente particularmente no caso do cancer,
onde, das 172 moléculas em uso clinico, aproximadamente 60% sdo de origem
natural (figura 3) (NEWMANN & CRAGG, 2012).



Figura 3 - Substancias em uso clinico para tratamento do cancer, datadas entre 1981 a 2010,
divididas em categorias de acordo com sua origem: “B” biolégico, geralmente uma proteina ou
peptideo grande (> 45 residuos) isolado de um organismo ou linhagem celular, ou produzido por
meios biotecnolégicos; “N” produto totalmente natural; “ND” derivado semi-sintético de produto

natural; “S” totalmente sintético, modificado a partir de um agente pré-existente; “S*” originado por

sintese total, mas com o grupo farmacoférico de produto natural; “V” vacina; “NM” mimico funcional

de um produto natural. (NEWMAN e CRAGG, 2012).
S*'NM, 8, 6% 1,5 4%

S* 11, 9% B, 24, 19%

SYNM, 16, 12% \

ND, 32, 25%

mB mN mNB maND S nS/NM mS* mS*NM m}”

1.2 Produtos naturais marinhos

O uso da natureza como fonte de medicamento pelo homem data desde os
tempos mais antigos. As plantas, sem duavidas, foram as primeiras a serem
exploradas. Preparacbes e usos de Oleos, extratos e chas estdo documentados
entre 2.900 e 2.600 a.c, tendo como precursores 0S mesopotamicos e egipcios,
seguindo da medicina tradicional chinesa (HUANG, 1999; BORCHARDT, 2002).

A exploragdo de produtos naturais ndo € menos importante nos dias atuais. A
grande diversidade quimica distribuida entre as milhGes de espécies de plantas,
animais, fungos e microrganismos, reflete o peso da evolugdo na selecdo e

conservacdo de estratégias de sucesso, seja para defesa contra predadores,



competicao por espaco e alimento, ou resisténcia a condi¢cdes extremas (CRAGG et
al., 1997; FARNSWORTH et al., 1985). A diversidade dos produtos naturais com
aplicacao farmacologica arranja-se dentro da categoria dos metabdlitos secundarios,
as moléculas que séo produzidas por vias condicionadas e ativadas em contextos ou
situacOes particulares (CLARDY e WALSH, 2004), como as descritas acima.

Além das classicas fontes terrestres como as plantas, bactérias e fungos, um
campo que vem ganhando destaque € a pesquisa com produtos naturais de origem
marinha (MOLINSKI et al., 2009; NEWMAN e CRAGG, 2004). Mares e oceanos
ocupam mais de 2/3 da superficie terrestre e abrigam 34 dos 36 filos que
representam todos os organismos vivos, sendo, inclusive, alguns filos estritamente
marinhos. Até a década de 1950, o ecossistema marinho escapou dos estudos dos
quimicos de produtos naturais, principalmente devido ao dificil acesso as suas
profundidades. O inicio sistemético da prospeccdo de produtos naturais marinhos
ocorreu na década de 70, época em que ocorreu avanco da tecnologia e
estabelecimento de condi¢des seguras de mergulho. (Figura 4) (FENICAL, 2006;
COSTA-LOTUFO et al., 2009).

Figura 4 - Substancias isoladas a partir de produtos naturais marinhos, entre 1965 e 2006,

evidenciando o aumento exponencial a partir da década de 70 (COSTA-LOTUFO et al., 2009).
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Em certos ecossistemas marinhos, como os recifes de coral ou areas de
grande profundidade, estima-se que a diversidade biologica seja maior do que em
uma floresta tropical. Muitos organismos marinhos possuem corpo mole e vida

sedentaria, necessitando de mecanismos quimicos de defesa. Para este fim, eles



desenvolveram a habilidade de sintetizar compostos toxicos. Além disso, produtos
naturais liberados na agua s&o rapidamente diluidos e, por isso, precisam ser
altamente potentes para exercer algum efeito (HAEFNER, 2003).

Inspirados pela dimensdo dos oceanos e pelo ainda desconhecido nivel de
biodiversidade no ambiente marinho, pesquisadores vem perseguindo
entusiasticamente o potencial farmacolégico dos metabdlitos secundarios de
organismos marinhos (GLASER e MAYER, 2009). Programas iniciais do Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI-USA) demonstraram que o0s
invertebrados marinhos sdo promissoras fontes na busca por moléculas potentes. O
impulso decisivo para esta nova era de bioprospecc¢éo foi dado pelo préprio NCI,
qguando foi revelado que bioensaios com extratos de organismos marinhos eram
mais efetivos em oferecer drogas anticancer do que as amostras coletadas no
ambiente terrestre (FENICAL et al., 2008).

De fato, a maior parte dos produtos naturais marinhos, conhecidos até o
momento, foram isolados de invertebrados deste ambiente. Representantes dos filos
Porifera (esponjas), e Cnidaria (aguas-vivas, anémonas-do-mar, e corais), tem sido
reconhecidos como o0s grupos de invertebrados marinhos quimicamente mais
prolificos (figura 5), isto se deve, possivelmente, pela ampla ocorréncia e facil
acesso a estes animais, que sdo habitantes comuns de recifes de coral (HU et al.,
2011; HUNT e VINCENT, 2006; LEAL et al., 2012).



Figura 5 - Quantidade relativa de compostos marinhos registrados entre 1990 e 2009, agrupados por
filo. (Adaptado de LEAL et al., 2012).
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Apesar do ainda reduzido nimero de farmacos de origem marinha, existe um
namero consideravel de substancias em fase de testes pré-clinicos e clinicos para
tratamento de enfermidades, o que ressalta o potencial destas moléculas na cura de
doencas. A tabela abaixo (tabela 1) lista estes compostos e outros que foram
aprovados pelo FDA (do inglés, Food and Drug Administration — USA) e EMEA (do
inglés, European Medicines Agency — EU), ou que estdo em teste clinico nos dias
atuais. E importante notar aqui, a esmagadora indicacio destas substancias para o

tratamento do cancer.

Tabela 1 - Compostos de origem marinha, natural ou derivados, aprovados para uso ou em fase de
teste clinico (COSTA-LOTUFO et al, 2009; GERWICK e MOORE, 2012; IMHOFF, LABES e WIESE,
2011; MAYER et al., 2010; NEWMAN e CRAGG, 2012); http://clinicaltrials.gov; http://ema.europa.eu -
acessados em novembro de 2013.

o Derivado ou )
Status Composto Inicialmente Indicacédo
) _ ) Produto )
clinico (nome comercial) isolado de: terapéutica
Natural
Cytarabina Ara-C Tethya crypta
Derivado Anticancer
(Cytosar-U1) (Esponja)
Vibarabina Ara-A Tethya crypta ) o
Aprovado Derivado Antiviral
(Vira-Al) (Esponja)
Conus magnus
Ziconotideo (Prialt) Produto Natural Dor crénica
(Molusco)



http://clinicaltrials.gov/
http://ema.europa.eu/

o Halicondria okadai ] )
Eribulina (Halaven) . Derivado Anticancer
(Esponja)
Omega-3 etil ester ) ) ) o )
Peixes Derivado Hipertrigleridemia
(Lovaza)
Brentixumab vetodin Dolabella auricularia ) .
] Derivado Anticancer
(Adcetris) (Molusco)
Trabectedina Esteinascidia )
. ) o Produto Natural Anticancer
(Yondelis) turbinata (Ascidia)
= ) o Aplidin albicans L
Plitidepsina (Aplidina) . Produto Natural Anticancer
(Ascidia)
o Dolabella auricularia ] )
Fase Il Soblidotina TZT 1027 Derivado Anticancer
(Molusco)
Glembatumumab Dolabella auricularia ) .
) Derivado Anticancer
vedotin CDZ-011 (Molusco)
Salinosporamida A Salinispora tropica L
) ) ) ) Produto Natural Anticancer
NPI-0052 (Marizomib) (Actinomiceto)
Pseudopetogorgia
Pseudopterosina elisabethae Produto Natural Cicatrizacao
(Gorgbnia)
. . Esquizofrenia e
DMXBA GTS-21 (Nematelminto) Derivado )
Alzheimer
Fase Il ) ] Aspergillus sp ) )
Plinabulina NP1-2358 Derivado Anticancer
(Fungo)
o ) Elysia rufences ) L
Elisidepsina (Irvalec) Derivado Anticancer
(Molusco)
o ] Jorunna funebris ) L
Tasidotina (Zalypsis) Derivado Anticancer
(Molusco)
) ) Bugula neritina Anticancer e
Briostatina 1 . Produto Natural )
(Briozoario) Alzheimer
SGN-75 ) L
(Molusco) Derivado Anticancer
ASG-5ME ) L
(Molusco) Derivado Anticancer
Fase | _ i
] ) Dolabella auricularia ) L
Sintadotina ILX651 Derivado Anticancer
(Molusco)
] ) Hemiasterella minor ) )
Hemiasterlina E7974 ] Derivado Anticancer
(Esponja)

Apesar de promissores, muitas vezes 0 prosseguimento dos experimentos e

estudos com produtos naturais obtidos de invertebrados marinhos sao

comprometidos devido a dificuldade de obter quantidade suficiente dos compostos

ativos. Para sanar esse problema, diferentes técnicas tém sido desenvolvidas como



cultivos dos animais pela maricultura, sintese da molécula e, mais recentemente, o
cultivo dos microrganismos associados aos animais marinhos (FENICAL e JENSEN,
2006).

O alcaloide Ecteinascidina 743 (Trabectedina; Yondelis®), isolado do tunicado
colonial Ecteinascidia turbinata, foi aprovado em 2007 pela EMEA para tratamento
de sarcomas de tecido mole e em 2009, combinado com Doxorrubicina, para
tratamento de cancer de ovario reincidido (CRAGG e NEWMAN, 2013). Os testes
iniciais foram executados com material coletado do mar e, do cultivo dos organismos
produtores, mas sua comercializacdo somente foi viabilizada pela semi-sintese
usando a producdo biotecnoldgica pela bactéria Pseudomonas fluorescences
(CUEVAS e FRANCESCH, 2009).

1.3 Protopalythoa variabilis

A espécie Protopalythoa variabilis, Duerden, 1898 (Figura 6), pertence ao
filo Cnidaria, classe Anthozoa e ordem Zoanthidae, com extensa ocorréncia nas
zonas tropicais, sendo habitante comum de recifes (HICKMAN, ROBERTS e
LARSON, 2004). Possui pélipos separados, apenas conectados por um fino
cenénguima basal, colunas dos pélipos extensas (até 3,0 cm), coloracao da coluna

marrom-clara e do disco oral marrom-escuro ou esverdeado (DUERDEN, 1902).

Figura 6 - Fotografias de coldnias do zoantideo Protopalythoa variabilis encontrados na costa
cearense. A) coldnia submersa com pélipos abertos e B) colbnia exposta ao ar com polipos fechados

durante a maré baixa. Fotos: Diego V. Wilke.
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LIMA (2004) demonstrou uma potente e promissora atividade citotdxica para
diferentes linhagens de células tumorais dos extratos hidroalcodlicos brutos de
zoantideos dos géneros Protopalythoa e Palythoa coletados na praia de Paracuru,
estado do Ceara. Mais recentemente, WILKE et al. (2009) obtiveram uma mistura de
dois a-aminoacidos lipidicos (AALS) inéditos a partir de um fracionamento bioguiado
pela atividade citotoxica do zoantideo Protopalythoa variabilis. Esse foi o primeiro
registro tanto da obtencdo de AALs de uma fonte natural, como de seu potencial
citotoxico. Estudos adicionais com AALs de P. variabilis demonstraram o efeito
apoptético em uma linhagem de leucemia promielocitica (WILKE et al., 2010).
Apesar de promissores, 0 prosseguimento dos estudos foi comprometido devido a
um problema recorrente no estudo de produtos naturais obtidos de invertebrados

marinhos, a dificuldade na obtencdo de compostos ativos em quantidade suficiente.

1.4 Microrganismos associados

Cada vez mais admite-se que a capacidade de biosintetizar uma grande
diversidade de metabdlitos ndo é uma caracteristica intrinseca de animais como
esponjas, cnidarios ou ascidias, mas sim uma atividade prépria de microrganismos a
eles associados (RADJASA et al., 2011). Uma das substancias antitumorais mais
promissoras, a Briostatina-1, inicialmente isolada do briozoario Bugula neritina, teve
todas as tentativas de sintese quimica e producdo por maricultura inviaveis. Foi a
descoberta de que o0 gene responsavel pela biossintese desta familia de compostos
pertencia a uma bactéria associada ao invertebrado, e ndo ao proprio, que abriu
novas possibilidades para a sintese biotecnologica de pelo menos 20 briostatinas
conhecidas atualmente. A Briostatina-1 estd em fase | e Il de teste clinico como
droga anticancer e anti-Alzheimer (IMHOFF, LABES e WIESE, 2011).

Também foi observado que bactérias em associacdo com poriferos produzem
compostos similares aos isolados anteriormente da esponja, como por exemplo, o
composto 2-metiltio, 1,4-naphtoquinona que foi isolado de bactérias associadas a
esponja Dysidea avara e demonstrou forte propriedade anti-angiogénica e
antimicrobiana (BRINGMANN et al., 2007).

A grande dificuldade na obtenc&o de produtos naturais marinhos para testes
pré-clinicos e clinicos deve-se ao rendimento extremamente reduzido dos extratos

de invertebrados do ambiente natural, o que pode inviabilizar a producéo sustentavel
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quando um composto desses for proposto ao mercado como um farmaco. A
producdo de compostos por fermentacdo figura como uma alternativa altamente
conveniente para superar esse obstaculo (PROKSCH et al., 2003).

Os microrganismos marinhos desenvolveram um aparato metabdlico bastante
peculiar que €, de certo modo, muito mais promiscuo que o de seres multicelulares.
Essa caracteristica lhes confere uma enorme capacidade adaptativa, 0 que garantiu
a sua sobrevivéncia em ambientes as vezes extremos, e favoreceu a producéo de
metabdlitos nunca antes observados para organismos terrestres (ZHANG et al.,
2005). Entre os protétipos de farmacos obtidos de microrganismos marinhos,
destacam-se a salinosporamida A (Marizomib®; NPI-0052), e plinabulina (NPI-2358),
ambas em testes clinicos para o tratamento do cancer.

