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RESUMO

Guarenta e cinco linhagens de actinomicetos foram isoladas de folhas de 10 individuos de
‘olho-de-boi” (Tocoyena formosa, Rubiaceae), coletadas em uma area de cerrado-de-
transicdo no Horto Florestal de Araraquara (SP), utilizando-se um protocolo adaptado
para o isolamento de microrganismos endofiticos. Foram realizados estudos taxonémicos
polifasicos {taxonomia cldssica e molecular), ensaios de atividade antimicrobiana e testes
de acdo antitumoral, juntamente com a analise do perfil cromatografico do exirato do meio
de cultura onde o microrganismo foi cultivado. O exame micromorfolégico mostrou que os
isolados  produzem esporos longitudinalmente pareados no apice de esporéforos
localizados no micélio aérec, como a maioria dos membros do género Microbispora e
Thermobispora bispora {antigo M. bispora). As andlises filogenéticas das seqléncias do
DNAr 168 indicaram que as 47 linhagens isoladas de Tocoyena formosa pertencem ao
género Microbispora Nonomura e Ohara 1957. A maioria dos isolados se agrupou com
Microbispora rosea subsp. rosea. Um Gnico isolado se diferenciou dos demais € ndo pode
ser classificado junto as espécies conhecidas. A analise do perfil de restricdo do DNAr
165 (ARDRA) com as enzimas Hae il Msp 1 e Rsa |, e do fragmento de DNAr 1638 mais
regido espagadora DNAr 168-23S com a enzima Alu [, sugerem a ocorréncia de
populagdes heterogéneas dentro das plantas. Alguns isolados apresentaram atividade
antimicrobiana contra as bactérias Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphyloccoccus aureus. Uma linhagem apresentou atividade contra
Aspergilus niger. Os testes de atividade antimicrobiana e 3 analise do perfil
cromatografico dos extratos mostraram que a composigdo do meio de cultura interfere na
producdo de metabdlitos secundarios. Algumas linhagens exibiram atividade antitumoral
citostatica, porém nenhuma deias apresentou atividade citotéxica.

Palavras-chave: Microbispora, taxonomia piofasica, atividade antimicrobiana, atividade
antitumoral
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ABSTRACT

Forty-five actinomycete strains were isolated from 10 plants of Tocoyena formosa
{(Rubiaceae) from a transition cerrado area (Horto Florestal de Araraguara. SP, Brazil),
using a protocol adapted for the isolation of endophytic microorganisms. Polyphasic
taxonomic, phylogenetic, antimicrobial and antitumoral assays and chromatographic
characterization of culture broths were performed. Micromorphologicai examination
showed that all isolates produced longitudinaily paired spores at the end of aerial
mycelium sporophores, characteristic of Microbispora and Thermobispora bispora {ex M.
bispora}. Phylogenetical analyses of 168 rDNA indicated that the 47 strains isolated from
Tocoyena formosa belonged to the genus Microbispora Nonomura and Qhara 1957. The
majority of isolates were grouped with Microbispora rosea subsp. rosea. One singie isolate
could not be classified into the known species. Data from 16S rDNA restriction analyses
(ARDRA) using the enzymes Hae I, Msp | and Rsa |, and RFLP anatysis of the 165-235
rDNA spacer using Alu 1, suggested the occurrence of heterogeneous populations inside
the plants studied. Some isolates showed antimicrobial aclivity against Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphyloccoccus aureus. One strain
showed activity against Aspergilus niger. Antimicrobial and chrarnatographic
characterization of extracts showed that the composition of culture media infiuenced the

production of secondary metabolites. Some strains showed cytostatic antitumoral activity,
though none were cytotoxic.

Key words:: Microbispora, poliphasic taxenomy, antimicrobial activity, antitumora activity
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1. INTRODUGAO

Os actinomicetos sao bactérias Gram-positivas, filogeneticamente aiocadas na
Classe Actinobacteria. Pertencem a este grupo microrganismos de grande importancia
ecologica e industrial. Alguns deles s@o capazes de decompor compostos de dificil
biodegradagao, como fendis, himus e parafinas; enquanto outros sdo fixadores de
nitrogénio. Na inddstria, muitos compostos bioativos, tais como antibidticos, enzimas,
agentes  antitumorais, inibidores  enzimaticos, imunomoduladores e agentes
cardiovasculares sdo produzidos por actinomicetos.

Alguns estudos tém revelado a participagdo de actinomicetos na protecédo de
plantas contra patogenos e a influéncia dos produtos metabolicos destes microrganismos
no crescimento e fisiologia da planta. No caso de actinomicetos endofiticos, os dados
ainda s&o escassos e, por isso, seu potencial ecolégico e industrial é ainda desconhecido.

