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RESUMO

“PRODUCAO, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE METABOLITO COM ATIVIDADE
CITOTOXICA DE CULTURA DE Streptomyces carpaticus” — A presente tese teve como
objetivo principal produzir, isolar e identificar substancia presente em caldo de cultivo de
Streptomyces carpaticus que apresentou alta atividade bioldgica contra as linhagens de células
tumorais HL-60 (Leucemia promielocitica humana), MDA-MB 435 (Carcinoma de mama
humano), HCT-8 (Carcinoma de c6lon humano), SF-295 (Glioblastoma humano). Inicialmente
foram realizados cultivos de Streptomyces carpaticus em mesa incubadora rotativa em meio de
cultura DSMZ 65. Ensaios iniciais de extratos do caldo de cultivo apresentaram atividade
antiproliferativa proximas de 100% de inibicdo frente as linhagens de células tumorais. Com o
propdsito de se obter maior volume de caldo de cultivo para isolamento do composto de
interesse, foram realizados cultivos em biorreator de bancada com 12 L de volume util. Ao final
do cultivo o caldo foi microfiltrado e ultrafiltrado em membranas de 0,22 um e 3 kDa, o retido
foi submetido a parti¢des utilizando diferentes solventes organicos (acetato de etila e n-butanol).
Os fracionamentos dos extratos foram bioguiados com base nos resultados dos bioensaios e de
analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC-
DAD-MS). Os fracionamentos conduziram ao isolamento e identificagdo do
ciclododecadepsipeptideo Valinomicina como responsavel pela atividade citotoxica, além de
evidenciar a linhagem como produtora de acido isopalmitico. Valores de concentracdo de
inibicdo (ICsp) obtidos para o composto isolado do caldo, frente as diferentes linhagens de células
tumorais apresentaram baixas concentracdes entre 2 e 10 ng.mL™. O uso de biorreatores de
bancada, o fracionamento bioguiado e 0 uso da técnica de espectrometria de massas se revelaram
de fundamental importancia para o desenvolvimento da pesquisa uma vez que, ap6s descoberto o
correspondente composto responsavel pela atividade antiproliferativa relatada, foi evidenciado
que este é produzido em concentragdes muito baixas pela linhagem estudada. A utilizagdo de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas por monitoramento
seletivo de ions permitiu a obtencdo de uma metodologia de estimativa de producdo em quatro
diferentes meios de cultura testados, resultado de grande importancia para estudos futuros no que
se refere ao desenvolvimento do processo de producéo e purificagdo do composto Valinomicina

por S. carpaticus.



ABSTRACT

PRODUCTION, ISOLATION AND IDENTIFICATION OF CITOTOXIC ACTIVITY
METABOLITE OF Streptomyces carpaticus CULTURE — This study addresses the production,
isolation and identification of the substance present in culture broth of Streptomyces carpaticus
which showed high biological activity against human tumor cell lines HL-60 (promyelocytic
leukemia), MDA-MB 435 (breast carcinoma ), HCT-8 (colon carcinoma), SF-295 (glioblastoma).
Cultures of Streptomyces carpaticus in culture medium DSMZ 65 were performed in shake
flasks. Initial bioassays of the culture broth extracts showed antiproliferative activity close to
100% inhibition against the tumor cell lines. In order to obtain greater volume of culture medium
to isolate the compound of interest, bioreactor cultivations were performed in bioreactor with 12
L working volume. After microfiltration and ultrafiltration of the culture broth through a 0.22-
micron and 3 kDa membrane filter, the retentate was then subjected to partitioning using different
organic solvents (ethyl acetate and n-buthanol). The fractionation of the extracts was bioguided
based on the bioassay results and on HPLC-DAD-MS analysis. The fractionations led to the
isolation and identification of the cyclodepsipeptide Valinomycin as responsible for cytotoxic
activity. In addition, the results showed the strain as isopalmitic acid producer. Values of
inhibition concentration (ICsp) obtained for the compound isolated from the broth, against various
tumor cell lines, presented low values ranging between 2 and 10 ng.mL™. The use of bench scale
bioreactor, bioguided fractionation and mass spectrometry proved to be fundamental to the
development of this study, because it was evidenced that the discovered compound responsible
for the antiproliferative activity is produced at very low concentrations. The use of HPLC-DAD-
MS/MS by selective ion monitoring was able to propose a methodology to estimate Valinomycin
production in four different culture media tested, an important result for future studies regarding

the development of the production and purification process of Valinomycin by S. carpaticus.
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1 Introducéo

Nas Ultimas décadas, a procura por novos compostos bioativos tem aumentado
significativamente com a melhoria dos procedimentos de triagem, isolamento e testes de novas
substancias para detectar propriedades de natureza antimicrobiana, antitumoral, anti-HIV e anti-
beta-lactamasica dentre outras. A grande diversidade de compostos quimicos sintetizados por
espéecies de plantas, animais, microrganismos e fungos é resultado da evolucdo na selecédo e
conservacdo de importantes mecanismos de defesa utilizados para repelir, paralisar ou matar
predadores ou parasitas (CRAGG, NEWMAN, SNADER, 1997; FAULKNER, 2000).

O uso dos microrganismos como fontes de novos farmacos teve como marco a
descoberta da penicilina produzida pelo fungo Penicillium chrysogenum que foi utilizada no
tratamento de infeccBes provocadas por bactérias e sua producdo industrial foi impulsionada pela
Segunda Guerra Mundial, pelo aumento da disseminagdo de doengas na populacdo mundial e
pelo avanco na qualidade de diagnosticos das doencas. Contudo a administracdao prolongada deste
e de outros antibidticos e outros farmacos ocasionou a selecdo e o aparecimento de
microrganismos resistentes aos mesmos tornando sua prescricao limitada, fazendo-se necessario
0 estudo de compostos com amplo espectro de acdo aos microrganismos. Atualmente, 0 nimero
de novos farmacos oriundos de microrganismos é praticamente ilimitado e leva a procura de
compostos bioativos potencialmente Uteis para aplicacbes terapéuticas, possibilitando sua
aplicacdo no tratamento de inUmeras doengas como cancer, infecgdes bacterianas e inflamacdes
(CRAGG, NEWMAN, SNADER, 1997; RACHEV et al., 2003; CHIN et al., 2006).

Os microrganismos, bem como as plantas e animais, possuem a capacidade de
produzirem inumeras classes de moléculas sendo estas de natureza micro ou macromolecular que
desempenham cada qual, um papel importante para a manutencdo da vida do individuo. Sabe-se
gue as moléculas de natureza peptidica ou polipeptidica sdo responsaveis por inimeros papéis
importantes nos processos de defesa, garantindo assim a manutengdo da vida dos organismos.
Assim falando, os microrganismos sdo sofisticadas fabricas de moléculas das mais variadas
classes de compostos. Sdo verdadeiros laboratorios especializados em sintetizarem moléculas
muitas vezes extremamente dificeis de serem reproduzidas pelos quimicos sintéticos. Os
microrganismos sintetizam estes compostos com inumeras finalidades, porém todas voltadas a

trazerem algum beneficio e a perpetuacdo de suas espécies. Inimeras teorias, cada qual com sua
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proposta, tentam entender porque unidades tdo primitivas possuem habilidades tdo espetaculares.
As publicagBes cientificas deixam cada vez mais evidente a existéncia de um processo de
evolucdo em andamento e que microrganismos, plantas e animais fazem com que a relagéo entre
esses organismos sempre traga beneficios e habilidades antes inexistentes.

Os produtos naturais podem pertencer as mais diferentes classes de substancias
organicas e serem derivados do metabolismo priméario que s&o todas substancias com distribuicdo
ndo restrita envolvidas diretamente no crescimento dos microrganismos ou ainda derivados do
metabolismo secundario que sdo aquelas substancias produzidas apés a fase de crescimento
micelial, ndo essenciais para o crescimento e reproducdo e que podem desempenhar papel de
defesa como é o caso dos antibidticos (DEMAIN, 1998; HAAVIK, 1979; PRICE-WHELAN,
DIETRICH, NEWMAN, 2006). Segundo Rachev et al. (2003), aproximadamente 70% das
substancias bioativas conhecidas séo sintetizadas por Actinomicetos. O género Streptomyces se
caracteriza como excelente fonte de metabolitos secundarios em que intermediarios comuns na
célula (aminoacidos, carboidratos, acidos graxos, etc.) sdo condensados a estruturas complexas
por meio de passos bioguimicos definidos (OMURA et al., 2001). Streptomyces produzem
metabolitos secundarios com uma ampla diversidade estrutural incluindo ndo sé substancias
antibacterianas, antifingicas, antivirais e antitumorais, como também moléculas com
propriedades imunossupressoras, anti-hipertensivas e anti-hipercolesterolémicas (HOPWOOD,
2007). Como exemplo da grande diversidade de compostos bioativos produzidos por
Streptomyces pode-se citar antibioticos (estreptomicina, retamicina, eritromicinas, tetraciclinas,
compostos beta-lactamicos como cefamicina C e &cido clavulanico), antitumorais (mitomicina,
daunomicina, doxorrubicina), e imunossupressores (rapamicina e FK506), dentre outros.

Processos fermentativos que utilizam microrganismos séo conhecidos e usados
pela sociedade ha séculos com finalidades de producdo de bebidas, queijos, pdes e farmacos,
porém, o surgimento da industria teve como marco a necessidade de consumo e padronizacdo
destes produtos motivados pelas guerras mundiais. Nos dias atuais, é essa modernizacdo do
processo que garante a disponibilidade rapida e em grandes quantidades destes produtos em casos
de epidemias e grandes catastrofes. Considerada a complexidade e muita das vezes a
instabilidade de alguns compostos, o processo de producdo precisa ser projetado, modelado e
otimizado de forma integrada, considerados os setores de cultivo, extracao e purificacdo etapas as

quais irdo garantir a eficiéncia e o sucesso do processo como um todo. A industria biotecnoldgica
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conta com modernos equipamentos capazes de controlar inimeras etapas do processo garantindo
assim sua maior eficiéncia.

Nestas descobertas estd a figura do pesquisador que, movido pela curiosidade e
motivado pela busca incessante do conhecimento, consegue muitas das vezes, grandes
descobertas devido a sua capacidade de observar fatores que ocorrem ao largo do planejamento e
da ldgica tracada para o projeto de pesquisa, sendo desta forma a capacidade de observacdo um
requisito essencial de um bom profissional.

Inimeros trabalhos cientificos abrangendo produtos naturais marinhos tém sido
publicados nas Ultimas trés décadas. Os oceanos cobrem mais de 71% da superficie da Terra e da
mesma forma que o ecossistema terrestre, 0 ecossistema marinho é extremamente diversificado
em formas de vida. O papel dos microrganismos na ecologia marinha é basicamente o mesmo dos
microrganismos na ecologia terrestre e esta € uma das explicacdes para a potente atividade
biolégica e 0 ascendente interesse dos pesquisadores em explorar esse ambiente e seus
organismos como fontes de compostos que conduzam a descoberta de novos farmacos. Os
interesses dos pesquisadores estdo relacionados com a prospec¢do de compostos com atividade
antitumoral, atividade citotdxica, atividade anti-HIV, atividade anti-hipertensiva e atividade anti-
infecciosa sendo que inlmeros compostos ja estdo sendo usados em ensaios clinicos (HARVEY,
2008; HILL, 2004; WIJESEKARA, KIM, 2010).

O meio ambiente marinho é uma ampla fonte desta variedade ainda pouco
explorada. Os microrganismos marinhos ocupam ambientes de pressdo, salinidade e temperatura
extremas. Alguns desenvolveram capacidades fisioldgicas e metabdlicas Unicas que lhes
permitem sobreviver sob esta grande variedade de habitat extremo alem de lhes conferir potencial
para a producdo de metabolitos ndo produzidos pelos microrganismos terrestres (CARVALHO,
FERENANDES, 2010; LAM, 2006). Bactérias marinhas sdo fontes abundantes de peptideos e
depsipeptideos ciclicos bioativos. A oportunidade de descobrir novas espécies e entdo, novos
compostos quimicos com potencial de desenvolvimento industrial de novos farmacos, produtos
cosméticos, suplementos nutricionais, agroquimicos e outros tém aumentado através da aplicagédo
de novos recursos para explorar o meio marinho. Isto, combinado com os atuais conhecimentos
dos mecanismos de agéo das doengas aumenta a capacidade de descoberta de novos compostos
com finalidade terapéutica (BUTLER, 2004; FAULKNER, 2000; GULLO et al., 2006;
HERNANDEZ et al., 2004; JENSEN et al., 2005; ZOTCHEV, 2011).
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O desenvolvimento do presente trabalho baseou-se na investigagdo de uma
linhagem de Streptomyces disponivel no laboratério do grupo de pesquisa em Engenharia
Bioquimica do Departamento de Engenharia Quimica e que foi isolada de sedimentos marinhos
coletados no municipio de Sao Sebastido, litoral sul do Estado de Sdo Paulo, sendo que apos a
caracterizagdo microbioldgica e identificacdo por sequenciamento de rDNA 16S, a linhagem
mostrou 100% de similitude com a linhagem de referéncia Streptomyces carpaticus DSM 41468
(BERLINCK et al. 2004; HERNANDEZ, 2002). A descoberta da linhagem foi descrita em 1983
por Gauze et al. (1986). Existe apenas um unico relato na literatura que revelou um produto com
caracteristicas terapéuticas obtidas de S. carpaticus. A patente japonesa da empresa SEKISUI
CHEM. IND. CO., LTD (1993) (JP5279262-A) descreve o0s extratos obtidos do caldo
fermentativo de diferentes linhagens de microrganismos, dentre eles o S. carpaticus, com
atividade capaz de inibir inflamacdes alérgicas. Entretanto, ndo ha mencdo de que o principio
ativo foi isolado ou identificado. Como o projeto estava atrelado a avaliacdo da atividade
citotoxica frente a linhagens tumorais das fracdes (fracionamento bio-guiado) obtidas do caldo de
cultivo do microrganismo sob investigacdo e uma vez que o grupo de Pesquisa da UFSCar
envolvido no projeto Tematico “Produgdo e purificagdo de acido clavulénico, cefamicina C e
outros metabdlitos bioativos de Streptomyces”, financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa
do Estado de S&o Paulo — FAPESP (Processo 2005/55079-4) tinha como parceria 0 grupo de
pesquisa do Laboratério de Oncologia Experimental (LOE) do Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceara, foi entdo firmada
colaboracdo com as pesquisadoras deste grupo (Proft. Dr?. Claudia do O Pessoa e Profé. Dr.
Raquel Carvalho Montenegro) para que os ensaios biologicos fossem realizados no LOE.

O LOE faz parte do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da
Universidade Federal do Ceara. Criado no ano de 1989 pelo Prof. Dr. Manoel Odorico de Morais
que, desde entdo, vem se dedicando a pesquisa em modelos experimentais para determinagdo do
mecanismo de acdo de moléculas de origem natural e sintética com potencial atividade
anticancer, bem como, ao estudo dos mecanismos responsaveis pela génese das neoplasias
primarias e suas metastases dentro de um programa nacional de prospeccéo envolvendo diversas
instituicdes de pesquisa com vistas & criagdo da Rede Nacional para Prospeccdo de Farmacos

Anticancer.
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O LOE dispde de modernos equipamentos e infra-estrutura adequada para o
emprego de técnicas de biologia molecular, imunohistoquimica, citogenética, citotoxicidade,
avaliacdo de moléculas em tumores experimentais, microscopia confocal, citometria de fluxo,
analise de imagens, e outros, na tentativa de desenvolver novos métodos precisos de diagnostico
e tratamento do céncer. O laboratério conta ainda com um termo de cooperagdo com o Instituto
Nacional do Céancer dos Estados Unidos (NCI-NIH) que contribuiu de forma decisiva para a
introducdo de técnicas avancadas de bioprospeccdo, além de disponibilizar as 64 linhagens de
células tumorais humanas usadas por essa instituicdo e que vem contribuindo para aprimorar o
padrdo de qualidade dos trabalhos e da prestacdo de servicos realizados pelos seus pesquisadores
e desde sua implantacdo vérios trabalhos cientificos tém sido publicados (disponivel em:
<http://www.unifac.med.br/loe/conteudo.asp?ref=loe_publicacoes>).

Em 2007, o LOE foi selecionado através do edital MCT-CNPg/CT-SAUDE-N°
23/2007, para se estabelecer como Laboratério Nacional de Referéncia na prestagdo de servigos

na area de prospeccdo de moléculas com potencial atividade antineoplasica e, assim, poder
atender as necessidades da inddstria farmacéutica nacional dentro dos padrbes requeridos
internacionalmente pelos 6rgdos regulamentadores do registro de medicamentos. Ressalte-se
também que o LOE encontra-se vinculado ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de
Farmacos e Medicamentos (INOFARMED).

Outra parceria importante foi firmada com o Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos que co-orienta a presente tese
de doutorado. O Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho é o coordenador do Laboratério de Bioquimica
Micromolecular de Microrganismos (LaBioMMi) e tem vasta experiéncia na area de Quimica
Organica, com énfase em Quimica dos Produtos Naturais de Microorganismos investigando a
biossintese de produtos naturais microbianos; biotransformacéo; fungos endofiticos, producéo de
antibioticos e inseticidas a partir de fungos filamentosos e Actinomicetos; Espectrometria de
Massas, Cromatografia e Ressonancia Magnética Nuclear.

Assim, o presente trabalho possui destacada importancia para o grupo de pesquisa
de Engenharia de Processos Bioldgicos, dentro da linha de pesquisa de Produgdo de Metabolitos
Bioativos de Estreptomicetos do Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar. Os
resultados deste trabalho podem dar origem ao surgimento de novas linhas de estudo como o: de

otimizacdo da producdo do metabolito de interesse, estudo de condi¢cBes de cultivo do
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microrganismo em reatores convencionais e ndo convencionais, levantamento de informacoes
cinéticas que subsidiem o aumento da escala laboratorial para escala piloto de produgdo do
metabolito de interesse, expressdo do metabolito com uso de biologia molecular em outros
microrganismos (leveduras ou bactérias) que possuam processo industrial totalmente elucidado,
além do estudo das etapas de separacdo e purificacdo do metabolito de interesse em escala

industrial (“downstream™).



2 Objetivo

Visto que a descoberta de novas substancias bioativas depende de constantes
buscas, o presente trabalho teve os seguintes objetivos:

1- aavaliacdo da capacidade produtora de novos compostos bioativos através da

realizacdo de ensaios citotoxicos frente a células tumorais dos extratos do cultivo

do microrganismo Streptomyces carpaticus;

2- isolamento, identificacdo e caracterizacao deste(s) composto(s);

3- desenvolvimento de uma metodologia de estimativa da concentracdo do

composto em caldo de cultivo.

Os resultados que serdo obtidos permitirdo definir um protocolo de producdo em
escala de bancada de compostos bioativos, o que inclui metodologia de preparo e preservagédo do
microrganismo produtor, padroniza¢do do preparo de indculo, desenvolvimento de estudos
basicos para producdo de novos compostos bioativos de estreptomicetos, incluindo composicéo
de meio de cultura e condi¢des de cultivo como temperatura, pH, agitacdo, aeracdo e modo de

operacdo do biorreator.
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3 Revisdo Bibliogréafica

3.1 Produtos naturais

Para sobreviver no meio ambiente natural, poder competir por nutrientes com
outros microrganismos e garantir a perpetuacdo da espécie, muitos microrganismos produzem
compostos antimicrobianos para inibir ou mesmo matar outras linhagens (HOPWOOD, 2007). O
uso de medicamentos e compostos extraidos da natureza na tentativa de curar moléstias humanas
remonta de séculos atrés, contudo desde o surgimento da “alquimia” no final da Idade Média e
apo6s 0 médico suigo Paracelsus afirmar a necessidade do uso de medicamentos para combater as
enfermidades, estes compostos vém sendo estudados pela comunidade cientifica e sendo
empregados no combate de moléstias, bem como na industria de bebidas e cosméticos.

A época de ouro dos antibioticos, também conhecida como a era dos antibidticos,
teve inicio no final da década de 1940 com a descoberta das resisténcias bacterianas de linhagens
de estreptococos, pneumococos as sulfonamidas (compostos sintéticos utilizados na época para o
tratamento de infecgdes). Foi um momento de grande avanco da Quimica de Produtos Naturais
onde intmeras classes de compostos como tetraciclinas, cefalosporinas, aminoglicosideos,
macrolideos e inGmeras outras foram descobertas (BUSH, 2010; BERDY, 2005; CLARDY,
FISCHBACH, WALSH, 2006).

Uma definicdo usual e no sentido mais amplo é que a Quimica de Produtos
Naturais € a ciéncia que trata dos compostos quimicos isolados e ou derivados de organismos
vivos naturais tais como plantas, animais e microrganismos. Estes compostos podem ser
provenientes do metabolismo primario ou secundario de organismos (BERDY, 2005). Neste
contexto a Quimica de Produtos Naturais estd relacionada com o isolamento, elucidacdo
estrutural e o estudo da biossintese de novos compostos que podem ser utilizados em diversos
campos de aplicacdo pela sociedade.

O acido micofendlico (1) (Figura 1) isolado do fungo Penicillium glaucoma
(posteriormente classificado como P. brevicompactum) por Bartolomeo Gosio (BENTLY, 2000;
BERDY, 2005) entre o final do século XIX e inicio do século XX e a Penicilina G (2) (Figura 1),

descoberta do fungo Penicillium notatum por Alexander Fleming em 1928 e posteriormente
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isolada e desenvolvida como antibidtico pelos cientistas Howard Florey, Ernst Chain e Norman
Heatley, sdo considerados os primeiros produtos naturais isolados de microrganismos.

O ~
s
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H

(1) Acido Micofendlico

(2) Penicilina G

Figural. Penicilina G e acido micofendlico, primeiros produtos naturais isolados de espécies do género
Penicillium.

As décadas de 40 e 50 sdo consideradas a “Era de Ouro dos Antibidticos”, pois
foram isolados inimeros grupos de importantes antibidticos como tetraciclinas, cefalosporinas,
aminoglicosideos e macrolideos. Estima-se que entre 70 e 80 % dos antibiodticos isolados entre
1950 e 1960 eram oriundos de diferentes espécies do género Streptomyces. Neste periodo a
descoberta de atividades bioldgicas como inibidores de enzimas, antiviral e antitumoral estavam
apenas sendo iniciadas (BERDY, 2005) sendo que, atualmente, existem in(imeras outras
aplicacbes em diversas areas do conhecimento como na producdo de biopolimeros de menor
impacto ambiental e na biorremediagéo para tratamento de efluentes dentre outras.

Nos dias atuais 0s compostos com atividade bactericida de maior uso sdo aqueles
que apresentam um anel beta-lactdmico devido a sua alta eficdcia contra vérias infeccOes
bacterianas e poucos efeitos colaterais (BAGGALEY, BROWN, SCHOFIELD, 1997). Dentre os
compostos beta-lactdmicos largamente utilizados pode-se citar a Cefamicina C inicialmente
isolada de Streptomyces clavuligerus, e alguns antibidticos semi-sintéticos derivados da
Cefamicina C como a Cefoxitina e a Cefotetan. J& o acido clavulanico, apesar de possuir fraca
atividade antibiotica, ¢ um potente inibidor de enzimas beta-lactamases produzidas por alguns
microrganismos e que confere a esses, resisténcia aos antibioticos beta-lactdmicos. As vendas de
antibidticos beta-lactamicos alcancaram ja superam valores de US$15 bilhdes, representando
cerca de 65% do mercado mundial de antibidticos (ELANDER, 2003).
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De forma geral, os produtos naturais podem ser utilizados em trés diferentes
segmentos pela sociedade: com objetivo de producdo em larga escala de substancias de interesse
para uso na medicina, agricultura, industrias de cosmeticos, combustiveis, téxtil, energética,
agropecuaria e outros inumeros campos; como reagentes de partida para modificacdo estrutural
em laboratérios especializados em sintese organica ou em processos fermentativos que envolvam
biotransformacéo; modelo estrutural para sintese quimica total destes compostos e ou analogos
destes com rendimentos superiores aos obtidos em processos fermentativos. Como exemplo dos
dois ultimos segmentos pode-se citar os compostos Taxol (3) (Paclitaxel) e Captropil (4)
ilustrados na Figura 2. O Taxol é um antitumoral isolado de Taxus breviafolia que pode ser
obtido por isolamento, semi-sintese ou sintese total (HOLTON et al., 1994). A semi-sintese é
obtida a partir do composto desacetil-10-baccatina 111 (CORREA, 1995; DENIS, CORREA,
GREENE, 1990; DENIS et al., 1988) obtido em quantidades significativas de agulhas do pinheiro
Taxus baccata. O Captopril € um composto analogo a uma toxina (peptideo), componente do
veneno da serpente Bothrops jararaca e tem sido largamente utilizado no tratamento de
hipertensdo arterial devido a sua propriedade de inibir o sistema enzimatico responsavel pela
conversdo da angiotensina | em angiotensina Il que é um evento extremamente importante para a
regulacdo da presséo arterial (CRAIK, SCANLON, 2000; WIJESEKARA, KIM, 2010).