A plinabulina é uma dicetopiperazina analoga sintética, inspirada na halimida
(NPI-2350), um produto natural obtido do fungo marinho Aspergillus sp., isolado da
associacdo com a alga Halimeda copiosa (RATEB e EBEL, 2011). Vem sendo
desenvolvida pela Nereus Pharmaceutical Inc, e atualmente encontra-se em fase Il
de teste clinico para pacientes com cancer de pulméo avancado, e em fase | para
tumores solidos e linfomas (IMHOFF, LABES e WIESE, 2011). Esta substancia liga-
se com a B-tubulina solavel no citosol impedindo a sua polimerizacdo. Os estudos in
vivo determinaram uma notéria seletividade para células endoteliais imaturas em
proliferacdo, aquelas responsaveis pela neovascularizacdo essencial para o
suprimento de sangue dos tumores solidos. Bloqueando este suprimento, as células
tumorais sao levadas a morte por necrose devido a falta de nutricdo (Revisado por
COSTA-LOTUFO et al, 2009).

Salinosporamida A (NPI-0052), é uma B-lactona isolada do actinomiceto
marinho-restrito Salinispora tropica, resgatado do sedimento marinho nas Bahamas.
Seu mecanismo de acdo consiste em uma potente e seletiva inibicdo da funcgao
catalitica dos proteossomos, estruturas celulares responsaveis pela degradacéo de
proteinas, assim como age o composto bortezomib (Velcade®) (FENICAL et al.,
2008). A diferenca entre os dois compostos diz respeito a velocidade e tempo de
acao, notoriamente mais eficaz para salinosporamida A, que, também demonstra
grande eficiéncia contra diversos modelos de neoplasias (OLANO, MENDEZ e
SALAS, 2009), e ainda, mantém a eficAcia em mielomas de multiplas células
isolados de pacientes refratarios ou resistentes ao bortezomib, lenalidomida e/ou

talidomida. O rendimento da fermentacao, através de técnicas aperfeicoadas para S.
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tropica, podem resultar em até 450 mg de salinosporamida A por litro de meio de
cultura, com grau de pureza maior que 98% (JENSEN, GONTANG, et al., 2005). Por
ser uma molécula simples, com baixo peso molecular (313) e densa funcionalidade,
muitos quimicos organicos sintéticos despertaram o0 seu interesse para elucidar
estratégias de sintese total. Todavia, foi o0 proprio produto natural que ingressou para
os testes clinicos, e, até o momento, a fermentagédo continua sendo o método mais
eficiente e robusto para a producédo de salinosporamida A (COSTA-LOTUFO et al,
2009; FENICAL et al., 2008).

Os actinomicetos sdo um grupo de bactérias Gram-positivas que
frequentemente possuem organizacao filamentosa, conhecidas pela sua insuperavel
capacidade de produzir metabdlitos secundarios com diversas atividades biolégicas
(ZOTCHEV, 2011). Ao que parece, as actinobactérias estdo amplamente
distribuidas pelo oceano, tendo sido encontradas em zonas intertidais, na coluna
d’agua, em associagdo com animais e plantas e no sedimento oceanico. Incluem
membros dos géneros Dietzia, Rhododoccus, Streptomyces e, recentemente
descobertos, os géneros Salinispora e Marinispora, ambos dos quais necessitam de
agua do mar para se proliferarem (JENSEN, MINCER, et al., 2005). A descoberta de
diversos novos actinomicetos marinhos com atividades metabdlicas Unicas,
habilidade em formar populacdes estaveis em diferentes habitats e a capacidade de
produzir novos compostos com varias atividades biologicas, claramente ilustra que
estes microrganismos marinhos sdo uma importante fonte de novos metabdlitos
secundarios (revisdo de SUBRAMANI e AALBERSBERG, 2012).

Um trabalho desenvolvido recentemente por pesquisadores da Universidade
Federal do Ceara (UFC), estudou a estrutura da comunidade bacteriana de
zoantideos coletados na praia do Paracuru. A maior diversidade de genoma
bacteriano foi relatada para o zoantideo P. Variabilis (77% Proteobactérias; 9%
Cyanobactérias; 7% Bacteriodetes; 3% Actinobactéria; 2% TM7; 1% Firmicutes; 1%
Bactéria ndo classificavel), quando comparada com as popula¢cbes encontradas para
Palythoa caribaeorum (97%  Proteobactérias; 2%  Bacteriodetes; 1%
Cyanobactérias), e com a analise feita para a coluna d’agua (80% Proteobactéria;
11% Bacteriodetes; 8% Cyanobacteria; 1% Actinobactéria) (figura 7) (RABELO,
2012).
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Figura 7 - Diversidade e estrutura das comunidades bacterianas associadas aos zoantideos P.

caribaeorum, Z. sociatus, P. variabilis e 4gua do mar, coletados na praia do Paracuru, estado do

Ceara. (Adaptado de RABELO, 2012).
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A diversidade da microbiota associada a invertebrados varia em funcéo de

diversos fatores, entre os quais se destacam a espécie hospedeira e as condicbes

ambientais (RADJASA et al.,, 2011). Considerando os fortes indicios de que o0s

microrganismos associados sejam 0s verdadeiros responsaveis pelo elaborado

arsenal de metabdlitos secundarios isolados de invertebrados marinhos, e que os

resultados dos estudos prévios embasam o promissor potencial quimico e

farmacolégico do zoantideo P. variabilis, surgiu o interesse em estudar o potencial

biomédico da sua microbiota associada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial citotéxico de metabdlitos oriundos da microbiota associada

ao zoantideo Protopalythoa variabilis encontrado no litoral oeste cearense.

2.2 Objetivos especificos

e Cultivar diferentes géneros de microorganismos associados ao P. variabilis
para a producédo de fermentados bioldgicos;

e Realizar a fermentacdo dos microrganismos isolados, extracdo organica dos
respectivos caldos de cultura e avaliacdo do potencial citotoxico dos extratos
e melhores condi¢cdes de cultivo;

e Realizar purificacdo e caracterizacdo quimica das substancias citotoxicas dos
extratos selecionados, utilizando diferentes técnicas cromatograficas;

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro das substancias obtidas em diferentes

linhagens de células humanas tumorais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho experimental

O desenho experimental (Figura 8) do trabalho consistiu na coleta dos
zoantideos, seguido do isolamento dos seus microrganismos associados. As cepas
isoladas passaram por processo de fermentacdo e extracdo com acetato de etila
(ACEOt). A avaliacdo da citotoxicidade em células tumorais foi feita para triar os
extratos ativos. A partir da selecdo das cepas com extratos mais ativos, foi realizada
a fermentacdo em grande quantidade para o isolamento dos compostos ativos
presentes nos extratos. A atividade citotoxica dos compostos ativos foi, entéo,

estudados em diferentes linhagens de células tumorais.

Figura 8 — Desenho experimental do presente trabalho.
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3.2 Coleta dos zoantideos

Os exemplares de Protopalythoa variabilis foram coletados no litoral oeste do
estado do Ceara, na praia da Taiba (3°30’S, 38°54’0), municipio de Sdo Gongcalo do
Amarante, e na praia da Pedra Rachada (3°23’S, 39°54’0O), municipio de Paracuru
(figura 9).

Figura 9 - Mapa de referéncia indicando os locais de coleta para o invertebrado Protopalythoa
variabilis na costa cearense.
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Cerca de 8 a 12 pdlipos foram retirados da colénia com auxilio de pinca e
tesoura estéreis. O material passou por uma descontaminagdo superficial com
borrifadas de etanol (EtOH) 70%, e em seguida foi imerso em agua do mar estéril,
afim de diluir o EtOH e ndo modificar a microbiota interna do invertebrado. Por fim, o
material foi armazenado em um novo frasco contendo agua do mar estéril,
acomodado em isopor resfriado com gelo e levado para processamento imediato em
laboratério. As coletas foram realizadas nos meses de maio e setembro de 2011, em
periodos de maré baixa, quando os organismos ficam disponiveis nas formacdes

rochosas fora da coluna d’agua.
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3.3 Processamento do material

O material coletado foi processado no Laboratério de Ecotoxicologia Marinha
do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal do Ceara.
Dentro de uma camara de fluxo unidirecional (Filtracom Mini Flow ), os poélipos
foram triturados com tesoura até formarem uma pasta densa, que seguiu para banho
seco aquecido a 56°C por 5 minutos e posterior incubacdo em placas de agar
contendo meios de cultura favoraveis ao crescimento de actinomicetos (SCA, SWA e

TM, descritos a seguir), através da técnica de esgotamento por estrias.

3.3.1 Meios de cultura sélidos:

e SCA (Starch-Casein Agar): 10g amido soluvel; 1g caseina em po; 37¢g
preparado de 4gua do mar; 15g de agar; 1L dH0.

e SWA (Sea Water Agar): 18 g de agar; 1L agua do mar filtrada e diluida
75% em dH0.

e TMA (Trace Minerals Agar): 0.1g glicose; 0.1g extrato de levedura; 0.5g
KoHPOy4; 0.7g Nay;HPO,; 0.1g KNO3; 0.3g NaCl; 0.1g MgS0O,.7H,0; 0.02g
CaCl,.2H,0; 18g &gar; 1L agua do mar diluida 75% em dH0.

e Al: 10g amido sollavel; 4g extrato de levedura; 2g peptona; 18g agar; 1L
agua do mar filtrada diluida 75% em dH-0.

3.3.2 Meios de cultura liquido:

e Al: 10g amido soluvel; 4g extrato de levedura; 2g peptona; 1L agua do
mar filtrada diluida 75% em dH0.

e Marine Broth (BD Difco™): 37,49 do preparado (59 peptona; 19,59
NaCl; 3,24g MgS04; 0,559 KCI; 0,1g Fe(OH)s; 0,034g SrCI2; 0,004g
Na2(SiO,); 0,0016g NH4NOS3; 1,0g extrato de levedura; 5,99 MgCI2;
1,8g CaCl2; 0,16g NaHCOg; 0,08g KBr; 0,022g acido bdrico; 0,00249g
NaF; 0,008g NaH,POy; 1L dH,0.
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Todos os meios de cultura passam por esterilizacdo em autoclave a 120°C
por 15 minutos. Os meios de cultura 4gar foram suplementados com ciclo-hexamida

(Sigma) 100ug/ml.

3.4 Isolamento dos microrganismos associados

As placas de agar ficaram sob observacao durante o periodo de 2 semanas a
3 meses apds o0 processamento do material, 0 aparecimento de novas colénias foi
monitorado diariamente. As colbnias foram reconhecidas por suas diferencas
fenotipicas (cor, brilho, textura, etc) e separadas/purificadas em meio Al sélido.

3.4.1 Depdsito em banco de bactérias e triagem de bioatividade

Todas as cepas isoladas de P. variabilis foram catalogadas (BRA — XXX) e
depositadas no banco de bactérias do Laboratério de Ecotoxicologia Marinha,
LABOMAR — UFC. Apo0s a isolamento das colbnias, as mesmas foram crescidas em
100ml de meio Al liquido e permaneceram em agitacdo constante em agitador
orbital (~120rpm) por 7 dias. Ao fim deste periodo, uma aliquota de 10ml do caldo foi
separada e distribuida entre 9 frascos criogénicos com capacidade de 2mL contendo
glicerol diluido 50% em dH,0 estéril (1:1). Os frascos foram congelados em
ultrafreezer a -70°C. Cada cepa recebeu um cdédigo estipulado pelo catalogo do
laboratario.

Concomitantemente, 90ml de acetato de etila (AcOEt) P.A. foram adicionados
ao restante do caldo de cada bactéria, que voltou para agitacdo por mais 3 horas. A
particdo AcOEt foi separada e evaporada para a concentracdo dos extratos brutos.
Os extratos foram diluidos em dimetilsulfoxico (DMSO — Sigma) a 10 mg/mL para
realizagéo dos testes de atividade bioldgica.

O ensaio do MTT foi empregado para rastrear a atividade apresentada pelos
extratos brutos e, durante o procedimento de fracionamento, para rastreamento da
atividade biologica das diferentes fragcbes resultantes. Consiste na avaliagcdo do
efeito citotoxico através da determinacdo da porcentagem de células
metabolicamente viaveis. Todas as amostras foram testadas em linhagens de
células tumorais, em uma Unica concentracdo para rastreamento da atividade, e, em

diferentes concentracbes para determinar a poténcia das fragbes ativas. Mais
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detalhes desde procedimento, bem como os métodos envolvidos na montagem dos
experimentos, estao descritos adiante no item 3.7.2.1.

A partir dos resultados dos ensaios de citotoxicidade com os extratos, duas
cepas foram escolhidas para continuacdo dos estudos e purificagdo dos compostos
ativos, denominadas BRA-035 e BRA-060.

3.4.2 ldentificacdo molecular

O sequenciamento da porcao 16S do gene do RNA ribossomal (16S rDNA) é
usado para estudos filogenéticos, uma vez que esta regido é altamente conservada
entre as diferentes espécies de bactérias (WEISBURG et al., 1991). As cepas BRA
035 e BRA 060 foram selecionadas para dar procedimento aos estudos. Para tanto,
a identificacdo molecular de ambas foi realizada pela andlise comparativa do 16S
rDNA, em banco de dados de sequéncias biolégicas BLAST ( do inglés, Basic Local

Aligment Search Tool - http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST).

Para a extracdo de DNA total foi utilizado o protocolo para extracdo de DNA
gendmico bacteriano DNeasy (Kit QIAGEN), e a amplificagdo por PCR foi realizada
utilizando os primers F27 (AGA GTT TGG ATC MTG GCT CAG), e R1492 (CGG
TTA CCT TGT TAC GAC TT), mais um preparado de Taqg Polimerase pronto para
uso (illustra Ready-To-Go RT-PCR Beads — GE Healthcare Life Scienses). A
solucéo foi purificada (MiniElute PCR Purification Kit — QIAGEN) e enviada para
sequenciamento pela empresa Macrogen Inc. Eletroforeses com gel de agarose a
10% foram corridos para confirmar a eficacia da extracdo de DNA e PCR (80 volts -
50 minutos) e todas as analises para verificar a quantidade de acidos nucleicos
foram feitas por leitura de absorbancia pelo espectrofotometro Nanodrop (NanoDrop
2000¢/2000 UV-Vis Spectrophotometers — Thermo Scientific).

