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Resumo

Os estudos sobre produtos naturais marinhos, durante os ultimos 20 anos de pesquisa,
revelaram uma grande variedade de moléculas com estruturas complexas e até entdo
desconhecidas, além de potentes atividades biologicas. Assim, os objetivos deste trabalho
foram isolar linhagens de micro-organismos associadas a ascidia Didemnum granulatum,
sua posterior fermentagdo para a producdo de extratos brutos e a analise destes extratos na
busca por metabdlitos secundérios bioativos. Para o isolamento das linhagens foram
utilizados os seguintes meios de cultura preparados com agua do mar artificial: extrato de
malte 2% e 3%, cenoura/batata, fubd, aveia e GPY. A fermentagdo das linhagens foi feita
em 250 mL dos mesmos meios de cultura sem agar, durante 30 dias. Os extratos brutos
foram obtidos por particdo com acetato de etila. Estes extratos foram enviados para
bioensaio de atividade citotdxica contra células tumorais e analisados por cromatografia em
camada delgada (CCD) em placa de silica gel (com diferentes reveladores). Dentre os 26
extratos, as amostras DG(M3) 6’C e DG(M3) 5°C apresentaram potente atividade
citotoxica, as amostras DG(B)13, DG(M3)1 e DG(G)2B uma atividade moderada. As
analises por CCD indicaram a presenca de metabolitos secundarios nos extratos bioativos.
As linhagens bioativas foram identificadas como sendo trés fungicas: DG(M3)6°C
(Penicilium sp.); DG(M3)5°C (Cladosporium sp.); DG(M3)1 (A4spergillus sp.) e duas
bacterianas: DG(B)13 (Aurantimonas sp.); DG(G)2B (Nocardiopsis sp.). Estas foram
cultivadas em escala maior de meio liquido (500 mL) e extraidas apds 7, 14, 21 e 30 dias de
incubagdo. Realizou-se um processo de limpeza destes extratos por extracao em fase solida
(SPE) em coluna de silica-gel derivatizada com C;g (35 mL dos eluentes: H;O 100%,
MeOH/H,0 1:1 e MeOH 100%). As fragdes geradas foram analisadas por CLAE-UV-EM
buscando-se encontrar perfis caracteristicos de metabolitos secundarios. A partir da amostra
DG(M3) 6’C (A+B), foi isolado e identificado o composto 13-desoxi-fomenona,
previamente obtido por Tirilly ef al. em 1983. Apesar deste composto ndo ser inédito, ndo
ha relatos na literatura de estudos envolvendo bioensaios citotoxicos contra células
tumorais € nem mesmo deste composto ter sido isolado de outras espécies de
microrganismos que nao seja do fungo Dicyma pulvinata.

Palavras — chave: microbiota marinha, Didemnum granulatum, metabdlitos secundarios.



Abstract

Studies of marine natural products in 20 years of research have revealed a wide variety of
molecules with complex structures and hitherto unknown, and potent biological activities.
The aims of this study were to isolate microbial strains associated with Didemnum
granulatum, to fermentate such strains for the production of crude extracts and the
screening of these extracts for bioactive secondary metabolites. For the isolation of the
strains, six different culture media were prepared with artificial sea water: malt extract 2%
and 3%, carrot/potato, corn, oat and GPY. The strains were cultivated for 30 days in 250mL
of the same culture media. The crude extracts were obtained by partition with ethyl acetate.
The extracts were sent for the cytotoxic activity bioassay and analyzed by thin layer
chromatography (TLC) on silica gel plate (with absorption in UV-vis). Among the 26
extracts, samples DG (M3) 6'C and DG (M3) 5'C showed potent cytotoxic activity, samples
DG (B) 13, DG (M3) 1 and DG (G) 2B a moderate activity. The analysis by TLC indicated
the presence of bioactive secondary metabolites in the extracts. The strains were identified
as bioactive three fungal: DG (M 3) 6'C (Penicillium sp.) DG (M3) 5'C (Cladosporium sp.)
DG (M3) 1 (Aspergillus sp.) And two bacterial: DG (B) 13 (Aurantimonas sp.) DG (G) 2B
(Nocardiopsis sp.). These were grown on a larger scale of broth (500 mL) and extracted
after 7, 14, 21 and 30 days of incubation. We carried out a cleaning process of these
extracts by solid phase extraction (SPE) column of silica gel derivatized with C;g (35 mL of
eluent: 100% H20, MeOH/H20 1:1 and MeOH 100%). The fractions generated were
analyzed by HPLC-UV-MS trying to find characteristic profiles of secondary metabolites.
From the DG sample (M3) 6'C (A + B), was isolated and identified the compound 13-
deoxy-fomenona previously obtained by Tirilly ef al. in 1983. Although this compound is
not unheard of, no literature reports of studies involving bioassays cytotoxic against tumor
cells and even this compound has been isolated from other species of microorganisms other

than the fungus Dicyma pulvinata.

Key-words: marine microbiology, Didemnum granulatum, secundary metabolites.
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1. Introducao

1.1 Fungos: caracteristicas gerais e estrutura

Durante muito tempo os fungos foram considerados como vegetais. Somente a
partir de 1969 foram classificados em um reino a parte, denominado Reino Fungi. Os
fungos apresentam um conjunto de caracteristicas proprias que permitem sua diferenciagao
das plantas: ndo sintetizam clorofila; ndo tém celulose na sua parede celular, exceto alguns
fungos aquaticos; e ndo armazenam amido como substancia de reserva (Trabulsi, 2008). O
sistema de classificagdo mais utilizado para os organismos do Reino Fungi ¢ o adotado por
Alexopoulos et al. (1996) que divide os fungos verdadeiros nos grupos Chytridiomycota,

Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota.

Os fungos sdo organismos eucaridticos apresentando um sé ndcleo como as
leveduras, ou multinucleados como os fungos filamentosos (fungos macroscopicos). Sao
ubiquos, podendo ser encontrados na dgua, animais, vegetais, em detritos e no solo. Podem
se desenvolver em meios de culturas especiais formando colonias de dois tipos:
leveduriformes e filamentosas. As leveduriformes sdo pastosas e cremosas, formadas por
microrganismos unicelulares que cumprem as funcdes vegetativas e reprodutivas. As
filamentosas podem ser algodonosas, aveludadas ou pulverulentas e sdo constituidas
fundamentalmente por elementos multicelulares em forma de tubo ou hifas, podendo estas

ser continuas ou cenociticas e tabicadas ou septadas (Pelczar, 1996).

O conjunto de hifas ¢ denominado de micélio. Ao que se desenvolve dentro do
substrato, e participa da funcdo de sustentacdo e de absor¢do dos nutrientes, da-se 0 nome
de micélio vegetativo. O micélio aéreo € aquele que cresce acima do meio de cultivo e ele

pode se diferenciar em um micélio reprodutivo, no qual sdo formados os esporos
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(propagulos), podendo ser sexuado ou assexuado e possui importancia fundamental na
identificacdo da maioria das espécies (Trabulsi, 2008).

A temperatura para o crescimento fingico abrange uma ampla faixa, havendo
espécies psicrofilas, mesofilas e termofilas. A maioria dos fungos tolera amplas variagdes
de pH, incluindo os fungos filamentosos que podem crescer na faixa de pH entre 1,5 e 11.
O crescimento destes microrganismos leva, em média, de 7 a 15 dias de incubagdo. A
necessidade de exposicdo a radiagdo luminosa varia de acordo com a espécie: muitas
exigem luz para seu desenvolvimento; outras sdo inibidas (Trabulsi, 2002).

Como ndo podem sintetizar moléculas organicas a partir de moléculas inorganicas
como fazem as plantas, os fungos sdo heterotroficos e obtém energia degradando material
organico depositado na natureza. Podem também parasitar plantas, animais (incluindo o ser
humano) e ainda outros fungos. Esses organismos secretam enzimas no substrato onde se
encontram ¢ absorvem as moléculas resultantes da acdo dessas enzimas. Com isso, além de
obterem nutrientes para seu crescimento também disponibilizam os produtos resultantes da
degradagdo para acdo de outros microrganismos, participando ativamente nos ciclos de
carbono, nitrogénio e fosforo além de outros nutrientes (Silva & Coelho, 2006).