.

o o// Q O OH

OH

(4) - Captopril

(3) - Taxol

Figura 2. Estrutura molecular dos compostos Taxol e Captopril.
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3.1.1 Produtos naturais marinhos

A quimica de produtos naturais extraidos do mar é uma area recente em todo o
planeta e no Brasil 0 tema ganhou destaque na 62" Reunido Anual da SPBC — Ciéncias do Mar:
Heranca para o futuro. O interesse por estes produtos comeca a ser enfatizado com a abertura de
investimentos na &rea como o Programa de Pesquisa em Caracterizacdo, Conservacéo,
Restauragdo e Uso Sustentdvel da Biodiversidade do Estado de S&o Paulo (BIOTA/FAPESP),
lancado em novembro de 2009 que aprovou nove propostas de trabalhos (BIOTA-FAPESP,
04/08/2010) no sentido de estimular e articular atividades de pesquisa a fim de suprir a demanda
de pesquisadores na area devido a grande biodiversidade a ser explorada em suas dguas oceanicas
(622 REUNIAO ANUAL DA SBPC, 04/08/2010).

A Quimica de Produtos Naturais Marinhos tem como pioneirismo os trabalhos de
Takao Okazaki e colaboradores com bactérias da ordem dos Actinomicetos (OKAZAKI,
KITAHARA, OKAMI, 1975). Em seus trabalhos iniciais os autores relataram o isolamento de
uma hidroxiquinona do actinomiceto Chainia purpurogena em 1975 e as istamicinas A e B de
Streptomyces tenjimariensis em 1979 (OKAMI, 1979). Porém, é atribuido ao italiano Giuseppe
Brotzu o isolamento do primeiro metabdlito secundario de um fungo, a Cefalosporina C (5) de
Cephalosporium acremonium de origem marinha no ano de 1948 (Figura 3) (ABRAHAM, 1987).
Ja o composto pentabromopseudilina (6) (Figura 3) é conhecido como o primeiro metabélito de
origem bacteriana, isolado em 1966 da bactéria de origem marinha Pseudomonas bromoutilis
(BURKHOLDER, PFISTER, LEITZ, 1966; PESCHKE, HANEFELD, LAATSCH, 2005).

o
/
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(5) Cefalosporina C (6) Pentabromopseudolina

Figura 3. Primeiros metabdlitos secundarios isolados de fonte marinha.
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Os organismos marinhos representam uma fonte muito promissora de descoberta
de novos produtos naturais a ser explorada devido a incrivel diversidade de compostos quimicos
ja identificados. Além de cobrir quase 70% da superficie da terra 0s oceanos contém uma
variedade de espécies ainda pouco estudadas e muitas das quais ndo sao encontradas no ambiente
terrestre (FENICAL, JENSEN, 2006).

Inimeros compostos surgiram como promissores agente tumorais como a
briostatina 1 (7) (Figura 4), um metabolito macrociclico (lactona ciclica ou macrolideo) isolado
de Bugula neritina (PETTIT et al., 1982; KECK et al., 2011) e o depsipeptideo didemnina B (8)
(Figura 4) isolado de Trididemnum solidum (RINEHART et al., 1981), capaz de inibir as sinteses
de DNA, RNA e de proteinas em varias linhagens de células tumorais (MARCO et al., 2004).
Estes compostos apresentaram excelente atividade antiviral e imunossupressora e alta eficiéncia
no tratamento de leucemia e melanoma, porém devido a sua toxicidade foram retidos na fase Il
dos ensaios clinicos (AMADOR et al., 2003). Dolastatina 10 (9) (Figura 4) um peptideo linear
isolado de Dolabella auricularia (PETTIT et al., 1987) capaz de inibir a proliferacdo celular e
induzir a apoptose em numerosas linhagens de células malignas através de acdes que sdo
mediadas por interagdes com a tubulina resultando na alteracdo das funces dos microtabulos,
estruturas protéicas que fazem parte do citoesqueleto nas células (AMADOR et al., 2003;
PETTIT, R., PETTIT, G., HAZEN, 1998.). Tiocoralina (10) (Figura 4), um depsipeptideo isolado
do extrato micelial da bactéria Micromonospora marina apresentou atividade antimicrobiana,
além de atividade citotxica em concentracdes de 1,73 nM, contra vérias linhagens de células
tumorais (ROMERO et al., 1997).

O microrganismo Salinospora tropica que produz a Salisnosporamida A (NPI-
0052) tambem produz dois macrolideos: as Esporolidas A e B que sdo formadas a partir de dois
policetideos diferentes, contendo um grande nimero de carbonos oxidados, o que contribui para a
estrutura ndo usual destas Esporolidas. Embora estas Esporolidas ndo terem apresentado
atividade biologica antimicrobiana e anticancerigena nos testes realizados, estas estruturas
indicam o enorme potencial dos actinomicetos marinhos na produgdo de novos metabdlitos
secundarios (LAM, 2006). A Tabela 1 ilustra a grande variedade de compostos com atividade

bioldgica isolados de actinomicetos marinhos durante o periodo de 2003 a 2005 (LAM, 2006).
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(10) Tiocoralina |

Figura4. Metabdlitos secundérios isolados de fonte marinha com atividade citotoxica em linhagens de células
tumorais.

E importante salientar que a grande maioria dos trabalhos cientificos relata o
problema de que quantidades muito pequenas em massa destes compostos séo produzidas pelos
respectivos organismos, contudo estes compostos tém apresentado grande potencial para uso
clinico e sabe-se que mais de 10.000 metabdlitos ja foram isolados de organismos marinhos
apresentando variadas atividades bioldgicas como: atividade antibiotica, antifingica, citotoxica,

neurotoxica, antiviral, antineoplasica dentre outras (KELECOM, 2002).
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Tabelal. Novos metabdlitos isolados de actinomicetos marinhos durante o periodo de 2003 — 2005 (LAM, 2006).

Composto Microrganismo Atividade
Abissomicina Verrucosispora sp. Antibacteriana
Aureoverticilactama Streptomyces aureoverticillatus Anticancer
Bonactina Streptomyces sp. Antibacteriana e antifiingica

Caprolactonas
Chandrananimicinas
Chinikomicinas
Cloro-dihydroquinonas
Diazepinomicina (EC0O-4601)
Indéis 3,6-disubstituidos
Frigociclinona
Glaciapirrois
Gutingimicina
Helquinolina
Himalomicinas
IB-00208
Komodoquinona A
Lajolamicina
Marinomicinas
Mechercharmicinas
MKN-349A
Salinosporamida A (NP1-0052)
Esporolidas
Trioxacarcinas

Streptomyces sp.
Actinomadura sp.
Streptomyces sp.
Novo actinomiceto
Micromonospora sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces griseus
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Janibacter limosus
Streptomyces sp.
Actinomadura sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces nodosus

‘Marinispora’

Thermoactinomyces sp.

Nocardiopsis sp.
Salinispora tropica
Salinispora tropica

Anticancer

Antibacteriana, anticancer, antifingica

Anticancer

Antibacteriana, anticancer
Antibacteriana, anticancer, antinflamatoria

Anticancer
Antibacteriana
Antibacteriana
Antibacteriana
Antibacteriana
Antibacteriana

Anticancer

Atividade Neurotogénica

Antibacteriana

Antibacteriana, anticancer

Anticancer
Desconhecida
Anticancer
Desconhecida

Streptomyces sp. Antibacteriana, anticancer, antimalaria

3.2 Estreptomicetos

As Actinobactérias sdo um grupo de bactérias gram-positivas encontradas
colonizando o solo, agua doce e inclusive o habitat marinho. Actinobactérias possuem um
importante papel na decomposicéo de matéria organica e uma caracteristica importante deste filo
é o fato de possuirem um conteudo de bases nitrogenadas (Guanina e Citosina) nos nucleotideos
de aproximadamente 69-78% (KORN-WENDISCH, 1992).

Os géneros Streptomyces, Rhodococcus, Corynebacterium e Mycobacterium vém
despertando crescente interesse dos setores biotecnoldgicos, em especial aqueles relacionados as
industrias, por apresentarem potenciais para a sintese de metabdlitos secundarios de importancia
médica e industrial como a producdo de aminoacidos por fermentacdo e processos de

bioconversdo. Neste contexto, Streptomyces correspondem a um interessante género dentro do
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Filo das Actinobactérias devido a diversidade de compostos com as mais variadas aplicacfes e
pela imensa variedade de espécies do género sendo mais de 500 citadas na literatura.

Streptomyces apresentam uma diversidade metabodlica Unica e um grande potencial
em produzir novos compostos, sendo responsaveis por aproximadamente dois tercos de todos 0s
antibioticos de origem microbiana conhecidos e ainda sdo apontados como uma excelente fonte
de novos compostos a ser explorada (HOPWOOD, 2007). Dentre as inUmeras classes de
antibioticos produzidos pelos Streptomyces estdo os polipeptidos, glicopeptideos, depsipeptideos,
aminoglicosideos, cefalosporinas, nitrofuranos, macrolideos, monobactamas, penicilinas,
quinolonas, tetraciclinas, sulfonamidas e outras. Algumas caracteristicas fenotipicas dos
Streptomyces sdo coldnias de crescimento lento, grande parte das espécies que representam o
género € aerdbica, além de odor caracteristico de “terra molhada” por produzirem substincias
chamadas geosminas em seu metabolismo. Por possuirem filamentos aéreos abundantes e
ramificados que se tornam uma rede de fios chamados micélio, o género foi erroneamente
classificado no passado dentro do Reino Fungi, porém suas células sdo procariotas ao contrario
dos fungos que sdo microrganismos que possuem células eucariotas. A Tabela 2 aponta a grande
diversidade de compostos das mais variadas classes quimicas produzidas por bactérias do género
Streptomyces e as Figuras 5 e 6 ilustram algumas estruturas moleculares destes antibioticos.

Entre as inimeras descobertas de compostos isolados de microrganismos do
género Streptomyces, pode-se citar o isolamento de trés antibiéticos polienos macrolideos do
caldo de fermentacdo de Streptomyces sp. M90025: Elizabetina, M90025A e M90025B. Os
compostos exibiram atividade antifingica e citotoxidade contra células de leucemia humana
(YOUNGWAN et al., 2000).

Migrastatina, uma substancia inibidora da migracdo de células tumorais ou
antimetastasica foi isolada de caldos de fermentacdo de Streptomyces sp. MK929-43F1. A
migracdo celular de células tumorais é essencial para a invasdo de novos tecidos e assim para a
disseminacéo de células doentes (NAKAE et al., 2000).

Um novo composto denominado MK800-62F1 foi isolado do caldo de
fermentagdo de Streptomyces diastatochromogenes MKB800-62F1. Apés analises das
propriedades fisico-quimicas e atividades bioldgicas, a substancia foi caracterizada como um
novo inibidor de morte celular por apoptose (YOSHIMOTO, et al., 2000).
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Tabela 2. Produtos naturais de interesse isolados do género Streptomyces.

Substancias Microrganismo Classe Referéncias
Estreptomicina Streptomyces griseus Aminoglicosideos Vander(lllgdAf%)Yeglan
. s Bewick, Williams,
Cloranfenicol Streptomyces venezuelae Anfenicdis Veltkamp (1976)
Framicetina Streptomyces lavendulae Aminoglicosideos Decaris (1953)
Clortetraciclina Streptomyces aureofaciens Policetideos Biffi et al. (1954)
Neomicina Streptomyces fradiae Aminoglicosideos Dulmage (1953)
Oxitetraciclina Streptomyces rimosus Polocetideos Zygmunt (1961)
S . . Jonsbu, Ellingsen,
Nistatina Streptomyces noursei Polienos Nielsen (2000)
Eritromicina Streptomyces erithreus Macrolideos Weber (1985)
Espiramicina Streptomyces ambofaciens Macrolideos Jin, Cen (2004)
Vancomicina Streptomyces orientalis Glicopeptideos MclntyrEzl,ng%I)l » Bunch
Kanamicina Streptomyces kanamyceticus Aminoglicosideos Basalz,lg/;zg)undar
Lincomicina Streptomyces lincolnensis Lincosamidas Young, (Klgrgg)e, Bader
Tobramicina Streptomyces tenebraeus Aminoglicosideos Kiss et al. (1988)
Cosmomicina D Streptomyces olindensis Antraciclinas Carvalho et al. (2010)
Amfotericina B Streptomyces nodosus Polienos Caffrey et al. (2001)
Natamicina Streptomyces natalensis Polieno Macrolideo Farid et al. (2000)
Fosfomicina Streptomyces fradiae Derivado acido Rogers, Birnbaum
ptomy fosfénico (1974)
Puromicina Streptomyces alboniger Aminonucleosideos Sank?g;;SF)’ogell
Acido Clavulanico Streptomyces clavuligerus Beta-lactamicos Neto et al. (2005)
Avermectina Streptomyces avermitilis Macrolideos Gao et al. (2009)
- . . L Davidson; Boer;
Paromomicina Streptomyces krestomuceticus Aminoglicosideos Ritmeijer (2009)
Espectinomicina Streptomyces spectabilis Aminoglicosideos You-\((zootgg etal.
Daunorubicina Streptomyces peucetius Antraciclinas Takai]gg%et al.
Tetraciclina Streptomyces aureofaciens Policetideos Darken et al. (1960)
Pristinamicina Streptomyces pristinaespiralis Depsipeptideos Jia, Jin, Mei (2008)
Tiostreptona Streptomyces azureus, S. laurentii Oligopeptideo Mocek et al. (1993)
Tirandamicinas Streptomyces sp. Acidos tetramicos Carlson et al. (2009)
Trischman et al.
Salinamidas Streptomyces sp. CNB-091 Depsipeptideos (1994), Moore et al.
(1999)
Tunicamicina Streptomyces lysosuperficus, S. LA-507 e Nucleosides Hamill, Hoehn, Boeck
S. chartreusis NRRL 3882 (1982)
Fuum;)lg;l (FK- Streptomyces tsukubaensis Lactona macrolitica Kino et al. (1987)
Ascomicina (FK- Streptomyces hygroscopicus Macrolactama Paul, Graeber, Stuetz
520) ptomyces hygroscop (2000)
Rapamicina Streptomyces hygroscopicus Macrolideo Cheng, Fang, Demain

(1995)
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PIB, uma proteina inibidora de beta-lactamases foi isolada do caldo de
fermentacdo de Streptomyces exfoliatus. O gene codificador da proteina foi identificado e a
mesma pbde ser expressa em Escherichia coli (KANG et al., 2000).

As butirolactonas Cedarmicinas A e B obtidas em culturas de Streptomyces sp.
TP-A0456 mostraram atividade antibiotica contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e
contra leveduras (SASAKI et al., 2001).

O isolamento e elucidacdo da estrutura de um novo composto, o 2-metil-heptil-
isonicotinato (Figura 6) produzido por Streptomyces sp. 201 tem sido relatado na literatura. Tal
composto apresenta atividade antifingica contra Fusarium moniliforme, Fusarium semitectum,
Fusarium oxysporum, Escherichia solani e Rhizoctonia solani além de atividade antibacteriana
contra Bacillus subtilis, Shigella sp., Klebsiella sp., E. coli e Proteus mirabilis (BORDOLOI et
al., 2001).

Os novos antibidticos denominados watasemicinas A e B (Figura 6) foram obtidos
de caldo de cultivo de uma nova linhagem Streptomyces sp. TP-A0597 isolada da agua do mar da
Baia de Toyama (Japdo). Tais compostos apresentaram atividades antibioticas contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas e contra leveduras (SASAKI et al., 2002).

Uma outra classe importante de antibidticos é a dos aminoglicosideos. S&o
antibidticos bactericidas que possuem em sua estrutura molecular aglcares modificados com
grupos aminas. Sao inibidores da sintese protéica por se ligarem irreversivelmente a ribossomos
especificos e impedindo a continuidade da sintese protéica. A Figura 7 ilustra alguns
aminoglicosideos empregados como farmacos, sendo a Estreptomicina o primeiro composto
isolado da classe no ano de 1943, conhecida como o primeiro antibiético utilizado no tratamento
da tuberculose (WAKSMAN, 1953).
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Figura 6. Estruturas moleculares de algun
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Estereoquimica retirada da fonte: http://www.drugbank.ca/
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Figura 7. Estruturas moleculares de alguns aminoglicosideos com atividade antibidtica.

3.3 O-cancer

Das inimeras doencas relacionadas a saude publica, o cancer é uma das que se

destacam sendo estimado acima de 6 milhdes de novos casos por ano em todo mundo, 0 que a

torna a segunda causa morte de pacientes. Em todo mundo sdo imensos o0s recursos destinados a

triagem de compostos e métodos para conseguir éxito no tratamento desta enfermidade. Desta

forma é de grande importdncia o estudo de novos compostos que permitam tratar esta

enfermidade. Os produtos naturais tém contribuido de forma incalculavel como agentes para

controle de ciclo celular conduzindo de forma promissora as pesquisas com antitumorais (SHU,

1998).
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O termo céncer foi primeiramente utilizado por Aulus Cornelius Celsus um
enciclopedista romano conhecido pelo seu extenso trabalho na medicina. Hippocrates, conhecido
como o pai da medicina ocidental, descreveu inimeros tipos de canceres. Ele classificava oncos
0s tumores benignos e carcinos os tumores malignos. Nos dias atuais tumores chamados de
sarcomas sdo aqueles que tém inicio em tecidos conjuntivos como 0s 0ssos, musculos ou
cartilagem e aqueles designados de carcinomas tem inicio em tecidos epiteliais como pele ou
mucosas. Como a dissecacdo de cadaveres ndo era pratica no passado, somente protuberancias no
corpo das pessoas eram vistas como canceres tendo este cenario mudado a partir do século 17
quando a disseca¢do passou a ser uma pratica um pouco mais aceita pela sociedade.

Atualmente, cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém
em comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos. Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a
formagéo de tumores malignos, que podem espalhar-se para outras regides do corpo. As causas
de céncer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo, estando inter-
relacionadas. As causas externas referem-se ao meio ambiente e aos habitos ou costumes proprios
de uma sociedade. As causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas,
e estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender das agressdes externas. O acelerado
crescimento populacional bem como o aumento da taxa média de vida contribui para o
aparecimento de inimeras doencas das quais se destaca 0 cancer como a mais grave delas. Isto
afeta de forma significativa o impacto do cancer no mundo e este recai principalmente sobre os
paises de médio e baixo desenvolvimento. Importante causa de doenca e morte no Brasil, desde
2003, as neoplasias malignas constituem-se na segunda causa de morte na populagéo,
representando quase 17% dos ébitos de causa conhecida, notificados em 2007 no Sistema de
Informacgdes sobre Mortalidade. Para 2010 estimou-se que aproximadamente 489.270 novos
casos da doenga entre homens e mulheres fossem surgir sendo 27,8% deste valor concentrado no
estado de Sdo Paulo o que o torna o mais afetado dos estados brasileiros (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2010).

A cirurgia e a radioterapia séo as modalidades mais antigas e de atuacdo localizada
no tratamento de canceres. J& a quimioterapia, outra modalidade no tratamento da doenca, faz uso
de compostos quimicos, sejam estes isolados ou em combinacdo, que tem como objetivo

principal conter ou mesmo eliminar a proliferacdo de células neoplasicas. Em alguns casos, é
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comum o uso das diferentes modalidades de tratamento dependendo da gravidade do caso clinico
do paciente (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2010).

O ataque indiscriminado promovido pelas drogas antineoplésicas as células de
rapida proliferacdo, cancerosas ou normais, produz os indesejaveis efeitos colaterais ou toxicos,
conhecidos e extremamente temidos pelos individuos que necessitam submeter-se ao tratamento.
Antitumoral, anticancer e antineoplasico sdo sinbnimos dos termos usados para toda droga

aplicada no tratamento de canceres.

Tabela 3. Produtos Naturais de origem microbiana em desenvolvimento clinico como agentes anticancerigenos
(LAM, 2007).

Compostos Fonte Etapa Clinica
Becatecarina  Rebecamicina de Lechevalieria aerocolonigenes Fase Il
CKD-732 Fumagilina de Aspergillus fumigatus Fase Il
ECO-4601 Micromonospora sp. Fase |
Elsamitrucina Actinomiceto ndo identificado Fase Il
Irofulvena lludina S de Clitocybe illudens Fase Il
Ixabepilona Epotilona B de Sorangium cellulosum Fase Il
KOS-953 Geldanamicina de Streptomyces hygroscopicus Fase Il
NP1-0052 Salinospora tropica Fase |
NPI1-2358 Halimida de Aspergillus sp. Fase |
Romidepsina Chromobacterium violaceum Fase Il
Vorinostat Tricostatina de Streptomyces hygroscopicus Fase Il
Temsirolimus Sirolimus de Streptomyces hygroscopicus Fase 111

3.4 Biossintese dos peptideos

A indlstria farmacéutica tem, cada vez mais, grande interesse em usar peptideos e
proteinas como agentes terapéuticos devido ao fato desses apresentarem alta atividade bioldgica
especifica associada com baixa toxidez, porém em contra partida farmacos de origem peptidicas
fazem parte de pequena fatia do mercado mundial. Atualmente, a grande maioria de farmacos
disponivel comercialmente é de moléculas de baixo peso molecular, “moléculas pequenas” que
tem origem por isolamento de produtos naturais ou por completa ou parcial sintese em
laboratorios especializados em sintese quimica.

Os aminoacidos sdo moléculas pequenas que se caracterizam por terem um grupo
funcional amina e outro carboxilico embora algumas moléculas que ndo tém esta caracteristica

sdo também designadas como aminoacidos como é o caso da taurina que é de fato o &cido
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aminoetilsulfénico. Os aminoacidos sdo muito importantes nos seres vivos, podendo ocorrer
neles na forma livre, mas sobretudo, como constituintes de peptideos, enzimas e proteinas que
sdo polimeros resultantes de reacdes de condensagdo que podem incluir outros componentes, e
ainda associados a outras moléculas biologicas, como é o caso da vitamina B5 (&cido
pantoténico) (SILVA, J. J., SILVA, J. A, 2009).

A ligacdo quimica entre moléculas de aminoacidos quando o grupo carboxilico de
uma molécula reage com o grupo amina de outra molécula é conhecida como ligacao peptidica. E
uma reacao de desidratacdo liberando uma molécula de H,O no final da reacdo. Os peptideos sdo
classificados de acordo com o nimero de aminoacidos que possuem em sua estrutura. Aqueles
com dois aminoécidos sdo classificados como dipeptideos, trés aminoécidos sdo classificados
como tripeptideos, entre quatro e dez aminoacidos sdo classificados como oligopeptideos e entre
dez e cem aminoacidos séo classificados como polipeptidios

Os peptideos podem ser divididos em duas categorias baseadas na rota
biossintética pela qual eles sdo gerados. Um grupo consiste nos peptideos codificados por genes
ou peptideos sintetizados pelos ribossomos e possuem entre 30 a 60 residuos de aminoacidos
(MARAHIEL, 1992). Os peptideos da segunda categoria ndo sdo de origem ribossdmica e sdo
sintetizados por uma série de condensacgdes catalisadas por sintetases peptidicas ndo ribossomais
usando um mecanismo multi-enzimatico (DOEKEL, MARAHIEL, 2001; KLEINKAUF, VON
DOHREN, 1996; MARTIM et al., 2003). Estas sintetases sdo enormes proteinas multifuncionais
compostas por diferentes médulos com diferentes dominios capazes de realizar etapas especificas
na condensacdo de um aminoacido na cadeia peptidica em crescimento (DU, SHEN, 1999;
MARAHIEL, 1992). Os compostos peptidicos resultantes freqlientemente contém aminoacidos
ndo proteicos incluindo os aminoacidos D e outros componentes (KLEINKAUF, VON
DOHREN, 1990, 1996). Exemplos de D-aminoéacidos produzidos por Streptomyces sp. sdo a
Valinomicina (D-valina), Actinomicinas (D-valina ou D-alo-isoleucina) e o (R)-4-amino-3-
isoxazolidinona (D-ciclo-serina) (SILVA, J. J., SILVA, J. A., 2009). A porcdo peptidica dos
compostos produzidos desta forma € geralmente menor do que aqueles produzidos pelos
ribossomos e, na maioria das vezes, possuem menos de 20 aminoacidos em sua constitui¢do
(MARTIN, 2003).