3.5. Estudos com BRA-035

3.5.1 Estudo de crescimento bacteriano — relacdo biomassa e atividade bioldgica

Com o propoésito de melhorar a producdo do(s) composto(s) ativo(s), um

estudo do crescimento cinético em laboratério da bactéria Streptomyces sp (BRA-
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035) isolada de Protopalythoa variabilis foi realizado. A cepa foi inoculada em 15
erlenmeyers contendo 100ml de meio Al cada e a extracdo com acetato de etila
(1:1) foi executada em intervalos de 2 dias (0, 2, 4, 6, 8 e 10) em triplicata. Para
determinar 0 peso seco da biomassa de cada dia, 10 mL de cultura foram
centrifugados, em seguida lavados com agua destilada e novamente centrifugados
por 5 minutos a 5.000 rpm. O material foi liofilizado e pesado em balanga analitica
de precisdo. Juntamente com a determinacdo da biomassa, foi feita a analise da
atividade citotoxica dos extratos obtidos para cada dia, em células PC-3/M através
do ensaio do MTT, descrito no item 3.7.2.1. O resultado obtido com esse
experimento guiou o tempo ideal do cultivo da cepa utilizada neste trabalho para

obter extratos com maior poténcia citotoxica.

3.5.2 Fermentacdo em larga escala

O extrato bruto foi obtido através da fermentacdo em larga escala da cepa
selecionada para estudo. Inicialmente, a bactéria foi retirada da placa de agar e
transferida para um erlermeyer contendo 100ml de meio A1 com auxilio de alca
estéril. Apés 3 dias, o meio j& continha biomassa suficiente para expandir a cultura
para outros 10 erlenmeyers, transferindo 10ml do meio inicial para cada um. Por fim,
ap6s mais 2 dias de crescimento, foram transferidos 50ml de meio contendo
biomassa da bactéria para 20 erlenmeyers contendo 500ml de meio Al. Todas as
etapas de crescimento e fermentacdo ficaram sob agitacdo constante a 120 rpm.
Apés 8 dias de crescimento/fermentacao, foram adicionados 550ml de AcOEt P.A
(1:1) em cada frasco, seguido de 3 horas de agitacdo a 200 rpm. A solucéo foi
transferida para funis de separacéo, afim de separar a fase aquosa. O extrato ACOEt

foi evaporado em presséo reduzida a aproximadamente 45°C.

3.5.3 Fracionamento do extrato acetato de etila da cepa BRA 035 (EACE - 035)

O fracionamento de EACE - 035 foi feito através de cromatografia liquida de
alta performance (CLAE, ou HPLC do inglés — High Performance Liquid
Chromatografhy), realizado no Departamento de Quimica Organica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara, sob a supervisdo da Dra. Otilia Pessoa e execucao

pela Dra. Ana Isabel Vitorino Maia e pelo Msc. Francisco das Chagas Lima Pinto.
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Os mecanismos e condi¢des utilizados no CLAE foram: sistema Shimadzu
UFLC equipado com SPD-M20A diode array detector de UV-Vis. As separacdes
foram realizadas usando coluna de fase reversa phenomenex® (250 x 4,6 mm, i.d 5
pm). Os solventes usados para as andlises consistiram de agua (solvente A) e
acetonitrila (solvente B) transportados a 35°C, com um volume de injecao (loop) de
200ul e taxa de fluxo de 4,72 mL/min (5-95% A 0-30 minutos e 100% B 30-40
minutos). A faixa de comprimento de onda de varredura do PDA foi ajustada em

190-400nm e os cromatogramas foram registrados entre 210-400nm.

3.5.3.1 Isolamento de piericidinas — determinacgéo estrutural

A identificacdo do composto P8 e dos compostos presentes na fracdo F7,
isolados através da CLAE, foi realizada através da interpretacdo dos dados de
espectrometria de massa de alta resolugcdo (HR-LC-MS), bem como dos espectros

de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (H) e carbono (C*®)

3.6. Estudos com BRA-060

3.6.1. Fermentacédo em larga escala

O procedimento de fermentacdo em larga escala e obtencdo do extrato bruto
seguiu o procedimento descrito no item 3.5.3. Contudo, o meio de cultura utilizado
para o cultivo desta cepa teve de ser modificado, consequéncia da estratégia
escolhida para solucionar a problematica da producao de extrato bruto sem atividade
(ver adiante, item 4.4.3). Assim dito, a fermentagdo em larga escala e obtencdo do
extrato bruto da cepa BRA 060 foi realizado com o meio de cultura liquido Marine

Broth, descrito no item 3.3.2.
3.6.2. Fracionamento do extrato acetato de etila da cepa BRA 060 (EACE - 060)
Para o fracionamento de EACE — 060, um método preliminar ao CLAE foi

implementado afim de facilitar o rastreamento das fracdes e isolamento de

substancias ativas. Aproximadamente 30mg do extrato seco foi solubilizado em
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AcOEt/MeoH (1:1) e dispensado em uma coluna (13,5cm) contendo silica flash para
empacotamento (40-63um). Apds a evaporacgdo total dos solventes utilizados para
solubilizar a amostra, 5mL de uma série de solventes, com diferentes niveis de
polaridade, foram adicionados a coluna, um por vez, resultando em fracbes com

polaridades diferentes (tabela 2).

Tabela 2 — Relacdo proporcional de solventes utilizados para o fracionamento de EACE — 060. Hex —
Hexano; AcOEt — Acetato de Etila; MeOH — Metanol.

Fracéo Solvente
A Hex — 100%
B Hex/AcOEt — 2:1
C Hex/AcOEt — 1:1
D AcOEt — 100%
E AcOEt/MeOH - 2:1
F AcOEt/MeOH - 1:1
G MeOH — 100%

Ap0s confirmacao da fragdo ativa pelo ensaio do MTT, o extrato bruto total foi
fracionado usando a mesma metodologia, solubilizado em uma coluna maior, e 50
mL de cada solvente. A fracdo escolhida foi separada e seguiu para CLAE, que
operou sob as seguintes condi¢des: sistema Shimadzu UFLC equipado com SPD-
M20A diode array detector de UV-Vis. As separagcbes foram realizadas usando
coluna de fase reversa phenomenex® (250 x 4,6 mm, i.d 5 um). A fase mével foi de
um gradiente linear de MeOH/agua (5-60%), com taxa de fluxo de 4,72mL/min, por
um periodo de 26 minutos. A faixa de comprimento de onda de varredura do PDA foi
ajustada em 190-400nm e os cromatogramas foram registrados entre 215-400nm.

Os procedimentos de separacdo do extrato da cepa BRA 060 também foram
realizados no Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade
Federal do Ceara, sob a supervisdo da Dra. Otilia Pessoa e execucgado pela Dra.
Thiciana da Silva Sousa e pelo Msc. Francisco das Chagas Lima Pinto.

3.6.2.1 Isolamento de Dicetopiperazinas — determinacgao estrutural

A identificacdo dos compostos Fr4, Fr6 e Fr7, isolados de EAce-060 E,
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através de CLAE, foi realizada através da interpretacdo dos dados dos espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (H%).

3.7. Estudos da atividade bioldgica

3.7.1 Cultivo de linhagens celulares

Para a verificagdo de atividade antitumoral in vitro dos extratos, fragdes e
substancia isolada obtidos neste trabalho, um painel de linhagens celulares tumorais
foi utilizado e se encontra detalhado na tabela 3 abaixo. As linhagens foram doadas
pelo Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos (NCI-USA), ou compradas
pela empresa American Type Culture Colection (ATCC). As células foram cultivadas
em recipientes de plastico para culturas (Corning, 25cm?, volume de 50ml), contendo
meio de cultura RPMI 1640 (Gibco) suplementado com soro fetal bovino (10%) e
antibioticos (1% - 100Ul penicilina / 100ug/ml estreptomicina - Sigma). Todas as
culturas foram mantidas em incubadora a 37°C, com atmosfera de CO, de 5% e
umidade de 95%. ObservacOes diarias foram feitas com auxilio de um microscopio
invertido, e manutengdes preventivas foram feitas para garantir a saude e qualidade
das culturas. Todos os procedimentos envolvendo o manuseio das células foram

realizados em ambiente estéril de camara de fluxo laminar vertical.

Tabela 3 - Linhagens de células tumorais utilizadas. Codificacdo da linhagem, tipo histoldgico,
procedéncia da cultura e quantidade de células por ml para plagueamento dos experimentos. Todas

as linhagens séao de origem humana.

Linhagem celular Tipo histolégico Procedéncia Pla(%%?;mle)mo

PC-3 Cancer de préstata metastatico NCI-USA 5x10"
PC-3/M Cancer de préstata metastatico NCI-USA 5x10"
OVCAR-8 Cancer de ovario NCI-USA 5x10°
HCT-116 Cancer colorretal ATCC 5x10°
HL-60 Leucemia promielocitica NCI-USA 2x10"

K562 Leucemia eritrocitica NCI-USA 2x10*

A549 Cancer de pulméo NCI-USA 5x10"
NCI-H358 Cancer de pulméo metastatico NCI-USA 1X10°
SF-295 Glioblastoma NCI-USA 5x10°
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SF-268 Glioblastoma NCI-USA 5x10*

SNB-19 Glioblastoma NCI-USA 5x10*

3.7.2 Teste de viabilidade celular

3.7.2.1 Ensaio do MTT

O ensaio do MTT € uma analise colorimétrica indireta, e pode ser utilizado
para verificacdo de citotoxicidade e proliferacdo celular. Consiste na conversdo do
sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H brometo de tetrazolio (MTT — Sigma) que
possui cor amarela, em formazan - diferenciado por apresentar coloragdo purpura -
através da enzima succinil-desidrogenase presente nas mitocondrias celulares
(MOSMANN, 1983). A reducédo ocorre fora da membrana interna da mitocondria e
provavelmente envolve os nucleotideos cofatores piridinos NADH e NADPH
(BERRIDGE e TAN, 1993). Deste modo, este ensaio quantifica apenas as células
que estiverem vivas, ou seja, metabolicamente ativas. A quantificacdo indireta da
porcentagem de células viaveis pode ser mensurada através da medida de

intensidade de absorbancia.

Procedimento experimental

Todas as células utilizadas neste ensaio foram plagueadas em multiplacas
compostas por 96 pocos. A densidade de células foi ajustada para cada linhagem,
como demonstrado na tabela 3. Os pocos foram tratados com as amostras teste,
sempre em duplicata ou triplicata, sendo de uma Unica concentragao de 50ug/mL
para triagem ou rastreamento de bioatividade, e em um gradiente de concentracdes
(0,00032 — 50ug/mL para todas as amostras, e 0,24 — 1,2°*%pM para Piericidina A),
afim de determinar a concentracao inibitoria média (Clso) de cada. Grupos controles
foram empregados em todos os experimentos, sendo: branco (adicdo de 200uL de
meio de cultivo, sem células), controle negativo (adicdo da mesma quantidade
méaxima do veiculo de diluicdo — DMSO, utilizado no experimento), e controle
positivo (tratamento com Doxorrubicina (Sigma), 0,00032 — 50uM/mL). Todas as
etapas sédo realizadas sob as mesmas condi¢des de cultivo das linhagens celulares.

Apdés 21, 45 ou 69 horas (varidvel de acordo com o experimento) de
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incubacdo na mesma estufa utilizada para cultivo, 0 meio de cultura dos pocos foi
retirado e 150uL de solu¢cdo de MTT a 0,5mg/mL foi adicionado, retornando para
incubacdo em estufa por mais 3 horas. Ao fim do periodo, o sobrenadante com a
solucdo de MTT foi desprezado e o precipitado diluido em 150uL de DMSO. As
medidas de absorbéancia foram mensuradas por espectrofotometro de placa (DTX-
880, Beckman Coulter), no comprimento de onda de 595nm.

A preparacdo das células para plagueamento e manuseio com solucdo de
MTT varia quanto em relacdo a adesao da linhagem nas garrafas de cultura e/ou
placa de teste. Para células aderidas, inicialmente, é necessario a quebra da matriz
de adesdo para que as células entrem em solucdo e sejam distribuidas entre as
cavidades da placa de teste. Em situacfes como esta, o uso de 1mL de Tripsina-
EDTA 1X (Gibco) seguido de 3 minutos de incubacdo a 37°C, foi utilizado para
soltura das mesmas. Apés plaqueamento, um periodo de aproximadamente 24
horas antes do tratamento foi empregado para que as células pudessem aderir ao
fundo dos pocos. No caso de células em suspensdo (HL-60 e K562), se fez
necessario etapas de centrifugacdo para a troca de solucdes descritas no
experimento, a saber: 1.500rpm por 5 minutos para retirada do meio de cultura;
3.000 rpm por 10 minutos para a retirada da solucdo de MTT.

Analise dos dados

Os valores da leitura de absorbéancia foram normalizados utilizando o grupo
branco como base 0%, e o grupo controle negativo como 100%. Para analise de
inibicdo do crescimento/proliferacao celular, a equacédo Y = 100 — Y foi aplicada para
transformar todos os valores. Nos experimentos em diluicdes seriadas, os valores de
Clsp (concentragdo inibitéria média com capacidade de produzir 50% do efeito
maximo), bem como intervalos de confianca de 95% (IC 95%), foram determinados
através de regressdo néo linear, gerando curvas de concentracdo vs. efeito. Todas
as analises e graficos plotados foram realizados pelo programa GraphPad Prism

versao 5.0 (GraphPad Prism Software).

3.7.2.2 AlamarBlue®
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O ensaio realizado com AlamarBlue®, também avalia o efeito antiproliferativo
de substancias testadas em linhagens celulares. Assim como o MTT, este ensaio
determina, de forma indireta, o nUmero (porcentagem) de células viaveis, a partir de
uma analise colorimétrica. O efeito acontece através da reducdo do reagente azul
resazurin, ao composto de cor rosea resorufin, pelo metabolismo redox de células
metabolicamente ativas (NOCIARI et al, 1998). A inibicdo do crescimento, mantem
o0 ambiente celular oxidado, e, consequentemente, a coloracdo azul de resazurin
(AbD SEROTEC, acessado em fevereiro de 2014).

Foi usado como alternativa para o ensaio do MTT, principalmente em
experimentos que utilizaram linhagens celulares suspensas, HL-60 e K562. A
principal vantagem na escolha deste teste, é que, diferentemente do MTT, néo
ocorre a troca do meio onde as células tratadas estdo imersas, diminuindo a perda

ocasional das mesmas e garantindo resultados com menos interferéncia.

Procedimento experimental

O plaqueamento das células e tratamento com as amostras segue 0 mesmo
padrao estabelecido neste trabalho para o ensaio do MTT, descrito e caracterizado
acima (3.9.1). A contar 3 horas antes do fim do periodo de incubagdo com as
amostras, 10uL de AlamarBlue® foi adicionado a cada poco. Ao fim das 3 horas que
se seguiram, a placa foi lida em espectrofotdmetro de placas, em dois comprimentos
de onda — 570 e 600nM.