O metabolismo dos fungos ¢ geralmente dividido em metabolismo primério e
secundario. Os metabdlitos primarios sdo utilizados no crescimento, desenvolvimento ou
reproducdo dos organismos, e os secunddrios geralmente estdo relacionados com a
formagdo de pigmentos, toxinas ou odores, suas formulas quimicas estruturais variam de
moléculas simples a compostos complexos, derivando em sua maioria das vias do
metabolismo primario (Putzke, 2002). Antibidticos, anti-tumorais e imunossupressores sao
alguns dos exemplos de atividades biologicas observadas para metabolitos secundarios de

fungos (Strobel & Daisy, 2003).
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1.2 Quimica dos produtos naturais como fonte para producio de farmacos

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais ¢ a
busca por alivio e cura de doengas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenha sido uma das
primeiras formas de utilizacdo destas substancias. (Viegas Jr et al. 2006). Ha registros de
utilizacdo de plantas como a Papaver somniferum (papoula), da qual seu principio ativo ¢ a
morfina (1), desde 5000 a.C.

O isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal comegou a acontecer
no século XVIII. Este século, juntamente com o XIX, caracteriza-se pelos trabalhos de
extragdo, principalmente de acidos organicos e de alcaléides. E desta época o isolamento da

morfina (1) (1806), quinina (2) e estriquinina (3) (1820) (Pinto, 2002).

N—Me

MeO

Figura 1: Estrutura molecular dos compostos: morfina (1), quinina (2) e estriquinina (3).
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Os produtos naturais tém desempenhando um importante papel como uma das
principais fontes de novos farmacos (Sticher, 2008). A crescente necessidade de
medicamentos capazes de controlar doencas novas ou cepas de microrganismos resistentes
a antibidticos estimulou a pesquisa por fontes ndo convencionais de produtos naturais
bioativos (Kelecon, 2002).

1.3 Produtos naturais de origem marinha

Os organismos vivos produzem uma quantidade imensa de compostos organicos
cuja grande maioria parece ndo participar diretamente do seu crescimento e
desenvolvimento. No entanto, a apreciacdo crescente dos diversos efeitos biologicos
produzidos por estas substancias, tem incitado uma reavaliagdo dos seus possiveis papéis,
especialmente no contexto das interagdes ecologicas (Macedo Jr., 2007). Por esses motivos,
a quimica de produtos naturais tornou-se alvo de intensas pesquisas nas ultimas décadas, na
busca por novos farmacos, antibioticos, inseticidas e herbicidas (Macedo Jr., 2007).

Embora o litoral brasileiro seja o segundo mais extenso depois da Australia, o
desenvolvimento da quimica de produtos naturais de organismos marinhos foi
negligenciado por muitos anos, porque o principal foco da quimica de produtos naturais
brasileira foi direcionado ao estudo de plantas (Kossuga et al., 2007). Recentemente,
pesquisas sobre a quimica de microrganismos marinhos tiveram excepcional aumento
devido a necessidade da busca de novos compostos com aplicagdes farmacoldgicas
economicamente vidveis. Dentre esses compostos podemos destacar os compostos
nitrogenados como alcaldides e peptideos, comumente isolados de varias cepas de fungos
marinhos, muitos com potente atividade bioldgica (Saleem et al., 2006).

Os estudos de produtos naturais marinhos em 20 anos de pesquisa revelaram uma

grande variedade de moléculas com estruturas complexas e até entdo desconhecidas, além
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de potentes atividades bioldgicas e interagdes com alvos celulares (Costa-Lotufo et al.,
2009). Segundo Granato et al (2005) s@o conhecidas mais de 10.000 substincias de
invertebrados e microrganismos marinhos.

Segundo Blunt et al. (2006), a maioria dos metabdlitos secundéarios de origem
marinha sdo isolados de esponjas (38%), celenterados (21%), microrganismos (15%),

tunicados (7%) e moluscos (7%), como ilustrado na Figura 1.

3%
15%
W esponjas
38% @ celenterados
7% O tunicados
W algas
9% O moluscos
@ microrganismos
7% B equinodermas

21%

Figura 2: Distribuicdo dos metabdlitos secundérios de origem marinha (Fonte: Blunt et al.
2000).

Embora o nimero de pesquisas sobre produtos naturais isolados de microrganismos,
principalmente de fungos associados aos tunicados, seja baixo, os metabolitos isolados
apresentam alto indice de atividades bioldgicas. Podem-se citar como exemplo, as
oxepinamidas A-C (4-6), extraidas do fungo Acremonium sp.
isolado da ascidia Ecteinascidia turbinata. A oxepinamida A (4) mostrou consideravel
atividade anti-inflamatéria em bioensaio utilizando-se orelhas de ratos com edema (Bugni

et al. 2004).
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4 - R;= CHMeEt; R, = OH
5-R;=O0H; R, CHMeEt
6 - R, = CHMeEt; R, = OMe

Figura 3: Composto oxepinamidas A-C (4-6) isolado de Acremonium sp.

Segundo Blunt et al. (2006), muitos dos metabolitos secundarios isolados do
ambiente marinho (invertebrados, algas, microrganismos), apresentam algum tipo de
atividade biologica como: anticancerigena, antifingica, antimaldrica, antiinflamatoria,

dentre outras, como observado na Figura 4.

W anticancerigino
21% | antibidtico
O antiviral
4%

3% 41% O pesticidas, herbicidas,

6% inseticidas

° m antiinflamatério

5%

O neuroldégicos,
enzimaticos e outros

20%

m Outros

Figura 4: Atividade bioldgica dos metabdlitos secundarios marinhos isolados em 2004

(Fonte: Blunt ef al., 2006).

O Brasil € um pais em crescimento, mas que possui muitas dificuldades no que diz

respeito a saude, tanto no ambito hospitalar quanto na renda econdmica para aquisi¢ao de
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medicamentos. Devido a esses fatores, pesquisas sobre isolamento de compostos
biologicamente ativos, seus mecanismos de a¢do, sinteses € meios economicamente viaveis
para producao de fArmacos, tornam-se cada vez mais necessarias (Lira, 2007).

1.4 O invertebrado marinho Didemnum granulatum

Os urocordados, comumente denominados de tunicados, sdo animais marinhos
comuns que pouco se aparentam com os cordados. Os tunicados abrangem trés classes:
Ascidiacea, Thaliacea e Larvacea (Barnes, 1996). As ascidias sdo organismos dominantes
em muitas comunidades marinhas (Seed & O’Connor, 1981; Schmidt & Warner, 1986;
Todd & Turner, 1988; Teo & Ryland, 1994), podendo ser solitarias ou viver em coldnias e
encontram-se sempre fixas ao substrato (Barnes, 1996). A maioria das ascidias ¢ encontrada
em aguas rasas (fixas em rochas, estacas, e fundos dos navios), mas podem ser encontradas
até 200 m de profundidade (Barnes, 1996).

Estes invertebrados possuem um evoluido mecanismo de defesa quimica contra seus
predadores (Matthew & Joulli¢, 2002). Muitos autores explicam seu sucesso ecoldgico
segundo a habilidade destes animais em sintetizar metabolitos secundarios, que possuem
papel importante na defesa contra predacdo. (Seed ef al., 1981; Schmidt et al., 1986; Todd
et al., 1988; Teo et al., 1994 apud Jimenez et al., 2003).

Didemnidae é a maior familia de ascidias em termos de nimero de espécies. E
considerada uma das melhores fontes de produtos naturais com diversidade quimica e
potente atividade bioldgica. Varias espécies do género Didemnum ja foram investigadas do
ponto de vista quimico, e observou-se predomindncia de alcaldides, muitos deles com
atividade biologica (Segraves ef al., 2003; Ham & Kang ef al., 2002; Reddy et al., 2005

apud Takeara et al., 2007).
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Como exemplos desta diversidade de compostos isolados de ascidias da familia
Didemnidae podemos citar o alcaléide plakinidina D (7) da Didemnum rubem (Ford et al.,
1997); o tiazol ciclodedimnamida B (8), extraido de Didemnum molle, que exibiu moderada
atividade contra células de cancer do colon humano e foi posteriormente sintetizado
(Pattenden et al., 1999) e dois polipeptideos (tamandarinas A (9) e B(10)) isolados de uma

espécie desconhecida de ascidia com potente atividade citotdxica (Fenical et al. 2000).

OCH,
9-R=CH,
10-R=H

Figura 5: Compostos isolados da familia Didemnidae.
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Figura 6: Foto da ascidia Didemnum granulatum (Fonte: http://qopn.igsc.usp.br/grupo).

Reino Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Urochordata
Classe: Ascidacea
Familia: Didemnidae
Género: Didemnum

Espécie: Didemnum granulatum

Figura 7: Taxonomia da ascidia Didemnum granulatum.