Os actinomicetos raros compreendem as espécies e géneros cuja freqiiéncia de
isolamento pelos métodos convencionais ¢ mais baixa do que para linhagens de
Streptomyces, faciimente encontradas em solos e amostras ambientais. A capacidade dos
actinomicetos raros de produzir diferentes antibidticos & comparavel a de Streptomyces,
conciuindo-se que o isolamento e triagem destes actinomicetos podem levar & descoberta
de novos antibidticos e compostos bioativos.

O presente trabalho propde o isoiamento e o estudo taxondmico polifasico de
actinomicetos associados a Tocoyena formosa, planta nativa brasileira de ocorréncia em
regidgo de Cerrado-de-transicdo, bem como o estudo da atividade antimicrobiana e
antitumoral dos isolados, e a caracterizagdo inicial da composicao quimica de extratos
produzidos por alguns isolados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Tocoyena formosa

Tocoyena formosa (Cham. et Schiecht.) K. Schum (Rubiaceae), popularmente
conhecida como “olho-de-boi” ou “marmelo preto” (Figura 1), € uma planta de ocorréncia
em quase todo o Brasil, podende ser encontrada no Amapa, Amazonas, Bahia, Ceara,
Distrito Federal, Goias, Maranh&o, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para,
Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro, Rondénia e
S&o Paulo. Em outros paises, podemos citar a Bolivia, Guiana Francesa, Paraguai,
Suriname e Venezuela. E uma espécie que ocorre em cerrado e gue se concentra,
principalmente, nas regides centro-oeste e sudeste, podendo ser encontrada na regido
norte, nordeste e, para o sul, chega até o Parana (Prado, 1987). Em um levantamento das
espécies de plantas do cerrado, localizado em Rio Claro, estado de Séaoc Paulo, Thomazini
(1974) e Cameiro et al. (1998) verificaram a colonizag&o micorrizica em varias espécies
de plantas, dentre elas Tocoyena formosa, indicando a associagio de microrganismos
endofiticos com plantas desta espécie.

Tocoyena formosa é uma das quase 800 espécies de plantas que estdo sendo
estudadas no programa Biota/FAPESP, envoivendo pesquisadores da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) de Araraquara, da Universidade de S&o Paulo (USP) e do
Instituto de Boténica de Sdo Paulo. A pesquisa consiste na triagem de plantas do Cerrado
e da Mata Atlantica, com o objetivo de encontrar substancias com atividades antifingica
{Bolzani et af., 1996 e 1997), antitumoral e antioxidante.




2.2. Biclogia dos Actinomicetos

Os actinomicetos sf@o bactérias Gram-positivas que possuem DNA rico em
guanina e citosina (Goodfellow, 1989), filogeneticamente alocadas na Classe
Actinobacteria (Stackebrandt et al, 1997). As células dos actinomicetos tém uma
organizacdo tipica de procariotos, consistindo de uma regido nuclear fibrilar ¢ um
citoplasma granular com ribossomos. O citoplasma, envolvido por uma membrana tipica
de 7.5 a 10 nm de espessura, pode conter uma variedade de outras inclusbes, geralmente
granulos de polifosfato e glébulos de lipideos, dependendo da espeécie, da idade e do
meio de cultivo utilizado. Um significante acimulo de poli-B-hidroxibutirato tem sido
demonstrado em varias espécies de Streptomyces, podendo também estar presentes
graos de polissacarideos. A membrana plasmatica é formada por uma bicamada lipidica.
Entre os lipideos mais estudados estdo as menaguinonas e ubiquinonas, alem da
prodiginona (Minnikin @ O’'Donnell, 1984). O valor taxonémico das menaguinonas esta
relacionado com a variagdo do comprimento e do grau de insaturagéo do C3 da cadeia
lateral isoprenil. A parede celular apresenta, em geral, espessura de cerca de 10 a 20 nm,
variando, entretanto, consideravelmente e freqlientemente com a idade da cultura. A
parede celular consiste de peptidecglicano associada a um ou mais polimeros, tais como
acidos teicoicos anidnicos e polissacarideos neutros (Goodfellow, 1989).

Os esporos de actinomicetos podem apresentar coloragdes diversas, produzidos
de varias formas, individualmente ou em cadeias, livies ou em estruturas especializadas
ou como fragmentagéo de hifas. Podem, ainda, ser moveis (planosporos ou ZOOSPOros)
ou iméveis (aplanésporos ou conidios), podendo apresentar ornamentacbes diversas e,
por isso, sdo considerados importantes na taxonomia dos actinomicetos (Williams e
Cross, 1974; Goodfeilow, 1989; Logan, 1994).

