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Resumo

Actinobactérias pertencentes ao género Streptomyces, tem grande importancia na
busca de novos compostos bioativos. O objetivo deste trabalho foi a obtencdo de
extratos de actinobactérias provenientes da planta Baccharis crispa e a avaliacdo do
seu efeito antiparasitario e citotoxico. A obtencdo dos extratos ocorreu por extracdo
de seus metabdlitos secundérios das actinobactérias. As amostras foram utilizadas
em testes de citotoxidade contra células Vero E6 e atividade antiparasitaria contra
formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi e promastigotas de Leishmania
chagasi. Nenhum extrato apresentou citotoxidade frente as células Vero E6, e
também n&o apresentaram inibicdo em relacdo a T. cruzi. Ja os extratos Bc126 e
Bc379 inibiram, respectivamente, 48% e 69% da proliferacdo de L. chagasi e foram
considerados promissores na caracterizagdo de novos compostos com atividade
antiparasitaria.

Introducéo

Actinobactérias sdo bactérias Gram positivas, filamentosas, que sintetizam uma
grande diversidade de metabdlitos secundarios com atividade anti-parasitaria,
antibacteriana, dentre outras (LIMA et al., 2006). O primeiro antibi6tico desse género
foi isolado de Streptomyces griseus, que possui atividade contra Mycobacterium
tuberculosis, que causa a tuberculose (WAKSMAN; LECHEVALIER, 1949).

A doenca de Chagas possui duas fases distintas, a fase aguda que pode ser
assintomatica ou apresentar quadro febril inespecifico, e a fase crbnica, que pode
apresentar-se como assintomatica (também chamada de indeterminada), cardiaca,
digestiva ou mista (também chamada de cardiodigestiva) (MINISTERIO DA SAUDE,
2014). A leishmaniose visceral, causada pela Leishmania infantum chagasi
apresenta comprometimento do figado, baco e medula 6ssea, sendo que essa, tem
como um dos principais reservatorios os canideos (SOUZA et al., 2010).

Com isso o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade tripanocida,
leishmanicida e citototoxica frente a extratos de metabdlitos secundarios de
actinobactérias.

Materiais e Métodos

Obtencéo de metabolitos secundarios das actinobactérias

As quatro estirpes foram inoculadas em 20mL de meio ISP-2 liquido e mantidas
sobre agitacdo de 120 rpm por 5 dias a 28°C para obtencéo do pré inéculo. Para o
in6culo, utilizou se os pré indculos + 200 mL de meio ISP-2, que foram mantidos
sobre agitacdo de 120 rpm por 10 dias a 28°C; apos, o caldo de fermentacéo foi
fitrado em papel filtro e em membrana de 0,22 um, e utilizando éter etilico na
proporcao 1:1. O filtrado foi reduzido em rotaevaporador a 40°C e depois liofilizado.
Em seguida, foi determinado o peso seco das amostras e essas foram ressuspensas
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em 1 mL de agua ultra pura. Antes dos ensaios biologicos, os extratos foram pré

diluidos em PBS estéril para uma concentragédo de 10 mg/mL.

Ensaios de citotoxicidade contra células Vero

Células Vero E6 foram semeadas em placa de 96 pocos, em meio DMEM + 10%

SBF por 24 horas em estufa de CO2 a 37°C. Apo0s, as células foram expostas aos

extratos nas concentragbes de 1; 0,5; 0,25; e 0,125mg/mL em triplicata. Como

controle foi utilizado PBS. Apds 48 horas a 37°C em estufa de COz, as células foram

coradas pelo May-Grunwald/Giemsa e a integridade celular avaliada em microscopio

optico invertido e registro fotografico pelo programa AxioVision.

Avaliacao da atividade tripanocida e leishmanicida

Formas epimastigotas (5x10° parasitas/mL) de T. cruzi e promastigotas (3x106

parasitas/mL) de L. chagasi foram distribuidas em placa de 96 pocos, em meio LIT

ou Schneider, respectivamente. Em seguida, os parasitas foram expostos aos

extratos em concentragdes variando de 1mg/mL a 0,10 mg/mL, em triplicata. Como

controle negativo foi utilizado PBS. ApoOs 48 horas de incubacéo a 27°C a atividade

antiparasitaria foi avaliada pela observacdo em microscoépio invertido, seguido da

técnica colorimétrica do MTT.

Andlise dos dados

A atividade parasitaria foi expressa como média + desvio padrdo do percentual de

mortalidade. A média da densidade o6tica (DO) dos controles negativos foram

considerados como 100% de viabilidade em comparacdo com os parasitas tratados,

segundo as férmulas:

% sobrevivéncia = DO tratados x 100 + DO controle negativo

% inibicdo = 100 - % sobrevivéncia

Resultados e Discusséo

Obtencado de metabdlitos secundarios das actinobactérias

A Tabela 1 resume as principais caracteristicas morfologicas das colénias e outras

informacdes relevantes.

Tabela 1- Caracteristicas dos cultivos das estirpes Bc379, Bc353, Bc184 e Bc126 e
producado dos caldos de fermentacao.