Segundo Rocha et al. (2005), a ascidia Didemnum granulatum pode ser encontrada
em alguns dos estados da costa litoranea brasileira (SC, PR, SP, BA, RN e CE). Berlinck ef
al. (1998) investigaram extratos desta ascidia coletada no litoral de Sdo Sebastido (SP) e
isolaram dois alcaloides aromaticos granulatimida (11) e isogranulatimida (12).

Posteriormente em 2001 Berlinck e colaboradores continuaram os estudos destes
compostos extraidos da Didemnum granulatum e isolaram o alcaldide granulatimida (11) e

a ©6-bromogranulatimida (13), que foram identificados por analises de dados
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espectroscopicos. O isolamento destes compostos corroborou nas suposi¢des que a

granulatimida (11) seja um composto que ocorre naturalmente no metabolismo da ascidia.

2z

Iz

11

13

Figura 8: Compostos isolados do invertebrado marinho Didemnum granulatum.
Diante da falta de estudos de compostos isolados de micro-organismos associados a

invertebrados da familia Didemnidae principalmente da ascidia Didemnum granulatum, é

de suma importancia buscar compostos inéditos em fontes que ainda nao foram exploradas.
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2. Objetivo geral

O objetivo principal foi isolar linhagens de fungos marinhos associadas a ascidia

Didemnum granulatum, objetivando seu crescimento para a producdo de extratos com

compostos bioativos.

2.1 Objetivos especificos

Isolar e caracterizar linhagens flingicas associadas da ascidia Didemnum
granulatum.

Cultivar por 30 dias para a producdo de extratos brutos e selecionar linhagens
fingicas com perfil para producao de metabolitos secundarios, por meio de analises
quimicas (CCD e CLAE-UV-EM) e de atividade biologica dos extratos brutos do
cultivo dessas linhagens.

Realizar cultivo liquido das linhagens selecionadas com extracdo em intervalos de
7, 14, 21 e 30 dias, para avaliar e analisar suas atividades bioldgicas e caracteristicas
quimicas ao longo do tempo de cultivo.

Verificar a possivel produg¢do pelos micro-organismos isolados dos produtos
naturais didemnida A, B, D e E, granulatimida e isogranulatimida isolados da
ascidia Didemnum granulatum.

Isolar e identificar por técnicas espectroscopicas de uso corrente (RMN 'H e °C
uni e bidimensional, UV e EM) os compostos presentes em pelo menos uma das

linhagens que apresentaram atividade bioldgica e perfil quimico interessante.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Coleta e isolamento das amostras.

As amostras da ascidia Didemnum granulatum foram coletadas em setembro de
2005 na regido de Sao Sebastido — SP, por mergulho auténomo entre 2 ¢ 6 m de
profundidade na ilha Toque-Toque (temperatura da agua aproximadamente 22°C),
utilizando-se sacos plasticos contendo agua do mar para acondicionar as amostras.

Apos a coleta, as amostras foram colocadas em frascos esterilizados e mantidas a
4°C. No laboratorio, a ascidia foi submetida a uma desinfec¢dao superficial através de
sucessivas lavagens com solucao de 0,001 g/L de HgCl, em etanol a 5 % por 1 minuto,
seguida de trés lavagens com agua estéril (Newel, 1976). Posteriormente, a ascidia foi
cortada de forma asséptica, com bisturi estéril, em pequenas por¢des de 1 cm” que foram
inoculadas sobre placas de Petri com diferentes meios de cultura contendo o antibiodtico
rifampicina (para evitar crescimento bacteriano) na concentragdo de 300 mgL. Apds a
inoculagdo, as placas foram incubadas a temperatura de 25 a 28°C durante 7 dias.

Todas as placas foram levadas ao Laboratorio de Microbiologia no Departamento de
Ecologia e Biologia Evolutiva da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) em Sao
Carlos - SP, onde foi feita a purificagdo das linhagens e a caracterizagdo macroscopica
inicial das mesmas.

Os meios de cultura que foram utilizados sdo descritos a seguir, todos com pH = 8,00:

e Agar Malte 2% — 20 g/L Biomalt, 15 g/L agar, 1L ASW* (Agua do mar artificial).

e Agar Malte 3% — 30 g/L Biomalt, 15 g/L agar, IL ASW.

e Agar de extrato de levedura, peptona e glicose [Glucose peptone vyeast extract Agar

(GPY)] — 1 g/L Glicose x H,0; 0,5 g/L Peptona de carne de soja; 0,1 g/L Extrato de

levedura; 15 g/L 4gar; 1L ASW.

26



o Agar de cenoura e batata [Potato carrot Agar (KM)] — 20 g/L batatas cozidas e

esmagadas, 20 g/L cenouras cozidas e esmagadas, 20g/L agar, 1L ASW.

e Agar Fuba — 42g de fuba sdo agitadas em 500 mL de 4gua destilada a 60°C por 12h,
filtrada, e o filtrado ¢ diluido com agua até 1L. Sdo adicionados 15g de agar e sais
de 800 mL/L ASW.

e Agar Aveia — 30g de flocos de aveia (oatflakes) em agua destilada sdo aquecidos até
a fervura e mantidos fervendo por 1 hora. O liquido ¢ filtrado e o volume obtido ¢
completado com dgua destilada até 1L. Posteriormente sdo dissolvidos os sais para
1L de ASW. Por ultimo 20g de 4gar.

*ASW —: CaCl,. 2H,0 - 1,36 g/L; MgCl,.6H,0 — 9,68 g/L; KCl - 0,61 g/L; NaCl — 30

g/L; Na,HPO4 — 0,14 g/L; Na,SO4 — 3,47 g/L; NaHCO; — 0,17 g/L; KBr — 0,1 g/L;

SrCl,.6H,0 — 0,04 g/L; Acido borico —3 g/L.

3.2 Purificagao das linhagens de micro-organismos isoladas

Ap0s incubacdo das placas a temperatura de 25 a 28°C durante 7 dias, as colOnias
de fungos foram purificadas pelo método das estrias utilizando-se alga ou agulha de
inoculacdo e pela técnica da diluicdo em tubos. Para a organizagdo das linhagens isoladas,
foram identificadas por codigos de acordo com o nome do invertebrado de origem, sendo o
codigo das linhagens isoladas da ascidia Didemnum granulatum iniciado com DG. O meio
no qual a linhagem foi isolada compde o codigo com a abreviagdo deste entre parénteses,
como pode ser observado a seguir: dgar aveia (A), 4gar batata e cenoura (B), dgar GPY (G),
agar fuba (F), agar malte 2% (M2) e dgar malte 3% (M3). O tltimo componente do cddigo
refere-se ao numero atribuido as linhagens que cresceram nas placas da coleta. Como
exemplo, a linhagem isolada da ascidia Didemnum granulatum em malte 3%, a qual teve o

nimero 6 estipulado na placa de coleta, recebeu o coédigo DG (M3) 6. Posteriormente as
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linhagens bioativas que foram cultivadas e os meios extraidos novamente em intervalos de
7, 14, 21 e 30 dias foram recodificadas acrescentando uma letra no final do cédigo para
ilustrar o tempo de extracdo ( A =7 dias; B = 14 dias; C = 21 dias e D = 30 dias).

3.3 Caracterizacio e identificacdo das linhagens

Posteriormente ao isolamento das linhagens, foi realizada uma descricdo das
mesmas com base nas caracteristicas macroscopicas das colonias (aspecto, cor,
consisténcia, presenca/auséncia de micélio aéreo) e nas caracteristicas microscopicas do
fungo (hifa septada/ndo septada, tipo de esporos). Esta descri¢do inicial teve a finalidade de
evitar o isolamento de linhagens fingicas repetidas (da mesma espécie) no mesmo meio de
cultura e de facilitar o reconhecimento e a purificacdo das linhagens. Para facilitar a
descricao, as colonias foram fotografadas nessa etapa do trabalho. As fotos foram feitas no
laboratorio de microbiologia no Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva-UFSCar,
foi utilizada uma maquina fotografica modelo Cyber-Shot 6.0 mega pixels 2.4 monitor
LCD da marca Sony.