Actinomicetos sdo constituintes da microbiota da rizosfera (Benson e Siivester,
1993), sendo capazes de decompor a matéria organica em temperaturas mais elevadas,
como na adubacéo verde, compostagem e esterqueira, e sua presenga no solo pode ser
detectada pela producdo de odor caracteristico de compostos terpendides volateis,
chamados geosmina, em solos recém-arados e apds chuva (Killham, 1994).



2.2.1. Metabolismo secundario de actinomicetos

Os metabdlitos secundéarios freqlientemente apresentam estrutura guimica
diferente dos metabdlitos primarios dos quais eles foram originados, tais como aglcares,
aminoacidos e acidos organicos. Estes compostos estdo envolvidos no crescimento da
cultura e contrastam com a natureza dos metabdlitos primarios, pois sd0 produzidos
somente por algumas espécies de um género e somente por algumas linhagens de uma
especie. As principais vias biossintéticas envolvidas sdo aquelas que formam peptideos,
policetideos, oligossacarideos, compostos aromaticos e anéis B-lactamicos. Sua producio
ocorre melhor em taxa de crescimento sub-6tima (Demain e Fang, 1995).

O metabolismo secundario de actinomicetos pode estar associado a alteracSes em
nutrientes e/ou diminuicdo da taxa de crescimento. Isto leva a geracao de sinais quimicos
celulares que afetam a cascata dos eventos regulatérios, resultando em diferenciacéo
morfologica (morfogénese). Em geral, o sinal € um indutor de baixo peso molecular, como
a butirolactona (fator autorregulador), que age por controle negativo, isto &, ela se liga a
uma proteina regulatoria (proteina repressora/receptora) gue impede ¢ metabolismo
secundario e morfogénese durante o rapido crescimento e presenga de nutrientes
{Demain e Fang, 1995).

Em geral, a glicose, uma excelente fonte de carbono para o crescimento, interfere
na formagao de muitos metabolitos secundarios. O mesmo acontece com algumas fontes
de nitrogénio favoraveis ao crescimento como, por exemplo, os sais de amonio. Fontes
inorganicas de fosfato, alguns metais e elevados niveis de oxigénio dissolvido também
parecem afetar negativamente a producdo de metabdlitos secundarios produzidos por
actinomicetos (Demain e Fang, 1995).

O estudo de Pfefferie et al. (2000) demonstrou que, para uma linhagem de
Streptosporangium sp., o oxigénio dissolvido no meio de cuitivo foi um fator importante na
otimizagdo da produgdo de metabolitos secundarios em cuituras submersas. Segundo
esses autores, variagdes extremas na aeragdo, no sistema de agitagao e na velocidade
de rotagac apresentaram impacto negative na produtividade.



2.2.2. Compostos bioativos produzidos por Actinomicetos

Os actinomicetos tém sido especialmente utilizados pela inddstria farmacéutica por
sua capacidade de produgdo de metabolitos secundarios com estrutura quimica diversa e
atividade bioldgica, sendo muitos deles utilizados para tratamento de doencas humanas
(Franco e Coutinho, 1891; Bull ef a/., 1992, Sanglier et al., 1993).

Tem sido demonstrado que cerca de dois tercos dos antibidticos descobertos sdo
produzidos por actinomicetos, incluindo aqueles de importancia médica como
aminoglicosideos, antraciciinas, cloranfenicol, B-lactdmicos, macrolideos e tetraciclinas
{Okami e Hoftta, 1988).

O género Microbispora também tem sido reconhecidec como fonte de antibidticos
como o antifingico Sch 31828 (Patel ef al, 1988). Mivadoh et al. (1990) observaram a
atividade antimicrobiana de Microbispora karnatakensis e Microbispora indica. Qutros
antibidticos produzidos por Microbispora spp. sdo as colchimicinas (Lam et al., 1992) e as
angelmicinas (Uehara et al., 1993), fenazinas e fenoxazinonas (Gerber e Lechevalier,
1864, Tanabe et al., 1995). Kimura et al. {1997) relataram a producio da propeptina, um
antibiotico peptidico c¢iclico atipico, por linhagens de Microbispora sp. Segundo esses
autores, 0s resultados sugerem uma relacdo entre producdo do metabdlito secundario e
taxonomia dos isolados estudados. Kajiura et al. (1998) relataram atividade
antimicrobiana de Microbispora rosea.