Analise dos dados

Os valores da leitura de absorbéancia foram normalizados utilizando o grupo
branco como base 0%, e o grupo controle negativo como 100%. Para analise de
inibicdo do crescimento/proliferacao celular, a equagéo Y = 100 — Y foi aplicada para
transformar todos os valores. Nos experimentos em diluicdes seriadas, os valores de
Clsp (concentracdo inibitoria média com capacidade de produzir 50% do efeito
maximo), bem como intervalos de confianca de 95% (IC 95%), foram determinados
através de regressdo néo linear, gerando curvas de concentracdo vs. efeito. Todas
as analises e graficos plotados foram realizados pelo programa GraphPad Prism

versao 5.0 (GraphPad Prism Software).
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencao dos microrganismos associados

No total, 10 colbénias de bactérias foram isoladas, catalogadas e depositadas
no banco de bactérias do laboratdrio de ecotoxicologia marinha, sendo elas: BRA
035; BRA 036; BRA 045; BRA 046; BRA 060; BRA 061; BRA 063; BRA 078; BRA
106; BRA 107. Deste total, 3 apresentaram caracteristicas visuais tipicas de
actinomicetos, formando colonias de aparéncia seca e rugosa, a saber: BRA 035,
BRA 036 e BRA 060. As demais foram classificadas como Gram (-) por formarem

colénias leitosas e brilhantes (tabela 4).

Tabela 4 — Col6nias isoladas de bactérias associadas ao zoantideo P. variabilis. Detalhamento do
seu local de origem, classificagdo quanto as suas caracteristicas visuais, e meio de cultura do

isolamento inicial.

Cepas isoladas Local de origem Meio de Caracteristicas
P. variabilis cultura inicial visuais
BRA 035 Taiba SCA Actinomiceto
BRA 036 Taiba SCA Actinomiceto
BRA 045 Taiba SCA Gram (-)
BRA 046 Taiba SCA Gram (-)
BRA 060 Taiba SWA Actinomiceto
BRA 061 Taiba SCA Gram (-)
BRA 063 Paracuru TMA Gram (-)
BRA 078 Paracuru SCA Gram (-)
BRA 106 Paracuru TMA Gram (-)
BRA 107 Paracuru TMA Gram (-)
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4.2 Triagem de bioatividade

4.2.1 Analise qualitativa

Os extratos brutos da fermentacdo de cada cepa foram testados contra a
linhagem de célula tumoral PC-3/M (cancer de préostata metastatico), em
concentracdo unica de 50ug/mL. Apdés 72h de incubacdo, o ensaio colorimétrico
antiproliferativo (MTT) revelou que BRA 035 inibiu 100% do crescimento celular,
enquanto que os extratos das demais cepas nao alcancaram a marca de 75% de
inibicdo contra esta linhagem (figura 10). Sendo assim, BRA 035 foi selecionada
para dar procedimento aos estudos. As cepas BRA-036 e BRA-060 seguiram como
as préximas mais ativas, mas optou-se por trabalhar com BRA-060 que como
demonstrado mais adiante (item 4.4.1) inibiu 100% da proliferacdo das linhagens de
colon HCT-116 e leucemia HL-60.

Figura 10 - Percentual de inibicdo do crescimento da linhagem de cancer de prdstata metastéatico
(PC-3/M) apés 72h de incubagao com 50 ug/mL dos extratos obtidos das colbnias isoladas de

Protopalythoa variabilis.
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BRA-045
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4.3 Estudos com BRA 035
4.3.1 Estudo do perfil de atividade citotdxica do extrato bruto da BRA-035

O extrato AcOEt de BRA 035 foi testado em diferentes concentracbes
(0,00032 — 50pg/mL), contra PC-3/M, A549 (céancer de pulméo), NCI-H358/M
(cancer de pulmdo metastatico), SNB-19 (glioblastoma) e SF-268 (glioblastoma),
afim de determinar a concentracao inibitéria média (Clsg) e intervalo de confianca de
95% (IC95%) para cada uma (tabela 5). Foi observada atividade seletiva em 3
linhagens, A549, NCI-H358/M e PC-3/M, sendo que, nesta ultima, a atividade foi
mais potente, com valor de Clso de 0,48 x10 pg/mL. Por outro lado, o extrato ndo

apresentou atividade para as linhagens de glioblastoma (Clsp > 50ug/mL).

Tabela 5 - Concentracéo inibitéria média (Clsg) do extrato acetato-etilico de BRA 035 testados em
diferentes concentragdes (0,00032 a 50ug/mL) e incubado por 72 horas em diferentes linhagens

tumorais celulares. Clso (ug/mL) e IC95% obtidas através de regressado néo linear.

Linhagem Clsg IC95%
celular pg/mL pg/mL
PC-3/M 0,48 x 10° 0,1x10°-2.2x10"
A549 15,3 7,8-29,2
NCI-H358 6,4 1,7-234
SNB-19 > 50 -
SF-268 > 50 -

4.3.2 Caracterizacao visual e identificacdo molecular da cepa BRA 035

Este item caracteriza de forma visual as principais feicbes da colbnia
observada durante o seu cultivo em condicdes do Laboratorio de Ecotoxicologia
Marinha da Universidade Federal do Ceara. A figura 11 mostra a cepa em placa
contendo meio agar, sua aparéncia seca e rugosa € um indicativo consistente que
classifica esta como membro pertencente ao grupo dos actinomicetos. Pode-se
observar ainda, a formacéo de esporos de cor branca cobrindo toda a colénia que
possui coloragdo bege amarronzada, evidenciado na figura 11 B.
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Figura 11 — Imagens das coldnias formadas por BRA 035 em placa de agar contendo meio Al. A)

Imagem panoramica; B) Imagem evidenciando a forma¢&o de esporos de coloragdo branca. Fotos:
Tito M. C. Lotufo.

A)
Através do sequenciamento da regido 16S do rDNA e analise no banco de
dados BLAST - NCBI, foi determinado que BRA 035 é pertencente ao género

Streptomyces, sendo ent&o identificada como Streptomyces sp (figura 12).

Figura 12 - Cladograma de agrupamento para BRA 035. Método Maximum likelihood — RaxML.
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4.3.3 Estudo do tempo de cultivo e relacdo com a biomassa e atividade bioldgica da
cepa BRA 035

Afim de estipular o melhor tempo de cultivo para obtencdo do extrato mais
potente, um estudo cinético do crescimento da cepa BRA 035, em condi¢cdes do

laboratério, foi implementado. Na figura 13, pode-se observar o crescimento
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exponencial da colénia do dia 0 até o dia 6, quando entdo o crescimento entra em
platd, sendo considerado a fase estacionaria. A partir do dia 8 a quantidade de
biomassa comeca a diminuir, evidenciando degradacdo da mesma. Um perfil de
correlacdo negativa pode ser observado para os valores de Clsy dos extratos, sendo
o0 menor valor encontrado para o dia 8. Por isso, as extracdes das fermentacbes em

larga escala desta colbnia foram realizadas sempre no 8° dia de crescimento.

Figura 13 - Estudo da correlacdo da biomassa e atividade citotéxica em funcdo do tempo de cultivo
da cepa BRA 035 (Streptomyces sp isolada de P. variabilis). Correlagdo negativa entre biomassa e
bioatividade. A esquerda, em azul, valores de biomassa (g/L); a direita, em vermelho, valores de
bioatividade Clsy (ng/mL).
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4.3.4 Fracionamento bioguiado BRA 035

O EACE-035 (10L) foi filtrado e concentrado sob presséo reduzida, somando
150mg de extrato bruto resultante, o qual demonstrou atividade citotoxica contra a
linhagem de células PC-3/M. Este extrato ativo foi fracionado por cromatografia
liquida de alta performance (CLAE), usando um sistema de o qual originou sete
fracbes principais, F1 — F8 (figura 14). Apos nova injecdo em CLAE, a fracdo 8

mostrou alto grau de pureza, e foi denominada P8 (figura 15).
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Figura 14 — A) Fluxograma de fracionamento do extrato bruto da BRA-035 (em vermelho — fragdes
ativas). B) Cromatograma CLAE de fase reversa do extrato EACE de Streptomyces sp. Gradiente

linear acetonitrila/agua 5-95%, taxa de fluxo de 4.72mL/minuto por um periodo de 30 minutos.
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Figura 15 - Cromatograma HPLC de fase reversa da fracdo P8, comprovando sua pureza.

T

1000

50—

SO0~

130

P&

FIxA REak: ]

L5

35

O potencial citotoxico de cada fracéo foi avaliado. F7 (10,5mg) e P8 (2,3mgQ)

foram ativos, revelando Clso de 47ng/mL e <16ng/mL, respectivamente (tabela 6).

Tabela 6 - Atividade citotéxica do fracionamento do extrato bruto de BRA 035 contra PC-3/M por 72

horas de incubacéo. Clsy obtida através de regressao néo linear.

Clsong/mL Clsong/mL
Amostra Amostra
(1C95%) (1C95%)
0,48 > 50000
Extrato BRA 035 F5
(111 - 212) (__)
> 50000 > 50000
F1 F6
(--) (--)
> 50000 47
F2 F7
() (23 - 94)
> 50000 <16
F3 P8
(--) ()
> 50000
F4

(--)

4.3.5 Identificacdo dos compostos presentes nas fragées “F7” e “P8”

O espectro HR-ESI-MS exibiu um ion quasimolecular [M + H]" em 416.2852

m/z (modo positivo) e em 414.2706 m/z, [M — H] (modo negativo) (anexo A),

indicando o peso molecular de 415.2774. Juntamente com as andlises de C** e H!
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dos dados de ressonancia magnética nuclear, a identidade do composto P8 ficou
determinada como sendo Piericidina A (figura 16, TAMURA, et al., 1963,
TAKAHASHI, et al., 1965, YOSHIDA, SHIRAISHI e TAKAHASHI, 1977). Uma tabela

com os dados detalhados das analises estdo em anexo B.

Figura 16 - Estrutura quimica do composto “P8”, identificado como Piericidina A (Czs5H37NOy)

isolado de Streptomyces sp (YOSHIDA, SHIRAISHI e TAKAHASHI, 1977).

A fracdo F7 também foi analisada por HR-ESI-MS, e revelou a presenca de
outros dois compostos pertencentes ao grupo das piericidinas: Glucopiericidina
(MATSUMOTO, et al, 1987), e Piericidna D (PUBCHEM, 2014 -
http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) (Figura 17).

Figura 17 — Estrutura quimica dos compostos presentes na fracdo “F7’de EACE-035. Glucopiericidina
A e Piericidina D.

HO

Glucopiericidina A Piericidina D
(C31H4709N) (C25H37NOS)
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4.3.6 Avaliacao da atividade biolégica de piericidina A

4.3.6.1 Estudo da citotoxicidade in vitro

A Clso de piericidina A foi determinada para as diferentes linhagens celulares
listadas na tabela 7 a frente, e comparadas ao quimioterapico Doxorrubicina. A
substancia apresentou poténcia altissima, com Clsg na ordem de pM contra as
linhagens PC-3/M, OVCAR-8 e HCT-116, e na ordem de nM contra PC-3 e SF-295.
N&o foi observado atividade para a linhagem leucémica (HL-60).

Tabela 7 - Atividade citotoxica de Piericidina A isolada de Streptomyces sp contra diversas linhagens
celulares tumorais, avaliada pelo ensaio do MTT depois do periodo de 72 horas de incubacéo. Clsg

(nM) e IC — 95% determinados por regressdo n&o-linear no programa GraphPad Prism 5.0.

Piericidina A* Doxorrubicina**
Linhagem Clgg— nM CI’® = nM
(IC95%) (IC95%)
PC-3 9,084 -—
(2,491 — 33,134)
0,0018 360
PC-3/M
(0,00002 — 0,0018) (190 — 690)
0,0005 470
OVCAR-8
(0,0002 — 0,0013) (310 — 550)
0,1449 220
HCT-116
(0,0620 — 0,3388) (160 — 310)
1,410 440
SF-295
(0,947 — 2,123) (360 — 490)
30
HL-60 >2000
(20 — 30)

* Massa molecular Piericidina A : 415.2774; **Massa molecular Doxorrubicina: 543,53

4.3.6.2 Curvas de concentragcao-efeito

Na figura 18 a frente, estdo apresentadas as curvas de concentragao-efeito
de Piericidina A em todas as linhagens testadas, evidenciando perfis de bioatividade
distintos. Pode-se observar um padrédo de atividade (distribuicdo bimodal) em
comum para as linhagens mais sensiveis ao seu efeito, PC-3/M, OVCAR-8 e HCT-
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116, para PC-3 o mesmo perfil é visivel, entretanto, sua poténcia foi menos

pronunciada. As curvas para SF-295 e HL-60 n&o seguiram um padrdo em comum.

Figura 18 - Curvas concentracdo-efeito de Piericidina A isolada de Streptomyces sp sobre as

linhagens celulares PC-3, PC-3/M, OVCAR-8, HCT-116, SF-295 e HL-60, avaliadas pelo ensaio do
MTT apés 72 horas de incubacao.
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Para comparar melhor o perfil de inibicdo do crescimento celular da
Piericidina A, foi plotado um grafico contendo a média de inibicdo no mesmo ponto
(concentracdo testada) de cada curva (figura 19). As concentragfes escolhidas
correspondem as inibicbes nas faixas de aproximadamente 25% (200aM), 50%
(200fM), 75% (200pM) e 100% (20nM), observadas nas linhagens em que a
substancia apresentou maior atividade.
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Figura 19 - Grafico mostrando a média de inibicdo do crescimento celular em 6 linhagens tumorais,

de acordo com a concentragdo testada de Piericidina A, isolada de Streptomyces sp. Concentracfes

escolhidas para andlise: 20nM, 200pM, 200fM e 200aM. Grafico plotado utilizando o programa

GraphPad Prism 5.0.
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4.4 Estudo com BRA 060

4.4.1 Estudo do perfil de atividade citotoxica do extrato bruto de BRA-060

Apesar de ndo demonstrar efeito potente sobre a linhagem PC-3/M, o extrato

da cepa BRA 060 foi testado contra outras duas linhagens, HCT-116 (carcinoma

colorretal) e HL-60 (leucemia promielocitica), em concentracdo unica de 50ug/ml e

72 horas de incubacéo. Verificou-se atividade citotoxica para ambas, através do
ensaio do MTT (Figura 20).
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Figura 20 — Percentual de inibicdo do crescimento celular exercido pelo extrato da cepa BRA 060,
contra 3 linhagens tumorais (PC-3/M, HCT-116 e HL-60), a concentragao de 50ug/ml, incubado por
72 horas.
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O extrato AcOEt de BRA 060 foi entdo testado em diferentes concentragdes
(0,00032 — 50ug/mL), contra as linhagens HCT-116 e HL-60, afim de determinar a
concentracédo inibitéria média (Clsg) e intervalo de confianca de 95% (IC95%) para
cada uma (tabela 8). Foi observado menor valor de Clsy para a linhagem leucémica,
seguido da linhagem HCT-116, com valores de 0,33 pg/mL e 15,14pg/mL,

respectivamente.

