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Resumo

No presente trabalho foi avaliada a atividade biolégica de extratos de bactérias
isoladas da caverna Pedra da Cachoeira, Altamira, Para. O objetivo do trabalho foi
avaliar os efeitos citotoxicos de 11 extratos obtidos de culturas das cepas CV26a,
CV26b e CV36 em células tumorais de melanoma murino (B16-F10), além de uma
linhagem n&o tumoral representada pela 3T3, de fibroblasto murino. Dos 11 extratos
apenas trés se mostram seguros e um apresenta resultado que pode ser
considerado interessante e viavel para futuras analises e purificacdes.

Introducéao

No meio cientifico encontram-se micro-organismos de diversos tipos, como as
bactérias que vém sendo utilizadas em pesquisas em busca de compostos
secundarios Gteis no tratamento de patologias humanas (LIMA, 2013).

O céancer de pele é uma das doencas mais comuns em humanos e esta dividido em
duas categorias: céancer de pele melanoma e cancer de pele nao-melanoma
(GRAYSCHOPPER et al., 2007, BAGHERI e SAFAI, 2001). O melanoma murino
(linhagem B16-F10) é um dos principais modelos usados em estudos laboratoriais
desse tipo de tumor, pois sua genética € bem conhecida e as suas caracteristicas
histolégicas possuem muita semelhanca com o melanoma humano (SILVA et al.,
2013).

Recentemente o prof. Dr. Ulisses Brigatto Albino, da Universidade Federal do Sul e
Sudoeste do Para - UNIFESSPA, isolou 49 cepas de bactérias do solo da caverna
“Pedra da Cachoeira” localizada no oeste do Para, e as testou quanto ao seu
potencial de antibiose contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans. Trés cepas, das que apresentaram os melhores resultados em relacdo aos
experimentos de antibiose e citotoxicidade em relacdo a diferentes linhagens
tumorais (BISCAIA, 2015) foram testadas nesse trabalho.

O objetivo do trabalho foi analisar o efeito citotoxico de extratos de bactérias
isoladas de caverna sobre uma linhagem tumoral, na busca de moléculas com efeito
antitumoral.
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Material e Métodos

Foram coletadas amostras de material das paredes, solo e fezes de morcegos e
tomadas 10 amostras de cada substrato. Apés incubacado, as coldnias bacterianas
foram contadas e as de caracteristicas diferentes foram inoculadas em placas de
Petri e separadas a fim de serem isoladas. ApO0s a obtencdo dos -cultivos
homogéneos, foi realizado, nas diferentes bactérias, o teste de Gram para se
confirmar a pureza das culturas.

Para obtengéo dos extratos, foram realizados estudos cinéticos a partir de curvas de
crescimento e foram escolhidos dois momentos para extracdo do material: 30 h (fase
estacionaria) e 40 h (fase de declinio). Para a producdo dos extratos, as bactérias
foram cultivadas em meio liquido LB (Luria-Bertani) e levadas a incubadora a 30 °C
sob agitacdo (120 rpm) durante 30 e 40 h. ApOs esses periodos, as mesmas foram
filtradas para separar as células (fase A) do meio de cultura (fase B). Logo apés as
extragcdes, o material foi concentrado em evaporador rotativo, onde foram obtidos
dois tipos de extratos: o extrato do meio de cultura e o extrato intracelular.

Para testar a citotoxicidade dos extratos bacterianos, foram utilizadas linhagens de
fibroblasto murino (3T3, banco de células do Rio de Janeiro, cédigo 0017) e
melanoma murino (B16-F10, banco de células Rio de Janeiro, cédigo 0342), ambas
foram cultivadas em meio RPMI, suplementado com soro fetal bovino 10% e
mantidas em estufa com 5% de CO2 a 37°C.