Quase todos os inibidores enzimaticos de origem animal ou vegetal sao
macromoleculas de peptideos que freqleniemente coexistem com as enzimas as quais
eles inibem. Em contraste, inibidores enzimaticos produzidos por microrganismos sdo
compostos de baixo peso molecular e, por isso, liberados extracelularmente (Umezawa,
1988). Kim et al. (1998) relataram a atividade antiviral inibitéria de uma proteina guinase
isolada de Nocardiopsis dassenviflei contra a replicag&o do virus da estomatite vesicular.
A maioria dos inibidores foi descoberta em filtrados de cultura de actinomicetos, sendo
pegueno o numero de inibidores derivados de outras bactérias e fungos (Manfio, 1996).

Imunomoduladores s&o compostos capazes de aumentar {imunoestimulador) ou
suprimir {imunossupresor) a resposta imune em animais. A utilizacdo destes compostos
se concentra principalmente na &rea de fransplantes (minimizar rejeicdo de orgdos
transplantados), tratamento de doencas auto-imunes, fratamento de tumores/cancer e
prevencdo de infecgbes bacterianas. Com excec¢do da ciclosporina, imunossupressor
produzido por fungo, a grande maioria dos compostos com atividade imunomoduladora é

produzida por actinomicetos, com destaque para Streptomyces (Manfio, 1996). Segundo



estudos de Umezawa (1990), as fungdes dos produtos de oncogenes foram inibidas por
metabolitos produzidos por Nocardiopsis sp. e Streptomyces sp. Zheng et al. {2000)
também detectaram

atividade

antitumoral de  actinomicetos

(Streptomyces e
Micromonospora) associados a organismos marinhos. A Tabela 1 mostra as substancias
produzidas por Microbispora com atividade antitumoral descritas na literatura. Pode ser
observado que a grande maioria das substancias apresentam atividade antitumorai para

as linhagens tumorais humanas de leucemia.

Tabela 1. Substancias produzidas por Microbispora com atividade antitumoral descritas na
literatura

Linhagem

Substancia Género Especie Linhagem tumoral* Referéncia
Angelmicina A Microbispora sp. AADDGE NIF/STS  Uehara et
al., 1993
Angelmicina B Microbispora sp. AAZSE6 NIR/STS  Ushara ef
al., 1993
G . . subsp. hibaria HL-60 Kajiura et al.,
Hibarimicina A Microbispora rosea TP-AQ121 1098
- . . subsp. Aibaria HL-60 Kajiura et al.,
Hibarimicina B  Microbispora rosea TP-AG121 1998
o . . subsp. hibaria HL-60 Kajiura et al.,
Hibarimicina C  Microbispora rosea TE-AD121 1998
o . . subsp. hibaria HL-60 Kajiura et al.,
Hibarimicina D Microbispora rosea TP-A0121 1098
U . . subsp. hibaria HL-60 Kajiura et al.,
Hibarimicina G Microbispora rosea TP-A0121 1998
N . subsp. hibaria HL-60 Kajiura et al.,
Hibarimicina A Microbispora rosea TP-AQ121 1998
S . . subsp. hibaria HL-60 Kajiura et al.,
Mibarimicina B Microbispora rosea TP-AD121 1098
e : . subsp. hibaria HL-60 Kajiura et al.,
Hibarimicina C  Microbispora rosea TP-AQ121 1098
U . : subsp. frbaria HL-80 Kajiura et al.,
Hibarimicina D Microbispora rosea TP-A0121 1998
T : : subsp. hibaria HL-60 Kajiura et al.,
Hibarimicina G Microbispora rosea TP-AD121 1998
Questiomicina, ) , uosz Igarashi et
glicosil- Microbispora sp. TP-A0184 al.. 1998

* Linhagens de células tumorais humanas: U937 - leucemia; NIH/3T3 — fibroblasto:
HL-60 — leucemia mieldide




Kajiura et al. (1998) relataram atividade antimicrobiana e antitumoral por

Microbispora rosea, cujas estruturas foram, mais tarde, descritas por Lee et al. (2002). Li
et al. (2001) estudaram duas linhagens de Microbispora rosea produtoras de
imunossupressores.

Cutros metabdlitos importantes produzidos pelos actinomicetos incluem enzimas
capazes de digerir queratina, quitina, fignina, celulose e amido (McCarthy e Williams,
1992; Holmalahti ef af, 1994, Nawani ef al., 2002, Howard et al., 2003), inseticidas,
acaricidas, anti-helmintico (Nolan e Cross, 1988} e antifingicos (Ouhdouch et al., 1996).
Estudos mostram que microbisporas desempenha importante papel na degradacaoe de
polimeros organicos recalcitantes, tais como a celulose e a xilana (Waldron et af., 1986;
Ball e McCarthy, 1988). Algumas das novas linhas de selecio e triagem de produtos
microbianos est@o direcionadas a descoberta de metabdlitos com atividade neuroldgica,
no sistema digestivo e cardiovascular (Manfio, 1996). Para Wang et a/. (1999), a procura
por novos actinomicetos constitui um componente essencial na descoberta de drogas
baseadas em produtos naturais,