Peptideos ndo ribossomais representam uma grande familia de metabdlitos

secundarios bioativos produzidos por bactérias e fungos. Muitos destes peptideos sdo importantes
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drogas farmacoldgicas como os imunossupressores Ciclosporina A (45) (Figura 8) e 0s
antibidticos Vancomicina (33) (Figura 6), Colistina A e B (48 e 49) (Figura 8), Polimixina B1 e
B2 (46 e 47) (Figura 8) e Bacitracina (50) (Figura 8). Outros peptideos ndo ribossomais
sintetizados como os sideroforos estdo associados com a patogenicidade dos microrganismos. A
extraordinaria variedade de propriedades bioldgicas destas moléculas é resultado da enorme
diversidade estrutural desta classe de produtos naturais (DU, SHEN, 1999; EPPELMANN,
DOEKEL, MARAHIEL, 2001).

Durante a sintese de uma cadeia polipeptidica, mais de um ribossomo pode-se
ligar a0 mMRNA e fazer a traducdo da fita. Acredita-se que imediatamente ap6s um ribossomo
liberar o codon de iniciacdo, outro ribossomo ja estara se ligando a esse codon e iniciando a
sintese de mais uma cadeia polipeptidica. A traducdo de um mRNA por varios ribossomos da
origem aos polissomos ou polirribossomos, que sao conjuntos de ribossomos associados ao longo
do mRNA, separados por uma distancia de 80 nucleotideos. A formacdo dos polissomos permite
gue um numero muito maior de polipeptideos seja sintetizados durante a permanéncia do mMRNA
no citoplasma (eucariotos). As bactérias sintetizam os polipeptideos de forma mais rapida porque
além de formarem polissomos como o0s organismos eucariontes, ndo precisam fazer
processamento do mMRNA. Nos procariotos (bactérias), 0 mMRNA é traduzido desde o instante que
se inicia a transcricdo e como 0S Processos ocorrerem no citoplasma, ambos acontecem ao
mesmo tempo. Antes que a transcri¢do tenha terminado, a sintese de proteinas ja se inicia, pois no
que surge a extremidade 5’da fita de mRNA, o0s ribossomos reconhecem as sequéncias

especificas e comecam a traducao.
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Figura 8. Estruturas moleculares de alguns polipeptidios com atividade antibidtica.

25



Revisdo Bibliografica 26

3.5 Espectrometria de massas: uma técnica espectroscopica

A espectrometria de massas tem se destacado como importante ferramenta
analitica para o levantamento de informacGes que permitem a elucidacao estrutural de moléculas
com massa molecular alta principalmente ap6s a implementagdo, nestes equipamentos, de
técnicas de ionizacdo mais branda. Nos dias atuais, sua utilizacdo ndo se limita aos laboratdrios
de quimica sendo uma ferramenta muito difundida nos diversos segmentos de mercado com
aplicabilidade no controle de qualidade em empresas de tabaco, cosméticos, bebidas, petroliferas
bem como em laboratérios de fisica, biologia, bioquimica, engenharia de controle de processos e
outros (GREER; MORRIS, 2008; TRAUGER; WEBB; SIUZDAK, 2002).

O espectrometro de massas € um equipamento constituido de trés unidades
béasicas: a fonte de ionizacdo, ou seja, unidade onde moléculas (analito) sofrem ionizacdo que, de
acordo com cada diferente tipo de ionizacdo, gera ions em fase gasosa que serdo analisados; o
analisador, onde os ions sdo analisados por uma combinacdo de campos elétricos e magnéticos de
acordo com sua relacdo massa/carga (m/z) e o detector, onde os ions separados no analisador séo
detectados pelo sinal eletrdnico gerado e estes sinais sdo transformados em um espectro que
permite a interpretacdo de um profissional com conhecimento da técnica. A Figura 9 ilustra o
layout de um espectrémetro de massas com suas respectivas unidades basicas.

v

Espectrometro de massas

Computador

Analisador

Detector
Fonte de ionizagéo Detector

Quadrupolo (Q)

EI, Cl, FAB, Triplo quadrupolo (QqQ) Fotomultiplicador
5| ESILMALDI, N Tempo de v6o (TOF) Multiplicador
APCI, APPI, Armadilhade fons (IT) eletronico
DESI Quadrupolo-Tempo de voo (Q-TOF)

Outros...

Figura 9. Layout de um espectrémetro de massas acoplado com CLAE.
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Experimentos de um Unico estagio de analise (full scan) (MS) e experimentos com
dois ou mais estagios de analise (tandem) (MS") contribuem imensamente para o estudo de
biomoléculas. Arranjos com mais de um analisador em equipamentos modernos permitem
experimentos valiosos para estas situacdes. A determinacdo da seqiiéncia de aminoacidos tem
sido usada para a elucidacdo da estrutura primaria de peptideos incluindo situacdes envolvendo
misturas complexas (DANIEL, FILHO, 2007, GRIFFITHS et al., 2001, HOFFMANN, 1996).

Muitas biomoléculas ndo podem ser ionizadas pela técnica classica de ionizagédo
por impacto eletrénico (EI), técnica muito utilizada para moléculas volateis porque 0s compostos
sdo volatilizados em um estado inicial e em seguida ionizados, tornando desta forma o método
limitado para compostos termicamente estaveis com baixo peso molecular ((DANIEL; FILHO,
2007, GRIFFITHS et al., 2001).

Uma das técnicas de ionizacdo mais utilizadas atualmente é por “electrospray
(ESI) (YAMASHITA; FENN, 1984). A ionizacdo por “electrospray ” é uma técnica suave e pode

2

gerar ions multiplamente carregados, com nimero de cargas elevado, o que possibilita a anélise
de compostos com elevada massa molecular como peptideos, proteinas, nucleotideos, polimeros
sintéticos em inumeros detectores por reduzir a razdo m/z. Como o analito a ser analisado deve
estar em solucdo, isso permite com que a técnica seja utilizada acoplada com inuUmeras outras
técnicas de separacdo e ou elucidacao estrutural (CLAE, RMN) (GREER; MORRIS, 2008).

A Figura 10 ilustra uma fonte de ionizacdo por ESI. A amostra em solugdo é
introduzida na fonte de ionizacdo através de uma sonda (probe) que possui em sua extremidade
um capilar de ago inoxidavel de 100 um de didmetro interno, a uma vazdo de fase mdvel que
pode variar entre 1 e 1000 uL/min e sob temperatura que pode variar de 200 a 550°C. A
aplicacdo de um potencial de voltagem que pode variar de 2 a 5 kV no capilar provoca a
ionizacdo das moléculas em solucéo gerando ions anions [M-H] (molécula deprotonada), no caso
de operar no modo electrospray negativo (ESI-) e ifons céations [M+H]" (molécula protonada) no
caso de operar no modo electrospray positivo (ESI+). No modo ESI+ é freqliente notar a presenca
de ions [M+Na]*, [M+K]" e [M+NH,]"que sdo designados ions aduto. No caso [M+Na]" é o
aduto de sodio, [M+K]" o aduto de potassio e [M+ NH4]" o aduto de am6nio. No modo ESI- é
possivel notar a presenca do aduto com cloro [M+CI]". Os ions saem do capilar e sdo acelerados
com a ajuda de um gas nebulizador (geralmente N,) na direcdo de um anteparo. A aplicacdo de

um potencial no cone do equipamento com carga contraria aos dos ions gerados apds a exploséo
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Coulombica (Figura 10) faz com que ions de cargas opostas sejam atraidos para dentro de sistema
em alto vacuo e os ions de mesma carga sejam repelidos (SOUZA, 2010).

Estes e outros parametros que devem ser cuidadosamente escolhidos a fim de
garantir a eficiéncia do processo de ionizagdo e, desta forma, permitir que o espectro de massas
gerado contenha informacdes de interesse do analista sdo conhecidos como os ajustes finos

(tuning), que devem ser realizados por um operador que possua experiéncia na técnica.

Fonte de ionizagéo por ESI

Aerossol de gotas carregadas
Capilar com multiplas cargas

+ + 4 /X
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Figura 10. Eventos que ocorrem na fonte de ionizacdo por ESI de um espectrémetro de massas.

InGmeros experimentos podem ser selecionados em equipamentos com diferentes
analisadores, a fim de obter dados que permitam elucidar a estrutura de uma molécula. Estes
experimentos, para arranjos em triplo quadrupolo, que estdo ilustrados na Figura 11 s&o:

Full scan: o primeiro analisador permite a transmisséo (separando pela razdo m/z)
de todos os ions gerados na fonte de ionizagdo. A célula de colisdo e o segundo quadrupolo estéo
inativos funcionando apenas como lentes para focarem e acelerar os ions até o detector.

fon precursor (parent ion scanning): o primeiro analisador permite a transmiss&o

(separando pela razdo m/z) de todos os ions gerados na fonte de ionizagcdo com razdo m/z acima
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do ion o qual esta sob investigacdo. Estes ions sdo fragmentados na célula de colisdo com gas
inerte (geralmente argonio) e os fragmentos sdo analisados no segundo analisador do
equipamento. Este experimento € util para verificar se um dado fragmento foi gerado por um ou
mais ions especificos.

fon produto (product or daughter ion scanning): o primeiro quadrupolo é
programado para selecionar apenas os ions de razdo m/z que estdo sob investigacdo gerados na
fonte de ionizacdo. Estes ions especificos sdo encaminhados até a célula de coliséo (hexapolo)
onde sdo fragmentados e analisados pelo segundo quadrupolo. Todos os fragmentos decorrentes
dos ions previamente selecionados no primeiro quadrupolo geram um padrdo especifico de
fragmentacéo (impresséo digital) de cada ion em analise.

Perda neutra (constant neutral loss scanning): neste tipo de experimento é
selecionada um ou mais valores que correspondem a perda neutra previamente identificada pelo
analista ao analisar os dados gerados no experimento de full scan. O segundo analisador opera de
forma que somente ions que possuam a diferenca em unidades de massa previamente selecionada
pelo analista, dagueles que passaram pelo primeiro analisador sejam detectados. Este
experimento é muito util para confirmar a origem de fragmentos em amostras com pouca pureza
ou identificar classes de compostos em extratos brutos.

Monitoramento seletivo de ions (selected reaction monitoring — SRM): o primeiro
analisador permite a passagem de apenas ions de razdo m/z selecionadas e estes sao fragmentados
na célula de colisdo. O segundo analisador opera de forma igual ao primeiro permitindo a
passagem de somente ions de razdo m/z selecionados. Esta metodologia é muito empregada para
confirmar a presenca de um composto caracteristico em uma matriz complexa como presenca de
anabolizantes ou drogas em amostras de sangue ou urina de atletas em testes antidoping.

Assim, a escolha da ionizagdo por ESI para andlises de peptideos e proteinas,
dentre outras classes de compostos, se destaca dos outros modos de ionizagdo existentes pela
compatibilidade de acoplamento com cromatografia liquida, compatibilidade de realizacdo de
experimentos em um ou mais estagios (MS"), sensibilidade de detectar amostras em
concentragfes baixas, formagdo de ions multiplamente carregados que permite com que estes
sejam analisados em analisadores com baixo limite de deteccdo além de possibilitarem a
aquisicdo de informacdes mais completas sobre a fragmentacdo dos ions em experimentos em
mais de um estagio (TRAUGER, 2002).



Revisdo Bibliografica 30

MS; Célula de colisdo MS,
ANO O oA o A
Full 80 A0 oA 0% AnJ0 '\C/')Sl MS:
ull scan ol Ao O 00 A O o AA -0
O O A A 20 O 0w A\ éprecursor det
o A 0 O, 2o
i O O AA 009 &) 00
lon precursor MS, MS,
o O —
o © . o ®
0O 000 O néo é precursor de £
@) o0 0O ] A QO
- 00O © 0 OSOA OO AA OO MS, MS,
fon produto o O A09%S sola Of ®e —> O
31 corresponde a® com perda neutra
ooo 5 E{’A L2 A A D de determinada unidade de massa
0% &® o et e® Agom
Perda neutra MS, MS,
0 0 80,04 ee L& O © —0
000 (OANS @ AAQO
o 00 O.A.O PYAVAY OO O né&o apresenta perda neutrada
unidade de massa selecionada
Monitoramento 000 8§52 O Laof MS, MS,
. , o O O Oo O e —©o
seletivo de ions 000 Aq /90 o AL 00
@  escaneamento deion com m/z fixa O escaneamento dosionscom m/z que foram gerados

Figura 11. Diferentes experimentos que podem ser selecionados pelo analista de acordo com a necessidade de
levantamento de informagfes em um espectrometro de massas com analisador triplo quadrupolo. Adaptado de
Hoffmann (1996).

3.6 Comentarios finais sobre a revisdo bibliografica

A andlise da literatura mostra que a busca por compostos naturais habeis a serem
utilizados em terapia com pacientes € um campo que vem crescendo desde a descoberta da
Penicilina, apresentando um grande desenvolvimento nos ultimos 20 anos. Também, evidencia-se
que a geracdo de conhecimento para a otimizagdo de bioprocessos de cultivo em larga escala de
novas linhagens de Streptomyces produtoras de metabdlitos com bioatividade demanda estudos
bem elucidativos sobre as caracteristicas fisioldgicas e de crescimento celular das linhagens sob
investigacdo, caracteristicas essas que podem estar associadas a producdo de compostos bioativos
de interesse, bem como em relagéo ao desenvolvimento de metodologia de quantificacdo desses
compostos, que se fazem necessarias na analise do bioprocesso.

Fazendo-se uma abordagem geral deste trabalho pode-se dizer que se trata de uma

pesquisa em laboratério eminentemente experimental na qual serd avaliada a producdo de
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metabdlitos bioativos por linhagem do género Streptomyces isolado de sedimento marinho que
fortuitamente possam ser utilizados em algum segmento do setor industrial. Também se espera
obter informacdes fisioldégicas do microrganismo e cinéticas do processo necessarias para
subsidiar posteriores estudos de aumento de producdo na translacdo do processo de cultivo em

escala de laboratorio para escala piloto.
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4 Materiais e métodos

Os materiais e métodos a serem utilizados nesta pesquisa estdo detalhados nos

itens seguintes.

4.1 Materiais

4.1.1 Microrganismo

Foi utilizada a linhagem Streptomyces carpaticus isolada por Hernandez (2002) de
sedimentos marinhos no canal de S&o Sebastido, litoral sul do estado de S&o Paulo (Brasil) em
profundidades que variaram de 12 a 15 metros. A linhagem apresentou 100 % de similitude com

a linhagem de referéncia S. carpaticus DSM 41468 segundo sequéncia de rDNA.

4.1.2 Meios de cultura

Nas etapas de reativacdo do microrganismo, preparacdao de indculo e de producdo nos cultivos
investigativos visando a triagem de compostos bioativos, foram empregados meios de cultura
utilizando glicose, glicerol e amido como fontes de carbono e energia e extrato de levedura,
peptona e farinha de soja como fontes de nitrogénio, além de agua do mar, no intuito de
reproduzir as condi¢cbes do habitat natural do microrganismo e o uso de sais contendo

micronutrientes necessarios ao seu desenvolvimento.

4.1.3 Equipamentos utilizados

41.3.1 Mddulo de microfiltracéo

O modulo de filtracao utilizado nos experimentos foi do tipo fibra oca (hollow-
fiber) da Amersham Biosciences Corp. A membrana de 0,20 um apresenta uma area de 0,36 m* e

é composta de 450 membranas cilindricas de 1,0 mm de diametro e 30 cm de comprimento de
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polissulfona. Conforme ilustrado na Figura 12, as dimensdes da membrana de 0,20 um sdo:
A=350 mm, B=12,72 mm e C=50 mm. J4 a membrana de 3,0 kDa apresenta uma area de 2,1 m®e
é composta de membranas cilindricas de 1,0 mm de diametro e 60 cm de comprimento também
de polissulfona. As dimensBes da membrana de 3,0 kDa sdo: A=607 mm, B=15,0 mm e C=50
mm. A Figura 13 ilustra um corte transversal do modulo de filtracdo e a Figura 14 ilustra o
preenchimento interno das membranas de filtracdo. A Figura 15 mostra uma foto do médulo de
microfiltracdo em operacéo filtrando caldo de cultivo do microrganismo em estudo.

Um fator importante na escolha do mddulo de microfiltracdo € a sua resisténcia a
esterilizacdo. Optou-se por esterilizar o mddulo através de autoclavagem e por isso a sua
resisténcia a uma temperatura de 120°C foi considerada.

1 2
E—

Figura 12. llustragdo esquematica do sistema de filtragdo. Para ambas as membranas temos em 1 a entrada do caldo,
em 2 a saida de caldo ndo filtrado e em 3 temos a coleta do caldo filtrado.

7
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Figura 13. Corte transversal do modulo de microfiltragdo utilizado no processo de filtragédo do caldo de cultivo.
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Figura 15. Sistema de filtracdo em operacdo.

4.1.3.2 Mandémetro de Bourdon

Para o controle da pressao do modulo de microfiltracdo, foram utilizados
manometros de Bourdon preenchidos por glicerina para evitar pulsos no ponteiro do mandémetro
ocasionado pela bomba peristaltica utilizada o que impossibilitaria uma medida precisa da
pressdo do sistema. O controle da pressdo do sistema é fundamental para evitar que haja

desprendimento de alguma conex&o e interrupgdo no processo de filtragao.

4.1.3.3 Céamara asséptica

Para garantir uma manipulacdo asseptica em todas as etapas de manipulagdo do

microrganismo que se fizeram necessarias, foi utilizado uma camara asséptica de fluxo laminar



Materiais e métodos 35

da marca VECO, contendo um bico de Bunsen e lampada germicida UV. A lampada UV era
ligada, com o fluxo laminar desligado, por um periodo de 15 minutos e depois de decorrido este
periodo era imediatamente desligada com acionamento, em seguida, do fluxo laminar. Antes de
iniciar as atividades no ambiente 0 mesmo era deixado em repouso por 15 minutos para completo
estabelecimento de fluxo laminar de ar. A cdmara minimiza a possibilidade de contaminagéo e a
presenca de poeira, pela passagem constante de um fluxo laminar permitindo que haja uma maior

seguranca na manipulacao da linhagem.

41.34 Ultrafreezer
As amostras do caldo de cultivo retiradas em diferentes intervalos de crescimento

durante os experimentos, bem como os criotubos contendo a linhagem em estudo foram

armazenadas em um Bio-Freezer Forma Scientific a temperatura de -70°C.

4135 Autoclaves
Materiais envolvidos diretamente na realizacdo dos cultivos, tais como meio de

cultura, solucBes e suspensdes diversas, vidrarias, reator e outros foram esterilizados em

autoclaves da marca FABBE, a temperatura de 121°C por 15 minutos.

4.1.3.6 Mesa incubadora rotativa (shaker)
As etapas de incubagéo do microrganismo objetivando a reativagao e crescimento,

bem como alguns experimentos preliminares, foram realizadas em incubadora rotativa da New

Brunswick Scientific, Inc., modelo G-25 equipada com controle de temperatura e de agitacao.

4.1.3.7 Centrifuga

Nos passos em que se fizeram necessarios, amostras foram centrifugadas em

centrifuga refrigerada 5810 R EPPENDORF, com capacidade de centrifugar frascos com



Materiais e métodos 36

volumes que podem variar de 2,0 a 500,0 mL sendo necessaria apenas a troca dos cabecotes de
apoio da amostra.

4.1.3.8 Fluxometro de massa

As vazoes de alimentacdo de ar foram medidas com um fluxdmetro de massa da
Cole Parmer modelo EW33116-10. O fluxdmetro de massa foi utilizado nos cultivos em

biorreator a fim de manter constante a vazao de alimentacéo de ar.

4.1.3.9 Medidor de pH

O valor de pH foi medido utilizando um pHmetro de bancada da marca Orion
modelo 710A.

4.1.3.10 Biorreator de bancada

Os experimentos foram realizados em biorreator de bancada da New Brunswick
modelos Bioflo Ilc e 310 utilizando dornas com 14,0 L de volume total. O fermentador é munido
de sistema de controle de temperatura, pH, oxigénio dissolvido e agitacdo, bem como rotametro
para aeracdo e bombas para a adi¢do de antiespumante e solucGes de acido e de base quando se

fizer necessario.

4.1.3.11 Espectrometros

Espectrometro de RMN da marca BRUKER ARX 200 e BRUKER DPX 400
foram utilizados para a obtencdo dos espectros de RMN.

O equipamento de espectrometria de massas QuattroLC-MICROMASS, triplo-
quadrupolo (QgQ) marca WATERS (Figura 16) foi utilizado no levantamento de informagdes
necessarias para compreender a classe e estrutura do composto isolado da cepa do microrganismo
em estudo. Foram realizados experimentos de insercdo direta e experimento LC-MS/MS nos

modos de ionizagdo positivo e negativo, utilizando-se ESI-MS/MS.
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Figura 16. llustragdo do equipamento de espectrometria de massas (esque
(direita) utilizados neste trabalho.

-~ G
rda) e da fonte de ionizagdo por ESI

4.1.3.12 Cromatografos

Equipamento de cromatografia em fase liquida da marca Waters — Alliance 2695
equipado com mddulo de detector de arranjo de diodo (DAD) Waters 996, médulo de controle de
temperatura, modulo degaseificador in-line degasser, médulo de injecdo automatica Waters 717
plus autosampler, duas bombas Waters 510 HPLC pump. Os cromatogramas foram registrados
pelo software Millenium 3.1.

Equipamento de cromatografia em fase liquida da marca Waters equipado com
modulo Waters 996 de deteccdo de arranjo de diodo (DAD) com aquisicdo de espectro de
varredura de 210 — 400 nm, duas bombas Waters 510, modulo de injecdo automatica Waters 717
plus. Os cromatrogramas foram registrados pelo software Millenium 3.1.

Equipamento de cromatografia em fase liquida da marca Waters equipado com
modulo Waters 486 de deteccdo de UV, mddulo Waters 410 de detec¢do de IR, duas bombas
Waters 515, injetor automéatico Waters 717 plus.

Equipamento de cromatografia em fase liquida da marca Shimadzu composto por
duas bombas LC-20AT, degaseificador de membrana DGU-20As, auto-injetor SIL-10A, detector
ELSD 2000ES Alltech e detector espectrofotométrico UV-vis SPD-20A ligados a uma interface
CBM 20A. Os cromatogramas foram adquiridos pelo software LC solution.

Equipamento de cromatografia em fase gasosa CARLO ERBA GC 8000 series
utilizando coluna J&W Scientific DB1 (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm) acoplado a um espectrometro
de massas MICROMASS Platform Il com software MICROMASS MassLynx 2.1 e biblioteca de
dados MICROMASS MassLynx Library NIST.
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4.1.4 Materiais e equipamentos diversos

Silica gel 230-400 mesh (Silica Flash), para cromatografia em coluna;
Silica gel 70-230 mesh (Silica comum), para cromatografia em coluna;
Sephadex LH20, para cromatografia em coluna;

Solventes organicos comerciais destilados no DQ-UFSCar

Solventes organicos grau PA das marcas Merck e Aldrich;

Solventes organicos grau CLAE JT Baker;

Solventes organicos deuterados da marca Merck e Aldrich 98-99,9%;
Frascos Erlenmeyers de 250, 500, 1000, 2000 mL;

Placas de Petri;

Ampolas de vidro boro silicato;

Rodilhdes confeccionados com gase e algodéo hidrofobico;

Alcool etilico 70%;

Evaporador rotativo TECNAL;

Sal marinho da marca Red Sea Coral Pro Salt;

Extrato de Malte;

Extrato de Levedura;

Glicose;

Glutamato monossédico;

Leite desnatado Difco;

Agar-agar,

Equipamento Milli-Q marca Milipore;

Sistema a vacuo para a extracdo em fase sélida Supelco Visiprep™:
Microscopio optico marca Olympus BX50;

coluna Superdex Peptide 10/300 GL da marca GE Healthcare;

polarimetro da marca Perkin-Elmer modelo 241 Polarimeter.