As diferentes concentracdes dos extratos bacterianos foram incubadas sobre as
células por 48 h. Depois disso, todos os pocos foram analisados, em um microscépio
invertido, para a visualizacdo da morfologia das células, das linhagens e
comparagcdo com o resultado do MTT, que foi adicionado aos pocos. As
absorbancias obtidas foram transformadas em % de viabilidade celular. Foram
realizados os calculos de CI50, concentracdo média de um extrato necessario para
inviabilizar 50% do crescimento celular, levando-se em consideracdo pelo menos
trés repeticobes de um experimento, sendo recomendado como interessante para
continuidade dos experimentos e purificacdo, extratos brutos com valores de CI50
inferiores a 30 pg/mL ap6s uma exposicao de 72 h. Também foi obtido o indice de
seletividade (IS) para cada extrato, o qual € definido pela razdo do CI50 para cada
extrato entre as linhagens 3T3, ndo-tumoral e a B16-F10 linhagem tumoral.

Os dados foram submetidos ao teste de distribuicdo normal de Shapiro-Wilk e
Bartlett e posteriormente analisados por Anova de uma via e p0s teste de Tukey. Foi
considerado significativo p<0,05.

Resultados e Discusséo

Foram analisados, no total, nove extratos oriundos do meio intracelular e extracelular
das 3 cepas:

- Extratos CV26AI30H, CV26AI40H, CV26AM30H e CV26AM40H: cepa CV26A,
material intracelular (I) ou do meio de cultivo (M), apés 30 ou 40 h de cultivo
(identificadas como 30H ou 40H no nome do extrato);
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- Extratos CV26BI30H, CV26BI40H, CV26BM30H e CV26BM40H: cepa CVZ26B,
material intracelular (I) ou do meio de cultivo (M), apés 30 ou 40 h de cultivo

(identificadas como 30H ou 40H no nome do extrato);
- CV36I30H: cepa CV36I30H: cepa CV36, meio intracelular (1), apos 30 h de cultivo.

Tabela 1. Valores de CI50 obtidos para as linhagens celulares encubadas com os extratos oriundos
de bactérias da Caverna Pedra das Cachoeira no Para e os Indices de Seletividade (IS) da linhagem
tumoral (B16-F10) em relacéo a linhagem n&o tumoral (3T3).

EXTRATO LINHAGEM CI50(pg/ml) IS
3T3 >400
CV26AI30H >4,7
B16F10 83,99 + 6,87
3T3 >400
CV26AI40H 1
B16F10 >400
3T3 277,3+18,14
CV26AM30H 0,97
B16F10 287,3 £ 35,57
3T3 229,1 + 29,87
CV26AM40H 1,88
B16F10 121,9+ 21,45
3T3 >400
CV26BI30H 1
B16F10 >400
3T3 >400
CV26BI40H 1
B16F10 >400
3T3 256,4 + 45,89
CV26BM30H 1,51
B16F10 169 + 22,89
3T3 239,8 + 32,56
CV26BM40H 0,84
B16F10 283,8 £ 76,78
3T3 >400
CV36I30H 1
B16F10 >400

Como pode ser observado na Tabela 1, nenhum dos extratos analisados,
apresentou CI50 em concentragfes consideradas interessantes para 0s autores
citados. Como verificado anteriormente, quanto maior o IS, mais efetiva é a
citotoxicidade do composto/extrato de uma linhagem em relacdo a outra. Ayesh,
Abed e Faris (2014), sugerem que para um composto ser considerado de baixa
toxicidade e com boas chances de ser uma nova droga anticancer, deve apresentar
um IS > 2, assim como, Fernandes (2015), sugere que para um composto ser
considerado seguro seu IS deve ser > 1, mas, para ser considerado significativo
como composto antitumoral o IS deve ser > 2. Dessa forma, levando-se em
consideracao o IS dos extratos avaliados, os extratos CV26A40H e CV26B30H séo
seguros para futuros estudos, mas apenas o composto CV26AI30H poderia ser
considerado promissor para a continuagao dos estudos e purificagcdo para obtencéo
de subfracdes.
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Concluséo

Considerando todos os extratos analisados, o CV26AI30H, o CV26A40H e o
CV26B30H podem ser considerados seguros, mas apenas o CV26AI30H é
interessante e viavel para futuras analises e purificacdes pois, apesar do CI50 obtido
ser superior ao limite recomendado pelo Instituto Nacional Americano do Céancer,
apresentou valor de IS > 2.
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