2.3. Microrganismos endofiticos

Unger em 1832 (apud Petrini e Muller, 1986), foi o primeirc a citar o termo
endofitico. Entretanto, considerou ser uma expressao teratologica da propria planta e ndo
o reconheceu como uma entidade separada. Esta definicdo levou os fitopatologistas a
considerarem endofiticos (ou endéfitos) como patdgenos de plantas. Em 1866, Bary (apud
Stone, 1986) definiu ¢ termo endofitico como fungoe no interior dos tecidos vegetais, em
situagdes de infecgcdes sintomaticas ou ndo, e também nos casos de interacdes de
antagonismo ou simbidticas.

Os trabalhos sobre bactérias isoladas do interior de plantas saudaveis iniciaram-se
aproximadamente em 1876 com Pasteur (apud Holis, 1951). Em seu trabalho, Molis
(1951) faz uma descricdo sobre o isolamento de bactérias de sementes, tecidos
saudaveis do tubérculo e da planta da batata (Sofanum tuberosum) e cita o isolamento de
Aerobacter cloacae e Bacillus spp. Neste periodo ainda ndoc se utilizava o termo
“endofitice” ou “endéfita” para as bactérias.

Em 1986, Carroll utilizou o termo endofitico para se referir somente aos
organismos que causam colonizagdes assintomaticas, excluinde desse cenceito fungos

patogénicos e fungos mutualisticos, tais como os fungos micorrizicos. Em 1988, Carroll



publicou outro trabalho em que, de modo mais abrangente, se referia aos fungos
endofiticos como os que sdo encontrados mais no interior das plantas que os epifiticos.

Com o aumento das pesquisas sobre os endofiticos, de modo geral, e
consequentemente a descoberta de novas nuangas sobre a interacéo dos fungos com os
seus hospedeiros, Petrini (1991) sugeriu que a defini¢do criada por Carroll (1986) fosse
ampliada e que incluisse todos os organismos que, habitando a parte aérea dos orgaos
das plantas, fossem capazes de colonizar, em algum tempo de seu ciclo de vida, os
tecidos internos dos vegetais sem causar dano aparente.

Wilson (1995), para esclarecer que o termo endofitico ou endéfito ndo deveria se
restringir Unica e exclusivamente aos fungos, como vinha acontecendo, propds uma
redefinicao destes termos como sendo “fungos ou bactérias que, por todo ou parte do seu
cicio de vida, invadem o tecido de plantas vivas e causam infecgdo ndo aparente ou
assintomatica dentro de tecidos de plantas, mas ndo causem sintomas de doengas”.
Bacon e Hinton (1997), citam-0s como microrganismos simbioticos que vivem dentro da
planta em assoclagbes ndo-patogénicas, ainda que um grau moderado de patogenicidade
possa ser expressa. De Boer e Copeman (1974) foram um dos primeiros a utilizar o termo
“bactérias endofiticas” em seus trabalhos. Neste experimento os autores descrevem a
populagido de bactérias aerobias endofiticas em plantas saudaveis de batata {Solanum
tuberosum) e citam o isolamento de espécies dos géneros Agrobacterium, Bacillus,
Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas e Xantomonas, e outras
formas Gram-negativas. Posteriormente, varios trabathos relatam a ocorréncia de
bacterias endofiticas em diversas plantas.

Atuaimente, segundo Azevedo ef al. (2000), pode ser considerado um endofitico
todos os microrganismos que habitam o interior de uma planta pelo menos pPOr um
periodo de seu ciclo de vida. A distingdo entre endofiticos, epifiticos (que vivem na
superficie da planta) e fitopatogenos (que causam doencas as plantas) possui um
significado puramente didatico. Existe um gradiente que os separam, o que dificulta o
estabelecimento de limites para discriminar cada categoria.

Segundo uma reviséo de Mclnroy e Kloepper (1995), bactérias endofiticas tém
sido relatadas em varios tecidos de plantas incluindo tubérculos, frutos, caules, sementes
e Ovulos. Um estudo da colonizag8o endofitica dos tecidos de raiz de milho e algodao,
realizado por eles, sugere que nichos internos da planta sio explorados por uma ampla

variedade de bactérias. Segundo estes autores, diferentes espécies bacterianas tém sido
isoladas de uma mesma planta.
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Os endofiticos entram nos tecidos das plantas principaimente pela raiz, entretanto,

partes aereas das plantas, tais como flores e cotiléedones podem servir para sua entrada
{Kobayashi e Palumbo, 2000). As bactérias endofiticas residemn nos espagos
intercetulares e raramente nos intracelulares e tecidos vasculares sem causar sintomas
de deoencas. Em geral, acredita-se que os endofiticos se originem da rizosfera ou da
microbiota do filoplano (Hailmann ef al., 1897), embora endofiticos de cana-de-acgtcar
tenham sido demonstrados existir predominantemente no interior do tecido da planta, mas
néo no solo {Dodbereiner, 1993).