38
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4.2 Meétodos

4.2.1 Meétodos analiticos

Foram realizados cultivos em mesa incubadora rotativa em Erlenmeyers de 500
mL com 50 mL de meio de cultura a temperatura de 28°C e agitacdo de 200 rpm durante todo o
periodo de cultivo. Os cultivos tiveram duracdo de tempo que variava entre 96 a 120 horas. A
concentracdo celular nos meios de cultura contendo insollveis foi avaliada por massa seca ou
indiretamente a partir da reologia do caldo (indice de consisténcia, K), utilizando o redmetro
comercial Brookfield, modelo LV-DVIII+. As concentracBes de glicerol e de aglUcares foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando coluna Shodex Sugar KS 802
(Lonpak-Waters).

Uma vez retirados os Erlenmeyers da mesa incubadora, seus conteldos foram
centrifugados a 5°C para separar as células do caldo de cultivo. O sobrenadante foi submetido a
particdo liquido-liquido com diferentes solventes organicos (n-butanol, acetato de etila) com
variacdo do pH. A seguir, foram realizados procedimentos com o intuito de avaliar caracteristicas
bioativas do(s) composto(s) presentes no caldo. As atividades antiproliferativas dos extratos
foram testadas através de bioensaios contra linhagens de células tumorais humanas HL-60, HCT-
8, MDAMB-435 e SF-295 usando 0 método MTT de andlise que foram desenvolvidas através de
colaboracdo com as pesquisadoras Universidade Federal do Ceara.

Os extratos brutos foram fracionados até resultarem no isolamento dos metabdlitos
de interesse, utilizando-se para isto diferentes técnicas cromatograficas (cromatografia em
camada delgada, cromatografia liquida preparativa em bancada, cromatografia liquida de alta
eficiéncia). Os compostos que apresentaram bioatividade, depois de isolados, foram submetidos
as técnicas de espectrometria de UV-vis, espectrometria de massas e ressonancia magnética

nuclear de *H e *3C para a caracterizacéo e elucidagéo estrutural.



Materiais e métodos 40

4.2.2 Preparo de meio de cultura

As composic¢Oes dos meios de culturas estdo apresentadas nas Tabelas 4 a 12 e os
protocolos de preparacdo utilizados para investigacdo e triagem do crescimento da espécie de

Streptomyces carpaticus isolada de sedimentos marinhos estdo descritos na sequéncia.

Tabela4. Meio de cultura 4 (INORGANIC SALTS-STARCH AGAR, Kister, 1959a) (SHIRLING,
GOTTLIEB, 1966).

Composto Quantidade
Amido 10,09
K,HPO, (base anidra) 109
MgSO, 7H,0 1049
NaCl 1049
(NH4)2S0,4 209
CaCO;, 209g
Agua destilada 1000,0 mL
Soluc#o de traco de sais” 1,0 mL
Agar 20,09

(*) Descrito na Tabela 8.

Solugédo 1 — Diluir 10,0 g de amido solGvel em 500 mL de agua fria.

Solucdo 2 — Dissolucao dos sais em 500 mL de agua fria.

Misturar as solucGes 1 e 2 e em seguida ajustar o pH entre os valores 7,0 a 7,4.

Adicionar o agar e homogeneizar a solucdo. Vedar o frasco e autoclavar durante
15 minutos a 121°C.

Obs: Para o preparo do meio liquido ndo foram utilizados os reagentes: agar e
CaCOsg.

Tabela5. Meio de cultura 5 (GLYCEROL-ASPARAGINE AGAR, Pridham and Lyons 1961) (SHIRLING,
GOTTLIEB, 1966).

Composto Quantidade
L-asparagine (base anidra) 1049
Glicerol 10,09
K,HPO, (base anidra) 1049
Agua destilada 1000,0 mL
Solugdo de traco de sais” 1,0 mL
Agar 20,09

(*) Descrito na Tabela 8.
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Diluir os reagentes em 1000 mL de agua fria e em seguida ajustar o pH entre os
valores 7,04 7,4.

Adicionar o agar e homogeneizar a solucdo. Vedar o frasco e autoclavar durante
15 minutos a 121°C.

Obs: Para o preparo do meio liquido néo foi utilizado agar.

Tabela 6. Meio de cultura DSMZ 65 (GYM Streptomyces Medium) (GERMAN COLLECTION OF
MICROORGANISMS AND CELL CULTURES, 2011).

Composto Quantidade
Glicose 409
Extrato de levedura 409
Extrato de malte 10,0¢g
CaCO; 209g

Agua destilada 1000,0 mL
Agar 12,09

Diluir os reagentes em 1000 mL de &gua fria e em seguida ajustar o pH para 7,2.

Adicionar o agar e homogeneizar a solucdo. Vedar o frasco e autoclavar durante
15 minutos a 121°C.

Obs: Para o preparo do meio liquido ndo foram utilizados os reagentes: agar e
CaCOs.

Tabela 7. Meio de cultura DSMZ 65 com adicdo de sal marinho.

Composto Quantidade
Glicose 409
Extrato de levedura 409
Extrato de malte 10,09
Sal marinho 33,33¢g

Agua destilada 1000,0 mL

Diluir os reagentes em 1000 mL de agua fria e em seguida ajustar o pH para 7,2.

Homogeneizar a solucéo, vedar o frasco e autoclavar durante 15 minutos a 121°C.

Tabela 8. Preparo da solugéo de trago de sais (SHIRLING, GOTTLIEB, 1966).

Composto Quantidade

FeSO, 7H,0 0lg
MnCIZ 4H,0 0,1 g
ZnS0O, 7H,0 0,1 g

Agua destilada  100,0 mL
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Diluir os reagentes em 100 mL de agua destilada e em seguida armazenar em

frasco previamente limpo sob o abrigo da luz e sob refrigeracao.

Tabela9. Meio de cultura NBIMCC 185 (Glucose Medium for Streptomyces) (NATIONAL BANK FOR
INDUSTRIAL MICROORGANISMS AND CELL CULTURES, 2011).

Composto Quantidade
glicose 10,09
Extrato de levedura 109
Extrato de carne 409
Peptona 4049
NaCl 2590

Agua destilada 1000,0 mL
Agar 20,09

Diluir os reagentes em 1000 mL de &gua fria e em seguida ajustar o pH para 7,2.
Homogeneizar a solucdo, vedar o frasco e autoclavar durante 15 minutos a 121°C.

Obs: Para o preparo do meio liquido ndo foi adicionado &gar.

Tabela 10. Meio de cultura DSMZ 246 (Sea Water Agar) (GERMAN COLLECTION OF MICROORGANISMS
AND CELL CULTURES, 2011).

Composto Quantidade
Extrato de carne bovina 1009
Peptona 10,0¢g
Agua de torneira 250,0 mL
Agua do mar 750,0 mL
Agar 20, g

Diluir os reagentes em 1000 mL de &gua fria e em seguida ajustar o pH para 7,3.
Homogeneizar a solucdo, vedar o frasco e autoclavar durante 15 minutos a 121°C.

Obs: Para o preparo do meio liquido néo foi adicionado agar.

Tabela 11. Meio de cultura DSMZ 545 (Tryptone Soya Broth - TSB) (GERMAN COLLECTION OF
MICROORGANISMS AND CELL CULTURES, 2011).

Reagente Quantidade
Peptona de caseina 1709
Peptona de farelo de soja 309
Glicose 259
NaCl 509
K,;HPO, 2,5 g

Agua destilada 1000,0 mL

Diluir os reagentes em 1000 mL de &gua fria e em seguida ajustar o pH para 7,3.
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Homogeneizar a solucdo, vedar o frasco e autoclavar durante 15 minutos a 121°C.

4.2.3 Preparo de solucéo lioprotetora

A solucdo lioprotetora foi preparada utilizando leite desnatado e glutamato
monossodico. Esterilizou-se a solucéo de leite desnatado separada da solucdo de glutamato. Para
preparar o leite desnatado foram diluidos 10 g de leite em 90 mL de agua, o procedimento foi
realizado em agitador magnético para garantir a completa dissolucdo do leite. O leite foi
esterilizado em autoclave por 10 minutos a 121°C.

No caso do glutamato monossodico preparou-se uma solucdo 50% m/v que foi
esterilizada em autoclave por 15 minutos.

ApOs a esterilizacdo destes componentes foi realizado o preparo da solucdo
lioprotetora em ambiente asséptico utilizando pra isso uma capela de fluxo laminar. Um volume
de 10 mL da solucdo de glutamato monossodico foi adicionado aos 90 mL de leite desnatado,
obtendo apds a mistura a solucdo lioprotetora (leite desnatado 10% e glutamato monossédico 5%

m/iv).

4.2.4 Determinacdo da concentracao celular pelo método gravimétrico (massa seca)

O acompanhamento da concentracdo celular durante os cultivos foi realizado
através do tradicional método de determinacdo da massa seca micelial onde uma aliquota de
volume fixo do caldo de cultivo em diferentes tempos durante o cultivo foi coletada e
centrifugada a 11000 rpm por 15 minutos. Em seguida o sobrenadante era armazenado em frascos
rotulados e devidamente acondicionado para realizacdo de determinacdo de substratos e produtos
durante o cultivo e o pellet formado era novamente ressuspendido em agua Milli-Q e apds ser
agitado em vartex era novamente submetido a centrifugacdo a 11000 rpm por 15 minutos. Apos a
segunda centrifugacédo o sobrenadante era descartado e o pellet formado era disposto em frascos
previamente pesados e dispostos em estufa por periodo de 24 horas a temperatura de 60°C. O
calculo para obtengdo da concentragdo celular é dado pela equagdo 1.

(Mer — Mpi) X 10° + V7 = Cx (g x L) Equacdo 1

onde:
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mpi: massa do frasco antes da adi¢do do pellet micelial (g)
mps: massa do frasco depois do acondicionamento em estufa por 24 h (g)
V+: volume de amostra (mL)

Cx: concentracdo celular (g.L™)

4.2.5 Velocidade especifica méxima de crescimento celular

A partir dos resultados obtidos nos cultivos do microrganismo em estudo, que
estdo representados em graficos de concentracdo celular (Cx em g.L™) em funcdo do tempo (h)
para melhor compreensdo dos dados, foi possivel determinar a velocidade especifica de
crescimento celular (u), considerando-se a equacao:

1 dCx
= — Equacdo 2
1= d (Equagdo 2)

onde, p é a velocidade especifica de crescimento celular, Cx é a concentracéo celular (em g.L ™) e
t (em horas) € o tempo de cultivo. Na fase de cultivo onde o crescimento celular ocorre de forma

exponencial tem-se que:

1 dCx
— —=Cte = Equagdo 3
o> dt v (Equacéo 3)
Integrando a equacgéo 3 obtem-se a equacéo 4:
INCx =INCx, + gz, x(t—t,) (Equagdo 4)

onde, Cxp é a concentracao celular no inicio da fase exponencial de crescimento celular e pmax € a
velocidade especifica maxima de crescimento celular, obtida como sendo o coeficiente angular

do grafico InCx versus t.

4.2.6 Tempo de geragao, tg

A determinacdo do tempo de geracao, que é o tempo necessario para uma unidade
celular se duplicar, tg (em horas), foi obtida pela Equacéo 5:
_n2
M

ts (Equacéo 5)
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4.2.7 Determinacgéo do coeficiente de rendimento celular (Yxs)

Para melhor descrever o desempenho dos cultivos, alguns parametros séo
definidos como o coeficiente global de rendimento de substrato (S) a células (X), Yxs,0u
coeficiente global de rendimento celular, da forma que segue:

ACX ~
Yy, =——— Equacao 6
s ACs (Equagao 6)
Sendo Cs igual a concentracdo de agucares redutores totais (Carr), tem-se que :

y _ ACX
%RT AC ART

(Equacéo 7)

Cart (em g.L™") é calculado pela Equacdo 8, onde Cgu (em g.L?) é a
concentraco de glicose e a Cya (em g.L™) é a concentracéo de maltose presente no caldo.

360 .
Cpr =Cant [%j X Cpal (Equagéo 8)

4.2.8 Bioensaios

Os bioensaios foram realizados utilizando extratos obtidos da extracdo liquido-
liquido com diferentes solventes organicos do caldo de cultivo.

A identificagdo de compostos bioativos através de bioensaios de atividade
antiproliferativas contra linhagens de células tumorais humanas HL-60 (leucemia), HCT-8
(cancer de colon), MDAMB-435 (melanoma) e SF-295 (sistema nervoso central) usando o
método MTT de analise foram desenvolvidas através de colaboragdo com as pesquisadoras Dr2.
Claudia do O Pessoa e Dr® Raquel Carvalho Montenegro do Laboratério de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceard, utilizando extratos dos cultivos deste

estreptomiceto isolado de sedimento marinho.
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4.2.9 Avaliacdo do potencial citotdxico de substancias presentes no caldo da linhagem em
estudo frente a diferentes linhagens de células tumorais

A avaliacdo do potencial citotoxico de moléculas presentes no caldo de cultivo do
estreptomiceto em investigacdo tem como objetivo verificar a citotoxicidade in vitro de extratos e
fracbes em diferentes linhagens de células tumorais. Essa andlise faz parte de um screening
inicial para determinagdo do potencial antiproliferativo destas amostras e foi avaliada através do
método de MTT proposto por Mosmann (1983), o qual vem sendo utilizado no programa de
screening do National Cancer Institute — NCI dos Estados Unidos (SKEHAN et al., 1990). E um
método rapido, sensivel e de baixo custo. Foi descrito primeiramente por Mosman (1983), tendo
a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabélico da célula. E uma anélise
colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de
tetrazolium (MTT) (51) em azul de formazan (52), a partir de enzimas mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas (Figura 17). A solucdo amarela do MTT € reduzida
pela atividade mitocondrial nas células metabolicamente ativas em um cristal roxo. Na placa
ilustrada na Figura 18, pode-se observar que somente 0s pocos referentes as colunas 3 e 4 nas
linhas G e H apresentaram atividade pelo método MTT. As colunas 3 e 4 correspondem a
duplicata da mesma fracdo e as colunas 1 e 2 sdo os controles positivo (presenca de
Doxorrubicina) e negativo (auséncia de Doxorrubicina), respectivamente. E importante ressaltar
que o estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas
ndo o mecanismo de acdo (BERRIGE, 1996).

(51) (52)

Redutases N\NH

@ o Oy

Figura 17. Conversao do sal MTT em azul de formazan.
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Figura 18. Experimento de teste de citotoxicidade in vitro com células tumorais MDA-MB 435 de fragdes obtidas do
caldo de cultivo do Streptomyces carpaticus.

As linhagens tumorais utilizadas, listadas na Tabela 12, foram cedidas pelo NCI,
tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino e 1%
m/v de antibioticos (penicilina ou estreptomicina), mantidas em estufa a temperatura de 37°C,
atmosfera contendo 5% de CO; e 95% de umidade onde foi realizado o monitoramento do
crescimento celular com auxilio de microscépio de inversdo a cada 24h. Quando necessario, as
células foram repicadas em meio de cultura em uma concentracdo que variava entre 0,5 e 1,0 x
10° células/mL.

As amostras foram previamente diluidas em DMSO puro e estéril e em seguida
testadas em diferentes concentracGes, sendo que para extratos foram realizados testes a
concentracdo de 50 pg/mL e para fragbes previamente purificadas foram realizados testes a
concentracdo de 25 pg/mL. As amostras foram testadas em triplicatas e o quimioterapico
Doxorrubicina foi utilizado como controle positivo.

As células foram semeadas em placas em diferentes concentracGes (Tabela 12). As
placas foram incubadas por 72 h em estufa a 5% de CO, e 37°C. Ao término deste, as mesmas
foram centrifugadas a 1500 rpm durante 15 min e o sobrenadante aspirado. Em seguida, foram
adicionados 150 pL da solucdo de MTT 10% em RPMI 1640 e as placas foram incubadas em
estufa de CO; por 3 h. Em seguida, as placas foram novamente centrifugadas a 3000 rpm durante
10 min, tendo o sobrenadante aspirado e seu precipitado ressuspendido em 150 uL de DMSO
puro e agitado por 10 minutos até completa dissolucdo dos cristais de formazan. A absorbancia
foi lida em espectrofotémetro de placa a 595nm.
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Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média

(DPM) da porcentagem de inibig&o do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism.

Tabela 12. Linhagens celulares tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro através do método do MTT.

Linhagem Tipo Histologico Concentracéo de Plagueamento
Celular do Céncer/Origem (células/mL)
HL-60 Leucemia promielocitica humana 0,3 x 10°
MDA-MB 435 Carcinoma de mama humano 0,1 x 10°
HCT-8 Carcinoma de célon humano 0,7 x 10°
SF-295 Glioblastoma humano 0,1 x 10°

4.2.10 Metodologia de preservacao da linhagem Streptomyces carpaticus

O microrganismo em estudo foi preservado a partir de repiques proveniente de
meio de cultura s6lido, na forma de células vegetativas em meio liquido sob refrigeracdo a
temperatura de -70°C e, ainda, na forma de esporos e micélios celulares liofilizados, segundo os
procedimentos descritos a seguir. A preservacdo da linhagem pura do microrganismo é um passo
importante na investigacdo cientifica, pois problemas com contamina¢fes e mutacfes com
alteracdo no metabolismo do microrganismo podem conduzir a falta de sucesso ou atraso na

coleta de dados da pesquisa.

4.2.10.1 Preservacdo em meio de cultura solido

Foram realizados cultivos em meio sélido utilizando placas de Petri a fim de
observar as caracteristicas de crescimento em meio sélido da linhagem nos meios de cultura
utilizados além de obter material de preservagdo nestas condi¢des a serem mantidos refrigerado a
-20°C.

Foram preparados trés meios de cultura solidos: Meio 4, Meio 5 e Meio DSMZ 65
descritos no item 4.2.2. Em seguida, os meios devidamente autoclavados foram vertidos nas
placas de Petri até cobrir toda a superficie da placa e, entdo, deixados a temperatura ambiente a
fim de se obter completa solidificacdo dos mesmos sendo que este procedimento foi realizado em
ambiente asséptico. As placas foram armazenadas por 48 h em temperatura ambiente no intuito

de verificar se houve contaminagdo das mesmas. Em seguida, foram inoculadas com o
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Streptomyces carpaticus utilizando-se do método de propagacdo por estriamento com uso de alga
esterilizada em chama. Foram inoculadas placas em triplicata para 0 microrganismo em estudo a
uma temperatura de 30°C em incubadora vertical de forma estatica sob a auséncia da luz, devido
a origem desta espécie ser de regidao com baixa luminosidade. As placas ficaram incubadas por 15
dias e foram observadas a cada trés dias apds a inoculagdo a fim de se observar as caracteristicas
de crescimento e eventual contaminagdo das mesmas.

O estudo da morfologia das colbnias tal como cor, forma, estrutura, brilho e
dimensGes permite uma identificacdo preliminar, porém nao definitiva, do microrganismo em

meio solido.

4.2.10.2 Preservacao em solucéo crioproterora

A preservacdo da linhagem em meio liquido é eficaz e extremamente til pelo fato
de facilitar o inicio de cultivos para a obtencdo de caldo para realizagdo de fracionamento,
levantamento de variaveis cinéticas e outros.

Na preservacdo em meio liquido, o caldo de cultivo contendo células vegetativas
do microrganismo foi armazenado em criotubos (frascos vial) a temperatura de -70°C. O
procedimento se passa em trés etapas conforme descrito na sequéncia:

1.  Na primeira etapa o0 microrganismo foi reativado em meio liquido DSMZ 65
modificado (Tabela 7) em frasco Erlenmeyer de 500 mL utilizando volume de trabalho de 47 mL
e células vegetativas do microrganismo previamente congeladas em criotubo foram utilizadas
como inéculo. O frasco foi disposto em mesa agitadora a 200 rpm, temperatura de 28°C e
auséncia de luz. Nesta etapa o inoculo pode ser proveniente tanto de raspagem da cultura em
placa de Petri ou de vial contendo a linhagem ja previamente estocada. E importante frisar que o
tamanho do inéculo define o periodo necessario para a passagem para a segunda etapa (etapa de
crescimento). Indculo pequeno (pequena quantidade de esporos e ou de células vegetativas)
proporcionam uma fase de adaptagdo (fase “Lag”) extensa e ao contrario, inoculo grande (grande
quantidade de esporos e ou células vegetativas) proporciona um rapido crescimento e passagem
rapida para a fase de crescimento estacionario;

2. Na segunda etapa, apds transcorridas 48 h de cultivo, observou-se

crescimento da cultura devido a turvacdo e mudanca de coloracdo do caldo. Em seguida o caldo
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do frasco foi utilizado como indculo para fracos Erlenmeyers de 500 mL de volume, utilizando
aproximadamente 10% de volume de in6culo para a cultura. Decorridas 36 h de incubagdo em
mesa agitadora nas mesmas condi¢cdes de temperatura e agitacdo citadas na etapa 1, os frascos
sdo retirados e servem de indculo para novos frascos Erlenmeyers de 500 mL de volume onde foi
utilizado 10% de volume de in6culo para cada frasco;

3. Na terceira e ultima etapa, novamente apos transcorridas 36 h de cultivo, €
adicionado glicerol previamente esterilizado obtendo assim uma solucdo final 10 % v/v de
glicerol onde volumes de 3 mL desta solugcdo contendo grande parte das células vegetativas em
fase de crescimento exponencial foram transferidas, de forma asséptica, para vials estéreis com
auxilio de pipeta automatica. Os vials foram dispostos em banho de gelo durante 30 min e, em
seguida, foram devidamente identificados e finalmente armazenados em ultrafreezer a

temperatura de -70°C.

4.2.10.3 Preservacao por liofilizacéo de esporos celulares

Para a obtencdo de esporo celular foi realizado um cultivo em meio DSMZ 65
modificado sélido em frascos Erlenmeyers de 1 L utilizando volume de trabalho de 100 mL que
foi inoculado com microrganismo proveniente de criotubos a -70°C. Os frascos foram dispostos
em incubadora a temperatura de 28°C por um periodo de 20 dias. Apos este periodo observou-se
formacdo de col6nias branco acinzentado na superficie do &gar. As colbnias formadas foram
entdo removidas utilizando solucdo salina contendo NaCl 0,9% m/v e Tween 80 0,1% m/v com
uso de barra magnética previamente esterilizada. As etapas estdo descritas na sequéncia:

1.  Apos verter a solugdo salina e a barra magnética no frasco de cultura sob
condicgdes assépticas, as col6nias foram removidas do meio solido pelo movimento da barra
magnética utilizando um agitador magnético. Depois de realizado o procedimento nos frascos
Erlenmeyers, o sobrenadante foi coletado e filtrado em seringa de 50 mL previamente esterilizada
com algodao ou 1a de vidro em seu interior. Essa suspensdo de esporos foi filtrada para retirada
dos restos de micelio e possiveis fragmentos de agar. Para filtracdo a seringa foi encaixada em
um tubo estéril. A suspensdo de esporos foi colocada dentro da seringa para ser filtrada e, caso
necessario, 0 émbolo poderia ser utilizado para ajudar a forcar a filtracdo. A suspensédo de esporos

foi entdo centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e 0s esporos
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ressuspendidos na solucdo lioprotetora (item 4.2.3), podendo ser entdo distribuidos nas ampolas.
E importante salientar que os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar em
condicdes assepticas;

2. Em seguida as amostras foram liofilizadas. Tanto no equipamento de
liofilizacdo de centrifuga como no convencional, a amostra foi congelada a -80 °C antes de ser
introduzida no equipamento. Uma vez congelada a amostra e conectada no liofilizador foi
estabelecido o vacuo para a sublimacdo da agua da amostra. Esta etapa inicial € importante, pois
a amostra ndo pode descongelar durante o processo de liofilizacéo;

3. Altima etapa constitui em fechar as ampolas. As ampolas ficam conectadas
ao carrossel do liofilizador que precisa estar em constante vacuo. As ampolas foram entdo
vedadas com auxilio de um magcarico. E também de grande importancia vedar as ampolas a
vacuo, pois outro grande vildao da preservacao por liofilizacdo é o oxigénio. Se acontecerem
pequenas trincas no vidro isto pode levar a entrada de ar e entdo comprometer a qualidade da

preservacéao.