Tabela 8 — Concentragéo inibitéria média (Clsg) e intervalo de confianca de 95% (IC95%) do extrato
acetato de etila da cepa BRA 060 testado em diferentes concentragdes (0,00032 a 50ug/mL) e
incubado por 72 horas, contra as linhagens HCT-116 e HL-60. Valores obtidos através de regressao

nao linear.

. Clso IC95%
Linhagem celular
pg/ml r?
HCT-116 9,386 — 24,44
1514 0,9606
HL-60 0,190 — 4,008
0,33 0,7084

4.4.2 Caracterizacao visual e identificacdo molecular da cepa BRA 060

Até a presente data, neste trabalho, ndo foi possivel determinar a
identificacdo molecular da cepa BRA 060. Para tanto, este item caracteriza de forma

visual as principais feicdes da colbnia observadas durante o seu cultivo em
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condigbes do Laboratorio de Ecotoxicologia Marinha da Universidade Federal do
Ceara. A figura 21 mostra a cepa em placa contendo meio 4gar, sua aparéncia seca
e rugosa € um indicativo consistente que classifica esta como membro pertencente
ao grupo dos actinomicetos. Além disso, pode-se observar a producdo de esporos
ao redor das colbnias, de coloragéo branca e acinzentada, evidenciado na figura 21
B.

Figura 21 — Colbénias de BRA 060 em placa contendo meio agar. A) Imagem panoramica; B) Imagem
evidenciando a formacdo de esporos de coloracdo branca e acinzentada ao redor das colbnias.
Fotos: Tito M. Lotufo.

A)

Em meio liquido, as colbnias apresentaram organizacdo em pequenas
circunferéncias e coloracdo que variou de creme (quando crescida em meio liquido
Al), e amarelada (meio liquido Marine Broth) — Figura 23, adiante.

Através do sequenciamento da regido 16S do rDNA e analise no banco de
dados BLAST — NCBI, ficou determinado que a cepa BRA 060 € pertencente ao

género Streptomyces, sendo identificada como Streptomyces sp (Figura 22).
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Figura 22 — Cladograma de agrupamento para BRA 060. Método Maximum likehood —
RaxML.
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4.4.3.0btencéo do extrato bruto — melhoramento da condi¢ao de cultivo

Durante o crescimento em larga escala, a cepa BRA 060 resultou na
producdo de extrato bruto sem atividade (Clsp > 50ug/mL em HCT-116),
inviabilizando a continuidade do estudo para o fracionamento bioguiado. A estratégia
utilizada para este caso foi a troca do meio de cultivo. Um estudo inicial foi feito com
inoculo da bactéria em meio A1 e Marine Broth (figura 23). O resultado foi positivo, o
extrato resultante da fermentacdo de BRA 060 em Marine Broth apresentou
atividade citotoxica contra a linhagem HCT-116 e HL-60, com Clsg de 13,14 e
0,10pg/mL, respectivamente. Sendo assim, a produgdo do extrato bruto em larga

escala para a cepa BRA 060 foi efetuada utilizando o meio de cultura Marine Broth.
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Figura 23 — Crescimento da cepa BRA 060 em diferentes meios de cultura liquido. A) fermentacdo em

meio Al a direita, e Marine Broth a esquerda; B) ap0s extracdo, fases solvente, aquoso e biomassa

em funis de separacdao, a direita meio Al e a esquerda meio Marine Broth. Fotos: Bianca D. B. Sahm.

i J
A

4.4.4 Fracionamento bioguiado

O EACE-060 (10L) foi filtrado e concentrado sob presséo reduzida, somando
252,5mg de extrato bruto resultante, o qual demonstrou atividade citotoxica contra a
linhagem de células HCT-116. Este extrato ativo foi fracionado em 8 amostras,
diferenciados de acordo com a sua polaridade, através de uma coluna contendo
silica flash. A figura 24 ilustra o procedimento de fracionamento do extrato da BRA-
060. Todas as amostras foram testadas as concentracdes de 50 e 5ug/mL em
células HCT-116. As fracdes E (51,9mg) e F (10,2mg), apresentaram citotoxicidade
contra HCT-116, sendo a ultima menos potente (figura 25). Por tanto, a fracdo E foi

selecionada para dar continuidade ao fracionamento.
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Figura 24 - Fluxograma de fracionamento do extrato bruto da BRA-006 (Em vermelho — fracdes
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Figura 25 — Atividade citotoxica do primeiro fracionamento de EACE-060, executado por coluna
contendo silica flash. Linhagem utilizada: HCT-116. Concentracdo testada: 5ug/mL, 72 horas de

incubacéo.
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A particdo da fracdo E foi feita através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), o qual originou oito novas fracfes (figura 26). Todas as fracbes
foram testadas desta vez contra a linhagem HL-60 e incubacdo de 48 horas. O
ensaio do MTT revelou atividade para 6 das 8 amostras, a saber: Fr3, Fr4, Fr5, Fr6,
Fr7 e Fr8, todas com baixos valores de Cls (tabela 9).

Figura 26 — Cromatograma de fase reversa (CLAE) da fracdo E de EACE-060, indicando as

delimitac6es das fracdes obtidas.
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Tabela 9 — Atividade citotéxica do fracionamento da fracdo E de EACE-060 contra HL-60 por 48 horas

de incubagéo. Cls, obtida através de regresséo néo linear.

Clso pg/mL Clsg pg/mL
Amostra Amostra
(1C95%) (IC95%)
0,22 0,38
EACE-060 Fr5
(0,08 — 0,60) (0,37 - 0,40)
40,1 1,40
Frl Fr6
(22,5-71,0) (1,33 -1,46)
> 50 ~ 2,95
Fr2 Fr7
(--) (--)
~0,1 ~1,25
Fr3 Fr8
(+-) (--)
0,35

Fr4
(0,28 — 0,44)
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4.4.5 Identificacdo dos compostos das fracdes Fr4, Fr6 e Fr7

De acordo com o cromatograma do fracionamento de EACE-060 E, as fracOes
Fr4, Fré e Fr7 correspondiam a substancias purificadas, e a analise por ressonancia
magnética nuclear de protén (H-RMN) destas amostras, confirmaram que as
substancias pertencem a classe das dicetopiperazinas (figura 27), ciclo(L-Tyr-trans-
L-Pro) (Fr4), ciclo(L-Phe-cis-4-OH-D-Pro) (Fr6) e ciclo(L-Phe-trans-4-OH-L-Pro)
(Fr7).

Figura 27 — Estrutura quimica dos compostos presentes nas fracdes Fr4, Fr6 e Fr7 de EACE-060 E
obtidas dos extrato bruto da BRA-060. Phe (Phenilalanina); Try (Tisorina); 4-OH-Pro (4-

Hidroxiprolina); Pro (Prolina).
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4.4.6. Avaliacéo da atividade biolégica

A atividade das dicetopiperazinas foi avaliada frente a diferentes linhagens. A
tabela 10 mostra que nao houve seletividade marcante das dicetopiperazinas
isoladas pelas diferentes linhagens, com Clsp variando de 0,2 pg/ml para a
dicetopiperazina ciclo(L-Tyr-trans-L-Pro) (Fr4) na linhagem de leucemia mieldide
cronica K-562 a 7,0 pyg/ml para a dicetopiperazina ciclo(L-Phe-trans-4-OH-L-Pro)
(Fr7) em células de glioblastoma SF-295. E importante salientar que as
dicetopiperazinas da Fr6 e Fr7 tem perfil de atividade mais semelhante entre si, e

essas moléculas sdo esterioisbmeros.
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Tabela 10 — Clg, e IC 95% (ug/mL) das dicetopiperazinas isoladas do extrato da BRA-060, contra as
linhagens HL-60, K-562, HCT-116, OVCAR-8 e SF-295. Resultados obtidos através do ensaio

antiproliferativo AlamarBlue.

Substéncias Linhagens celulares
HL-60 K-562 HCT-116 OVCAR-8 SF-295
0,5 0,2 1,2 2,6 0,7
Fr (0,3-0,8) 0,1-0,3) (1,0-1,4) (24-2,8) (0,2-2,5)
Er6 1,3 2,0 35 34 52
(0,9-1,8) (1,6-25) (29-41) 31-38) (3,8-7,0
- 0,7 3,3 4,7 34 7,0

(0,4-1,1) (23-48) (39-56) (28-4,1) (61-8,0)

As linhagens HL-60 e K-562 foram utilizadas, em seguida, para um estudo de
tempo-dependéncia da atividade exercida pelas dicetopiperazinas isoladas. O
experimento foi executado apos 24 e 72 horas de incubagdo, comparando a
potencia de cada amostra através dos valores de Clsp (ug/mL). Todas as
substancias foram mais ativas ap6ds 72 horas de incubacao para ambas as linhagens
estudadas, ressaltando que com 24 horas de incubacédo, nenhuma das substancias

exerceu interferéncia sobre o crescimento celular da linhagem K-562 (tabela 11).

Tabela 11 — Clsg e IC 95% (ug/mL) das dicetopiperazinas isoladas do extrato da BRA-060 contra as
linhagens leucémicas HL-60 e K-562, incubadas por 24 e 72 horas. Resultados obtidos pelo ensaio
antiproliferativo AlamarBlue.

Clsp (IC 95%) pg/mL

Substancias HL-60 K-562
24 horas 72 horas 24 horas 72 horas
1,5 0,5 0,2
Fr4 >10
(1,2-1,9) (0,3-0,8) (0,1-0,3)
5,6 1,3 2,0
Fr6 >10
(4,5-7,0) (0,9-1,8) (1,6 —2,5)
11,9 0,7 3,3
Fr7 >10

(9,1-155) (0,4-1,1) (2,3-4,8)
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5 DISCUSSAO

Os esforcos dos ultimos 30 anos foram bem produtivos para definir os
principais rumos no que diz respeito ao metabolismo secundario de diversas classes
de organismos marinhos. O resultado foi 7 agentes aprovados como droga para uso
na clinica, mais um rico arsenal em testes clinicos caminhando para 0 mesmo
destino. A maioria das indica¢gfes € para o tratamento do cancer, mas também com
aplicacdes como antivirais, contra dor crbénica, e outros (ver tabela 1). Contudo, a
tltima década tem revelado que a fonte mais produtiva de metabdlitos secundarios
peculiares, na verdade, é derivada de processos metabdlicos de microrganismos,
incluindo actinomicetos, cianobactérias, microalgas e outros (GERWICK e MOORE,
2012). Os actinomicetos estdo presentes em todos os habitats dos oceanos, e séao
frequentemente detectados em associagdo com organismos marinhos que
produzem metabdlitos bioativos (WARD e BORA, 2006).

Os estudos feitos por LIMA em 2004 e por WILKE e colaboradores em 2009 e
2010 revelaram o potencial anticancer e uma interessante diversidade quimica para
extratos obtidos do invertebrado marinho P. variabilis coletado no litoral cearense.
Entretanto, a dificuldade na obtencdo dos compostos ativos em quantidade
suficiente inviabilizou o prosseguimento do trabalho. Estendendo o interesse nestes
extratos e unindo as evidéncias do promissor papel de microrganismos marinhos,
principalmente actinomicetos, na busca por substancias com aplicacdo biomédica, o
presente trabalho propds investigar o potencial anticancer de compostos obtidos de
bactérias associadas ao zoantideo P. variabilis encontrado na costa litoranea do
estado do Ceara.

Ao todo, 10 colbnias distintas foram isoladas da microbiota associada ao P.
variabilis. DUPONT et al., 2013, investigaram a diversidade e atividades biologicas
de bactérias associadas a esponja Phorbas tenacior, o qual resultou em 23 coldnias
isoladas, porém, a maioria foi identificada como pertencente ao grupo das
Proteobactérias e, apenas 1 classificada como actinomiceto. JIANG et al., 2007,
isolaram 54 actinobacterias da esponja Halicolona sp, e apds analises filogenéticas,
ficou determinado que o nimero exato de coldnias distintas foi de 24. ANDREO et

al., 2012, relataram o isolamento de 84 cepas a partir da ascidia Eudistoma
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vannamei. Em trabalhos realizados com cnidarios, o niumero varia entre 20 e 42
colénias selecionadas para estudo, apdés o isolamento de diversos bidtipos com
padrées morfolégicos semelhantes (XIAO et al., 2009; ELAHWANY et al., 2013).

Em certos invertebrados, as bactérias associadas podem ocupar até 40% do
volume celular. O acesso mais comum a estas é através do isolamento e cultivo em
condi¢des laboratoriais (JENSEN e FENICAL, 1994). Todavia, métodos de analises
de DNA provaram que menos de 1% dos microrganismos aquaticos é cultivavel
pelos métodos convencionais, 0 que torna imprescindivel a aplicacdo de novas
técnicas que aumentem a eficiéncia de exploragdo de grupos incomuns e/ou nunca
antes reportados (BERDY, 2005; SINGH, 2009). Um trabalho publicado por ALEX et
al., 2013, obteve 31 colbnias de bactérias, por isolamento classico, de 3 espécies de
esponjas, e 349 tipos diferentes evidenciados por clonagem da porcdo 16S do gene
bacteriano presente nos tecidos dos organismos, evidenciando a grande diversidade
pouco acessivel.

Um outro estudo com a esponja Theonella swinhoei enfatizou o
melhoramento das técnicas de cultivo para ampliar o nimero de cepas cultivaveis
(LAVY et al.,, 2013). Essa melhoria envolveu adaptar as condi¢cdes de cultura
necessarias para a maioria dos taxa de bactérias presentes no organismo alvo do
estudo. O uso combinado de diversas composi¢cdes de meio de cultura, variacdes de
estados aerdbicos e microaerofilicos, e a adicdo de antibibticos, rendeu o aumento
da diversidade de bactérias cultivaveis (ao todo, foram 59 unidades taxonbémicas
operacionais) e conduziu ao isolamento de bactérias inéditas associadas a esponja.