A caracterizagdo taxonomica preliminar das linhagens ativas no bioensaio citotoxico
foi realizada na Divisdo de Recursos Microbianos do CPQBA — UNICAMP pela
doutoranda Rafaella Costa Bonugli-Santos sob a orientagdo da Profa. Dra. Lara Duraes
Sette. A morfologia das colonias isoladas foi examinada em microscopio estereoscopio
(Leica MZ6) e andlises microscopicas foram realizadas em microscopio optico (Leica
DMLS) a partir de laminas preparadas com lactofenol azul de algoddo. Com base nestas
observagdes e seguindo protocolos morfologicos determinados pela literatura (DOMSCH,
et al., 1980; ELLIS, 1971, 1976; KLICH & PITT, 1988; PITT, 1979, 1985; RAPPER &

FENNELL, 1965; SAMSON et al., 2002), as linhagens de microrganismos foram
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identificadas como: Penicilium sp. (DG(M3) 6°C), Cladosporium sp. (DG(M3) 5°C),
Aspergillus sp. (DG(M3) 1, Nocardiopsis sp. (DG(B) 13 e Aurantimonas sp. (DG(G) 2B).
3.4 Preservacio das linhagens de micro-organismos

Para garantir a estabilidade genética das linhagens, que pode ser perdida apds
sucessivos repiques, estas foram preservadas antes do inicio dos experimentos de
crescimento para a producdo dos extratos brutos. Foram utilizadas duas diferentes técnicas
(4gua destilada e glicerol 10%) adaptadas de Deshmukh (2003). A escolha de duas técnicas
diferentes amplia as possibilidades de recuperacdo das linhagens apds a estocagem. Como
ha a possibilidade de alguma linhagem fingica ndo se adequar aos procedimentos de
preservacao adotados, foram também estocadas em geladeira apos crescimento em tubos de
ensaio com agar inclinado.
3.4.1 Preservacio em agua destilada e glicerol 10%

Para a preservagdo em agua destilada, foram colocados 1 ml de 4gua destilada em 4
tubos para centrifuga (Eppendorf) para cada linhagem. Os tubos foram etiquetados e
esterilizados em autoclave a uma temperatura de 120°C por 20 min. Foram retirados 3
discos de micélio de cada linhagem (de preferéncia com esporos) com o auxilio de uma
seringa plastica e transferidos para os tubos, os quais foram posteriormente armazenados
na geladeira. Na preservacdo em glicerol 10%, reralizou-se o mesmo protocolo da
preservacdo em agua destilada, diferindo no armazenamento que se sucedeu em
acondicionamento por 30 minutos na geladeira e, apos, este periodo, armazenamento em
congelador a temperatura de — 20°C.
3.5 Cultivo liquido das linhagens de micro-organismos para obtencio de extratos

brutos
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Nos experimentos de cultivo liquido para a produ¢do de extratos brutos, as
linhagens purificadas e preservadas foram reativadas em placa de Petri com o mesmo meio
de cultura em que foram isoladas. Apds sete dias de incubagdo, um disco de micélio foi
inserido em um frasco contendo o respectivo meio de cultura de cada linhagem, mas em
condicdo para cultivo liquido (250 mL). Os cultivos foram feitos sem agitacao e, no final de
30 dias de incubagdo a 25°C, foi realizada a extrag¢do para a obtencdo dos extratos brutos.

As linhagens que forneceram extratos com atividade citotoxica de moderada a alta
[DG(M3) 6’C; DG(M3) 5°C; DG(B)I3; DG(G) 2B e¢ DG(M3)1], foram -cultivadas
novamente em maior volume (500 mL) de meio de cultura liquido (Cenoura/batata; malte
3% GPY) e extraidas apos 7, 14, 21 e 30 dias de incubagdo. O extrato da linhagem DG(G)
2B, foi extraido somente apos 30 dias de crescimento.

3.6 Procedimento de extrac¢ao

O procedimento de extracdo dos meios de cultura foi realizado com acetato de etila.
Apo6s o periodo de incubagdo (30 dias) em meio liquido, foram adicionados 250 mL de
AcoEt aos frascos sob agita¢do por 5 minutos. O material foi homogeneizado com o auxilio
de um liquidificador industrial de ago inoxiddvel. Posteriormente as amostras foram levadas
para o Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais, localizado no Instituto de Quimica —
USP em Sao Carlos, para realiza¢do das analises quimicas.

Na primeira etapa da extragdo dos meios de cultura realizou-se uma filtragdo a
vacuo usando papel de filtro e uma camada com aproximadamente 0,5 cm de celite, em
funil de Biichner. Apoés a filtragdo, foi feita a particdo da amostra em funil de separagdo
(Figura 4), da qual a parte aquosa foi separada da fra¢do acetato de etila. A fracdo aquosa

foi descartada (por conter muita quantidade de componentes do meio de cultura e sais da
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agua do mar). A fracdo acetato de etila coletada em um baldo, e posteriormente seca em um

rota-evaporador, obtendo-se o extrato bruto da linhagem.

Fase organica

Fase aquosa

Figura 9. Processo de particdo liquido-liquido com acetato de etila realizado com todas as
amostras.

Os extratos secos de cada amostra foram transferidos para frascos de vidro,
previamente pesados e etiquetados, para a avaliacdo de suas respectivas massas. As
amostras foram colocadas em um sistema de centrifuga a vacuo Savant modelo Speedvac
Plus SC 210 para garantir que estavam totalmente secas antes da pesagem.

3.7 Bioensaio Citotéxico

Foram enviados cerca de 3 a 5 mg de cada extrato bruto para o bioensaio de
atividade citotoxica em células tumorais. A atividade citotoxica foi testada utilizando-se
células tumorais no Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal do
Ceara, pelos pesquisadores Prof. Manoel O. Moraes, Profa. Dra. Claudia de O Pessoa e
Bruno Coelho Cavalcanti.

A atividade citotoxica das amostras foi avaliada utilizando-se o protocolo descrito
por Mosman et al. (1983). Neste bioensaio no qual foram enviadas todos os extratos,

utilizaram-se as linhagens de células tumorais: MDA-MB435 (mama humano), HCT-8
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(colon humano) e HL60 (leucemia) e SF295 (glioblastoma humano) cedidas pelo Mercy
Children’s Hospital, tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10%
de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo
5% de CO,. Os extratos foram dissolvidos em DMSO na concentragdo estoque de 20
mg/mL. As células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades nas seguintes densidades:
0,7 x 10° (HCTS8), 0,1 x 10° (HL60) e 0,1 x 10° (MDA-MB435). Os extratos foram
incubados durante 72 horas em uma unica concentracdo (100 pg/mL). As absorbancias
foram obtidas com o auxilio de um espectrofotometro de placa a 550 nm. Os experimentos
foram analisados segundo suas médias e respectivos intervalos de confianca a partir da
regressao ndo linear no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em triplicata
em dois experimentos independentes.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotdéxico das
amostras testadas. Amostras sem atividade (SA), com pouca atividade (PA, inibicdo de
crescimento celular variando de 1 a 50%), com atividade moderada (MO, inibicdo de
crescimento celular variando de 50 a 75%) e com muita atividade (MA, inibicdo de
crescimento variando de 75 a 100%).

3.8 Analise por cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos brutos

A andlise dos extratos brutos por cromatografia em camada delgada (CCD) foi
realizada retirando-se uma aliquota destes extratos. A aliquota foi solubilizada em MeOH
na concentracdo de aproximadamente 1 mg/mL. Para estas andlises foram usadas
cromatofolhas (20 X 20 cm) de silica gel 60 sobre poliéster com indicador de UV Fjsy4

(Aldrich). Os padrdes timidina e colesterol foram aplicados ao lado das amostras, as placas
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cromatograficas foram inseridas em uma cuba contendo 20 mL da fase movel
CH,Cl,/MeOH 9:1

Posteriormente a elui¢do, as placas foram observadas sob luz UV com lampada
Spectroline com comprimento de onda de 254 e 365 nm e borrifadas com trés reveladores:
acido fosfomolibdico em EtOH (revelador oxidante que indica a presenga de compostos
como terpenos, esterois, acidos graxos, acetogeninas e compostos correlatos), Dragendorff
(revelador de alcaldides) e ninidrina (indicadora da presenga de aminas primarias e
aminodcidos). As placas com timidina foram reveladas com ninidrina, as com colesterol
com acido fosfomolibdico na qual foram expostas em placa aquecedora para posterior
observacao.
3.9 Procedimentos de limpeza e estudo quimico dos extratos brutos produzidos por
linhagens fungicas
3.9.1 Limpezas das amostras

As amostras que apresentaram atividade citotoxica passaram por um processo de
limpeza (retirada de sais e componentes do meio de cultura) por extragdo em fase sélida
(SPE) em coluna C;g (eluente: 100% H,O; 100% MeOH/H,0O 1:1 e 100% MeOH) (Figura

10).
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Figura 10. Procedimento de extragdo em fase solida utilizando cartuchos SPE (C;s) nas
amostras antes da inje¢cdo no CLAE-UV-EM.