Uma comparacio entre a comunidade endofitica e da rizosfera foi realizada por
Sessitsch et al. (2002). Nesse trabalho os autores observaram gue, como em outros
trabalhos na literatura (Mclnroy e Kloepper, 1995; Lilley of al., 1896; Germida ef a/., 1888),
as populacdes de endofiticos representam um subgrupc de bactérias da rizosfera.
Entretanio, bactérias que nao foram encontradas na rizosfera foram encontradas
habitando a planta. Segundo os autores, esses microrganismos provaveimente |a
estavam presentes como infecgdes latenies deniro de tecidos das plantas. A infecgao via
semenie tem sido sugerida como sendc uma rota comum de transmiss&c da bactéria
endofitica (Mcinroy e Kloepper, 1995). Outros mecanismos propostos para a entrada de
endofiticos na planta incluem degradagao local da celulose (Quadt-Hallmann etf al., 1997)
e entrada via machucaduras nas juncées laterais da raiz {(Gough et al., 1997).

G isolamento de microrganismos endofiticos € realizado, geralmente, por métodos
de esteriiizag@o de superficie que estdo baseados na imersdo dos ¢rgdos da planta em
substancias desinfetantes (Matsuura, 1998). Apesar do conhecimento sobre a ocorréncia
de bactérias endofiticas em diferentes vegetais, ainda poucc se conhece sobre a
identidade, diversidade e niveis populacicnais nos diferentes tecidos das plantas
{Azevedo et al., 2000).

2.3.1. Importancia ambiental e aplicacdo biotecnoldgica de microrganismos
endofiticos

A associagdo entre microrganismo endofitico e planta hospedeira pode propiciar
beneficios reciprocos (Bacon e Hinton, 1997). Segundo Mcinroy e Kloepper (1985), uma
vez dentro da pianta, a bactéria escapa da competi¢do com outros microrganismos que
comumente ocorre no filoplano e rizosfera, podendo adaptar-se a utilizagdo dos

metabolitos da planta para sua sobrevivéncia. Por outro lado, os microrganismos

endofiticos podem conferir algumas caracteristicas as plantas hospedeiras como, por




exemplo, aumento da resisténcia da planta hospedeira em condicfes de estresse hidrico;
aumento da eficiéncia de fixagdo de nitrogénio; produgdo de fito-horménios e outros
compostos de interesse biotecnoldgico (enzimas, antibidtices e drogas antitumorais), aiém
de proteger plantas contra insetos, patdgenos e mesmo herbivoros domésticos como
ovelha e gado.

Os actinomicetos também desempenham um papel importante na degradaco de
material orgénico que, normalmente, ndo sdo decompostos por fungos e bactérias, como
fendis, humus e parafinas (Killham, 1894). Além disso, o estudo de microrganismos
endofiticos possui forte interesse académico no que se refere a descoberia de novas
aspecies microbianas, principaimente quando os hospedeiros dos tropicos sdo estudados
{Azevedo et al., 2000).

Em 1995, Rowinsky e Donehower, citam a utilizacdo do taxol, um derivado
diterpendide preduzido por um fungo endofitico, como agente antitumoral em cancer de
ovario e de mama. O taxol foi inicialmente isolado de uma planta rara e de crescimento
lento, Taxus brevifolia e de algumas espécies relacionadas, em quantidades
extremamente baixas (<0,02% do peso seco) (Wani et al., 1971, citados por Stierle et al.,
1995). Em 1888, Bashyal et al. observaram a producdo de taxol pelos fungos
Seimatoantlerium nepalense & Seimafoantlerium tepuiense, isolados dos iecidos de
Taxus sp.

Os endofiticos, de um modo geral, constituem-se em um otimo sistema para
estudo da funcao dos microrganismos na biologia das plantas superiores (Turner et al.,
1993). Eles também podem desempenhar um importante papel no ecossistema de
florestas, aumentando a plasticidade fenotipica de espécies arbéreas hospedeiras sob
condicOes ambientais deletérias ou variaveis (Chanway, 1998).