4.2.10.4 Preservacédo por liofilizacdo de micélio celular

Para a obtencdo de micélio celular foi realizado um cultivo em meio DSMZ 65
modificado (Tabela 7) em frascos Erlenmeyers de 500 mL utilizando volume de trabalho de 50
mL. Primeiramente foi realizado o procedimento de reativacdo do microrganismo e, para isto, foi
inoculado um frasco Erlenmeyer de 500 mL de volume contendo 47 mL de meio DSMZ 65
modificado utilizando como in6culo, microrganismo proveniente de criotubo a -70°C. O frasco
foi disposto em mesa incubadora a 200 rpm, temperatura de 28°C e auséncia de luz. Apés 48 h de
cultivo observou-se crescimento celular devido a turvacdo e mudanca de coloragdo do caldo de
cultivo. Em seguida, o caldo foi utilizado como indculo para fracos Erlenmeyers de 500 mL de
volume, utilizando aproximadamente 10% de volume de inéculo para a cultura. Decorridas 36 h
de incubacdo em mesa agitadora, os frascos foram retirados e serviram de inoculo para novos
frascos Erlenmeyers de 500 mL de volume onde foi utilizado 10% de volume de inéculo.
Decorridas 24 h de incubacdo em mesa agitadora, foram realizados os procedimentos descritos

COmMo seque:
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1.  Sob condicBes assépticas, o caldo de cultivo foi centrifugado a 11000 rpm
por 15 minutos a 5 °C. Em seguida, ainda em condi¢des assépticas, o sobrenadante foi descartado
e o pellet formado foi ressuspendido em solucdo salina contendo NaCl 0,9% m/v e Tween 80
0,1% m/v. Nesta etapa foi utilizado um agitador tipo vértex para garantir a ressuspensdo
completa do pellet na solucéo salina;

2. Em seguida, o frasco foi novamente centrifugado nas mesmas condigdes
descrita na etapa 1. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e descartado. O pellet
remanescente foi ressuspendido com solucéo lioprotetora;

3. Com o auxilio de pipeta de Pasteur previamente autoclavada, um volume de
0,1-0,2 mL (4 a 8 gotas) foi transferido para ampolas estéreis e imediatamente vedadas com
algoddo estéril. Em seguida, as ampolas foram dispostas em banho de gelo durante 30 minutos e
transcorrido o tempo, as mesmas foram levadas a ultrafreezer a temperatura de -70 °C. Os
procedimentos seguintes sdo idénticos aos realizados nas etapas 2 e 3 do item 4.2.9.3. As células
vegetativas, ao contrario dos esporos, necessitam de uma adaptacdo a mudanca de temperatura

para garantir maior viabilidade celular quanto estas forem reativas.

4.3 Cultivos em meio liquido

Devido ao trabalho em desenvolvimento visar a capacidade de producdo de
substancias de interesse produzidas pelo microrganismo e, sobretudo se tratar de uma linhagem
ainda ndo estudada, foi de extrema importancia o levantamento de informacdes acerca da cinética
de crescimento e explorar a possivel bioatividade presente nos extratos e fraces obtidas atraves
de particdes liquido-liquido.

No intuito de obter a cinética de crescimento, extratos e diferentes fracoes
necessarios para a realizacdo dos testes de bioatividade, foram realizados cultivos em meio
liquido DSMZ 65 realizados em trés distintas etapas com a linhagem de Streptomyces carpaticus
durante o desenvolvimento do trabalho. As descri¢des das etapas e seus objetivos sdo descritos a
sequir:

Etapa 1 — cultivo em incubador rotativo utilizando frascos Erlenmeyers com
finalidade de confirmag&o da presenca de atividade citotoxica no caldo de cultivo;

Etapa 2 — cultivos em biorreator com finalidade de obtencédo de volume suficiente

de caldo de cultivo para posterior isolamento de compostos de interesse;
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Etapa 3 — cultivo em incubador rotativo em quatro diferentes meios de cultivo com

a finalidade de avaliar o perfil de produgdo do composto de interesse.

4.3.1 Protocolos de cultivos em incubador rotativo e em biorreator

O protocolo de preparo de inéculo e cultivo em incubador rotativo, ilustrado na
Figura 19, esta dividido em trés etapas:

1° Etapa (germinagdo do microrganismo): Primeiramente realizou-se o
procedimento de reativacdo dos microrganismos e para isto foi inoculado um numero de frascos
necessarios de acordo com as necessidades de cada experimento sendo os frascos Erlenmeyers de
500 mL de volume contendo 47 mL de meio de cultivo utilizando 3 mL de suspenséo proveniente
de criotubo como in6culo. Os frascos foram dispostos em mesa incubadora a 200 rpm e 28°C por
48 h.

2° Etapa (crescimento do microrganismo): Apos final do periodo de reativacéo,
onde observou-se crescimento das culturas devido a turvacdo e mudanca de coloracdo do caldo
de cultivo, a suspensdo contida nos frascos de cultura foi utilizada para inocular fracos
Erlenmeyers de 500 mL de volume, contendo 45 mL de meio de cultivo, onde foram inoculados
com 5 mL de suspensdo sob condi¢des assépticas e, em seguida, dispostos em mesa agitadora a
200 rpm e 28°C por 36 h.

3° Etapa (producdo): Apbs a etapa de crescimento, a suspensdo contida nos
frascos Erlenmeyers foram utilizadas como inéculo para experimentos em frascos Erlenmeyers
ou em biorreator. Nos experimentos em frascos Erlenmeyers, 100 mL de suspensdo proveniente
da etapa de crescimento foram inoculados em 900 mL de meio de cultura de producéo,
totalizando 1000 mL de caldo inicial. Volumes de 50 mL foram distribuidos para Erlenmeyers de
500 mL com auxilio de bomba peristaltica de alta vazdo e os mesmos foram incubados em mesa
agitadora a 200 rpm e 28°C dando inicio a etapa de producdo que teve duragdo de
aproximadamente 96 h. Em determinados tempos de cultivo, foram retiradas amostras que
correspondiam ao volume de Erlenmeyers retirados da mesa incubadora. Em cada um dos dois
cultivos em biorreator, que tiveram como objetivo a obtencdo de matéria prima suficiente para os
experimentos de particdo e isolamento dos produtos com bioatividade, 1200 mL de suspenséo
proveniente da etapa de crescimento foram inoculados em 9800 mL de meio de cultura de
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producdo, totalizando 12000 mL de caldo inicial, dando inicio a etapa de producdo. Os cultivos
foram conduzidos a 28°C, pH constante em 7,2, vazdo especifica de alimentacdo de ar de 0,5
vvm, freqliéncia de 300 rpm por 90 h. A freqiiéncia ajustada em 300 rpm foi utilizada porque
estas condicdes definem uma mesma capacidade de transferéncia de oxigénio das obtidas em
incubador rotativo (NETO, 2005).

2° Etapa - Crescimento

3° Etapa - Producao
Fluxo Laminar

Criotubo

i — AL

1° Etapa - Germinagao

Sistema para homogenizacao
do inoéculo

Figura 19. Esquema ilustrativo representado as trés distintas etapas de preparo do indculo que antecedem a coleta de
amostras durante os experimentos em mesa incubadora com o microrganismo Streptomyces carpaticus.

4.4 Empacotamento de coluna analitica

Foi realizado o empacotamento de coluna para uso em cromatografia liquida no
laboratorio do Grupo de Sintese Organica e CLAE do Programa de Pds-graduagdo em Quimica
da UFSCar usando sorbente LiChrosorb® RP-18 (particula de 7um) da marca Merck. As
dimensdes da coluna analitica foram 4,6 mm de didmetro interno x 250 mm de comprimento.

Para o empacotamento utilizou-se uma bomba pneumatica em fase liquida Haskel
TP-DSF. A coluna foi empacotada em tubo de ago inox com pressdo maxima de 8000psi.
Inicialmente, as tubulagdes foram limpas com os solventes acetona, hexano, solucdo aquosa de
10% de &cido nitrico, agua e isopropanol, respectivamente.

A fase estacionaria 2,0 g foi suspensa em 30 mL de metanol e sonicada por 30

segundos. Em seguida empacotou-se a coluna com 500 mL de metanol, sendo que foi eluido 200
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mL de solvente de cima para baixo e 300mL no sentido oposto. A coluna foi condicionada com
MeOH/H,0 (70:30) como fase mdvel por 24 h. Para a avaliacdo da coluna empacotada foi
realizado uma corrida cromatografica no modo de eluicdo isocratico, utilizando como fase movel
o0s solventes MeOH:H,O na propor¢do de 70:30 numa vazéo de 1,0 mL/min e comprimento de
onda fixado em 254 nm no detector de UV. Foi utilizada a solugédo padrdo 0,6 mg/L de
Acetofenona e 0,7 mg/L de Benzofenona.

4.5 Condic6es cromatograficas aplicadas nas analises por HPLC-UV e HPLC-IR

As condi¢des cromatograficas empregadas nas analises da Figura 38 foram modo
de eluicio gradiente com amostra numa concentracdo de 1,0 mg.mL™ e volume de injeg&o de 30
pL. Usou-se uma coluna Luna C18 (Phenomenex) com didmetro de particula de 5 p e com as
dimens6es de 150 x 4.6 mm. A vazdo de trabalho usado na anélise foi de 1,0 ml.min™ onde a fase
movel A usada foi H,O e a fase B foi MeOH.

Para as analises da Figura 47 e 51 foram utilizadas as condi¢fes cromatogréaficas
no modo de eluicdo isocratico onde a vazdo de trabalho usado na analise foi de 0,9 ml.min™
usando MeOH como fase mével. A concentragdo da amostra foi de 4,0 mg.mL™ e volume de
injecdo de 20 uL. Usou-se uma coluna Superdex Peptide 10/300 GL (GE Healthcare).

A metodologia utilizada para quantificacdo de acuUcares presentes no caldo de
cultivo foi realizada com amostras previamente filtradas em 0,22 um e analisadas via CLAE-IR
utilizando coluna da marca Shodex (Sugar KS-802) (8.0 ID x 300 mmL) nimero H606031 e pré-
coluna Shodex RSpak KC-G ntimero F912156, fase mével H,0O, vazao de 1,0 mL.min™, volume

de injecdo 20 pL. A anélise foi realizada na temperatura de 50 °C.

4.6 CondicBes cromatogréaficas aplicadas nas analises por HPLC-ESI-MS para fragoes

ativas

As condicdes cromatogréficas utilizadas nas anélises das Figuras 37 a 42 foram
uso de modo de eluicdo gradiente com t=0 min (H,O 80%/MeOH 20 %); t=40 min (H.O
0%/MeOH 100 %); t=45 min (H,O 0%/MeOH 100 %); t=50 min (H,O 80%/MeOH 20 %); t=60
min (H,O 80%/MeOH 20 %) empregando coluna Luna C18 (Phenomenex); diametro de particula

5 w; dimensdes 150 x 4.6 mm; vazao de trabalho de 1,0 ml.min.
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4.7 CondicGes instrumentais aplicadas nas analises por HPLC-ESI-MS/MS via SRM

O meétodo cromatografico foi desenvolvido utilizando uma coluna analitica C18
LiChrosorb (Merck) (dimensdes de 250 x 4,6 mm, 7 um). A vazao da fase movel foi 1,0 mL/min
em método gradiente de analise com t=0 min (H,O 10%/MeOH 90 %); t=5 min (H,O 0%/MeOH
100 %); t=15 min (H,0 0%/MeOH 100 %); t=16 min (H,O 10%/MeOH 90 %); t=20 min (H.O
10%/MeOH 90 %).

A analise foi realizada com uso de divisor de vazao que enviava ao espectrémetro
de massas um volume de 300 puL. A ionizagdo das amostras foi realizada utilizando uma fonte
ESI operando no modo positivo de analise. A temperatura utilizada no bloco da fonte foi de 90
°C e do sensor foi de 250°C. A vazdo de nitrogénio do gas de desolvatacdo foi ajustado em 633
L/h e do nebulizador em 42 L/h. A voltagem do capilar foi mantida em 3,36 Kvolts, o cone em 39
Volts e a energia de colisdo foi de 40 eVolts para a transicdo monitorada 1129—1084. O gas de
colisdo (argonio) foi mantido em uma pressdo de 1,7.10° mBar durante todas as anélises. No
desenvolvimento da estimativa de producdo foi utilizado 0,2 segundos para o parametro dwell
time (periodo de tempo em cada scan de uma determinada transicdo no experimento de SRM)
com um inter scan delay (intervalo de tempo entre scan) de 0,01 segundos.

Amostras de caldo de cultivo do S. carpaticus cultivadas em quatro diferentes
meios (DSMZ 65, NBIMCC 185, DSMZ 246 e DSMZ 545) foram analisadas ao final do
desenvolvimento da metodologia de estimativa de producdo de Valinomicina. As amostras foram

preparadas conforme indicado no item 4.9.

4.8 Fracionamento das amostras obtidas do caldo de cultivo do S. carpaticus

As amostras obtidas no desenvolvimento do trabalho foram fracionadas de acordo

com os respectivos fluxogramas representados nas Figuras que seguem.



Materiais e métodos

‘ 50 mL
Caldo bruto

Evaporacéo
Speed-vac

| EBSlEI

Caldo de
cultivo

Shaker (S1

| Cultivo em
) |

200 rpm, 28 °C

~550 mL
Centrifugagao

N |
‘Mlcello

| EBSlAI

I Sobrenadantel ~500 mL

Parti¢do pH do caldo (6,8)
AcOEt (3x) Partigdo AcOEt (3x)
|EBSLF | 2 Fase | _480 mL
orgéanica aguosa
pH 3,00
Evaporacédo AcOEt (2x)

Fase 4{ Fase
organica aquosa

Evaporacéo |

|EBSlB|

Evaporagédo

| essic)

n-butanol (3x)

Fase
organica

Fase
aquosa

Evaporacgédo

| EBSlDI

Figura 20. Fluxograma das etapas de fracionamento realizadas com o caldo de cultivo obtido no Experimento S1.
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Figura 21. Fluxograma das etapas de fracionamento realizadas com o caldo de cultivo obtido no Experimento S2.
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Figura 22. Fluxograma ilustrativo das etapas realizadas com o caldo de cultivo obtidos dos Experimentos RSc2 e

RSc3.
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Figura 23. Fluxograma das etapas de fracionamento da fragdo FPD.

4.9 Tratamento de amostras aplicado nas analises por CLAE-ESI-EM/EM

Para a obtencdo do perfil de producdo de Valinomicina nos meios de cultivo
DSMZ 65, 246, 545 e NBIMCC 185 amostras de caldo de cultivo, para cada um dos quatro
diferentes meios avaliadoe e em intervalos de 12 h de tempo do cultivo, foram analisadas em
duplicata. Um volume de 1,5 mL de caldo, para cada intervalo avaliado, foram coletados e
centrifugadas por 15 min a 11000 rpm. Ao final da centrifugacdo foram tranferidos volumes
correspondente a 1 mL de sobrenadante de cada ponto de amostragem para frascos vial
previamente identificados.

Ao final, cada amostra foi particionada sendo adicionado 500 puL de AcOEt e
agitado por 15 segundos em vortex a cada uma das aliquotas de 1000 uL de caldo anterioermente
dispensadas em frasco vial. Ao término da extragdo, um volume de 300 ulL de sobrenadante

(AcOEt) foram coletados e dispensandos em vial sendo, cada amostra, particionada por trés vezes
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(n=3). A Figura 24 ilustra o procedimento de extracdo de Valinomicina nas amostras de caldo de

cultivo.

Sobrenadante
Volume 1,0 mL

Adicao 0,5 mL AcOEt

Agitacdo 15scom uso de vortex
Coleta 300 uL AcOEt

Extragao da fase aquosa em 3 etapas

Fase Organica  Fase Aquosa

Evaporacdo AcOEt

Ressuspensdo 1,0 mL MeOH Descarte

CLAE-ESI-EM/E
via SRM

Figura 24 — Etapas de pré-tratamento de amostras realizadas com caldo de cultivo a serem analisadas por CLAE-ESI-
MS/MS via SRM.

Analise por
M

4.10 Preparo de diazometano para metilacéo de acidos carboxilicos

Para a preparacdo do diazometano, montou-se um sistema de destilagdo conforme

0 esquema ilustrado na Figura 25.

Eter etilico

Manta — O
Nquecedora = O

o ="

3

™ Transformador

Figura 25. llustracdo de sistema para preparo de diazometano.




Materiais e métodos 62

Dissolveu-se 2,14 g de p-toluilsulfonilmetilnitrosamida (diazald) em 30 mL de éter
etilico. Em seguida, resfriou-se a solucdo em banho de gelo e adicionou-se a esta uma solucao
contendo 0,4 g de KOH em 10 mL de etanol 96%. O sistema ficou em repouso no banho de gelo
por 5 min e em seguida foi destilado a uma temperatura de aproximadamente 65°C.

O destilado foi coletado em banho de gelo. Terminada a destilagdo, neutralizou-se
a reacdo com &cido acético glacial. A reagdo esta ilustrada na Figura 26, item A. Realizou-se a
metilacdo adicionando-se a solucdo de diazometano a amostra a ser metilada até ndo haver mais
desprendimento de gas nitrogénio conforme esquematizado no item B da Figura 26.

Para a derivatizagdo (VOGEL, 1971) de amostras um volume de aproximadamente
1,0 mL de diazometano foi adicionado em frasco vial contendo 200 pug da amostra a ser metilada.
Apdbs completa evaporacdo da solucdo a amostra foi ressuspendida em 1,0 mL de DCM e

posteriormente analisadas via CG-EM.

O N=—O

| / KOH S, .
A He S—N —  » H, C—N=N =—> H,C—N=N

|\ EtOH .

o) Diazometano

p-toluilsulfonilmetilnitrosamida

0 0
/ e _E: i/ ¢
B Rr + HC—N=N ——F— R + N2
OH o—

Figura 26. Em A, ilustracdo do procedimento para o preparado do diazometano. Em B temos a metilagdo da amostra.

4.11 Analises por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas

Alguns extratos e fragdes foram analisados via cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas onde foi utilizada a rampa de temperatura detalhada na Figura 27.
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320°C

5 min

Figura 27. Detalhamento da rampa de temperatura utilizada na anélise em CG-EM.

As condicbes empregadas foram: coluna DB-1 (J&B Scientific), 30m
comprimento, didmetro 0,25 mm, didmetro de particula de 0,25 pum, temperatura do injetor
250°C, temperatura da interface 280°C, temperatura da fonte de ionizacdo 180°C, volume da

injecdo 2,0 uL, modo de ionizacdo EI", faixa de deteccdo de massas m/z 50 a 750 Da.
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5 Resultados e discussao

O presente trabalho teve como ponto de partida a constatacdo, em extratos de
caldos de cultivo do Streptomyces carpaticus obtidos com diferentes solventes organicos, da
presenca de composto capaz de inibir a proliferagdo de diferentes linhagens celulares através de
ensaios de citotoxicidez realizados em células tumorais. Sempre foi respeitada a hipotese que a
atividade apresentada poderia ser proveniente de uma Unica substancia, do sinergismo entre
diferentes substancias ou ainda da presenca de diferentes substancias capazes de,

individualmente, inibir o crescimento celular das linhagens celulares avaliadas.

5.1 Levantamento da cinética de crescimento celular e avaliacdo da atividade citotdxica
em diferentes linhagens de células tumorais presente no caldo de cultivo do Streptomyces

carpaticus.

Streptomyces carpaticus foi primeiramente relatado por Gause et al. (1983). Existe
apenas um trabalho na literatura de estudos que envolvem a linhagem de S. carpaticus onde é
relatado um produto com caracteristicas terapéuticas obtido da linhagem na patente japonesa da
Sekisui Chem. Ind. Co. Ltd. (1993) que aponta o extrato obtido com caldo de cultivo de S.
carpaticus como tendo atividade inibitoria de inflamacdes alérgicas. Entretanto, o principio ativo
responsavel pela atividade relatada na patente ndo foi identificado.

As caracteristicas morfoldgicas, nos trés diferentes meios sélidos, da espécie de
Streptomyces investigada estdo dispostas na Tabela 13 e fotografias das culturas em meio soélido

estdo apresentadas nas Figuras 28 e 29.

Tabela 13. Caracteristicas de morfologia e de cultura do microrganismo marinho Streptomyces carpaticus.

Caracteristicas Meio 4 Meio 5 DSMZ 65

Coloracéo da

. . Branca Branca acinzentada Branca acinzentada
coldnia na superficie
Coloracéo da
coldnia no verso da Branca Branca acinzentada Cinza esverdeada
placa
Produgdo de
pigmentos N&o existe N&o existe Verde oliva intenso

hidrossolUveis
Micro-col6nias com 0,1 cm Micro-col6nias com 0,1 cm de 0,4-0,5 cm de tamanho
de tamanho com superficie tamanho com superficie com superficie convexa,
rugosa, colénia circular e convexa, colénias irregulares e borda lisa, colénias
bordas onduladas bordas onduladas circular

Forma da colbnia
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Meio solido GYM

Figura 28. Fotografia da cultura de Streptomyces carpaticus BA-3 realizado em placas de petri em trés diferentes
meios sdlidos apds 14 dias de incubacdo a temperatura de 30 °C. Meio 4, meio DSMZ 65 e meio 5 da esquerda para
direita.

Figura 29. Producéo de pigmentos hidrossoluveis verde oliva em meio s6lido DSMZ 65.

As Figuras 30 e 31 ilustram imagens obtidas do micélio celular do Streptomyces

carpaticus cultivado em meio s6lido DSMZ 65.

Fﬁgura 30. Fotografias obtidas por micoscopia Optica com aumento de 40x, 100x e 200x, respectiaente.
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4 M SCal deste 4 M e
Figura 31. Crescimento do micélio celular com morfologia da cadeia de esporos em espiral estendido obtida por
microscopia eletronica de varredura com aquisicdo de imagem em condi¢des ambiente em equipamento da FEI
modelo Quanta 250.

A Figura 32 ilustra ampolas contendo o microrganismo em forma de esporo e

micélio, respectivamente, obtidas pelas metodologias propostas nos itens 4.2.10.3 € 4.2.10.4.

-
e
Figura 32. Fotografia de ampolas contendo a linhagem de Streptomyces carpaticus liofilizada na forma de esporos e

células vegetativas.
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Inicialmente foi realizado experimento em incubador rotativo denominado S1
utilizando Streptomyces carpaticus. O experimento teve como objetivo principal confirmar a
atividade citotoxica anteriormente encontrada no extrato do caldo de cultivo do microrganismo
pelo grupo de pesquisa do LEB para a linhagem em estudo e levantar informac@es da cinética de
crescimento do microrganismo nas condigdes de operacdo empregadas.

O Experimento S1 foi realizado em Erlenmeyers de 500 mL contendo 50 mL de
caldo onde as condic¢des de operacdo foram 200 rpm e 28°C, utilizando meio de cultura DSMZ 65
modificado, sendo adicionado sal marinho (Red Sea Coral Pro Salt), formulado especialmente
para uso com agua de osmose reversa, numa concentracéo de 33,33 g.L™, no intuito de reproduzir
as condigdes ambientais marinhas de crescimento do microrganismo uma vez que o mesmo foi
isolado de sedimento marinho. As etapas de preparo de indculo foram realizadas segundo o item
4.3.1, diferindo apenas na origem do indculo (1* Etapa) que, no caso, era proveniente da
raspagem com alca de platina assepticamente de uma placa de Petri previamente cultivada com o
microrganismo em avaliag&o.

A Figura 33 apresenta os resultados em termos de crescimento celular, consumo
de substratos e pH durante o cultivo do Experimento S1A velocidade especifica maxima de
crescimento celular (umax) do S. carpaticus em frascos agitados (Experimento S1) foi calculada
como sendo igual 0,042 h™ e o tempo de geracéo de 16,5 horas.