3.9.2 Analises cromatograficas das amostras

No processo de limpeza das amostras foram geradas 10 fragdes (linhagens
incubadas por 30 dias) e 17 fracdes (linhagens incubadas por 7, 14, 21 e 30 dias) que foram
analisadas por cromatografia liquida acoplada a detectores de UV com arranjo de
fotodiodos e espectrometro de massas (CLAE-UV-EM). Este sistema, da marca Waters®, ¢
composto por cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia modelo Alliance 2695, acoplado a
dois detectores: espectrofotdometro UV-vis, com arranjo de fotodiodos, modelo 2996, e um
espectrometro de massas, modelo ZQ 2000, gerenciados pelo sistema Empower.

O procedimento adotado antes da injecdo foi de diluir as amostras em MeOH grau
HPLC na concentragdo de 1 mg/mL em pequenos frascos que foram inseridos no
amostrador automatico. As analises cromatograficas foram realizadas durante 40 minutos,
utilizando-se como solventes acetonitrila, metanol e agua miliQ® com 0,1% de é4cido
formico. O gradiente de eluigdo se iniciou com 80% de agua miliQ® ultra-pura , 10% de
metanol ¢ 10% de acetonitrila e terminou com 50% de metanol ¢ 50% de acetonitrila, com

vazdo de 1 mL/min. Foi utilizada uma coluna de silica derivatizada com grupos C;g fase
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reversa, da marca Phenomenex “ , Sinergy 4 p Fusion — RP80 (dimensdes 250 X 4,60 mm,
4 micron).
3.9.3 Analises de Ressoniancia Magnética Nuclear - RMN

Apo6s analises dos cromatogramas obtidos, as amostras bioativas que foram obtidas
a partir do crescimento dos fungos em maior volume (500 mL), foram novamente injetadas
para analise cromatografica (CLAE-UV-EM), seguindo o mesmo procedimento de andlise
utilizado anteriormente. Os extratos brutos das fragdes DG (M3) 6’C (A) H,O/MeOH 1:1,
DG (M3) 6°C (B) H,O/MeOH 1:1, DG (M3) 6’C (C) H,O/MeOH 1:1, DG (M3) 6°C (D)
H,O/MeOH 1:1, foram submetidos a analise por RMN — 'H e "*C para a obtengdo de dados
adicionais sobre sua composi¢do quimica. Aproximadamente 5 mg de cada amostra foram
solubilizados em 400 pL de DMSO deuterado, sendo adicionado TMS (tetrametilsilano)
como referéncia interna. O aparelho utilizado foi um Bruker DRX 400 (9,4 Tesla),
operando a 400,35 MHz na freqiiéncia do hidrogénio ('H) e a 100,10 MHz na freqiiéncia de
13C no Departamento de Quimica — Universidade Federal de Sdo Carlos.
3.9.4 Procedimento de purificacio da linhagem selecionada

Para a realizacdo do processo de purificagdo, as amostras DG(M3) 6’C H,O/MeOH
1:1 (extracao de 7 dias) ¢ DG(M3) 6’C H,O/MeOH 1:1 (extragdo de 14 dias), foram
reunidas para a separagdo de seus constituintes. Foi utilizado um aparelho Waters
constituidos por W-600 Controller acoplado ao detector de UV W-2487 (Dual A
Absorbance Detector) nos comprimentos de onda 254 nm e 270 nm. As amostras foram
separadas em modo fase reversa, com elui¢do isocratica na condi¢do de MeOH/MeCN 1:1 e
H,O na proporgdo de 75% de solventes organicos e 25% de dgua MiliQ® com 0,1% de
acido trifluoracético-TFA. Utilizou-se uma coluna Deltapack HLPC Walters Wato 11798

Cig 15 pm, 100 A (dimensdes 300 X 7,8 mm).
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3.9.5 Elucidacio da estrutura molecular do composto puro da fragio selecionada
Apobs o processo de purificagdo a fragdo P2 da amostra DG(M3) 6’C (A+B) foi
enviada novamente para analises de RMN 'H e "°C uni e bidimensionais. A elucidagdo da

estrutura molecular foi realizada pelo Prof. Dr. Roberto Gomes de S. Berlinck.
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4. Resultados e Discussao
4.1 Isolamento das linhagens de microrganismos

Um total de 26 linhagens de microrganismos foram isoladas da ascidia Didemnum
granulatum. Destas, 8 foram isoladas em dgar de cenoura/batata, 7 em agar de malte 3%, 4
em agar de GPY, 3 em 4gar de aveia, 2 em agar de malte 2% e 2 em meio agar de fuba

(Figura 11).

m Malte 3%

m Malte 2%
0 Cenoura/Batata

= Aweia
m Fuba
m GPY

Figura 11. Porcentagem de linhagens de micro-organismos isoladas em diferentes meios
de cultura.

As 26 linhagens isoladas forneceram extratos brutos acima de 20 mg. Uma aliquota
de cada um destes extratos foi enviada para serem analisados em bioensaio de atividade
citotoxica no Laboratorio de Oncologia na Universidade Federal do Ceara.

4.2 Bioensaio citotoxico
Dentre os 26 extratos brutos avaliados no bioensaio de atividade citotoxica, 20

mostraram atividade bioldgica. A poténcia da atividade foi expressa de pouca (PA) a muita
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atividade (MA). As amostras DG(M3) 5°C e DG(M3) 6’C (destaque em azul) apresentaram

elevado potencial citotoxico em pelo menos uma das trés linhagens de células tumorais

empregadas no bioensaio. Os extratos das linhagens DG(M3) 1; DG(B)13 e DG(G) 2B

(destaque em rosa) apresentaram moderada atividade citotdxica em pelo menos uma das

trés linhagens empregadas, como podemos observar na Tabela 1.

Tabela 1: Atividade citotoxica de extratos brutos das linhagens microbianas isoladas
(incubacdo de 30 dias) associadas a ascidia Didemnum granulatum, contra trés linhagens de
células tumorais: MDA-MB435 (mama humano), HCT8 (c6lon humano) e HL60

(leucemia).

Amostras MDA-MB435 HCTS8 HL60
DG(M3) 5 PA PA PA
DG(B) 13 PA MO SA

DG(B) 1 SA SA PA
DG(A) 5 SA SA SA

DG(M3) 5 B SA SA SA
DG(M3) 1 MO PA MO
DG(B) 10 SA SA PA

DG(B) 8 SA PA PA
DG(M3) 4 SA SA SA
DG(M3) 6 SA SA PA
DG(G) 3 SA SA PA
DG(M2) 1 SA SA PA
DG(G) 4 SA PA PA

DG(B) 2 SA SA PA
DG(M2) 2 SA SA SA
DG(B) 12 SA PA PA
DG(G) 2B SA MO PA

DG(F) 3 SA SA SA

DG(A) 2 SA PA PA
DG(G) 2 SA PA PA

DG(A) 4 SA SA SA

DG(M3) 5'C PA MA MA

DG(M3)6'C PA MA MO

DG(B) 3 SA PA PA

DG(B) 7 PA SA SA

DG(F) 4 PA SA SA

SA = sem atividade, PA = pouco ativo, MO = moderadamente ativo e MA = muito ativo.

A Tabela 2 mostra resultados de atividade bioldgica das amostras que foram ativas

na primeira avaliagdo e que foram subseqiientemente cultivadas em intervalos de tempo de
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7 (A), 14 (B), 21 (C) e 30 dias (D). Pode-se observar que somente o extrato da linhagem
DG(B) 13 (A) ndo apresentou nenhuma atividade bioldgica (destaque em vermelho). Os
resultados desta segunda avaliagdo dos extratos brutos confirmaram a avaliagdo anterior no
mesmo bioensaio.

Tabela 2. Atividade citotoxica de extratos brutos resultantes do cultivo das cinco linhagens
bioativas de fungos associados a ascidia Didemnum granulatum, contra trés linhagens de

células tumorais: MDA-MB435 (mama humano), SF 295 (glioblastoma humano) e HL60
(leucemia).