Considerando os fatos acima, a estratégia aplicada neste trabalho para isolar
bactérias associadas ao zoantideo P. variabilis é considerada eficiente, porém, nao
esgota as suas possibilidades. O estudo feito por RABELO em 2012 comparou o
perfil de comunidade de bactérias de 3 espécies de zoantideos (Palythoa
caribaeorum, Protopalythoa variabilis e Zoanthus sociatus) e da agua do mar,
coletados na praia do Paracuru, mesmo local de uma das amostragens deste
trabalho. Os resultados de DGGE (do inglés, Desnaturing Gradient Gel
Electrophoresis, usado para detectar bases individuais de DNA) revelaram
claramente que as amostras apresentam comunidades bacterianas diferentes,
apontando para um alto grau de especificidade entre as bactérias e hospedeiros.
Mostrou ainda, que 25% das unidades taxonémicas operacionais foram exclusivas

para P. variabilis.
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Em relagdo a abundancia, a diversidade de filos e classes bacterianas
classificadas para cada uma das amostras também foi bastante distinta, sendo que
P. variabilis e Z. sociatus apresentaram o0s maiores indices, com 6 filos
representados em cada, incluindo actinobactéria, enquanto que P. caribaeorum e a
agua do mar somaram 3 e 4 filos, respectivamente (RABELO, 2012). Todas estas
evidéncias apontam para o fato de que ha uma diversidade bacteriana bem definida
e tipica sobrevivendo no habitat conferido pelo zoantideo P. variabilis. Dito isso,
recomenda-se aqui um maior esforco no isolamento de seus microrganismos
associados.

Dentre as 10 colbnias purificadas, 3 foram classificadas como actinomicetos,
de acordo com suas caracteristicas fenotipicas, BRA-035, BRA-036 e BRA-060. O
extrato da BRA-035 foi 0 mais ativo para a linhagem PC-3/M com ICso na faixa de
ug/ml. Apesar de nao ter demonstrado grande atividade na triagem inicial (contra
PC-3/M), o extrato da cepa BRA 060 foi testado contra outros dois tipos de
carcinomas (HCT-116 e HL-60), relevando inibicdo do crescimento celular de
aproximadamente 100% para ambas. Diferentemente de BRA 035, o extrato da cepa
BRA 060 demonstrou maior potencia de atividade contra a linhagem HL-60 (Clsg =
0,10ug/ml). Despertou-se assim, o interesse em aprofundar os estudo com essas
duas cepas. Para fim de organizacao, a discusséo foi divida em 2 sec¢odes.

As cepas BRA 035 e BRA 060 foram identificadas a partir do sequenciamento
e andlise comparativa do gene do rDNA 16S como pertencentes ao género
Streptomyces. Este género é abundante tanto em ambiente terrestre quanto no
ambiente aquéatico ou marinho, foi proposto por Waksman e Henrici em 1943 (familia
Streptomecetacea, ordem Actinomycetales), mesmo ano em que foi descoberto o
primeiro agente especifico efetivo no tratamento da tuberculose, a estreptomicina,
derivada do actinomiceto Streptomyces griseus. A partir dai, outras substancias
derivadas de espécies do mesmo género com atividade antibiética, importantes até
os dias de hoje, foram descobertas, como o cloranfenicol, a vancomicina,
tetraciclinas, e macrolideos, definindo a importante capacidade biossintética deste
grupo de bactérias, que permanece sem concorrentes no mundo microbiano
(JENSEN, MINCER, et al., 2005; ROMANO, PROF e OSAMU, 2009).

Até o momento, mais de 10.000 compostos ativos foram isolados de
actinomicetos, sendo que destes, aproximadamente 7.500 s&o derivados de

Streptomyces e 2.500 das chamadas espécies raras de actinomicetos. Em reviséo
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feita por MANIVASAGAN et al. (2013), dos 71 novos metabdlitos secundarios
produzidos por actinomicetos marinhos, 46 foram isolados a partir de
estreptomicetos. No trabalho ja citado acima, ANDREO e colaboradores, 2012,
aplicaram esfor¢os no isolamento de bactérias associadas ao tunicado Eudistoma
vannamei, afim de provar que o composto citotoxico contra linhagens de cancer
humano relatado para o invertebrado, um derivado da estaurosporina, era produzido
por uma delas. Os resultados foram animadores, uma cepa do género Streptomyces
foi reconhecida como produtora de estaurosporina, mas nédo do derivado oxigenado
isolado da ascidia. Provavelmente, o composto encontrado no extrato da ascidia
resulta de uma metabolizacdo em parceria do invertebrado com a bactéria
produtora.

Evidentemente, os estreptomicetos sdo 0os mais notaveis produtores no que
diz respeito ao numero, versatilidade e diversidade de estruturas de metabdlitos
produzidos por bactérias da ordem Actinomicetales (BERDY, 2005).

5.1 Estudos com BRA-035

O extrato da espécie Streptomyces sp. (BRA 035), encontrada neste trabalho,
apresentou alta poténcia em ensaios de viabilidade celular, contra a linhagem de
cancer de prostata metastatico (PC-3/M). O fracionamento bioguiado de seu extrato
bruto levou a purificacdo e isolamento dos compostos piericidina A, glicopiericidina A
e piericidina D. Por se tratar de um composto puro com rendimento relativamente
alto e facilidade na obtencdo, optou-se por seguir os estudos neste trabalho com
Piericidina A. Esta substancia teve o seu primeiro isolamento reportado para 1965,
por TAKAHASHI et al. (TAKAHASHI e TAMURA, 1966), porém, o trabalho de
revisdo da sua estrutura estereoquimica, feito por YOSHIDA, SHIRAISHI e
TAKAHASHI, 1977, afirma que a mesma foi descoberta por TAMURA et al. em
1963. Ambos os trabalhos concordam que, em relagdo a sua atividade bioldgica,
inicialmente, a Piericidina A foi designada como um potente inseticida, e isolada da
espécie Streptomyces mobaraensis.

Ao passar dos anos, muitos casos de isolamento de diversas formas de
piericidinas, produzidas por outras espécies de Streptomyces, foram relatados
(YOSHIDA, SHIRAISHI e TAKAHASHI, 1977). Elas exibem promissora atividade

biolégica para uma grande variedade de inseticidas, agentes antibidticos ou
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antifingicos, e também como inibidores da resposta imune de proteinas (SURUP et

al., 2008). Sua atividade citotoxica também foi estudada. A tabela 12 a seguir

relaciona os trabalhos publicados nesta area, com valores de Clsg encontrados para

a diversidade de piericidinas contra diferentes linhagens celulares. Nenhum relato da

atividade citotoxica de piericidina A foi encontrado para as linhagens testadas neste

trabalho, assim como a ordem de grandeza de sua poténcia contra algumas dessas

linhagens (picomoles/microlitro, ver tabela 7).

Tabela 12 - Atividade citotoxica reportada para os diferentes tipos de piericidina de acordo com a

literatura. Clsg (nM); ND = néo divulgado pelo autor.

Referéncia Tipo de Linhagem celular Clsg
bibliografica piericidina testada* nM
YOSHIDA et al., o Culex cell 6.76 x 10°
Piericidina A 5
1979 L-cell 8.74 x 10
SCHNERMANN Piericidina Al L1210 5.00
et al., 2006 Piericidina B1 L1210 6.00
RG-E1A-7 1.50
Piericidina C7
HAYAKAWA et Neuro-2a 0.83
al., 2007 o RG-E1A-7 0.48
Piericidina C8
Neuro-2a 0.21
HWANG et al., - HT-29 (ER) +g 6.40
Piericidina A
2008 HT-29 (ER) -g 7.70
SURUP et al., o SMP 5.00
Piericidina A
2008 L929 0.43
KITAGAWA et Glicopiericidina A A431 17.0
al., 2010 Piericidina A A431 0.68
MOMOSE et al.,
Piericidina A PANC-1 ND
2010
SINGH et al., 1
Piericidina A MIAPaCa-2 8
2013

* Culex cell (células do tecido ovariano do inseto Culex pipiens); L-cell (células do tecido subcutaneo de
rato); L1210 (leucemia de ratos); RG-E1A-7 (células da glia de ratos transfectadas com gene de
adenovirus E1A); Neuro-2a (neoroblastoma de camundongos); HT-29 (ET) +g (células de cancer de
coélon resistente ao quimioterapico etoposideo cultivadas em meio contendo 2-deoxyglucose); HT-29
(ET) —g (cultivadas em meio glucose deficiente); SMP (particulas submitocondriais do coracéo bovino);
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L929 (fibroblastos de camundongos; A431 (carcinoma epidermal humano); PANC-1 (carcinoma
pacreatico); MIAPaCa-2 (carcinoma pancreatico).

As piericidinas apresentam um nucleo 4-hidroxipiridina (cabeca ciclica),
seguida de uma cadeia lateral ramificada e insaturada (cauda hidrofobica) (ver figura
16). Tal aparéncia estrutural esta relacionada com a da Coenzima Q (CoeQ;
ubiquinona), enzima responséavel pela transducédo energética na cadeia respiratoria
mitocondrial. De fato, seu mecanismo de agao esta relacionado com a interferéncia
no transporte de elétrons através da membrana interna da mitocondria de células
animais, especificamente bloqueando a atividade do complexo | (TAKAHASHI e
TAMURA, 1966; YOSHIDA, SHIRAISHI e TAKAHASHI, 1977).

As mitocOndrias estdo presentes em praticamente todas as células
eucaribticas. Sdo organelas de membranas delimitadas, que convertem energia em
formas que podem ser usadas para guiar as reacdes celulares (ATP) (figura 28
adiante). Possuem grande quantidade de membrana interna, a qual tem um papel
crucial na sua funcdo de converter energia, promovendo estrutura para 0 processo
de transporte de elétrons. O complexo | (NADH-ubiquinona oxidoredutase) € uma
enzima transportadora presente em abundéncia na membrana interna da
mitocondria. S80 responsaveis por receber os pares de elétrons carregados pelo
NADH" (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo reduzido), seguido da transferéncia
para a ubiquinona (Coenzima Q), que catalisa o primeiro estagio da fosforilacdo
oxidativa. A reacdo de oxirreducdo é finalizada por um transporte ativo de prétons
ao longo da membrana interna mitocondrial, resultando em producdo de ATP. O
complexo | também estd envolvido na formacdo do gradiente eletroquimico
transmembranico, com a estequiometria de 4H*/2e” (NADH + H" + CoeQ + 4H" ¢«
NAD"* + CoeQH; + 4H"). E 0 maior complexo de transducéo de energia, seu dominio
periférico possui o sitio de ligacdo catalitico de NADH", enquanto que o dominio da
membrana € constituido por 7 sub-unidades (ALBERTS et al. 1998; DARROUZET et
al., 1998; OHNISHI et al., 2008).

Figura 28 — Esquema demonstrativo do transporte de elétrons através da membrana interna
mitocondrial evidenciando o sitio de agdo do composto piericidina A. (Adaptado de ALBERTS et al.
1998).
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A inibicdo da atividade de NADH-oxidase exercido pela piericidina A envolve
principalmente o efeito bloqueador do transporte de elétrons mitocondrial através do
complexo 1, resultando em diminuicdo da producdo de energia pela cadeia
respiratoria, e, além disso, também exerce efeito no aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxigen Species) (FATO et
al., 2010; OHNISHI et al., 2010; TAKAHASHI e TAMURA, 1966). DARROUZET et
al., 1998, propuseram um modelo de localidade para o sitio de ligacao das
piericidinas, como sendo na interface entre os dois dominios do complexo |, mesmo
sitio de ligacdo da ubiquinona (Coenzina Q). A producéo de ROS pelo complexo | é
estritamente relacionado com o seu estado inibitério. Ao que parece, piericidina A
induz uma mudanga conformacional na enzima transportadora, tornando o local de
escape de elétrons mais acessivel para o oxigénio molecular (O;), que sofre
reducdo, resultando em anion superoxido (O,") (FATO et al., 2010). Esta espécie
reativa de oxigénio tem potencial para causar destruicdo de proteinas, oxidagédo de
cadeias laterais de aminoacidos, e a formacdo de outras espécies oxidativas,
podendo levar a danos em todos os tipos de estruturas celulares (estresse oxidativo)
(ALBERTS et al., 1998).

O duplo efeito relatado para o mecanismo de acéo de piericidina A pode
explicar o padréo de atividade em distribuicdo bimodal observado para as curvas de

concentragéo-efeito nas linhagens mais sensiveis deste trabalho (figura 16). Em
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estatistica, este tipo de distribuicdo diz respeito a uma curva de frequéncia, em que
h& dois intervalos, que abrangem um nudmero relativamente amplo de casos,
separados por um ou mais intervalos com menos casos (CALLEGARI-JACQUES,
2007). E uma mistura de duas populacbes estatisticas, que, no propésito dos
resultados encontrados aqui, podemos considerar como sendo uma mistura de dois
efeitos inibitérios distintos, somatorios ou efeito-dependentes.

FATO et al., 2010, evidenciaram que, em baixas concentracdes, a piericidina
A bloqueia a transferéncia de elétrons na mitocéndria sem induzir a formacao de
ROS, enquanto que, em altas concentracdes, além de bloquear a transferéncia de
elétrons, a substancia induz a producdo das espécies de oxigénio reativos. O
estresse oxidativo, consequentemente, seria responsavel pelo incremento na
toxicidade da piericidina. Sendo assim, possivelmente, a distribuicdo bimodal dos
dados nas curvas de concentracéo-efeito para as linhagens OVCAR-8, PC-3/M, PC-
3 e HCT-116, podem ser explicadas pelo duplo efeito relacionado ao mecanismo de
acao de piericidina A.

Nas maiores concentracdes testadas, variando entre as linhagens utilizadas,
a alta incidéncia de inibicdo do crescimento celular pode estar relacionado com a
producdo de ROS mais a deficiéncia energética, enquanto que, a partir de uma dada
concentracdo mais baixa, que também varia de acordo com a linhagem, a
proliferacdo celular diminui mas ndo cessa, possivelmente devido a diminuicdo do
metabolismo causado pela bloqueio da cadeia respiratoria mitocondrial. Todavia
fazem-se necessarios estudos adicionais para medir a producdo de ROS e inibicdo
da cadeia transportadora de elétrons nas diferentes concentragfes de piericidina A
para cada linhagem celular.