A anélise da Figura 33 evidencia uma diminui¢cdo da concentracdo celular ap6s
aproximadamente 36 h do cultivo, o que pode ser explicado pelas condi¢bes nao controlaveis do
valor de pH do meio de cultivo e também devido a possivel limitacdo pela baixa concentracédo de
oxigénio dissolvido no meio de cultura, uma vez que cultivos em Erlenmeyers ndo permitem o

controle destas variaveis.
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Figura 33. Evolucdo do crescimento celular, pH, consumo de glicose, maltose e frutose durante o Experimento S1
realizado com S. carpaticus em incubador rotativo com meio DSMZ 65 modificado.

Este experimento foi realizado com o intuito de se confirmar a presenca de
atividade citotdxica nos extratos obtidos a partir do caldo de cultivo do microrganismo em
estudo. Logo, parte do caldo foi coletado depois de decorrido um tempo de cultivo de 61 h e
outra parte ap6s 96 h de cultivo, com intuito de avaliar se havia diferenca significativa nos
resultados de citotoxicidade devido ao prolongamento do cultivo. Um volume total de
aproximadamente 550 mL de caldo de cultivo para cada um dos dois tempos de cultivo foi
tratado segundo procedimento ilustrado na Figura 20 (item 4.8). O intuito em coletar caldos em
diferentes tempos de cultivo foi o de avaliar uma possivel variagdo nos resultados de
citotoxicidade o que poderia inferir informagdes como a fase de producéo do(s) composto(s) de
interesse ou até mesmo uma possivel degradagéo deste(s) no intervalo avaliado.

Em dois diferentes tempos de cultivo (61 e 90 h) foram coletados volumes de 550
mL de caldos de cultivo provenientes de 12 frascos Erlenmeyers que foram centrifugados a 4000
rpm a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi coletado e, em seguida, realizado o procedimento
de extracdo segundo descrito na Figura 20. O corpo de fundo obtido da centrifugacdo (micelio)
foi diluido em 40 mL de &gua deionizada, submetido a ultrassom com intuito de promover a lise

celular e, apo6s este procedimento, o sobrenadante obtido por centrifugacdo a 11000 rpm foi
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particionado com AcOEt e devidamente evaporado. Também foram coletados 50 mL de caldo
bruto obedecendo aos mesmos intervalos de coleta.

Os extratos foram enviados em sua totalidade em massas ao Laboratério de
Oncologia Experimental (LOE/UFC) onde as amostras foram diluidas na concentracdo de 10
mg.mL™. A Tabela 14 ilustra os resutados obtidos com as amostras que foram testadas em
concentracdo Unica 25 ug.mL™ exceto para os caldos brutos em que se utilizou de 50 pg.mL™
para testes de citotoxicidade com as linhagens SF-295, MDA-MB435 e HCT-8.

Tabela 14. Massas obtidas dos extratos no Experimento S1.

Origem Tempo de Massas das amostras
cultivo EBSLA EBSIB EBSIC EBSID EBSIE EBSLF
Experimento 61h 25,9 mg 76,3 mg 30,5mg  1,4948g 3323mg 578,4mg
S1 90 h 371mg 477mg 688mg 168839 4044mg 787,2mg

As amostras foram selecionadas de acordo com percentual de inibicdo do
crescimento tumoral superior a 75% nas linhagens celulares utilizadas (GI>75%). Os resultados

de citotoxicidade para estes extratos estdo ilustrados na Tabela 15.

Tabela 15. Grau de inibi¢do do crescimento celular (Gl em %) das amostras em trés linhagens tumorais testadas em
diferentes concentra¢Bes. Valores correspondem & média (GI) + Desvio Padrdo (DP).

Grau de inibigdo (Gl em %)

'”t‘?;‘)’a'o Amostra <Ot AG0 SF295 MDA-MB435 HCT-8

GI (%) DP GI(%) DP GI(%) DP
61 EBSLA 25 10129 084 10139 000 10189 065
61 EBS1B 25 10089 056 10191 074 10326 029
61 EBS1C 25 8704 569 7447 270 7900 7,50
61 EBS1D 25 2813 576 18 430 3668 2,74
61 EBS1 E 50 2138 505 1969 037 2827 642
61 EBS1 F 25 9077 000 7690 123 9256 0,72
%0 EBS1 A 25 9906 007 9852 012 10031 159
%0 EBS1 B 25 8541 197 7890 135 7838 115
%0 EBS1C 25 6277 393 6249 467 6161 800
%0 EBS1D 25 3285 133 1048 430 3097 0,4
90 EBS1E 50 902 428 17,60 307 1889 108
90 EBS1F 25 01,01 147 7413 074 9251 353
: DOX 25 9878 054 9932 065 9587 343

Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo.
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Os resultados apresentados na Tabela 15, alem de confirmarem a presenca de
atividade citotdxica nos extratos obtidos do caldo de cultivo do microrganismo em estudo,
mostraram também que houve uma pequena diferenca na atividade citotoxica nos valores de
inibicdo das fracbes EBS1 B e EBS1 C nos dois diferentes tempos de cultivo (61 e 90 h). Isso
pode ser uma indicacdo de que hé& perda do composto responsavel pela atividade em cultivos de
longa duragdo. Contudo ndo se pode afirmar se essa perda é inerente a degradacdo do composto
ou ao catabolismo pela linhagem, devido as alteracdes de disponibilidade de nutriente que pode
ser retratada pela exaustdo de glicose e maltose depois de transcorridos 60 horas de cultivo. Desta
forma, o préximo passo foi obter um volume de caldo de cultivo que possibilitasse obtencéo de
maior quantidade em massa dos extratos que apresentaram atividade bioldgica descrita na Tabela
15, para dar inicio ao trabalho de isolamento da(s) substancia(s) responsavel(eis) pela atividade
citotoxica relatada.

Desta forma, foi realizado novo experimento (S2) em shaker onde as condicGes de
operacdo foram de 200 rpm de agitacdo e temperatura de 28°C. Optou-se pela realizacdo do
experimento em shaker, devido ao fato de haver pleno dominio do crescimento nestas condigdes
de operacdo. O experimento foi realizado em frascos Erlenmeyers utilizando meio DSMZ 65
modificado com concentracdo de sal marinho de 33,3 g.L™. As etapas de preparo de inéculo
foram realizadas segundo o item 4.3.1.

Decorridas 120 horas de cultivo, os caldos provenientes de 110 frascos
Erlenmeyers foram reunidos e o volume foi submetido a centrifugacdo e particionamento de
acordo com fluxograma da Figura 21 (item 4.8). Apds realizar a particdo e obter os extratos
evaporados EBS2 A, EBS2 B e EBS2 C, estes foram submetidos a experimento de RMN 'H
(Apéndice A, Figuras 69-70), com o intuito de obter o perfil de sinais de hidrogénios das
substancias majoritarias contidas nestes extratos.

Amostras dos extratos EBS2 A, EBS2 B e EBS2 C foram também enviadas ao
LOE/UFC, com o objetivo de identificar o(s) extrato(s) que apresentavam atividade citotoxica.
Os resultados apresentados na Tabela 16 mostram que o extrato EBS2 A foi 0 que apresentou
maior potencial citotoxico, porém observou-se uma queda na porcentagem de inibicdo comparada

com o0 mesmo extrato do experimento S1 (Tabela 15).
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Tabela 16. Grau de inibicdo do crescimento celular (Gl em %) das amostras em quatro linhagens tumorais testadas
na dose Unica de 50ug/mL. Valores correspondem a média (GI) + Desvio Padréo (DP).

HL-60 MDA-MB435  HCT-8

Gl (%) DP Gl (%) DP Gl (%) DP
EBS2A 213 569 93,64 831 5979 2,60
EBS2B 6,71 2,96 74,69 2,21 38,69 2528
EBS2C 000 000 000 000 2020 087
EBS2D 1254 498 000 000 2227 11,39

DOX 100,00 1,09 96,16 0,00 77,36 3,58
Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo.

Amostra

Dando continuidade ao trabalho de isolamento, uma massa de 194 mg do extrato
EBS2 A foi submetida a fracionamento em coluna filtrante, conforme ilustrado na Figura 21,
obtendo por intermédio do fracionamento 8 fracbes (FS2 Al a FS2 A8). Aliquotas destas fracdes
foram enviadas ao LOE/UFC para andlise da atividade citotdxica, sendo os resultados dessas
andlises apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Grau de inibigdo do crescimento celular (Gl em %) das amostras em quatro linhagens tumorais testadas
na dose Unica de 50ug/mL. Valores correspondem a média (Gl) + Desvio Padrdo (DP).

HL-60 SF 295 MDAMB-435 HCT 8
Amostra

Gl (%) DP Gl (%) DP Gl (%) DP Gl (%) DP
FS2A1 0,00 0,00 0,00 0,00 1,10 7,72 8,90 2,57
FS2A2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
FS2A3 70,55 2,30 75,45 0,52 56,66 1,01 81,16 1,29
FS2A4 0,00 0,00 43,19 5,45 30,53 8,18 60,30 2,67
FS2A5 0,00 0,00 0,00 0,00 12,79 0,18 0,00 0,00
FS2A6 0,00 0,00 0,00 0,00 6,36 3,03 0,00 0,00
FS2A7 27,93 31,55 91,25 14,89 100,00 0,18 102,01 0,09
FS2A8 8,97 1,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
DOX 97,62 0,89 65,22 4,09 100,00 0,64 80,90 0,55

Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo.

A fragdo FS2 A7 apresentou elevado potencial citotdxico e um novo
fracionamento foi realizado conforme ilustrado na Figura 21. As fracdes obtidas foram enviadas
ao LOE/UFC para andlise de atividade citotdxica, sendo os resultados dessas analises

apresentados na Tabela 18.



Resultados e discussao 72

Tabela 18. Grau de inibicdo do crescimento celular (Gl em %) das amostras em trés linhagens tumorais testadas na
dose Unica de 25ug/mL. Valores correspondem a média + Desvio Padrédo (DP).

SF 295 MDAMB-435 HCT-8

Gl (%) DP GI (%) DP GI (%) DP
AT-A 28,21 2,69 22,78 227 6,62 0,27
A7-B 1462 020 24,11 189 17,71 1,49
A7-C 12,72 1,89 9,15 0,20 9,00 1,13
AT7-D 0,00 0,00 0,00 0,00 1527 141
AT-E 405 158 0,00 0,00 506 1,67
AT7-F 0,00 0,00 0,00 0,00 8,00 1,28
AT-G 6,66 168 0,00 000 431 161
A7-H 785 080 992 164 1414 1,34
ATl -19,97 4,08 4,47 8,20 13,32 2,66
AT-J 8,63 1,28 0,00 0,00 8,06 2,07
AT-K 3,13 0,27 21,24 4,37 30,36 0,18
AT-L 2462 359 21,03 257 1351 0,97
A7-M 6,02 139 0,00 0,00 3055 3,10
AT7-N 0,00 0,00 0,00 0,00 16,39 0,80
A7-0 4251 1,97 4745 184 27,60 2,83
AT7-P 0,00 0,00 252 069 1821 3,37
A7-Q 0,00 0,00 000 0,00 17,83 3,01
DOX 81,98 337 98,76 157 9458 1,66

Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo.

Amostra

Segundo os resultados ilustrados na Tabela 18, houve perda da atividade citotoxica
antes apresentada, pois nenhuma das fracOes testadas apresentou atividade acima de 75%. A
perda de atividade citotdxica pode ser atribuida a possivel degradacdo do(s) composto(s)
bioativo(s) ou mesmo ao sinergismo de compostos que, anteriormente juntos apresentavam
atividade e, quando separados, ndo mais a possuiram. Logo, a perda drastica da atividade
citotoxica apresentada e a pequena quantidade de substancia presente tanto na fracdo FS2 A3
(m=3,0 mg) quanto na fragdo FS2 A7 (m=16,7 mg) conduziram para as atividades descritas na

sequéncia.

5.2 Levantamento da cinética de crescimento celular do Streptomyces carpaticus em

biorreator e isolamento de composto bioativo.

Previamente foram realizados cinco cultivos em biorreatores convencionais com
volume de trabalho superior aqueles dos experimentos em incubador rotativo e de forma a obter

maior quantidade de caldo de cultivo ao término do experimento. Os cultivos foram realizados



Resultados e discussao 73

em dornas de 5,0 L de volume atil, sendo utilizado um volume de meio de 4,0 L. O meio de
cultura utilizado foi 0 DSMZ 65 modificado, com concentragdo de sal marinho de 33,3 g.L™" &
temperatura em 28°C, freqiiéncia de agitacdo de 800 rpm e vazdo especifica de alimentacao de ar
de 0,5 vvm. Foi observado nesses cultivos baixo crescimento celular, possivelmente devido ao
emprego de agitacdo intensa (800 rpm), o que pode ter causado morte celular devido ao
cisalhamento, impedido o crescimento do microrganismo.

Logo, na sequéncia foi realizado novo cultivo em biorreator de bancada (RScl),
agora com volume de trabalho de 10,0 L e condicdes de operacdo de 300 rpm de freqiiéncia de
agitacdo, temperatura de 28°C, vazéo especifica de alimentacéo de ar de 0,5 vvm e pH controlado
em 7,2 durante os cultivos atraves da adicdo de solugdes de NaOH e/ou HCI 1M. As etapas de
preparo de ino6culo foram realizadas segundo descrito no item 4.3.1. Foi utilizado meio DSMZ 65
e 10% de volume de indculo.

Os resultados apresentados na Figura 34 ilustram a evolugdo do crescimento
celular, consumo de agUcares redutores totais e de concentracdo de oxigénio dissolvido durante o
experimento RScl. Observa-se que houve evidente diminuicdo da concentracdo celular apds 24 h
de cultivo, possivelmente proporcionada pela limitacdo por falta de oxigénio dissolvido no caldo,
além da diminuicdo das concentracBes de glicose e maltose no mesmo periodo, pois estes
substratos sdo as principais fontes de carbono disponiveis para 0 microrganismo no experimento.

A velocidade especifica maxima de crescimento celular (umax), apresentada pelo
microrganismo cultivado em biorreator e operado no modo batelada foi calculada como sendo
igual a 0,045 h™ e o tempo de geragdo também obtido na fase exponencial de crescimento celular
foi de 15,5 horas.
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Figura 34. Evolugdo do crescimento celular, consumo de agucares redutores totais e oxigénio dissolvido durante o
Experimento RScl.

Um volume de aproximadamente 9,0 L de caldo de cultivo foi obtido no final do
experimento RScl. O caldo de cultivo coletado foi centrifugado a 4000 rpm e 4°C. O caldo
centrifugado (sobrenadante) foi filtrado em membranas com tamanhos de poro de 0,22 um e 3,0
kDa, respectivamente, no intuito de se obter um caldo livre de micélio e moléculas com massa
molar acima de 3,0 kDa. Apds tentativa de concentracdo do caldo filtrado em Speed Vac, de
forma a obter um caldo concentrado antes de realizar as particdes organicas, no intuito de evitar o
uso demasiado de solventes organicos, foi observado contamina¢do do mesmo, caracterizada pela
sua turvacao e que foi confirmada por microscopia Optica.

Como a continuidade do tratamento do caldo objetivava ao possivel isolamento de
substancia(s) de origem duvidosa, uma vez que a contaminacao dispersa no caldo moléculas do
metabolismo primario e secundario do microrganismo contaminante optou-se pelo descarte do
mesmo.

Dois novos cultivos em biorreator de bancada (RSc2 e RSc3) com volume de
trabalho de 12,0 L e condi¢bes de operacdo idénticas ao Experimento RScl foram entdo

realizados com o intuito de obter caldo de cultivo para as etapas de isolamento, objetivando obter
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a(s) substancias(s) de interesse em quantidade suficiente para a realizacdo dos testes citotoxicos e
elucidacdo estrutural. As etapas de preparo de indculo foram realizadas segundo descrito no item
4.3.1. A Figura 35 ilustra o biorreator usado nos cultivos objetivando obtencdo de quantidades de

caldo de cultivo superior aquelas obtidas nos cultivos realizados em frascos erlenmyers.

P S P -

Figura 35. Cultivo do S. crpaticus em biorreator - Experimento RSc3 com volume de trabalho de 12 L.

Os resultados representados nas Figuras 36 e 37 apresentam a evolucdo do
crescimento celular, consumo de agucares redutores totais e de concentracdo de oxigénio
dissolvido durante os experimentos RSc2 e RSc3.

As velocidades especificas maximas de crescimento celular (umax) foram iguais a
0,047 h™* para ambos os experimentos (RSc2, RSc3). Os tempos de geracdo obtidos na fase
exponencial de crescimento celular foram de 14,8 horas. A analise das Figuras 36 e 37
evidenciam uma diminuicdo da concentracdo celular depois de decorridas aproximadamente 24 h
nos experimentos RSc2 e RSc3. Tal comportamento foi idéntico nos trés experimentos em reator
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convencional. Nota-se uma diminuigdo do crescimento celular em aproximadamente 24 horas
para 0S experimentos em reator convencional, seguido por um periodo de diminuicdo da
concentracdo celular e retomada do crescimento celular, porém com uma velocidade especifica
menor. Este comportamento possivelmente € desencadeado por uma soma de fatores nos quais se
incluem a limitacdo do crescimento pela demanda de oxigénio dissolvido no meio de cultivo,
diminuicdo da concentracdo de maltose e glicose no mesmo periodo (dados ndo mostrados) que
podem desencadear menor demanda destes substratos, relacionada ao crescimento e maior
demanda direcionada a manutencdo das unidades celulares presentes no cultivo, sendo estes

substratos as principais fontes de carbono disponiveis para 0 microrganismo nos experimentos.
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Figura 36. Evolucdo do crescimento celular, consumo de agucares redutores totais e concentracdo de oxigénio
dissolvido durante o Experimento RSc2.
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Figura 37. Evolucdo do crescimento celular, consumo de agucares redutores totais e concentracdo de oxigénio

dissolvido durante o Experimento RSc3.

A Tabela 19 ilustra os valores de alguns parédmetros de cultivo dos trés

experimentos realizados em reator convencional nas mesmas condic¢des de operagéo.

O caldo de cultivo coletado no final dos experimentos RSc2 e RSc3 foram
reunidos e submetidos a centrifugacéo a 4000 rpm e temperatura de 4°C, sendo o micélio obtido
submetido a extracdo organica conforme ilustrado na Figura 22 (item 4.8). O sobrenadante foi
filtrado em membranas de 0,22 pum e 3,0 kDa respectivamente, no intuito de se obter um caldo

filtrado livre de micélio e moléculas com massa molecular acima de 3,0 kDa.

Tabela 19. Valores das variaveis de cultivo obtidos nos experimentos realizados em reatores convencionais para o

microrganismo em estudo.

Experimentos

Variaveis RSc1 RSc2 RSc3
tmax (h™) 0,045 0,047 0,047
ts (h) 15,5 14,8 14,8

Y ' -1
x (997 0,39 0,38 0,45
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Objetivando evitar possiveis contamina¢Ges do caldo de cultivo, logo apds o
término dos experimentos, 0 mesmo foi micro (0,22 um) e ultra-filtrado (3,0 kDa) e em seguida
realizadas as particGes organicas e 0s extratos obtidos foram devidamente secos. Aliquotas dos
extratos foram enviadas ao LOE/UFC com o objetivo de identificar o(s) extrato(s) que
apresentavam atividade citotoxica.

Os resultados apresentados na Tabela 20 mostram que para 0s Experimentos RSc2
RSc3 as fracbes FPH e FPD apresentaram alta atividade citotoxica frente as linhagens testadas.
Foi observado nesta etapa, que a atividade antes presente no extrato vinda da primeira particdo do
caldo com AcOEt, agora estava presente na fragfes oriundas do caldo retido. Isto pode ser
explicado pelo fato de que nos Experimentos S1 e S2 néo foi realizado a filtragdo em membrana
com diametro de poro de 3,0 kDa e com isso a(s) substancia(s) eram carreadas através dos poros
de didametro de 0,22 um e ficavam contidas no caldo filtrado que apos realizacdo da particdo em
solvente organico, ficavam contidas na fragcdo vinda da primeira particio em AcOEt. Agora,
como o procedimento adotado empregou o uso de diametro de membrana de 3,0 kDa, esta(s)
substancia(s) permaneceram retidas no filtro e desta forma ap6s o caldo retido ser particionado
com AcOEt esta(s) substancia(s) foram arrastadas para o extrato FPAc. O extrato FPAc foi
submetido a particdo liquido-liqguido com diferentes solventes organicos com o objetivo de
obtermos fracGes com caracteristicas de solubilidade distintas. Desta forma, apds o
particionamento foram obtidas trés diferentes fragdes (FPH, FPD e FPM) conforme ilustrado na

Figura 22.

Tabela 20. Grau de inibicdo do crescimento celular (Gl em %) das amostras em trés linhagens tumorais testadas na
dose Unica de 50ug/mL. Valores correspondem a média (GI) + Desvio Padrao (DP).

Amostra SF 295 MDAMB-435 HCT-8
Gl (%) DP Gl (%) DP Gl (%) DP
EBR23 A 57,16 0,92 4,80 0,13 0,00 0,00
EBR23 AH 59,22 1,19 31,02 1,18 0,00 0,00
EBR23 AM 85,25 1,32 47,65 3,26 3,55 1,80
EBR23 B 48,58 0,92 0,00 0,00 0,00 0,00
EBR23F 46,52 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00
FPH 90,01 2,51 100,00 0,13 68,63 4,25
FPD 100,00 0,40 100,00 1,18 100,00 0,24
FPM 26,97 0,98 10,17 5,46 24,88 0,6
DOX 96,90 2,64 96,98 0,24 84,25 2,13

Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo.
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Assim, as fracbes FPH e FPD apresentaram elevado potencial de inibigdo do
crescimento das linhagens testadas e os demais extratos ndo apresentaram atividade bioldgica
relevante. Apesar das fracdes EBR23A e EBR23B néo terem apresentado resultados satisfatorios
nos testes citotoxicos, a Figura 38 apresenta o cromatograma CLAE-UV destas fracdes e mostra a
presenca de inUmeras substancias presentes nas mesmas, 0 que é evidenciado pelas bandas
cromatograficas nos cromatogramas e que podem ser exploradas posteriormente, haja visto o fato

de ndo existir relatos de isolamento de substancias oriundas do microrganismo em quest&o.
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Figura 38. Cromatogramas das fracdes EBR23A (A) e EBR23B (B).
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A fragdo FPH foi submetida & cromatografia de exclusdo molecular utilizando
como fase estacionaria Sephadex LH20 a qual gerou 23 novas fracbes que foram enviadas ao

LOE/UFC para serem analisadas. A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos destas fracoes.

Tabela 21. Grau de inibicdo do crescimento celular (Gl em %) das amostras em trés linhagens tumorais testadas na

dose Unica de 25ug/mL para a fragdo FPH 14 e 50 pug/mL para as demais fracdes. Valores correspondem a média
(GI) £ Desvio Padrao (DP).

Amostra SF 295 MDAMB-435 HCT-8
Gl (%) DP Gl (%) DP Gl (%) DP
FPH 91,41 0,16 72,91 1,67 84,50 1,28
FPD 100,00 0,05 100,00 0,28 100,00 0,12
FPHS14 89,41 0,16 65,59 2,59 80,62 0,43
FPHS15 92,99 0,76 93,07 0,37 86,96 0,12
FPHS17 18,15 1,58 0,00 0,00 21,21 0,06
FPHS18 23,31 0,71 0,00 0,00 13,22 4,27
FPHS21 49,12 1,25 67,94 9,25 44,09 0,92
DOX 97,45 2,13 96,59 2,64 97,14 0,24

Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo.

Pode-se observar pelos resultados apresentados na Tabela 21 que as fragdes
FPHS14 e FPHS15 apresentaram elevado potencial citotoxico, sendo entdo estas fracGes
juntamente com a fracdo FPHS13 por apresentar o0 mesmo comportamento cromatografico em
CCD, analisadas por experimentos de espectrometria de massas no LaBioMMi. Também foi
determinada a concentragdo minima inibitoria (ICsp), capaz de inibir o crescimento da linhagem
em 50% para algumas das fragdes em apenas uma linhagem tumoral SF-295 (Glioblastoma),
cujos os resultados estdo apresentados na Tabela 22. A ICs € geralmente obtida por ser o valor

de concentragdo que mais se aproxima do valor ideal a ser utilizado em pacientes.

Tabela 22. Grau de inibicdo do crescimento celular (ICs, em pg.mL™) das amostras FPH, PPD, FPHS14 e FPHS15
em linhagem tumoral SF-295. Em parénteses encontram-se os intervalos de confianca.