Amostras HL60 MDA-MB435 SF295
DG (M3) 5°C (A) MA PA PA
DG (M3) 5°C (B) SA PA PA
DG(M3) 5°C (C) MO PA PA
DG(M3) 5°C (D) MA PA PA
DG (M3)6°C (A) MO MO MO
DG (M3) 6°C (B) MA MA MO
DG(M3) 6°C (C) MA MO MA
DG(M3) 6°C (D) MO PA MO

DG (M3) 1 (A) MA MA MA
DG (M3) 1 (B) MA MA MA
DG (M3) 1(C) MA MA MA
DG(M3) 1 (D) MO MO MO
DG(B) 13 (A) SA SA SA
DG(B) 13 (B) PA Mo PA
DG(B) 13 (C) MA MA MO
DG(B) 13 (D) SA PA MO
DG(G) 2B (D) PA SA PA

SA = sem atividade, PA = pouca atividade, MO = moderadamente ativo ¢ MA = muito ativo. Extragdes: (A)
=7 dias; (B) = 14 dias; (C) = 21 dias e (D) = 30 dias de cultivo.

Na literatura foram relatadas varias pesquisas relacionadas a investigacdo do
potencial biologico de extratos brutos extraidos de microrganismos oriundos de
invertebrados e plantas marinhas. Entretanto, ndo foi encontrado nenhum estudo de
atividade citotoxica de extratos brutos isolados de microrganismos associados a ascidia

Didemnum granulatum.
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4.3 Identificacdes das linhagens

Dentre as linhagens isoladas, aquelas que originaram extratos brutos com resultados
positivos nos ensaios de atividade bioldgica foram enviadas a Profa. Dra. Lara Duraes
Sette, da Divisdo de Recursos Microbianos do CPQBA-UNICAMP, para a identificagao
taxonomica das espécies. De acordo com a identificag@o a linhagem DG(M3) 6’C pertence
ao género Penicillium, a DG(M3) 5°C ao género Cladosporium, a DG(M3) 1 ao género
Aspergillus, a DG(B) 13 ao género Nocardiopsis e a linhagem DG(G) 2B ao género
Aurantimonas. Os cddigos e as fotos das linhagens identificadas estdo mostrados na Figura
13.

Observou-se que duas das linhagens identificadas foram atribuidas as bactérias dos
géneros Nocardiopsis e Aurantimonas. O género Nocardiopsis ¢ um dos que compdem o
grupo das bactérias Gram-positivas aerdbias (filo Ascomycota), por frequentemente
crescerem produzindo ramificagdes, filamentos na forma de micélios, mas que se separam
ou fragmentam-se em cocos ou bastonetes. Por produzirem esporos assexuais (conidios)
crescimento filamentoso e ramificado apresentando hifas, até pouco tempo, eram
classificadas como fungos (eumicetos). Diferentemente dos fungos que possuem
organizac¢ao celular eucaridtica, essas bactérias, as nocardioformes e os actinomicetos
aerdbios, ndo apresentam nucleo, mitocondrias diferenciadas ou outras organelas
intracelulares (Trabulsi, 2008).

Segundo a Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria - ANVISA, as bactérias deste
género podem ser encontradas no solo, 4gua, ar e animais, principalmente no homem (em
pacientes com imunocomprometimento grave), no qual se observa a doenga nocardiose,
uma enfermidade cronica que se origina nos pulmdes, podendo disseminar pelas vias

sanguineas afetando o cérebro e outros 6rgaos vitais.
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Segundo Denner e colaboradores (2003), o género Aurantimonas gen.nov. (familia
da Aurantimonadaceae) foi proposto em 2003, apds pesquisas envolvendo a espécie
Arantimonas coralicida sp. nov. com a doenga conhecida como praga branca do tipo I em
corais do Caribe. O género Aurantimonas pertence ao grupo Rhizobiales, classe das Alfa-
proteobactérias, (Denner et al., 2003), no qual encontram-se também bactérias fixadoras de
nitrogénio (Roesch et al., 2007).

Luong et al. (2008) isolaram a espécie Auramtimonas altamirensis (Aurantimonas
sp) de pacientes canadenses com infec¢do ocular, mas como ndo ha relatos na literatura
sobre este género infectar seres humanos, concluiram que pode ter ocorrido alguma
contaminagdo no manuseio de instrumentos oculares.

Como exemplo de bactérias pertencentes ao filo das proteobactérias, podem-se
destacar as bactérias Gram-negativas do qual encontram-se géneros patogénicos como a
Escherichia, Pseudonomas, Heliobacter e Campylobacter, géneros que estabelecem
simbiose com plantas como Rhizobium, Rhodobacter, dentre outros.

As outras trés linhagens identificadas (Figura 13) sdo fungos dos géneros
Penicillium e Aspergillus, ambos pertencentes ao filo Ascomycota, e Cladosporium,
pertencente ao filo Deuteromycota (Trabulsi, 2008). Os fungos do género Penicillium e
Aspergillus, conhecidos por sua ubiqiiidade e caracterizados geralmente pela formagao
abundante de esporos, sdo amplamente estudados, principalmente os terrestres associados a
plantas.

Os fungos pertencentes ao género Penicillium sdo os maiores produtores de
metabolitos secundarios estudados (Turque et al., 2008). Como exemplo as penicidonas A
(14) e C(16), novos alcaloides estudados por Ren Xiang Tan et al. (2008), foram isoladas

de Penicillium sp. e apresentaram atividade citotoxica (contra células de cancer do colon
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humano, leucemia, carcinoma cervical humano e tumor na nasofaringe humana). Munro et
al. (2009) encontraram trés alcaloides produzidos por Penicillium sp. isolados da alga
marrom Xiphophora gladiat no mar da Nova Zelandia.

Apesar de Aspergillus sp. habitar o ambiente terrestre, este género tolera ambientes
com alta concentragdo salina. Fenical ef al. (1998) descreveu o isolamento, elucidagdo
estrutural e a atividade biologica de aspergillamidas A e B, dois peptideos produzidos por
um Aspergillus sp. isolado de uma amostra de sedimento coletada de um lago salgado, nas
Bahamas. A aspergillamida A exibiu modesta citotoxicidade in vitro contra células
tumorais do célon humano. Parvatkar e seus colaboradores (2009) também isolaram
compostos, ja conhecidos, produzidos por Aspergillus terreus isolado do coral mole
Sinularia kavarattiensis na India.

De acordo com literatura, o género Cladosporium geralmente produz metabdlitos
secundarios marinhos associados a esponjas marinhas. Segundo Jadulco ef al. (2002), duas
cepas da espécie Cladosporium herbarum, uma isolada da esponja Aplysina aerophoba
(coletada no Mar Mediterraneo) e outra da Callyspongia aerizusa (coletada na Indonésia),

produziram dois metabdlitos secundarios inéditos pertencentes ao grupo das a-pironas.
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Figura 12: Penicidonas A (14) e C (16) isoladas de Penicillium sp e aspergillamidas A (17)
e B (18) isoladas de Aspergillus sp.
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Figura 13. Fotos com as cinco amostras bioativas e suas respectivas identificagoes.



4.4 Analises quimicas dos extratos brutos produzidos pelas linhagens de
microrganismos.

Os resultados das andlises por CCD foram relacionados com os resultados de
atividade citotdxica, e sdo mostrados na Tabela 3. Nesta relagdo nao foram considerados os
resultados com o reagente Dragendorff (revelador de alcaldides), pois todas as amostras
apresentaram resultados negativos com este revelador.

Pode-se observar que as linhagens que tiveram atividade bioldgica também
demonstraram perfil quimico indicativo de metabolitos secundarios. As analises por CCD
indicaram a presenca de uma grande quantidade de compostos que absorvem a luz
ultravioleta nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm, os quais possuem sistemas
denominados cromoforos (grupos funcionais que absorvem radiacdo eletromagnética na

faixa de trabalho utilizada).

45



Tabela 3: Anélise dos extratos brutos das linhagens de microrganismos (cultivo de 30 dias)
por CDD comparado com os resultados do bioensaio citotdxico.

‘ Amostras MDA-MB435| HCT8 | HL60 CccD |
DG(M3) 5 PA PA PA X
DG(B) 13 PA MO SA X

DG(B) 1 SA SA PA
DG(A) 5 SA SA SA
DG(M3) 5B SA SA SA X
DG(M3) 1 MO MA MA X
DG(B) 10 SA SA PA
DG(B) 8 SA PA PA
DG(M3) 4 SA SA SA X
DG(M3) 6 SA SA PA X
DG(G) 3 SA SA PA
DG(M2) 1 SA SA PA X
DG(G) 4 SA PA PA
DG(B) 2 SA SA PA
DG(M2) 2 SA SA SA X
DG(B) 12 SA PA PA
DG(G) 2B SA MO PA X
DG(F) 3 SA SA SA X
DG(A) 2 SA PA PA X
DG(G) 2 SA PA PA
DG(A) 4 SA SA SA X
DG(M3) 5'C PA MA MA X
DG(M3)6'C PA MA MO X
DG(B) 3 SA PA PA
DG(B) 7 PA SA SA
DG(F) 4 PA SA SA

SA = sem atividade, PA = pouca atividade, MO = moderadamente ativo e MA = muito ativo.