Atualmente, microrganismos endofiticos tém side usados para expressar e
secretar produtos Uteis a planta hospedeira sem a necessidade de integracdo de DNA
estranho no genoma da planta. Com isso, as bactérias endofiticas apresentam muitiplas
aplicagées no melhoramento da produgdo na agricultura (Zinniel et al., 2002).
Ambientalmente, o uso de endofiticos especificos pode ser preferivel ao uso de
fertiizantes quimicos nao-especificos e herbicidas por causa do custo, tempo de
efetividade e contribuigbes para sistemas agriculturais sustentaveis (Fahey, 1988; Zinniel
et af., 2002). A realizagao destes estudos requer o isolamento, cultivo e caracterizacéo da

diversidade taxondmica, genetica e metabdlica dos microrganismos, conhecimento sem o
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qua!l o potencial para o desenvolvimento de associagdes efetivas entre microrganismos
endofiticos e plantas fica bastante limitado (Fahey, 1988).

2.3.2. Actinomicetos endofiticos

Actinomicetos sdo também encontrados em associagdo com a superficie de
plantas e como endofiticos (Azevedo ef al., 2000). Interagbes entre plantas e endofiticos
tém sido mais extensivamente estudadas para bactérias do género Frankia, fixadoras de
nitrogénic em plantas nao-leguminosas. Algumas especies de Frankia sdo capazes de
induzir a nodulagdo em raizes de diversas piantas ndo-leguminosas (actinorrizicas)
importantes em sucessdes ecologicas e biorremediacdo (Benson e Silvester, 1993).

O isolamento de actinomicetos endofiticos parece comecar com Mundt e Hinkle
{18786), que descreveram ¢ isolamento de 19 géneros de bactérias do interior de sementes e
ovuios de diversas plantas, inclusive de actinomicetos, tais como Corynebacterium, Nocardia
e Streptomyces. Dentre 0s actinomicetos, 0 género mais enconiradoe foi Corynebacterium com
35 isolados, seguido de Nocardia e Streptomyces, ambos com apenas um isolado.

Sardi et al. (1992) publicaram o primeiro trabalho que tratava exclusivamente de
actinomicetos endofiticos. Foram isolados 492 aclinomicetos endofiticos de raizes de 28
diferentes espécies de plantas. Entre os isolados podemos citar: Streptomyces (482 isolados),
Streptoverticillum (2 isolados}, Nocardia (4 isolados), Micromonospora (1 isolado) e
Streptosporangium (1 isolado). Nove isolados ndo puderam ser classificados. Esses autores
sugeriram gue a presenca de estreptomicetos no interior das raizes teria papel importante no
desenvolvimento saudavel da planta. Matsukuma et al. (1995) também relatam o isclamento
de actinomicetos endofiticos de Carmneflia japonica, Camellia sinensis e Citrus ushui.

Takahashi ef al. (1995) observaram que os isolados do género Microbispora eram
freqUentemente isolados de folhas frescas de plantas monocctileddneas. Segundo
Okazaki et al {1895), este mesmo género possui individuos amplamente distribuidos em
folhas frescas e caidas de varias plantas. Kolomiets et al. {1997) demonstraram gue o efeilo
antagonista de Sireptornyces flavescens contra fungos patogénicos estava associado
principalmente com a capacidade da linhagem em colonizar a rizosfera de plantuias,
penetrando no tecido e produzindo compostos antibidticos. Sturz et all (1999) também
demonstraram o aumenio de resisténcia a patdégenos na presenga de comunidades de
bactérias endofiticas na periderme de tubérculos de batatas.

Stamford (1997) isolou actinomicetos endofiticos de raizes de jacatupe

(Pachyrhizus erosus L. Urban) os géneros Streptomyces, Streptosporangium e
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Nocardiopsis, dentre outros endofiticos, e observou uma producdo satisfatéria de a-
amilase e aminoglicosidase por Streptosporangium e Nocardiopsis. Matsuura {1998)
isclou 31 actinomicetos endofiticos de feijdo caupi (Vigna unguiculata). Os géneros
encontrados foram Streptomyces, Nocardiopsis, Streptosporangium, Actinomadura e
Nocardia. Cerca de 20% dos isolados apresentaram atividade antimicrobiana contra
outras bactérias. Britto e Aratjo (1998) descreveram o isolamento dos géneros
Microbispora, Streptomyces e Streptosporangium em folhas de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris).