Amostra ICso (ng.mL™)

0,9691
FPH (0,5479 — 1,714)
0,7197
FPD (0,5884 — 0,8804)
0,7086
FPHS14 (05809 - 0,8645)
0,005437
FPHS15  (0,0009537 — 0,03100)
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A ICsy para a fragdo FPHS15 foi de 544 ng.mL™, um valor muito baixo se
tratando ainda de uma fracdo ainda ndo purificada. Apenas a titulo de comparacdo, o
medicamento Paclitaxel (3), farmaco aprovado pelo FDA no combate a alguns tipos de canceres
apresenta 1Cs;=5,7 nM ou 4,87 ng.mL™ para a linhagem MDAMB-435 e 1C5,=11,5 nM ou 9,82
ng.mL™ para a linhagem SKOV-3 (SOUZA, 2004).

A Figura 39 apresenta os resultados obtidos nos experimentos de CLAE-EM (ESI-
) e (ESI+), operando com potencial no cone ajustado em 35 e 30 eV respectivamente em
concentracdo de 500 pg.mL™ das fragdes FPHS13, FPHS14 e FPHS15. Pode-se observar que 0s
perfis do TIC das trés fragdes foram semelhantes, porém pela resposta dos testes de bioatividade
ilustrados nas Tabelas 21 e 22, a fracdo FPHS15 apresentou maior citotoxicidez, o que pode ser
interpretado como uma maior concentracdo do(s) composto(s) responsavel pela atividade nesta
fracdo. Assim, esta fracdo foi entdo selecionada para realizacdo de novos experimentos. Outra
informacgdo importante que pode ser observada através da analise dos cromatogramas CLAE-
DAD da Figura 40 é gue ndo houve absor¢do na regidao do DAD (210 a 400 nm) dos compostos
com tempo de retencdo entre 5 e 50 min sendo apenas 0s compostos que eluiram no inicio da

corrida cromatografica, capazes de absorver no UV na concentracdo analisada.
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Figura 39. Resultados dos experimentos de CLAE-EM das fracfes FPHS13, FPHS14 e FPHS15 no modo ESI- em
A, BeCenomodo ESI+emD,EeF.
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Figura40. Em A, B e C os cromatogramas CLAE-DAD (210-400 nm) das fracbes FPHS13, FPHS14, FPHS15
respectivamente.

Na Figura 41 estdo apresentados os espectros de massas da fracdo FPHS15 ESI-
(A) e ESI+ (B) gerados apds processados os TIC (C e E), respectivamente. Com estes resultados,
foi possivel inferir (Figura 41 A e B) que um dos compostos presentes nesta fracdo possui MM de
1111 Da. Pode-se observar no espectro de massas (Figura 41B), a formacdo do ion m/z 1134 que
corresponde a formagéo de aduto com sodio [M+Na]*. Na Figura 41 (A) observa-se a formagao
do ion m/z 1110 que corresponde a molécula deprotonada [M-H]". Na Figura 41 (D e F), observa-
se 0 cromatograma do ion selecionado m/z 1110 e m/z 1134 da fracdo FPHS15 ESI- e ESI+.

No intuito de se confirmar a massa molecular do composto presente na fragdo
FPHS15, além dos respectivos fragmentos gerados pela molécula fragmentada em ambos os
modos de ionizacdo (ESI- e ESI+), andlises de ions produtos, ions precursores e de perdas neutras
caracteristicos do ion m/z 1110 foram realizadas e estdo ilustrados na Figura 42. As aquisi¢des no

modo ESI+ ndo foram muito elucidativas devido a complexacao do analito com sédio.
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Figura 41. Espectros de massa da fragdo FPHS15 (A e B) apds processados os TIC ESI- e ESI+ que estdo
apresentados em C e E. Os cromatogramas de ion selecionado para m/z 1110 (D) e 1134 (F), respectivamente.

Pode-se afirmar, baseado nos resultados coletados nas analises apresentadas na
Figura 42, que os ions de razdo m/z 188, 216, 387, 758, 929, 957 foram gerados pela

fragmentacdo do ion m/z 1110. Observa-se ainda perdas caracteristica de 28 e 171 unidades de

massa no padréo de fragmentacgéo apresentado.
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Figura 42. FPHS15 analisada por insercao direta no modo ESI- do ion selecionado. A) ion produto de m/z 1110 (25
eV); B) ion produto de m/z 957 (35 eV); C) ion produto de m/z 929 (30 eV); D) ion precursor de m/z 957 (25 eV); E)
perda neutra de m/z 153 (25 ev); F) perda neutra de m/z 181 (25 eV).

Com o intuito de avaliar a presenca dos ions m/z 1110 e 1134 nas trés fracoes

FPHS13, FPHS14 e FPHS15, o que poderia ser um indicio da atividade citotoxica encontrada ser

proveniente do composto MM 1111, foi obtido o cromatograma de ion selecionados destas

respectivas m/z 1110 para o modo ESI- e m/z 1134 para 0 modo ESI+ destas respectivas fracoes,

nas mesmas condi¢fes cromatograficas da Figura 39. Analisando a Figura 43 pode-se concluir

que das trés fracdes estudadas, somente a FPHS13 ndo possui o0s ions selecionados.
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Figura 43. Cromatogramas de ion selecionado m/z 1110 (ESI-) e m/z 1134 (ESI+) das fracGes FPHS13 (A e B),

FPHS14 (C e D) e FPHS15 (E e F).
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Assim, a amostra FPHS15 (massa de 30 mg), por ndo estar totalmente pura, foi
submetida a cromatografia de exclusdo molecular, onde a fase estacionéria empregada foi
Sephadex LH20, conforme ilustrado na Figura 22. As fracdes coletadas foram submetidas a
avaliacdo por CCD onde foram reunidas as fracdes S7, S8 e S9 dando origem a fracdo S789.
Aliquotas das fracfes S789, S10 e S12 foram enviadas ao LOE/UFC para a realizagdo dos
ensaios biologicos. As demais fragdes ndo foram enviadas para realizacdo do ensaio bioldgico
devido & limitacdo de massa (< 1,0 mg). Os espectros de RMN *H das fracdes S10 e S12 estéo
disponiveis nas Figuras 73 e 74 (Apéndice A). A Tabela 23 apresenta os resultados do ensaio

bioldgico das fragdes obtidas.

Tabela 23. Grau de inibicdo do crescimento celular (ICs, em pg.mL™) das amostras S789, S10 e S12 em linhagens
tumorais. Em parénteses encontram-se os intervalos de confianca.

ICso (ng.mL™)
Amostra SF-295 MDAMB-435 HCT-8
S789 >10 >10 >10
<10 0,01273 0,01893 001273
(0,008612 — 0,01475) (0,009904 —0,03617) (0,01094 — 0,01482)
S12 >10 >10 >10

O cromatograma de ion selecionado mostrado na Figura 44, obtido no modo ESI+,
usando as condi¢Bes cromatogréaficas idénticas as usadas para analises mostradas na Figura 39
permitiu afirmar que somente as fracdes S10 e S11 produziram o ion selecionado m/z 1134, que é
correspondente ao aduto de sodio ([M+Na]*). A Figura 45 mostra o espectro de massa processado
da banda cromatografica em 42 min para ambas as fragfes S10 e S11 nos modos ESI+ e ESI- de

ionizacao.
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Figura 44. Cromatogramas de ion selecionado m/z 1134 das fragdes S7 (A), S8 (B), S9 (C), S10 (D), S11 (E), S12

(F) e S13 (G).
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Figura 45. Espectros de ions totais gerados para as fracbes S10 e S11 respectivamente pelo processamento da banda
cromatografica em 42 min — (A) e (B): ESI- e (C) e (D): ESI+.

A anélise da Figura 73 (A) (Apéncide A) que corresponde ao espectro de RMN *H

da fracdo S10, mostrou dois sinais na regido desblindada do espectro, em & 8,42 e 8,29 ppm, que

integram para 1 hidrogénio cada. Esses sinais sdo tipicos de hidrogénios ligados a atomo de

nitrogénio (Figura 73B). Na regido mais blindada do espectro os dois dubletos em & 1,10 e 1,06
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ppm referem-se a hidrogénios metilicos (H-9 e H-10) ligado a CH; o multipleto em 6 2,32 (H-8)
ppm corresponde a um hidrogénio metinicos (CH) vizinho a CHs. Os dubletos encontrados em &
4,10 (H-7) e 6 3,99 (H-15) ppm, (Figura 73C), sdo hidrogénios metinicos vizinhos a
heteroatomos por estarem em regido desblindada do espectro. Os sinais observados no espectro
de RMN, juntamente com a perda de 28 unidades de massa, caracteristica de perda neutra de CO
no espectro de massas sugerem a presenca do aminoacido valina na molécula. Assim, a consulta a
literatura levando em consideracdo os dados de EM e RMN adquiridos levaram a hipotese do

composto em investigacdo ser o ciclodepsipeptideo Valinomicina (Figura 46).

~ H (e} Val Val
N 10 . 9 17 15 18
Hiv I~ Val 0 (0]
~
o H 2 Ol ” 12 014 4
1 7 N 11 15 °'N
O ° | |/\( [
(6] H (e} H
H Val 3 13
4 5
N o) Hiv Lac

— — 3

Valinomicina (53)

Figura 46. Estrutura molecular do composto Valinomicina.

Valinomicina é um conhecido ciclododecadepsipeptideo com estrutura ciclica
composta de doze membros que se alternam entre aminoacidos (valina) e hidroxiacidos (acido
latico e acido a-hidroxi-isovalérico) (D-Hiv-D-Val-L-Lac-L-Val);. Essa molécula possui formula
molecular Cs4HgoNsO15 € foi primeiramente isolada do caldo de Streptomyces fulvissimus em
1955 por Brockmann e Schmidt-Kastner (1955) e, desde entdo, tem sido isolada de culturas de
espécies de Streptomyces, conforme apresentado na Tabela 24. Nos primérdios de sua descoberta,
a Valinomicina atraiu a atencéo de inimeros grupos de pesquisa devido ao seu efeito notavel em
relacdo a permeabilidade em membranas lipidicas bioldgicas e artificiais para cations
monovalentes, sendo o ion potassio mais especifico (GISIN; MERRIFIELD; TOSTESON, 1969)

e vem sendo aplicada em varios campos da ciéncia com uso em membrana seletiva de ions em
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eletrodos que determinam ions potassio (ROSS, 1990) e ainda apresentando variadas atividades
bioldgicas como indutor de apoptose em células de ovario de hamster chinés (CHO) (ABDALAH
et al., 2006) dentre outras apresentadas na Tabela 24. Ristow et al. (1974) provaram que a
biossintese de Valinomicina € ndo ribossomal ao realizarem a sintese in vitro de Valinomicina
sendo a adicdo do aminoéacido L-[**C]Valina mostrou que este é racemizado e incorporado ao
produto. Ristow também mostrou que os aminoécidos L-Valina, L-Treonina e L-Alanina como
precursores do acido latico. Anke e Lipmann (1977) afirmam, atraves de estudos com marcacao

isotopica, que o substrato acido latico é facilmente incorporado ao composto Valinomicina nas

células vegetativas ao contrario do que acontece com alanina.

Tabela 24. Diferentes espécies de Streptomyces produtoras de Valinomicina.

Microorganismo

Origem do isolamento

Atividade relatada

Referéncia

Streptomyces fulvissimus

Streptomyces sp. (PRL 1642)
(ATCC 23836)
Streptomyces tsusimaensis
(ATCC 15141)
Streptomyces roseochromogenes
NRRL B-1233
Streptomyces griseus var.
flexipertum var. nov.

Streptomyces levoris A-9

Streptomyces griseus 2/ppi,
8/ppi, 10/ppi, 1/k

Streptomyces anulatus

Streptomyces exfoliates

Streptomyces padanus TH-04

Streptomyces sp. (M10)

Streptomyces sp. strain 22 and
34

bolor
solo

solo

n.it

solo de area de
alimentacdo de gado

solo

ar, poeira e materiais de
construgdo

amostras de solo e fezes

galhos de arvore nao
identificada

péssegos

solo de pomar

esponjas do
mediterraneo

antibiotico

antibiotico

antibidtico
pesticida

antibidtico inseticida e
acaricida

bactericida

toxina mitocondrial
anticancer e
antibidtico
anticancer e
antibidtico
antifungica
antiflngica

antiparasitaria

Brockmann e Schmidt-
Kastner (1955)
Vining e Taber (1957);
Taber e Vining (1957)

Nishimura et al. (1964)

Patterson e Wright (1970)

Heisey et al. (1988)
Perkins et al. (1990)
Andersson et al. (1998)
Pettit et al. (1999)

Pettit et al. (1999)
Lim et al. (2007)

Park et al. (2008)

Pimentel-Elardo et al.
(2010)

2 n3o informado

Assim, o padrdo analitico Valinomicina (98% pureza, codigo V0627) da Sigma-
Aldrich (Brasil) foi adquirido e submetido a cromatografia de exclusdo molecular usando coluna
Superdex Peptide 10/300 GL (GE Healthcare) em diferentes comprimentos de onda. Como o

cromatograma apresentou trés bandas cromatogréficas, as mesmas foram coletas e a banda em
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destaque na Figura 47, apds experimentos de RMN *H (Figura 79, Apéndice A), full scan (Figura
48) e o espectro de ions produto de m/z 1112 (Figura 49), revelou o composto Valinomicina.
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Figura 47. Perfil cromatogréafico CLAE-UV em diferentes comprimentos de onda de Valinomicina comercial.
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Figura 48. Full scan no modo ESI+ do composto Valinomicina (Sigma-Aldrich, VV0627), solu¢cdo 100 pg/mL em
MeOH, volume de injecdo 20 pL.
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Figura 49. Perfil de ions produto de m/z 1112 (ESI+) gerados em diferentes potencias aplicados na cela de colisdo do
espectrOmetro de massas para o padrdo Valinomicina. Em A, B, C, D, E e F foram utilizados 30, 35, 38, 40, 45 e 50

eV respectivamente.

A adicdo de um proton na ionizacdo por eletrospray (ESI) no modo positivo de

andlise na estrutura de polipeptidios pode levar a formac&o de seis diferentes fragmentos idnicos

(Figura 50) que podem ser usadas para a interpretacdo de espectros de fragmentacao de peptideos

obtidos usando espectrometria de massas em tandem.
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Figura 50. Esquema geral de fragmentos gerados na ionizagdo de polipeptidios por ESI+ proposto por Roepstorff e
Folhlman (1984) e Johnson et al. (1988).

Valinomicina foi isolada da fragdo FPHS15 por cromatografia conforme ilustrado
na Figura 51 e confirmada pelo espectro de fragmentacdo obtido por espectrometria de massas
em tandem na Figura 52.
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Figura 51. Perfil cromatografico CLAE-UV de Valinomicina comercial e da fragdo FPHS15.
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Figura 52. Comparacédo do perfil de ions produto de m/z 1112 (ESI+) gerados em diferentes potenciais aplicados na
cela de colisdo do espectrometro de massas utilizados para a fracdo FPep. Em A, B, C, D e E foram utilizados 20, 30,
35, 40 e 45 eV respectivamente.

Na Figura 53 estdo representados os espectros de ions produto m/z 1112 para o
padrdo comercial de Valinomicina e para o composto isolado do caldo fermentativo do S.

carpaticus. A Tabela 25 apresenta as respectivas perdas no espectro de ions produto de m/z 1112.
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Tabela 25. Diferentes fragmentos obtidos do espectro EM/EM de m/z 1112.
Fragmento iénico (m/z) Fragmento perdido Perda (Da)
1084,1 CcO 28
1012,6 Val 100
984,9 CO-Val 127
940,7 Val-OAla 171
9134 CO-OAla-Val; Val-OVal 199
885,2 CO-Val-OVal 227
840,6 Val-OAla-Val 271
813,4 Val-OVal-Val; CO-Val-OAla-Val 299
786,4 CO-Val-OVal-Val 326
7419 OAla-Val-OVal-Val; OVal-Val-OAla-Val 370
7139 CO-OAla-Val-OVal-Val; CO-OVal-Val-OAla-Val 398
643,1 Val-OAla-Val-OVal-Val 470
615,2 CO-Val-OAla-Val-OVal-Val 497
570,9 OAla-Val-OVal-Val-OAla-Val 541
542,8 CO-OAla-Val-OVal-Val-OAla-Val; OVal-Val-OAla-Val-OVal-Val 569
514,9 CO-OVal-Val-OAla-Val-OVal-Val 597
471,7 Val-OAla-Val-OVal-Val-OAla-Val 641
443,7 CO-Val-OAla-Val-OVal-Val-OAla-Val 669
3717 (-Val-OAla-Val-Oval-),; (-OAla-Val-OVal-Val-), 470
343,6 CO(-OAla-Val-OVal-Val),; CO(-Val-OAla-Val-Oval-), 768
272,4 (-Val-Ola-Val-Oval-), Val 840
200,5 (-Val-OAla-Val-Oval-), Val-OAla 911
1724 (-Vval-OVal-Val-OAla-), Val-OVal; 939
CO(-Val-OAla-Val-Oval-),Val-OAla
1442 CO(-Val-OVal-Val-OAla-),Val-OVal 967
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Figura 53. Comparacdo do padrdo de fragmentagdo do ion m/z 1112.0 para o padrdo comercial Valinomicina em (A)
e para o composto com atividade antiproliferativa isolado do caldo de fermentacdo do S. carpaticus (B) obtidos por
CID (40 eV) ESI+-EM/EM.

O fracionamento da fracdo FPD, conforme ilustrado na Figura 23, também
conduziu ao isolamento de Valinomicina por particdo organica da fracdo FPD2 usando hexano e
solucdo hidroalcodlica MeOH:H,0 (8:2) conforme sugerido por Pettit et al. (1999) e confirmado
pelo RMN *H da fragdo hexanica PHex (2,5 mg) (Figura 80, Apéndice A).

O desvio de luz plana polarizada ([a]p) de literatura para o composto Valinomicina
é +30,8° (c 0,5, MeOH) (LIM et al., 2007).0 valor encontrado para a amostra isolada foi de
+30,4° (c 0,625, MeOH).

A Tabela 26 apresenta os valores de ICs obtidos para a fragdo FPHS15 e para a
Valinomicina isolada do caldo de cultivo do S. carpaticus ensaiados em quatro diferentes
linhagens de células tumorais. Observa-se que os valores obtidos para ICsy da fragdo purificada
(FPep) variaram de 2 a 10 ng.mL™. Valores similares para a linhagem SF-295 e outras linhagens
foram encontrados no trabalho de Pettit et al. (1999). Em recente trabalho publicado na literatura
Lofrumento et al. (2011) afirmam que o uso de Valinomicina para combater o cncer por indugdo

de apoptose continua a ser uma possibilidade a ser explorada.
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Tabela 26. Grau de inibicdo do crescimento celular (ICsy em pg.mL™) das amostras FPHS 15 e FPep em quatro
diferentes linhagens tumorais. Em parénteses encontram-se os intervalos de confianga.

ICso (ng.mL™)
Amostra SF-295 MDAMB-435 HCT-8 HL-60
CoHSLS 0018 00135 0,008 0,034
(0,010-0,031) (0,055—0,332) (0,004—0,013) (0,026 —0,045)
pep 0,002 0,009 0,002 0,010

(0,001 —0,004) (0,002—0,043) (0,001 —0,003) (0,008 —0,012)

5.3 Isolamento de &cido 14-metilpentadecandico

O fracionamento de FPD1 conforme foi ilustrado na Figura 23 conduziu a
obtencéo da fracdo D3F9. No espectro de RMN *H dessa fracdo D3F9 (Figura 75, Apéndice A)
observou-se dois singletos na regido mais blindada do espectro (6 0,87 ¢ 0,85) que integraram
para trés hidrogénios cada. Esses sinais sdo tipicos de metila ligados a CH. Os dois singletos em o
0,87 e 0,85 ppm encontram-se correlacionados via HSQC ao sinal de carbono em 6 22,45 ppm
(C-15 e C-16) (Figura 77, Apéndice A). No espectro de COSY (Figura 76, Apéndice A)
acoplaram com o hidrogénio em 6 1,51 ppm (septeto) e no mapa de contorno do HMBC (Figura
78, Apéndice A) observou-se a correlagdo de & 0,87 e 0,85 ppm com 0s sinais em 6 22,45 ppm
(C-15e C-16), 5 27,46 ppm (C-14) e & 39,09 ppm (C-13).

O quadupleto observado em & 1,15 ppm no espectro de RMN *H integrou para
dois hidrogénios tipicos de CH, e acoplou com o sinal bastante intenso em & 1,25 ppm (usando
COSY*H-'H) sugerindo a presenca de uma cadeia metilénica longa. O singleto largo observado
em & 1,25 ppm no espectro de RMN 'H integrou para dezoito hidrogénios tipico de CH, que
correlacionaram com os sinais em 6 29,67 ppm (C-4 a C-12) via HSQC, e via HMBC com 6
29,67 ppm (C-4a C-12) ¢ 6 39,09 ppm (C-13).

O septeto observado no espectro de RMN *H em & 1,51 ppm integrou para um
hidrogénio tipico de CH. Este mesmo septeto em 6 1,51 encontra-se correlacionado via HSQC ao
sinal de carbono em & 27,46 ppm (C-14), e no experimento de COSY acoplou com os
hidrogénios metilicos em 6 0,87 e 0,85 ppm, bem como correlacionou via HMBC correlacionou
com ¢ 22,45 (C-15 e C-16).

O quintupleto em & 1,63 ppm, observado no espectro de RMN *H, integrou para
dois hidrogénios e correlaciona (HSQC) com o sinal de carbono em 6 24,86 ppm (C-3); no
experimento de COSY acoplou com os sinais em 6 2,35 ppm (H-2) e 6 1,25 (H-4); e, via 0 mapa
de contorno do HMBC, correlacionou com & 29,67 (C-4).
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O tripleto em & 2,35 ppm observado no espectro de RMN *H integrou para dois
hidrogénios e encontram-se ligado (HSQC) ao sinal de carbono em 6 33,68 ppm (C-2); no
experimento de COSY acoplou com o sinal em & 1,63 ppm (quintupleto); e, via 0 mapa de
contorno do HMBC, correlacionou com 6 178,15 (C-1), 6 24,86 (C-3) e 6 29,67 (C-4).

Os respectivos deslocamentos quimicos atribuidos aos sinais de hidrogénio e
carbono via mapa de contorno do experimento de HSQC estdo representados na Tabela 27.

Tabela 27. Deslocamentos quimicos atribuidos aos sinais de hidrogénios e carbonos via mapa de contorno do HSQC
(CDCl3z, RMN 400 MHz) da substancia D3F9.

Posicdo Multiplicidade 3y S¢
1 - - 178,15
2 tripleto 2,35 33,68
3 quintupleto 1,63 24,86
4,5,6,7,8,9,10,11e 12 singleto 1,25 29,67
13 quarteto 1,14 39,09
14 septeto 151 27,46
15 singleto 0,87 2245
16 singleto 0,85 2245

Para a confirmacdo da estrutura uma aliquota desta fracdo foi metilada com
diazometano e analisada via GC-MS onde temos o cromatograma de ions totais (Figura 54-A) e 0
espectro de massas (Figura 54-B). Pode-se observar a presenca dos ions m/z 74, 87 e 143, que sdo
caracteristicos de ésteres de acidos graxos, devido as fragmentacfes destas moléculas que estdo
descritas na Figura 55. Com os dados obtidos podemos afirmar que a amostra D3F9 corresponde

ao acido 14-metilpentadecanoico (acido isopalmitico) (Figura 56).
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Figura 56. Férmula estrutura do acido 14-metilpentadecandico.
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5.4 Desenvolvimento de estimativa de producdo de Valinomicina no caldo de cultivo do

Streptomyces carpaticus.

Na literatura ndo sdo encontradas informacdes sobre valores de concentracdo de
Valinomicina em caldos de cultivo de nenhuma das linhagens produtoras. Uma vez que essa
informacdo € de suma importancia para o desenvolvimento do bioprocesso, pois é a variavel
resposta nos casos de estudo de otimizacdo da producéo, faz-se necessario o desenvolvimento de
uma metodologia de producao.