4.5 Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detector de UV
e Espectrometro de Massas — CLAE-UV-EM

As amostras cultivadas por 30 dias e que foram bioativas no primeiro envio para
bioensaio citotoxico (DG(M3) 6’C; DG(M3) 5°C; DG(B) 13; DG(M3) 1 e DG(G) 2B),
passaram por um processo de limpeza (Figura 14), para retirada de substincias que
poderiam interferir nas analises por CLAE-UV-EM, como sais da 4gua do mar e possiveis
resquicios do meio de cultura. Foi utilizado um cartucho SPE (C;g), e as amostras foram
eluidas com um gradiente de MeOH em H,O, gerando 3 fragdes cada, na qual a fragdo

100% H,O foi descartada. Estas foram analisadas por cromatografia liquida de alto
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desempenho acoplada a um detector de UV com arranjo de fotodiodo e espectrometro de

massas (CLAE-UV-EM).

Linhagem Fungica

Extracao Acetato de Etila

Cartucho SPE (Ciy)

Eluentes: 100% H,0; 100% MeOH/H,O 1:1 e
100% MeOH

Fracao
DG(M3) 6°C
H,0/MeOH

1:1

Fracao
DG(M3) 5°C
H,0/MeOH

1:1

Fragdo
DG(M3) 1
H,0/MeOH
1:1

Fracao
DG(G) 2B
H,0/MeOH
1:1

Fracao
DG(B) 13
H,0/MeOH

1:1

Fragao Fragao Fracao Fragao Fragao
DG(M3) 6’C DG(M3) 5°C DG(M3) 1 DG(G) 2B DG(G) 13
MeOH 100%  MeOH 100%  MeOH 100%  MeOH 100% MeOH 100%

Figura 14. Fluxograma das 10 fragdes obtidas através do processo de limpeza com
cartucho SPE (C;s) das linhagens bioativas com crescimento de 30 dias.

Analisando os dados das fragdoes gerados por CLAE-UV-EM verificou-se que das
dez fragdes geradas, trés [DG(G) 2B H,O/MeOH 1:1, DG(M3) 5°C H,O/MeOH e DG(M3)
6’C H,O/MeOH 1:1] exibiram cromatogramas com picos no intervalo de tempo entre 5 a
20 minutos (Figura 15, 18 e 21). Ao observar seus espectros de absor¢ao em UV (Figuras
16, 19 e 22), no qual a absor¢ao ficou abaixo de 300 nm e de massas (Figuras 17, 20 e 23)
(massa superior a 200 u.m.a.), verificou-se que estes picos (P; e P,) fornecem evidéncias de
serem metabolitos secundarios e, portanto foram considerados de interesse para serem

isolados.
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Figura 15. Cromatograma da fragdo DG(G) 2B H,O/MeOH 1:1 (incubagao de 30 dias),
Amax 256 nm.
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Figura 16. Espectro de absor¢ao em UV da fragdo DG(G) 2B H,O/MeOH 1:1, (incubagdo
de 30 dias ), Amax 256 nm.
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Figura 17: Espectro de massas da fragdo DG(G) 2B H,O/MeOH 1:1 , (incubagdo de 30
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Figura 18. Cromatograma de absor¢do em UV da fragdo DG(M3) 5°C H,O/MeOH,
(incubacao de 30 dias ), Amax 256 nm.
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Figura 20: Espectro de massas da fragao DG(M3) 5°C H,O/MeOH ( incubacao de 30 dias),

Amax 256 nm.
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Figura 21. Cromatograma de absor¢do em UV da fragdo DG(M3) 6’C H,O/MeOH,
(incubacao de 30 dias ), Amax 257 nm.
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Figura 22. Espectro de absor¢do em UV da fragio DG(M3) 6’C H,O/MeOH, (incubacao
de 30 dias ), Amax 257 nm.
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Figura 23: Espectro de massas da fragao DG(M3) 6’C H,O/MeOH, (incubacgao de 30 dias),

Amax 257 nm.

ApoOs essas andlises, as mesmas linhagens bioativas DG (M3) 6’C; DG(M3) 5°C;

DG(M3) 1; DG(B) 13 e DG(G) 2B foram crescidas novamente em um volume maior

(500mL) e extraidas nos intervalos de 7, 14, 21 e 30 dias, com o objetivo de analisar a

producao destes compostos. A linhagem DG(G) 2B, por apresentar crescimento somente a

partir do 21° dia de incubagao, foi cultivada por 30 dias. Essas amostras foram extraidas e

submetidas a0 mesmo protocolo de limpeza mencionado no item 3.9.1 da parte de materiais

e métodos, como se pode observar na Tabela 4.
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Tabela 4: Fracdes obtidas através do processo de limpeza com cartucho SPE (C;g) das
linhagens bioativas com crescimento de 7, 14, 21 e 30 dias.
Amostras Fragoes obtidas da SPE

DG(B) 13 (C) DG(B) 13 H,O/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(M3) 5°C (D) DG(M3) 5°C H,0/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(M3) 6°C (D) DG(M3) 6'C H,0/MeOH 1:1 e MeOH 100%

DG(M3) 1 (D) DG(M3) 1 H,O/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(B) 13 (D) DG(B) 13 H,O/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(G) 2B (D) DG(G) 2B H,O/MeOH 1:1 e MeOH 100%
(A) = extragdo 7 dias; (B) = extracdo de 14 dias; (C) = extracdo de 21 dias e (D) = extracao de 30 dias

DG(M3) 5°C (A) DG(M3)5'C H,0/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(M3) 6°C (A) DG(M3)6'C H,0/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(M3) 1 (A) DG(M3) 1 H,0/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(B) 13 (A) DG(B) 13 H,O/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(M3) 5°C (B) DG(M3) 5°C H,0/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(M3) 6°C (B) DG(M3) 6'C H,0/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(M3) 1 (B) DG(M3) 1 H,0/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(B) 13 (B) DG(B) 13 H,O/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(M3) 5°C (C) DG(M3) 5°C H,0/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(M3) 6'C (C) DG(M3) 6'C H,0/MeOH 1:1 e MeOH 100%
DG(M3) 1 (C) DG(M3) 1 H,0/MeOH 1:1 e MeOH 100%

(
(
(
(
(

Analisando os dados do cromatograma e espectro de absor¢do em UV e massas
(Figura 24, 25 e 26) da fracao DG (M3) 6’C H,O/MeOH 1:1 extraida em 7 dias, nota-se
um cromatograma bem simples com um pico (P;) majoritario com t. de 13,0 min. Ao
compararmos este cromatograma com os de extragdo de 14 e 21 dias, observamos também
um pico majoritario no mesmo t, = 13,1 min (Figura 27), possivelmente se tratando do
mesmo composto. Para esclarecer esta duvida, estas fragdes foram enviadas para analises
de RMN 'H.

J& no cromatograma (Figura 28) da fracdo DG(M3) 6’C H,O/MeOH 1:1 (
incubacdo de 30 dias) observa-se um numero maior de compostos, no intervalo de tempo de
2 a 15 min, sendo estes ndo observados quando a extracdo desta linhagem aconteceu em 7,

14 e 21 dias (Figuras 24 e 27).

53



Al

050

055

0.5+

0.5

0.40H

035

0.3

=y

0.2

0.5

0.1+

005

DD_JL__M

P, (t, = 13,0 min)

s 1I:IIJII 15|lII
Minuntes

T T
00 2500

Figura 24. Cromatograma da fragdo DG(M3) 6’C H,O/MeOH 1:1 (incubacao de 7 dias),
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Figura 25. Espectro de absorcio em UV da fragado DG(M3) 6’C H,O/MeOH 1:1,
(incubacao de 7 dias ), Amax 254 nm.
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Figura 26: Espectro de massas da fracdo DG(M3) 6’C H,O/MeOH, (incubagdo de 7 dias ),

Amax 254 nm.
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Figura 27. Espectro de absor¢do em UV da fragio DG(M3) 6’C H,O/MeOH, (incubacao
de 14(A) e 21(B) dias ), Amax 254 nm.
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Figura 28. Cromatograma da fragio DG(M3) 6’C H,O/MeOH 1:1 (incubagdo de 30 dias),
Amax 254 nm.