Estirpe
Bc379 Bc353 Bcl184 Bc126
cheiTirF:]Oegfol 5a 7 dias 2 a 3dias 5a7dias 2 a 3dias
Coldnias Coldnias Colbnias Col6nias cinzas
- arredondadas, arredondadas, arredondadas,
Morfologia ; com aspecto
com aspecto com aspecto cinzas e com
enrugado
enrugado enrugado aspecto enrugado
Coloracdo do Marrom claro
meio apos Marrom claro Marrom escuro Marrom claro amarelado '
crescimento?!
Volume do
caldo de 180mL 180mL 190mL 120mL
fermentacao?
volume final do 450mL 459mL 500mL 256mL

caldo + solvente

1Caracteristicas avaliadas mediante crescimento em meio sélido ISP-2.
2Volume do caldo de fermentacao ap0s etapas de filtracdo em papel filtro e membrana filtrante.

O cultivo de cada estirpe resultou em diferentes volumes do caldo de
fermentacdo, devido as caracteristicas do micélio formado por cada estirpe. Além
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disso, a capacidade de sintese e secrecdo de compostos pigmentados foi observado
apos crescimento em meio solido e meio liquido. Foi constatado que a estirpe Bc353
foi a que gerou mais metabdlitos, cerca de 0,277g, a estirpe Bc379 gerou 0,128g, a
Bc184 gerou 0,048g e a estirpe Bc126 produziu 0,085g.

Quando Lima (2013) realizou a extracdo dos metabdlitos secundarios de uma
actinobactéria do género Streptomyces, foi obtido um total de 440 mL do liquido
metabdlico que concentrado passou a 0,32g. Comparando com o0s resultados
obtidos neste trabalho, o valor em gramas dos metabdlitos concentrados se
comparam ao trabalho de Lima. Reichert (2017) caracterizou a variabilidade
genética das estirpes Bcl126, Bcl184, Bc353, e Bc379, descrevendo uma maior
correlacdo entre as estirpes Bcl126 e Bc379. Esse autor conseguiu classificar todas
as estirpes como pertencentes ao género Streptomyces, porém de espécies
diferentes.

Ensaios de citotoxicidade contra células Vero E6

Os extratos avaliados ndo causaram danos as ceélulas, mesmo na maior
concentracdo utilizada. A figura 1A e B mostra a integridade das células Vero E6
incubadas com os extratos onde a morfologia, densidade e aderéncia sao
semelhantes ao controle negativo (Figura 1C). Devido a auséncia de citotoxidade, o
teste coIorir'Tlétrico do MTT né&o foi realizaplo.
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Figura 1- Integridade de células da linhagem Vero apés 48 h de incubacdo com (A) 0,5 mg/mL do
extrato Bc353; (B) 1mg/mL do extrato Bc379 ou (C) controle sem extrato. Barra = 5um.

Melo (2013) em seu estudo sobre actinobactérias endofiticas, constatou que
dois de seus extratos de actinobactéria do género Streptomyces ocasionaram 80%
de citotoxidade a linhagens celulares de carcinoma. Em nosso estudo, utilizando
células epiteliais ndo tumorais (Vero) nao foi observado nenhum efeito citotdxico.
Avaliacdo da atividade tripanocida e leishmanicida
As formas epimastigotas de T. cruzi (Y) foram resistentes aos quatro extratos
avaliados. Os extratos Bc126 e Bc379 foram ativos contra L. chagasi reduzindo,
respectivamente, 48% e 69% a proliferagdo dos parasitos. A Figura 2 mostra a curva
concentracdo-resposta dos dois extratos, sendo que 0 extrato Bcl26 manteve
atividade inibitoria até 0,1 mg/mL.
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Figura 2- Curva concentrac@o-resposta dos extratos Bc126 e Bc379 frente a formas promastigotas
de L. chagasi. Os resultados representam a média do experimento, em triplicata.
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A atividade leishmanicida observada sugere que pode haver relagdo com os
dados genéticos de correlacdo dessas duas estirpes, obtidos por Reichert (2017).
De acordo com Castilho et al. (2006), Streptomyces NRRL 30562, isolado da planta
Kennedia nigriscans, produz substancias que sdo eficazes contra o parasita
Plasmodium falciparum, agente etiolégico da maléria.

Os extratos das estirpes Bc 126 e Bc 379 que tem correlacdo genética,
apresentaram atividade contra L. chagasi, sem causar citotoxidade contra as células
Vero E6. Esses resultados estimulam a continuidade de estudos nesse sentido.
Conclusdes
-Cada actinobactéria apresentou morfologia de micélio e pigmentagcdo em meio
liquido, que influenciou na producéo e eficacia dos extratos;

-Os quatro extratos estudados nao apresentaram atividade tripanocida nem
citotoxicidade contra células Vero;

-Os extratos Bc126 e Bc379 (que possuem correlacdo genética) causaram taxas de
48 e 69%, de inibicdo, respectivamente, em formas promastigotas de L. chagasi;
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