Assim, apds o isolamento e obtencdo do composto com a atividade bioldgica
relatada realizou-se o desenvolvimento de uma metodologia para estimar a producdo de
Valinomicina usando CLAE-ESI-EM/EM, com padronizacdo externa. As analises foram feitas
com deteccdo via monitoramento seletivo de ions (SRM), com transi¢Oes definidas através dos
estudos de espectros de ions produtos, o que permitiu a quantificacdo do analito em baixas
concentragoes.

As condig¢Oes de ionizagdo para a Valinomicina por ESI+ foram estabelecidas
durante a obtencdo dos espectros de ion produto provenientes do padrdo comercial. Apds a
obtencdo do perfil de fragmentacdo da molécula, escolheu-se quais seriam as transicdes
selecionadas para a estimativa de producao de Valinomicina.

Como os experimentos de full scan revelaram formagéo do [M+H]" (m/z 1112) e
dos adutos de aménio ([M+NH4]", m/z 1129), de sodio ([M+Na]*, m/z 1134) e de potassio
(M+K]", m/z 1150), realizou-se a comparacdo dos cromatogramas SRM para quatro transi¢des
(IM+H]*, 1112—1084, [M+NH,4]*, 1129—1084; [M+Na]*, 1134—592; [M+K]", 1150—607) e
apenas para a transicdo [M+NH,]". As respectivas transi¢des foram escolhidas considerando os
resultados obtidos nos espectros de ion produto para os quatro ions que estdo representados na
Figura 57. Como ndo foi observada diferenca na area obtida para os cromatogramas SRM, optou-
se na Figura 58 por monitorar apenas a transi¢do 1129—1084, uma vez que as fases moveis
utilizadas foram tamponadas com tampédo formiato de amonio 1 mM (pH 3,5) e, sendo assim,
proporcionava o aumento da corrente ionica de [M+NH,4]".
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Figura 57. Espectro de ions produto para dlferentes fons formados para o padrdo Valinomicina. A
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1112m/z (CID 40 eV), B - [M+NH,4]* m/z 1129 (CID 40 eV), C - [M+Na]* m/z 1134 (CID 75 e\/), D - [M+K]" m/z
1150 (CID 90 eV).
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Figura 58 Cromatograma SRM para o composto Valinomicina. Solucéo 1 ug.mL™~ MeOH. Em A monitoramento da

transi¢do 1129—1084. Em B monitoramento das transi¢cdes 1112—1084, 1129—1084, 1134—592, 1150—607.
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Como pode-se observar na Figura 59, os valores obtidos para os coeficientes de

correlagdo (r) e de determinacdo (r’) foram ambos de 0,999 usando fator de peso 1/x. As

concentragdes utilizadas foram de 3, 5, 10, 50, 100, 500, 1000 e 3000 ng.mL™.

Compound name: Valinomicina

Correlation coefficient: r = 0.999539, r'2 = 0.999079

Calibration curve: 389.261 * x+ 81.7612

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura 59. Curva de calibracéo para o padrdo Valinomicina no intervalo de concentracdes de 3 a 3000 ng.mL ™.

A andlise da Figura 60 nos forneceu uma relacdo sinal ruido (S/N) de

aproximadamente 55000, obtendo-se assim um limite de quantificacdo (LOQ) do método de 3,0

ng.mL™ (S/N=50). Uma vez que o desenvolvimento do método tem como interesse especifico

possibilitar a estimativa da producgédo de Valinomicina, permitindo assim a obtencdo do perfil da

sua producdo em diferentes meios de cultivo, e como ndo existe nenhuma metodologia

desenvolvida na literatura, este estudo se faz de grande importancia para o grupo de pesquisa do

Laboratério de Engenharia Bioquimica do DEQ/UFSCar, que visa posteriores estudos de

otimizacdo do processo e aumento de escala da producao.
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Figura 60. Cromatogramas SRM para o composto Valinomicina. A transicdo monitorada foi 1129—1084. Em A e B
maior concentracdo da curva de calibracdo. Em C e D menor concentracdo da curva de calibragéo.

A especificidade do método foi avaliada pela comparacdo dos cromatogramas com
deteccdo por SRM apresentados na Figura 61, obtidos para as amostras fortificadas e amostras
branco, ou seja, meio de cultura sem inoculacdo de microrganismo que no caso em especifico

foram quatro diferentes meios.
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Figura 61. Cromatogramas com deteccdo por SRM para o composto Valinomicina (transicdo monitorada
1129—1084). Em A amostra de meio DSMZ 65 sem adig¢ao indculo fortificada com padrdo na concentragdo de 500
ng.mL™. Em B, C, D e E temos os cromatogramas para 0s meios DSMZ 65, NBIMCC 185, DSMZ 246 e DSMZ 545
respectivamente sem fortificagéo (brancos).

Para o desenvolvimento da metodologia de estimativa de producdo de
Valinomicina ao longo do tempo em caldos fermentativos foi levado em consideracdo o fato de
que a matriz (caldo de cultivo) é dindmica, ou seja, a cada intervalo de tempo decorrido dos
cultivos, as concentracGes dos substratos variam além de poder ocorrer ainda surgimento de
metabolitos ou mesmo esgotamento de outros nutrientes presentes no caldo. Como a metodologia
desenvolvida visou gerar dados de estimativa da producdo de Valinomicina no caldo fermentado
livre de celulas, foi realizado o estudo da recuperacdo capaz de gerar informacdo acerca da
eficiéncia de extracdo do método empregado.

A construcdo da curva de estimativa de producdo foi realizada utilizando o
controle (branco) e 7 amostras coletadas em intervalos de 12 h para cada meio avaliado. Foram
avaliadas as eficiéncias de extracdo de Valinomicina da amostra inicial de cultivo (0 h) e do
ponto final de cultivo (72 h) uma vez que a avaliacdo da eficiéncia da extracdo para todos os
intervalos (pontos) de cultivo seria inviavel. A eficiéncia de extracdo para cada meio de cultivo

foi obtida em funcéo da porcentagem do analito investigado, pela comparacéo dos resultados de
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amostras fortificadas (caldo de cultivo acrescido de padréo externo) e submetidas ao processo de
extragdo, com os resultados de amostras que foram submetidas ao processo de extragéo para em
seguida serem fortificadas com solucéo padrdo conhecida. As concentracfes analisadas foram de
3,6 ng.mL™, que corresponde a 120% do menor intervalo da curva de calibracdo, e 2,5 pg.mL™,
que corresponde a aproximadamente 83 % do maior intervalo da curva de calibragdo. Como
nenhum dos pontos que foram avaliados estava isento do composto Valinomicina (o ponto 0 h
recebe o indculo o qual ja contém Valinomicina) foi realizado, para cada amostra, trés etapas
distintas. Uma foi a extracdo e ressuspensdo (ESR) sem fortificacdo da amostra, a segunda foi a
extracdo seguida da fortificagéo e ressuspensdo (EFR) da amostra e a terceira foi a fortificagdo da
amostra seguida da extracdo e ressuspensao (FER) sendo que a eficiéncia da extragdo (em %) foi
calculada pela razéo [(EFR-ESR)/(FER-ESR)] x 100.

O procedimento de extracdo de Valinomicina nas amostras de caldo foi realizado
conforme descrito no item 4.9. Assim, para cada intervalo de tempo do cultivo foram realizadas
analises em duplicata onde a uma aliquota de 1000 uL de sobrenadante dispensa em frasco vial
era adicionado 500 pL de AcOEt e agitado por 15 segundos em vortex. Em seguida, um volume
de 300 pL era coletado e dispensando em vial. Cada amostra foi particionada por trés vezes
(n=3).

Os resultados obtidos apresentados na Tabela 28 mostraram a eficiéncia da
metodologia experimental sem variacdo significativa nos valores de recuperacdo nos dois
intervalos analisados (Oh e 72h), evidenciando assim que parece nao haver nenhum efeito relativo

a mudanca na matriz para a extracdo nas amostras analisadas.

Tabela 28. Valores obtidos para a recuperacdo (em %) do composto Valinomicina produzida pelo S. carpaticus em
quatro diferentes meios de cultivo. Valores sdo média + desvio padréo.

Eficiéncia da Extracéo (n=3)

Meio Concentragéo Tedrica (ng.mL™) Oh 72h Valor Global
3,6 96,26+23,63 98,71+16,49 97,49+20,06

DSMZ 65
2500 86,82+11,66 67,80+12,47 77,31+12,07
3,6 95,25+14,34 91,40+12,54 93,33+13,44

NBIMCC 185

2500 86,31+5,48 96,35+8,23 91,33+6,86
3,6 94,26+14,21 95,69+20,54 94,98+17,38

DSMZ 246
2500 73,38+12,29 99,87+14,65 86,63+13,47

+ + +

DSMZ 545 3,6 91,84+19,65 95,60+21,84 93,72+20,75

2500

78,32+9,50

89,83+19,74

84,08+14,62
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Foram realizados cultivos em duplicata onde foram analisadas as concentracdes de
Valinomicina em diferentes intervalos de tempo, em quatro meios de cultura (DSMZ 65,
NBIMCC 185, DSMZ 246 e DSMZ 545). Os cultivos foram realizados em mesa agitadora
rotativa (shaker) em Erlenmeyers de 500 mL contendo 50 mL de caldo onde as condicdes de
operacdo foram 200 rpm e temperatura de 28°C. As etapas de preparo de inoculo estdo descritas
no item 4.3.1.

As Figuras 62, 63, 64 e 65 apresentam 0s resultados de crescimento celular e
producdo de Valinomicina para cada um dos meios analisados. Nas Tabelas 29-36 (Apéndice B)
estdo apresentados os dados coletados durante os experimentos. Dentre os quatro meios de
cultivo estudados, pode-se afirmar que o meio DSMZ 545 (Figura 66) foi o que alcancou a maior
concentracdo celular, porém os resultados obtidos ndo permitem fazer qualquer ligacdo da
concentracdo celular com a concentracdo de Valinomicina produzida (Figura 67). O meio
NBIMCC 185 se destacou como o meio, dentre os avaliados, que mais produziu Valinomicina.
Foi observado ainda que a producgéo de Valinomicina possa estar ligada a presenca de glicose
como fonte de carbono uma vez que foi observada concentragdes muito baixas de Valinomicina
naqueles meios onde ha baixa concentracdo de glicose (DSMZ 545) ou mesmo auséncia de
glicose (DSMZ 246). Uma vez que o metabolismo da glicose pode levar a formagdo de acido
latico esta informac&o corrobora com os resultados de Anke e Lipmann (1977).

Pettit et al. (1999) isolaram 0,67 g de Valinomicina de 925 L de caldo de cultivo
de S anulatus o que é um rendimento ainda mais baixo quando comparado com o resultado
encontrado para o meio NBIMCC 185. E importante ressaltar que trabalhos semelhantes na
literatura envolvendo o isolamento de Valinomicina em cepas de actinomicetos apresentam
cultivos com volume de trabalho de caldos fermentativos na casa de dezenas a centenas de litros
(PETTIT etal., 1999; PATTERSON e WRIGHT, 1970).

Os dados gerados nesta pesquisa asseguram perfeitamente a realizacdo de cultivos
em escalas de centenas de litros uma vez que o dominio das caracteristicas de crescimento celular
foram adquiridas no que diz respeito para fins de obtencdo de quantidade de volume de caldo
fermentado. E importante ressaltar que ndo ha nenhum relato de estudos de crescimento do S.

carpaticus em frascos erlenmeyers ou mesmo em reator de bancada na literatura.
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Figura 62. Evolucdo do crescimento celular, consumo de agucares redutores totais, pH e producdo de Valinomicina

em meio DSMZ 65.
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Figura 64. Evolucdo do crescimento celular, consumo de agucares redutores totais, pH e producdo de Valinomicina

em meio DSMZ 246.
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6 Conclusoes

FracOes de caldos de cultivo de S. carpaticus apresentaram bioatividade contra
diferentes linhagens de células tumorais, demonstrando a possivel existéncia de substancia com
bioatividade citotoxica especifica nunca antes detectada em culturas de S. carpaticus.

O uso de modulos de microfiltracdo (0,22 um) e ultrafiltragdo (3,0 kDa) em
sequéncia permitiram um clean-up do caldo, bem como a pré-concentracdo do analito a ser
purificado, uma informacdo importante para o desenvolvimento da etapa de purificacdo (down-
stream) do produto, favorecendo desta forma o uso de menor volume de solventes organicos.
Esta informacdo é importante para processos industriais uma vez que esses mddulos ja séo
empregados em processos de purificacdo em larga escala.

O uso de ensaios antiproliferativos e da espectrometria de massas orientaram o
fracionamento bioguiado direcionado das amostras para o0 levantamento de informagdes que
permitiram a elucidac&o estrutural da molécula.

Apds sucessivos passos de purificacdo das fracdes ativas chegou-se ao isolamento
do ciclodepsipeptideo Valinomicina. Os valores de concentracdo de inibicédo (ICsp) obtidos para o
Valinomicina, frente as quatro diferentes linhagens de células tumorais apresentaram baixas
concentracdes que variaram entre 2 e 10 ng.mL™.

A maior limitagcdo encontrada durante todo o desenvolvimento do trabalho foi a
pequena quantidade em massa das fracGes que apresentavam atividade citotoxica frente ao
bioensaio realizado. A baixa concentracdo do composto em investigacdo presente no caldo de
cultivo foi comprovada através de metodologia de analise desenvolvida por CLAE-DAD-EM/EM
via SRM.

A andlise comparativa da producdo de Valinomicina nos diferentes meios
avaliados demonstrou que o melhor resultado de 1,6 mg.L™ foi encontrado em meio NBIMCC
185 contendo maior concentracdo de glicose entre os meios testados, corroborando com as
informagdes da literatura.

Além da Valinomicina, foi detectada a presenca de &cido isopalmitico no caldo de
cultivo, estando esse composto presente nas diferentes fragOes obtidas, interferindo diretamente

no isolamento da substancia principal que foi o composto Valinomicina.
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Em termos de novidade cientifica, o presente trabalho apresenta o segundo relato
de substancia com bioatividade proveniente de culturas de S. carpaticus e o primeiro relato da
presenca de um composto com alta atividade contra diferentes linhagens de células tumorais
sintetizado por S. carpaticus, no caso 0 composto identificado como sendo o
ciclododecadepsipeptideo Valinomicina.

A grande contribuicdo deste trabalho deve-se ao dominio das caracteristicas de
crescimento do microrganismo em analise e ao desenvolvimento de metodologia de estimativa de
producdo de Valinomicina por CLAE-ESI-EM/EM via SRM, uma vez que estes dados sdo
imprescindiveis para estudos posteriores visando a otimizacdo do processo de producdo de
Valinomicina em diferentes modos de operacdo do biorreator. Vale ainda ressaltar que apesar da
Valinomicina ter sido isolada na década de 50 e ser comercializada como padrdo analitico por
vérias empresas como Sigma-Aldrich® A. G. Scientific, Inc., Cayman Chemical, Merck
(Calbiochem®) ndo existe nenhum artigo na literatura que apresenta a producéo de Valinomicina
nas cepas que apresentam capacidade produtora.

No meu ponto de vista seria importante, como etapa de continuacdo deste trabalho,
a validacdo da metodologia de quantificacdo do composto Valinomicina em caldo de cultivo o
que permitiria a obtengédo da producdo do composto Valinomicina pelo S. carpaticus bem como
em outros Streptomicetos que também possuem capacidade de producdo do composto.
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Tabela 29. Valores das concentracdes de aglcares obtidos no cultivo S. carpaticus em meio DSMZ 65.

139

360
Glicose (g.L™* Maltose (g.L™ Frutose (g.L™* C,r =Cop+——xC,, +C
Tempo (h) (9.L7) (9.L7) (9.L7) ART o™ 345 Mal Fru
DSMZzZ65-1 DSMZ65-2 DSMZ65-1 DSMZ65-2 DSMZ65-1 DSMZ65-2 DSMZ65-1 DSMZ65-2 Y c
0 4,51 4,52 4,41 4,44 0,34 0,33 9,49 9,52 9,51 0,02
12 4,48 4,48 3,50 3,42 0,14 0,14 8,30 8,22 8,26 0,04
24 3,96 3,92 2,31 2,04 0,0 0,0 6,39 6,07 6,23 0,16
36 3,50 3,52 1,00 0,97 0,0 0,0 4,55 4,54 455 0,01
48 3,12 3,22 0,66 0,65 0,0 0,0 3,81 3,90 3,86 0,04
60 2,86 2,44 0,65 0,65 0,0 0,0 3,54 3,12 3,33 0,21
72 1,99 2,10 0,63 0,63 0,0 0,0 2,65 2,76 2,71 0,06
Tabela 30. Valores da concentragdo celular, pH e Valinomicina obtidos no cultivo S. carpaticus em meio DSMZ 65.
T o Massa Seca (g.L™) pH Valinomicina (ng.mL™)
emPo (") “psmzes-1 DSMZ65-2 X o DSMZ65-1 DSMZ65-2 X o DSMZ65-1 DSMZ65-2 X o

0 1,96 2,11 2,03 0,07 6,45 6,46 6,46 0,00 151,66 198,59 175,13 23,47
12 2,55 2,39 2,47 0,08 7,05 7,00 7,03 0,02 334,83 204,47 269,65 65,18
24 3,04 3,64 3,34 0,30 6,66 6,55 6,61 0,06 417,24 385,13 401,19 16,05
36 2,93 3,03 2,98 0,05 6,28 6,29 6,29 0,00 346,79 276,02 311,41 35,39
48 2,68 2,18 2,43 0,25 6,56 6,57 6,57 0,01 402,74 453,71 428,23 25,48
60 2,26 2,14 2,20 0,06 6,89 6,84 6,87 0,02 379,91 335,44 357,68 22,23
72 2,52 2,46 2,49 0,03 6,69 6,78 6,74 0,04 438,00 381,94 409,97 28,03
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Tabela 31. Valores das concentragdes de aglcares obtidos no cultivo S. carpaticus em meio NBIMCC 185.

360

Temp Glicose (g.L™) Maltose (g.L™) Frutose (g.L ™) Cur =Cou+ 212" Cyal + Cr
(h) NBIMCC NBIMCC NBIMCC NBIMCC NBIMCC NBIMCC NBIMCC NBIMCC 185 —
185-1 185 -2 185-1 185-2 185-1 185-2 185-1 -2 X °
0 9,34 9,27 VND VND VND VND 9,34 9,27 9,31 0,04
12 9,05 9,02 VND VND VND VND 9,05 9,02 9,04 0,02
24 8,31 8,11 VND VND VND VND 8,31 8,11 8,21 0,10
36 7,00 6,84 VND VND VND VND 7,00 6,84 6,92 0,08
48 6,35 6,49 VND VND VND VND 6,35 6,49 6,42 0,07
60 5,05 4,27 VND VND VND VND 5,05 4,27 466 0,39
72 4,42 4,24 VND VND VND VND 4,42 4,24 4,33 0,09
VND - valores ndo detectados nas analises
Tabela 32. Valores da concentragdo celular, pH e Valinomicina obtidos no cultivo S. carpaticus em meio NBIMCC 185.
Tempo Massa Seca (g.L™) pH Valinomicina (ng.mL™)
) NBIMCC NBIMCC Y o NBIMCC NBIMCC Y o NBIMCC NBIMCC - o
185-1 185-2 185-1 185-2 185-1 185-2
0 1,17 1,28 1,23 0,05 7,05 7,08 7,07 0,02 324,83 273,3 299,07 25,77
12 2,96 2,76 2,86 0,10 7,92 7,92 7,92 0,00 286,61 301,74 294,18 7,56
24 3,21 3,19 3,20 0,01 8,05 8,09 8,07 0,02 628,46 762,14 695,30 66,84
36 4,05 4,00 4,03 0,03 7,91 7,96 7,94 0,02 1397,38 1129,7 1263,54 133,84
48 4,06 3,96 4,01 0,05 7,95 7,96 7,96 0,00 1145,37 1002,96 1074,17 71,20
60 4,12 3,76 394 0,18 7,81 7,8 7,81 0,00 1654,06 1532,82 1593,44 60,62

72 4,21 3,53 3,87 0,34 7,81 7,83 7,82 0,01 1267,25 1447,73 1357,49 90,24
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Tabela 33. Valores das concentragdes de aglcares obtidos no cultivo S. carpaticus em meio DSMZ 246.
Tempo (h) Glicose (g.L ™) Maltose (g.L™) Frutose (g.L™)
P DSMZ246-1 DSMZ246-2 DSMZ?246-1 DSMZ246-2 DSMZ?246-1 DSMZ 246 -2
0 VND VND VND VND VND VND
12 VND VND VND VND VND VND
24 VND VND VND VND VND VND
36 VND VND VND VND VND VND
48 VND VND VND VND VND VND
60 VND VND VND VND VND VND
72 VND VND VND VND VND VND
VND - valores ndo detectados nas analises
Tabela 34. Valores da concentracgdo celular, pH e Valinomicina obtidos no cultivo S. carpaticus em meio DSMZ 246.
N ] Massa Seca (g.L7) pH Valinomicina (ng.mL™)
empo () “pomz246—1 DSMZ246-2 X o DSMZ246-1 DSMZ246-2 X o DSMZ246-1 DSMZ246-2 X o
0 2,17 2,87 2,52 0,35 7,45 7,48 7,47 0,02 75,57 66,86 71,22 4,35
12 4,96 4,73 485 0,11 8,09 8,04 8,07 0,03 50,25 28,71 39,48 10,77
24 5,97 6,43 6,20 0,23 8,37 8,35 8,36 0,01 17,71 19,42 18,57 0,85
36 5,64 5,05 5,34 0,30 8,48 8,56 8,52 0,04 9,71 11,92 10,82 1,10
48 7,11 6,45 6,78 0,33 8,55 8,61 8,58 0,03 7,42 8,45 794 0,52
60 2,34 2,76 2,55 0,21 8,73 8,74 8,74 0,00 4,16 5,05 461 044
72 1,90 2,04 1,97 0,07 8,86 8,89 8,88 0,02 3,31 2,58 295 0,36




Apéndice B 142
Tabela 35. Valores das concentragdes de aglcares obtidos no cultivo S. carpaticus em meio DSMZ 545.
. B . . 360
Tempo Glicose (g.L™) Maltose (g.L™) Frutose (9.L™) Curr =Cqt+ 312 X Cpyar +Crry
(h) DSMZ545- DSMZ545- DSMZ545- DSMZ545- DSMZ 545 - DSMZ 545 - DSMZ 545 - DSMZ 545 - Y o
1 2 2 1 2 1 2
0 1,96 1,98 VND VND VND VND 1,96 1,98 1,97 0,01
12 1,47 1,49 VND VND VND VND 1,47 1,49 1,48 0,01
24 0,17 0,25 VND VND VND VND 0,17 0,25 0,21 0,04
36 0,0 0,0 VND VND VND VND 0,0 0,0 0,00 0,00
48 0,0 0,0 VND VND VND VND 0,0 0,0 0,00 0,00
60 0,0 0,0 VND VND VND VND 0,0 0,0 0,00 0,00
72 0,0 0,0 VND VND VND VND 0,0 0,0 0,00 0,00
VND - valores ndo detectados nas analises
Tabela 36. Valores da concentragdo celular, pH e Valinomicina obtidos no cultivo S. carpaticus em meio DSMZ 545.
T ] Massa Seca (g.L™) pH Valinomicina (ng.mL™)
emPo (") "pSMzs45-1 DSMZ545-2 X o DSMZ545-1 DSMZ545-2 % o DSMZ545-1 DSMZ545-2 X o
0 3,54 3,06 3,30 0,24 7,37 7,36 7,37 0,00 51,01 44,42 47,72 3,29
12 7,82 7,92 7,87 0,05 8,00 8,08 8,04 0,04 85,84 85,63 85,74 0,11
24 9,64 9,81 9,72 0,08 8,31 8,36 8,34 0,02 67,58 78,46 73,02 5,44
36 8,83 9,39 9,11 0,28 8,50 8,52 8,51 0,01 54,54 45,25 49,90 4,65
48 6,70 7,02 6,86 0,16 8,55 8,63 8,59 0,04 31,84 35,62 33,73 1,89
60 1,36 1,18 1,27 0,09 8,87 8,91 8,89 0,02 32,97 38,93 3595 2,98
72 0,69 0,60 0,65 0,05 9,00 9,05 9,03 0,03 48,79 40,89 44,84 3,95
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