Os dados destas fragdes foram comparados os padrdoes dos produtos naturais
didemnimida A, didemnimida B, didemnimida D, didemnimida E, granulatimida e
isogranulatimida isolados pelo Prof. Dr. Roberto G. S. Berlinck (1998), para observar se os
mesmos seriam produzidos por alguma linhagem microbiana ou apenas pelo invertebrado
marinho (Didemnum granulatum).

Com base nos resultados obtidos das andlises quimicas das amostras [ion molecular
da molécula protonada [M+H'] (m/z) e tempo de retengio (t,)] e na literatura (Berlinck et
al., 1998 e 2001) observou-se estes compostos ndo foram produzidos por nenhuma
linhagem microbiana isoladas da ascidia Didemnum granulatum.

Observando-se os resultados dos cromatogramas de espectro de massas dos extratos
brutos das fragdes, realizou-se uma busca no banco de dados Dictionary of Natural
Products. Foram obtidas trés estruturas moleculares que poderiam ser do composto (pico
com t. de 13,1 min e massa [M + H'] = 249,0) encontrado na fracdo DG(M3) 6°C

H,0/MeOH 1:1, estruturas (19), (20) e (21).
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Figura 29: Trés possiveis estruturas moleculares baseadas na massa molecular da amostra
DG(M3) 6°C H,O/MeOH 1:1. (Fonte: Banco de dados Dictionary of Natural Products).

4.6 Analises de Ressonidncia Magnética Nuclear - RMN 'H

Para a confirmac¢do dos resultados obtidos da busca no banco de dados e das
analises dos cromatogramas das fragcdes que apresentaram picos com mesmo perfil quimico
(t, espectros de absor¢do no UV e espectros de massas), prosseguiu-se nos estudos
quimicos, enviando aliquotas dos extratos brutos das fragdes DG(M3) 6’C (A) H,O/MeOH
; DG(M3) 6’C (B) HO/MeOH; DG(M3) 6’C (C) H,O/MeOH para anélises de RMN 'H.
Os resultados destas andlises podem ser visualizados nas Figuras 30, 31 e 32, no qual

verificam-se sinais iguais no deslocamento quimico (destaque em vermelho).
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Observando-se os resultados obtidos (t;, absorcdo em UV, espectro de massas e
RMN 'H), verificou-se que as fragdes DG(M3) 6°C H,O/MeOH extraidas em 7 e 14 dias,
produziram o mesmo composto. Assim decidiu-se reunir estas duas fracdes e prosseguir
com as andlises quimicas. A fracdo foi recodificada para facilitar a compreensdo dos
resultados para DG(M3) 6’C (A+B).

Ja a fragado DG(M3) 6°C H,O/MeOH extraida em 21 dias, que também apresentou
um perfil quimico (t;, espectro de absor¢dao em UV e espectro de massas) semelhante aos
das fragdes extraidas em 7 e 14 dias, ndo forneceu um espectro de RMN 'H similar, pois os
observados apresentaram deslocamentos quimicos diferentes (Figura 33 destaque em azul).

As anilises de RMN 'H, além de fornecer dados para elucidar estruturas
moleculares, foram de fundamental importdncia para auxiliar no esclarecimento de

possiveis duvidas na observagao e interpretacdo dos cromatogramas.
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4.7 Purificacio da fracao selecionada e elucidaciao da estrutura molecular
Ap0s as analises do perfil quimico, atividade bioldgica ¢ RMN 'H, decidiu-se
fracionar a fragdo DG(M3) 6’C (A+B) em com andlises adicionais. Esta fracdo foi

purificada por CLAE-UV, originado 3 novas fracdes, como observado na Figura 33.

Fragao 2

21409 Fragdo 1

Fragdo 3

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1.00 200 300 400 500 &00 7.00 &00 ado 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 18.00 20000
Minutes

Figura 33: Cromatograma do extrato bruto DG(M3) 6’C (A+B). Condi¢des de analise:
coluna C,3 Deltapack HPLC Waters 15 um 100 A (dimensdes 300 X 7,8 mm), eluigdao
isocratica MeOH/MeCN / H,O (75:25) e observado em 254 nm.

A fracdo 2 da amostra DG(M3) 6°’C (A+B) foi selecionada e enviada para analise
de RMN de 'H e "C. Os resultados obtidos destas anélises juntamente com os
bidimensionais (COSY e HSQC) e comparagdo com a literatura (Tirilly et al., 1983),
forneceram dados para a elucidacdo da estrutura molecular do composto, a qual foi
realizada pelo Prof. Dr. Roberto Gomes de S. Berlinck do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo (15). A Figura 35 mostra o cromatograma de absor¢dao em UV,

o0 espectro de massas a estrutura molecular da fracdo 2 da linhagem DG(M3) 6°C.
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Figura 34: Estrutura molecular do composto isolado da amostra DG(M3) 6°C
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Figura 35: Cromatograma de absor¢ao em UV (254 nm) do composto isolado da amostra
DG(M3) 6°C, t,=12,9 min.
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Figura 36: Cromatograma de espectro de massa do composto isolado da amostra DG(M3)
6°C.

A Figura 34 mostra o metabolito secundario 13-desoxi-fomenona (22) no qual foi
primeiramente descrito em 1983 por Tirilly e colaboradores, isolado do fungo hiperparasita
Dicyma pulvinata (Berk & M.A. Curtis) Arx (syn. Hansfordia pulvinata). Este composto
pertence ao grupo dos sesquiterpenos e ¢ andlogo do composto fomenona (23), possui
atividade fungicida contra o fungo Cladosporium fulvun Cooke (syn. Fulvia fulva), agente

causador do mofo foliar do tomate.

OH
23

Fomenona

Figura 37: Estrutura molecular do composto fomenona.
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De acordo com a literatura (Mello et al. 2003, 2006 ¢ 2009; Delmadi et al. 2009) o
fungo Dicyma pulvinata pertence ao filo Deuteromycota e ¢ muito utilizado como
biocontrole em plantagdes de seringueiras contra Microcyclus ulei, agente causador da
doenga conhecida como “mal das folhas”.

Nao ha relatos na literatura deste composto ter sido isolado de outras espécies de
fungos ou de invertebrados marinhos. Também nao consta nenhuma pesquisa relatando
outra atividade biologica, a ndo ser agdao fungicida em plantagdes de tomate e seringueiras,

portanto este projeto € o primeiro a estudar este composto em ambiente marinho.
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5. Conclusoes

A técnica empregada no isolamento de micro-organismos da ascidia Didemnum
granulatum se mostrou adequada com os objetivos do estudo, visto que foram isoladas 26
linhagens, das quais 77 % apresentaram algum tipo de atividade bioldgica.

As amostras DG(M3) 6’C, DG(M3) 5°C, DG(M3) 1, DG(B) 13 ¢ DG(G) 2B, que
apresentaram extratos com atividade citotoxica de moderada a alta foram cultivadas
novamente e extraidas em intervalos de 7, 14, 21 e 30 dias. Foram reenviadas para o
mesmo bioensaio, no qual foram comprovadas as suas atividades citotoxicas e a producao
de compostos bioativos ao longo do tempo de incubagao.

Pode se concluir por meio das analises quimicas por cromatografia CLAE-UV-EM
dos extratos brutos bioativos, observando-se o tempo de retencdo e ion do pico molecular,
que nenhuma linhagem de micro-organismo deste estudo, produziu os produtos naturais
didemnida A, B, D e E, granulatimida e isogranulatimida, isolados da ascidia Didemnum
granulatum pelo Prof. Dr. Roberto G. S. Berlinck.

A linhagem DG(M3) 6’C identificada como Penicillium sp forneceu um extrato
com alta atividade citotoxica, que juntamente com os estudos de seu perfil quimico
possibilitou o isolamento de um composto identificado como 13-desoxi-fomenona.

As andlises quimicas por cromatografia em camada delgada (CCD) e CLAE-UV-
EM, juntamente com as de atividade citotoxica, mostraram-se eficazes na triagem de
extratos brutos interessantes para o estudo de produtos naturais.

Apesar deste composto ndo ser inédito, este ¢ o primeiro estudo feito com micro-
organismos isolados do invertebrado marinho Didemnum granulatum, sendo assim ndo ha
relatos na literatura de estudos envolvendo bioensaios citotoxicos contra células tumorais e

nem mesmo deste composto ter sido isolado de outras espécies de micro-organismos que
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nao seja do fungo Dicyma pulvinata, podendo-se concluir que este estudo foi de grande
importancia para colaborar com pesquisas futuras na busca de novas fontes produtoras de

metabolitos secundarios.
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