As células tumorais desenvolveram aparatos fisioldgicos diferenciados afim
de garantir sua rapida proliferacao e invasdo a outros tecidos, a reprogramacao do
metabolismo energético € uma delas (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Muitos tipos
de céncer mostram aumento da captagdo de glicose e elevada taxa glicolitica,
sugerindo que alteragbes metabdlicas promovam vantagem ao crescimento de
células tumorais (GATENBY e GILLIES, 2004). As células cancerigenas alteram o
metabolismo celular e promovem suporte para 3 necessidades basicas da
proliferacdo desenfreada: rapida geracdo de ATP para manutencdo do estado
energeético, aumento da biossintese de macromoléculas, e manutencdo do estado
redox* apropriado (CAIRNS, HARRIS e MAK, 2011)
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O fendtipo metabolico melhor caracterizado para este processo envolve a
substituicdo do ATP produzido pela fosforilagcdo oxidativa da cadeia respiratéria
mitocondrial, por ATP advindo da via glicolitica, mesmo em condi¢cées normais de
oxigénio, o chamado efeito Warburg. Apesar da producéo de ATP pela gliclise ser
mais rapida do que a fosforilagdo oxidativa, ela € menos eficiente em termos de ATP
produzido por unidade de glucose consumida. Esta mudanca metabdlica exige,
portanto, que a célula tumoral implemente uma taxa anormal elevada de captacao
de glicose para atender as suas necessidades de aumento energético, biossintese e
equilibrio do estado redox (ALBERTS et al., 1998; CAIRNS, HARRIS e MAK, 2011).

Estes efeitos sdo regulados por uma grande variedade de mutacoes
genéticas, que resultam em vias de sinalizacdo guiadas pela perda de genes
supressores de tumor (p.ex, p53), e ativacdo de oncogenes (p. ex, PI(3)K; HIF;
MYC; PKM2). Contudo, tumores com as mesmas lesGes genéticas possuem
diferentes perfis de metabolizacdo, dependendo do tecido em que surgem, indicando
gue o microambiente tecidual afeta fortemente a atividade metabdlica de células
tumorais (SCHULZE e HARRIS, 2012). Isto pode explicar a diferenca na atividade e
seletividade de piericidina A para as linhagens celulares tumorais testadas neste
estudo, sugerindo um perfil de metabolizacéo diferenciado entre elas.

SF-295 e HL-60 foram consideradas as linhagens mais resistentes para
piericidina A. Apesar de ocorrer inibicdo do crescimento celular nas maiores
concentracfes testadas em SF-295, rapidamente o efeito diminui e é anulado nas
concentracbes seguintes, enquanto que, em HL-60, nenhum perfil de atividade
citotoxica foi observado. A reviséo feita por TCGA (do inglés, The Cancer Genome
Atlas), 2008, identificou a ativacdo da via phosphatidylinosid-3-OH cinase, regulada
pelo gene PI(3)K, como sendo uma caracteristica do perfil genético de
glioblastomas. A funcdo desta via é aumentar a captacdo de glicose, melhorar a
atividade e localizacdo da hexocinase* mitocondrial, e melhorar o fluxo glicolitico
(SCHULZE e HARRIS, 2012). SF-295 é uma linhagem celular advinda de
glioblastoma humano, portanto, pode-se especular que, a ativacdo da via de
sinalizacdo promovida pelo favorecimento do oncogene PI(3)K poderia explicar a
resisténcia desta linhagem contra piericidina A.

Para a linhagem leucémica promielocitica (HL-60), foi descrito pela literatura a
deficiéncia no gene p53 (supressor de tumor), e amplificacdo do gene MYC
(oncogene) (MARDIS et al., 2009; MISAWA, STAAL e TESTA, 1987; WOLF e
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ROTTER, 1985). A via de sinalizacdo de MYC aumenta a glutaminoélise através de
transcrigcdo, por um programa sincronizado com a dependéncia de glutamina pelas
células que possuem esse gene (SCHULZE e HARRIS, 2012). Também é
responsavel por aumentar a biogénese e fun¢cdes mitocondriais (CAIRNS, HARRIS e
MAK, 2011).

O gene supressor de tumor p53 tem como fungbes mais conhecidas a
resposta ao dano de DNA e regulacdo da apoptose, entretanto, também é
importante como regulador do metabolismo celular (MARDIS et al., 2009). Sua
funcdo envolve a inibicdo da via gliocolitica através da superexpressdo do gene
TP53-glicose induzida, e da enzima reguladora da apoptose (TIGAR), tal qual
diminui os niveis de frutose-2,6-bifosfato, o ativador glicolitico. Também inibe a via
de sinalizacdo de PI(3)K, resultando em supressdo da glicolise, e promove
fosforilacdo oxidativa pela ativacdo da expressdo de SCO,, gene necessario para a
montagem do complexo oxidativo citocromo c, na cadeia transportadora de elétrons
(CAIRNS, HARRIS e MAK, 2011; SCHULZE e HARRIS, 2012). Sendo assim, a
deficiéncia ou delecdo do gene p53 em células tumorais, recapitula seu metabolismo
para as consequéncias metabdlicas do efeito Warburg, que, em conjunto com a
atividade guiada por MYC, supostamente explica a resisténcia de HL-60 ao
tratamento com piericidina A.

A baixa potencia de piericidina A contra a linhagem de cancer de prostata
metastatico PC-3, pode ser referenciada a presenca do gene PFKFB4 (6-
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biophosphatase  4), uma isoforma de
phosphofructocinase PFK2. Este gene é requerido para o balancear da atividade
glicolitica e a producdo de NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase),
gue neste contexto age como um importante agente antioxidante, garantindo a
estabilizacdo do estado redox em células de cancer de préstata, como as da
linhagem PC-3 (ROS et al.,, 2012). O NADPH produzido como consequéncia da
alteracdo metabdlica de células cancerigenas age como um cofator, promovendo a
reducdo da potencia de muitas reacdes enziméaticas. Tal agdo € crucial para a
biossintese de macromoléculas. Também age como antioxidante e forma parte da
defesa contra as ROS, que sédo produzidas durante a rapida proliferacdo celular
(CAIRNS, HARRIS e MAK, 2011).

Contrapondo a diminuta poténcia em PC-3, a sua linhagem derivada (PC-3/M)

demonstrou um perfil de alta sensibilidade para piericidina A. PC-3 foi estabelecida
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em 1979 por KAIGNH et al., e foi isolada da medula 6ssea de um paciente do sexo
masculino, 62 anos de idade, com adenocarcinoma de préstata metastético (nivel
IV). PC-3/M foi isolada a partir de um tumor induzido por PC-3 em camundongos
machos, trabalho realizado por OHNUKI et al., 1980, com o objetivo de identificar
mudancgas nas organiza¢cdes cromossdmicas entre a linhagem parental e a induzida.
As duas linhagens apresentaram aneuploidia em todas as passagens.

Apos a transfeccdo para o camundongo, a sublinhagem tumoral derivada PC-
3/M demonstrou distribuicdo do numero de cromossomos radicalmente limitada.
Enquanto que as células PC-3 usadas para induzir o tumor tinham modas em 61 e
65, com uma ampla gama de distribuicdo, PC-3/M apresentou uma Unica moda de
~60 cromossomos. Esta observacdo sugeriu que a seletiva reducédo na distribuicao
do numero de cromossomos em PC-3/M ocorreu ao longo do desenvolvimento do
tumor dentro do camundongo (OHNUKI et al., 1980). Os esfor¢os na busca por mais
material na literatura, evidenciando as diferencas genéticas entre as duas linhagens
relacionadas, ndo rendeu maiores informacfes. Talvez, a diferenca na sensibilidade
das linhagens a piericidina A, esteja relacionada com o silenciamento de
determinado(s) gene(s), durante a diminuicdo dos nimeros de cromossomos de PC-
3 para PC-3/M, relatada no trabalho acima.

As linhagens HCT-116 (cancer colon retal) e OVCAR-8 (cancer de ovario),
apresentaram inibicdo do crescimento celular com o tratamento de piericidina A,
sendo a ultima (OVCAR-8), a mais sensivel dentre todas as linhagens testadas
neste estudo (Clsp 0,5 pM, ver tabela 7). Analises gendmicas revelaram que uma
grande parte dos canceres de ovario sdo caracterizados por possuirem mutacao no
gene TP53 (TCGA, 2011). A mesma mutacdo foi reportada para carcinomas colon
retais (TCGA, 2012). Este gene foi mencionado acima como sendo inibidor da via
glicolitica, e sua inibicdo resulta na reprogramacao metabdlica pela célula tumoral. A
utilizacao da glicose como fonte de energia para a manutencao vital e proliferativa
de células tumorais, possivelmente funciona como sendo uma valvula de escape
para os efeitos que piericidina A exerce sobre as mesmas (bloqueio da cadeia
transportadora de elétrons, resultando em deficiéncia energética mais aumento da
producdo de ROS), porém, este mecanismo adaptativo parece ndo surtir efeito nas
linhagens HCT-116, PC-3/M e OVCAR-8 tratadas com piericidina A.

5.2 Estudos com BRA 060
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A segunda cepa selecionada para estudo apresentou extrato ativo
preferencialmente para linhagens leucémicas com ICso variando de maior que 50
ug/ml para a linhagem de carcinoma de prostata metastatico PC-3/M a 0,10ug/ml
para a linhagem leucémica HL-60. E importante ressaltar que essa diferenca na
seletividade entre o extrato da BRA-035 e do seu composto bioativo piericidina A
com o extrato da BRA-060 também estimulou o estudo da cepa BRA-060, pois
sugeria a presenca de substancias com diferentes perfis de atividade.

O fracionamento bioguiado resultou no isolamento de 3 substancias
pertencentes ao grupo das dicetopiperazinas (dipepitideos ciclicos — Fr4, Fr6 e Fr7),
identificadas através de analise de H-RMN e de espectroscopia de massa de alta
resolucdo (anexos C, D e E). As 3 dicetopiperazinas isoladas possuem a mesma
massa molecular (260.11) e férmula quimica (C14H16N203), diferenciando entre si
pela posicdo do grupo hidroxila em Fr4, e estereoquimica da estrutura entre Fr6 e
Frv7.

As dicetopiperazinas (DCP) representam um padréo estrutural comum de
ocorréncia natural, os primeiros relatos datam de 90 anos atras, em trabalho
publicado por ABDERHALDEN e KOMM, 1924. Sao os menores peptideos ciclicos
conhecidos, consideradas metabdlitos secundarios funcionais, frequentemente
geradas por consequéncia da producdo ou degradacdo de oligopeptideos, ou
biosintetizadas por aminoacidos através de uma grande variedade de organismos
(DINSMORE e BESHORE, 2002; SAMMES, 1975). A habilidade de produzir DCPs
por microrganismos € generalizada. FENICAL, 1993, afirmou que 90% das bactérias
Gram (-) sdo capazes de produzir DCPs, que também foram isoladas de bactérias
Gram (+) e fungos, além de organismos marinhos (HUANG et al., 2010).

Assim como a variedade de sua ocorréncia, muitas sdo as designacdes de
atividade biolégica para DCP’s, que englobam atividade antimicrobiana, antitumoral,
antiviral, antifingica, antihiperglicémica, afinidade por canais de calcio e diversos
receptores adrenérgicos, além de promotor do crescimento de plantas (revisado por
HUANG et al., 2010; MARTINS e CARVALHO, 2007). A tabela 13 abaixo descreve
algumas formas de dicetopiperazinas isoladas de microrganismos marinhos, e que,

de alguma forma, tem relagcdo com os resultados encontrados neste trabalho.
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Tabela 13 — Algumas dicetopiperazinas (DCP’s) isoladas de microrganismos marinhos e suas

respectivas atividades biol6gicas (adaptado de HUANG et al., 2010).

, . Atividade Referéncia
DCP’s Origem biolégica* bibliografica
. . . Fungo isolado de | Citotoxico contra
11’-dideoxiverticilina A alga verde HCT-116 SON, et al, 1999

Citotoxico P388 e

Leptosinas Fundo isolado de . YAMADA, et al,
39 linhagens de
(0-9) alga . . 2004
células tumorais
Gliocladrida Fungo isolado do | Citotoxico contra YAO. et al, 2007

sedimento

A375-5

Fungo isolado de

Fraca atividade

14-hidroxiterezina D madeira a deriva | citotéxica em HL- ZHANG, etal,
2008
no mar 60
o . . Fraca atividade
L-7,9-dihidrox-8- Fungo isolado de | i yica em HL- LIN, et al, 2008
metoxi-Phe alga
60
Actinomiceto Sem atividade em
NocazinaAeB |soI§1do de HL-60 e A549 FU et al., 2011
sedimento
Ciclo (2-OH-Pro-R- Estreptomiceto : .
Leu)-ciclo(4-OH-S-Pro- isolado do Citotoxicidade em Ll etal., 2011
. HL-60 > 50uM
S-Trp) sedimento
Fraca
Ciclo(4-5-OH-R-Pro-R- | Bactériaisolada | citotoxicidade em | OVENDEN et al.,
isoleucina) de esponja MCF-7, H460 e 2011
HT-29
12,13-
dihidroxifumitremorgina | Fungo isolado do Citotéxico U-937 WANG et al.,
C sedimento e PC-3 2012
Estreptomiceto . .
meKP associado com Athldao!e ant- CHO et al., 2012
imDKP fouling
alga
(32,62)-3- (4-

hidroxibenzilidena)-6-
isobutilidenopiperazina-
2,5-diona

Estreptomiceto
isolado de
sedimento

Atividade antiviral
(HIN1 —
Influenza)

(WANG et al.,
2013)

* Linhagens celulares: P388 (leucemia LLA-T murinho); A375-5 (melanoma parental)

H460 (cancer de pulméo); U-937 (linhagem monocitica).

; MCF-7 (tumor de mama);
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Em se tratando de dicetopepirazinas do ambiente marinho, vale relembrar
agui a substancia plinabulina, descrita e citada na sessao introdutéria deste trabalho.
A plinabulina é uma dicetopiperazina analoga sintética inspirada na halimida (NPI-
2350), um produto natural obtido do fungo marinho Aspergillus sp., isolado da
associacdo com a alga Halimeda copiosa (RATEB e EBEL, 2011). Vem sendo
desenvolvida pela Nereus Pharmaceutical Inc, e atualmente encontra-se em fase Il
de teste clinico para pacientes com cancer de pulméo avancado, e em fase | para
tumores solidos e linfomas (IMHOFF, LABES e WIESE, 2011). Esta substancia liga-
se com a B-tubulina solavel no citosol impedindo a sua polimerizacdo. Os estudos in
vivo determinaram uma notoria seletividade para células endoteliais imaturas em
proliferacdo, aquelas responsaveis pela neovascularizacdo essencial para o
suprimento de sangue dos tumores sélidos. Bloqueando este suprimento, as células
tumorais sao levadas a morte por necrose devido a falta de nutricdo (Revisado por
COSTA-LOTUFO et al, 2009). Revela-se assim, o potencial terapéutico antitumoral
de dicetopiperazinas advindas do ambiente marinho.

As DCP’s apresentam um sistema heterociclico peculiar, encontrado em
muitos produtos naturais, e constituem uma rica fonte de novos compostos
biologicamente ativos (LI e YANG, 2002). Algumas das propriedades quimicas de
dicetopiperazinas demonstram ser de grande interesse para a quimica medicinal,
como a resisténcia a protedlises, mimetismo de grupos farmacoféricos, substituicao
de grupo estereoquimico, conformacao rigida e, doador e receptor de ligacbes de
hidrogénio (MARTINS e CARVALHO, 2007). Estes compostos apresentam um
esqueleto (scaffold) comum, facilmente obtido por procedimentos convencionais,
que favorecem a diversidade estrutural. Caracteristicas farmacodinamicas e
farmacocinéticas favoraveis sao adquiridas através de compostos que possuem
estas propriedades, resultando em agentes promissores para 0 desenvolvimento de
novas drogas (WANG, et al, 2002; Fischer, 2003). As dicetopiperazinas possuem
estruturas privilegiadas para a descoberta de novos compostos lideres através da
guimica combinatoria, e sdo consideradas ideal para o desenvolvimento racional de
novos agentes terapéuticos (MCCLELAND, et al, 2004; NIIDOME, et al, 2003).

O primeiro relato para a dicetopiperazina (Fr4) ciclo(L-Tyr-trans-L-Pro)
encontrado na literatura foi o seu isolamento a partir do fungo patogénico de plantas

Alternaria alternada, em 1988. Este fungo produziu muitos tipos de DCP’s,
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entretanto, ciclo(L-Try-trans-L-Pro) foi a Unica que apresentou acado fitotoxica,
causando lesBes necroticas escuras nas folhas de ervas daninhas (PARK e
STROBEL, 1994; STIERLE, CARDELLINA e STROBEL, 1988). Outra ocorréncia
interessante foi relatada a partir de microrganismos parasitas de vermes nematoides
terrestres (GUO et al., 2007; SEO et al., 2012). Suas atividades biolégicas envolvem
fitotoxicidade em mudas de pinheiro japonés e inibicdo da enzima fosfolipase A2.

TEASDALE et al., 2011, isolou a mesma substancia da bactéria marinha
Halobacillus salinus, que demonstrou efeitos inibitérios no “quorum sensing”
bacteriano. “Quorum sensing” € um termo genérico que descreve o mecanismo de
comunicacdo bacterina (célula para célula), que atua como um sinalizador quimico
gue coordena a expressdo génica quando a populacdo alcanca alta densidade
celular. Muitas bactérias patogénicas regulam a producdo de biofilme, fatores de
viruléncia e outros comportamentos biolégicos através deste processo de
sinalizacdo quimica. Este mecanismo depende de moléculas que possuam tamanho
diminuto, para que possam se difundir com facilidade entre as células bacterianas
(TOMMONARO et al., 2012). Substancias com acdes inibitérias do “quorum sensing”
funcionam como um novo mecanismo antimicrobiano, atuando inclusive, em
bactérias resistentes a multiplas drogas (TEASDALE et al., 2011).

Assim, surgiu o grande interesse em sua atividade bioldgica, entretanto, por
se tratar de uma molécula extremamente polar, limitacdes quanto a sua
permeabilidade poderia resultar em um potencial terapéutico limitado. Afim de
melhorar a atividade antimicrobiana exercida por ciclo (L-Try-trans-L-Pro), um grupo
de estudos da Africa do Sul encapsulou a substancia em lipossomos. O resultado foi
expressivamente mais eficiente quanto a inibicAo da proliferacdo bacteriana.
Especula-se que o encapsulamento melhora a entrada do composto na célula
bacteriana, ou a protege da degradacdo enzimatica exercida por agentes
antimicrobianos (KILIAN et al., 2011). Evidencia-se assim, o potencial biotecnologico
de Fr4, que, além de apresentar atividade bioldgica, ainda demonstra ser flexivel no
que diz respeito a sua manipulacéo.

Outras duas DCP’s foram isoladas das fragcdes Fr6 e Fr7 de EAcCEO60 E,
sendo a estereoquimica de suas estruturas responsavel por diferencia-las. Fr6 foi
identificada como ciclo (L-Phe-cis-4-OH-D-Pro). Pouco foi encontrado sobre a
ocorréncia desta molécula na literatura. Seu primeiro relato data de 1998, isolada da

levedura marinha Aereobasidium pullulans (SHIGEMORI et al., 1998). Dez anos
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depois, HUAYUE et al., 2008, evidenciaram sua ocorréncia nos metabdlitos oriundos
de Psychrobacter sp., uma bactéria marinha isolada da associacdo com uma
esponja. Mais recentemente, GAO et al., 2014, isolaram ciclo (L-Phe-cis-4-OH-D-
Pro) do coral tipo gorgbnia Menella kanisa. Todos os trabalhos apenas relataram a
existéncia desta substancia nos extratos produzidos pelos devidos organismos.
HUAYUE, et al, 2008, testou o composto para avaliar seu efeito protetor contra a
infeccdo causada pela bactéria Vibrio vulnificus, que induz citotoxicidade em células
do epitélio intestinal humano, todavia, nenhuma atividade foi registrada. Vale
ressaltar que, em todos os casos, a origem de ciclo (L-Phe-cis-4-OH-D-Pro) adveio
do ambiente marinho, alimentando desta forma, as evidéncias de moléculas com
estruturas Unicas presentes neste ambiente.

De acordo com os dados de H' RMN, a substancia Fr7 foi identificada como
ciclo (L-Phe-trans-4-OH-L-Pro). RUDI et al.,, 1994, identificou esta substancia no
extrato feito a partir da esponja marinha Jaspis digonoxea. O mesmo extrato
também evidenciou a presenca de ciclo (L-Tyr-trans-L-Pro) — Fr4, discutida acima.
Outros relatos para Fr7 foram reportados em extratos do fungo Aspergillus
fumigatus, resgatado do solo do pantanal (FURTADO et al., 2005), e da bactéria
associada a outra esponja marinha Stelleta sp (HUAYUE et al.,, 2008). Dois
trabalhos descreveram o envolvimento desta substancia com a sinalizacdo do
“Quorum sensing” bacteriano (JIANG et al., 2000; ROSA, MITO e TOMMONARO,
2003), nos dois casos, ciclo (L-Phe-trans-4-OH-L-Pro) foi isolado de bactérias
marinhas. JIANG, et al, 2000, afirmou que o composto ndao apresentou atividade
antimicrobiana, entretanto, estimulou a producdo de extratos com potencial
antibiético pela cepa Pseudoalteromonas luteoviolacea, sugerindo que esta molécula
possa representar uma nova classe de sinalizador bacteriano que medeia o “quorum
sensing”.

A diversidade dos produtos naturais com aplicacado farmacoldgica arranja-se
dentro da categoria dos metabdlitos secundarios, as moléculas que sdo produzidas
por vias condicionadas e ativadas em contextos ou situagdes particulares (CLARDY
e WALSH, 2004). CRONAN JR et al., 1998, encontrou Fr7 em extrato produzido por
uma bactéria associada ao zoantideo Palythoa sp. Sua atividade foi testada quanto
a capacidade de promover o crescimento de plantas, com resultados positivos. Além
disso, os autores relataram que, substancias que contém derivados de hidroxiprolina

(OH-Pro), sao conhecidas por induzir resisténcia a ambientes com pouco
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fornecimento de agua ou secos, e estimulam o crescimento em mudas de arroz.
Sendo assim, estima-se que a funcéo exercida pela bactéria quando em associagédo
ao zoantideo, seja de promover um papel importante no crescimento da colbnia, e
de resisténcia a seca, uma vez que este habita partes rasas do ambiente marinhos,
e pode ficar exposto ao ar livre em periodos de baixa-mar.

Apesar de todas as DCP’s isoladas de BRA 060 terem tido ocorréncia
relatada pela bibliografia, nenhum trabalho foi feito quanto a sua atividade citotoxica.
Este pode ser o primeiro relato de suas atividades antitumorais, e estudos
relacionados aos efeitos citotéxicos e mecanismo de ac¢do, assim como outros
experimentos de confirmacdo da elucidacdo estrutural das moléculas, estdo em
andamento. Os primeiros resultados mostrados aqui, indicam que as substancias
nao possuem uma seletividade expressiva entre as diferentes linhagens testadas,
apesar de HL-60 e K-562 terem demonstrado uma timida sensibilidade aos seus
efeitos. As duas linhagens possuem origem hematopoiéticas, podendo ser a primeira
pista no direcionamento para a elucidacdo do seu mecanismo de acdo. Contudo,
para este trabalho, apenas 3 das 6 fracdes ativas de EACEO60 E tiveram a estrutura
de seus compostos ativos elucidados, evidenciando que o arsenal quimico

produzido pela cepa BRA 060 ainda né&o foi totalmente desvendado.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Cada vez mais estudos evidenciam o arsenal peculiar de substancias com
atividade biolégica oriundas de microrganismos marinhos. A unido das areas de
ecologia, biologia, quimica e farmacologia, € de extrema importancia para o sucesso
do rastreamento e identificacdo de metabdlitos com aplicacdo terapéutica. O
zoantideo P. variabilis encontrado no litoral cearense, possui uma microbiota
associada interessante para a producdo de compostos ativos. A investigacdo deste
potencial com a cepa Streptomyces sp. (BRA 035), levou ao isolamento da
piericidina A, um composto ja conhecido e estabelecido pela literatura da area,
enquanto que a cepa BRA 060, demonstrou produzir 3 dicetopiperazinas
semelhantes, também com ocorréncia encontrada pela literatura, entretanto sem
relatos de suas atividades citotoxicas. Além do mais, ainda resta outra possibilidade
de actinomiceto produtor de substancias citotoxicas isolado até o momento — BRA
036. Sendo assim, novos esforgcos para a continuidade da exploragcdo da microbiota
associada de P. variabilis devem ser realizados.

Algumas limitagcdes encontradas neste trabalho, diz respeito ao cultivo dos
microrganismos, e instabilidade quimica dos compostos isolados. A primeira
fermentacdo em grande quantidade da cepa BRA 060 em meio liquido Al resultou
em extrato bruto sem atividade, o que inviabilizou o prosseguimento dos estudos,
até que se testasse novas alternativas para solucionar o contratempo. A proposta
para este caso foi testar extratos produzidos por BRA 060 crescida em outro meio de
cultura. Os resultados foram positivos e, apds outra fermentacdo em larga escala,
desta vez com o meio Marine Broth, BRA 060 produziu um extrato bruto ativo, do
qgual foram isoladas 3 substancias citotoxicas. O caso da instabilidade quimica dos
compostos varia em funcdo de caracteristicas proprias de cada molécula. Todos os
estoques de piericidina A perderam atividade apods alguns meses estocados em
freezer a -20°C. Uma nova fermentacdo da cepa BRA 035 foi realizada afim de
adquirir novos estoques ativos. Apesar das limitagdes citadas, o trabalho prosseguiu

com sucesso, alcangando todos os objetivos propostos.
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7 CONCLUSOES

Duas bactérias isoladas do zoantideo P. variabilis foram estudas.
Streptomyces sp. (BRA 035) é produtora do composto bioativo piericidina A,
enquanto que BRA 060 produziu as dicetopiperazinas ciclo(L-Try-trans-L-Pro) (Fr4);
ciclo(L-Phe-cis-4-OH-D-Pro)  (Fr6); e ciclo(L-Phe-trans-4-OH-D-Pro)  (Fr7),
ressaltando o potencial biotecnolégico da microbiota associada a esse invertebrado.

O mecanismo de acéo da piericidina A envolve a perturbacdo do metabolismo
energético celular exercido pela mitocbndria, que leva ao déficit de energia
metabdlica e, em doses mais altas, producdo de ROS. As consequéncias sdo a
inviabilidade da proliferacdo celular e forca vital da célula, podendo resultar em
apoptose.

Apesar das dicetopiperazinas isoladas de BRA 060 terem tido sua ocorréncia
ja descrita, nenhum trabalho foi feito para avaliar a atividade citotoxica, podendo
este ser o primeiro relato sobre suas propriedades antitumorais. Todas
demonstraram potente atividade citotoxica contra as linhagens SF-295, OVCAR-8,

HCT-116, K-562 e HL-60, sendo ligeiramente mais potente para as duas Ultimas.
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ANEXO A - Espectro HR-ESI-MS do composto “P8”
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ANEXO B — Andlises de C** e H* dos dados de ressonancia magnética nuclear para
0 composto P8

PiericidinA
°C Chemical *H Chemical *°C Chemical 'H Chemical

Carbon shift (ppm) shift (ppm) shift (ppm) shift (ppm)

1 34.5 3.37 34,5 3.37(d, J = 6.86 Hz)

2 122.4 5.40 122.3 5.41(t), J = 6.96 Hz)

4 43.2 2.78 43.2 2.79(d), J =6.87 Hz)

5 126.7 5.65 126.9 5.61(dt), J = 6.96, 15.38 Hz)

6 135.9 6.09 135.8 6.09 (d, J = 15.53 Hz)

8 133.2 5.22 133.2 5.21(d, J=9.58 Hz)

9 37.0 2.65 37.0 2.68 (m)

10 82.9 3.60 83.0 3.62 (m)

12 123.3 5.50 123.8 5.49(dd, J = 1.64, 6.82 Hz)

13 13.1 1.63 13.3 1.63(d, J = 5.72 Hz)

14 10.7 1.74 10.6 ?

15 175 0.81 175 0.80 (d, J = 6.60 Hz)

16 16.6 1.80 16.8 1.80 (d, J=1.28 Hz)

17 13.1 1.58 13.3 ?

I 150.8 - 151.0 -

2’ 112.2 - 112.1 -

3 154.3 - 154.1 -

4 128.0 - 127.9 -

5 153.7 - 153.6 -

6’ 10.5 2.08 10.6 2.09 (s)

7 60.5 3.79 60.8 ?

8’ 53.0 3.93 53.2 3.95 (s)




ANEXO C - Espectro de H' referente a ressonancia

cromatograma de CLAE para a fragao Fr4.
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ANEXO D — Espectro de H' referente a ressonancia magnética nuclear para o
composto Fr6.
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ANEXO E — Espectro de H! referente a ressonancia magnética nuclear para o

composto Fr7.
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