Kizuka ef al. (1998) isolaram actinomicetos pertencentes ao género Strepiomyces
e actinomicetos raros de folhas de diversas plantas. Em particuiar, os isolados do género
Microbispora representaram mais de 50% dos actinomicetos rares isolados e, segundo
esses autores, Microbispora parece ser um género dominante em folhas frescas
saudaveis. Além disso, foi observado que a linhagem Microbispora sp. SKANK 62597 foi
capaz de produzir y-glutamilmetionina sulfoximina, um composto muito semelhante a
metionina sulfoximina, um herbicida produzido por plantas. Matsumoto et al. (1998)
isolaram um grande nimero de actinomicetos raros endofiticos, porém de folhas caidas.
O género Microbispora foi 0 mais freqliente nas amostras de bambu e foosestrife.

Aratjo et al. (2000) isolaram actinomicetos endofiticos pertencentes aos géneros
Microbispora, Streptomyces e Streptosporangium de raizes e folhas de milho (Zea
mayze). Neste trabalho os autores analisaram caracteristicas de cultivo e
micromorfologicas dos isolados, além da composicio quimica da parede celular para a
identificag&o. Foi observado que de um total de 53 isolados, a maioria deles pertenciam
ao género Microbispora (33 isolados), seguido por Streptomyces (6 isolados),
Streptosporangium (4 isolados). Os demais n&o puderam ser identificados. Estes mesmo
autores verificaram que mais de 43% dos isolados mostravam atividade antimicrobiana
contra as bactérias Baciffus subtilis, Candida albicans, Sarcina lutea e Staphylococcus
aures. Esses autores acreditam que plantas de area tropical apresentem uma grande
diversidade de microrganismos endofiticos.

Stamford et al. (2001) estudaram a producéo e caracterizacdo de uma w-amilase
termoestavel produzida por Nocardiopsis sp. isolada de jacatupé (Pachyrhizus erosus).
Outro estudo de produg@o de enzima por actinomiceto endofitico foi realizado por
Stamford et al. (2002). Esses autores analisaram a produgdo de uma glicoamilase
produzida por Streptosporangium sp., um actinomiceto endofitico de milho, também
termoestavel e com grande potencial para aplicacao industrial.
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Embora Actinobacteria compreenda muitos géneros (Stackebrandt ef al., 1897), a

maioria das moléculas bioativas tem sido isolada de espécies de Streptcmyces. Apesar
disso outros microrganismos pertencentes a outros grupos desta ordem também {ém
demonstrado capacidade de produgdo de compostos bioativos. Atualmente, ainda ndo se
sabe se o elevado numero de metabdlitos produzidos peio grupo dos estreptomicetos
realmente reflete um aumento na sua capacidade de produgdo de metabolitos
secundarios, ou se estad associado a uma maior diversidade de suas linhagens, ou ainda
se isso se deve simplesmente ao fato de um maior nimero de linhagens deste grupo ser
avaliado quanto & para producdo de metabdiitos bicativos. Esta Ultima possibilidade pode
estar relacionada com a facilidade de isolamento de estreptomicetos em comparacéo a
muitos outros géneros de actinomicetos (Monciardini et al., 2003). Lazzarini ef al. (2001)
utilizaram  meios  seletivos para isolar  actinomicetos raros da familia
Streptosporangiaceae, dada sua promisscra diversidade quimica.

2.4. Taxonomia e identificagcdo de actinomicetos

Até alguns anos atras, a classificacdo dos actinomicetos era derivada de um
numero relativamente pequeno de caracteristicas fenotipicas e algumas caracteristicas
guimiotaxondmicas. As linhagens eram agrupadas com base nas propriedades da
morfclogia de coldnia, micromorfologia e coloragdo, presenga ou auséncia de esporos,
capacidade de produzir acido a partir de aclcares, utilizacdo de diferentes fonies de
carbono e nitrogénio, presenca de aminoacidos especificos e aglcares na parede celular,
padrac de lipideos e quinonas isoprendides (Goodfellow e O 'Donnel, 1994). Apesar da
eficiéncia de aplicagdo para a caracterizacdo de organismos de diversos grupos de
bactérias, 0s métodos fradicionais e morfologia muitas vezes sdo insuficientes para a
caracterizagdo de actinomicelos, sendo necessaria a aplicacdo de métodos
guimiotaxondmicos e moleculares (Goodfeliow, 1989).

A guimiotaxonomia {guimiossistematica) é o estudo da distribuicdo e composigéo
de componentes quimicos, como aminoacidos, lipideos, proteinas, quinonas iscprendides,
e agucares da parede celular, dentre 0s membros de taxa microbianas e a utilizagéo
destas informaces para classificagdo e identificacdo (Goodfellow e O'Donnell, 1994). Os
dados guimices derivados de analises dos componentes celulares podem ser utilizados
para classificar as bactérias em diferentes graus taxondmicos de acordo com os padrdes

de distribuicdo dos varios marcadores quimicos dentro e entre os membros de diferentes
taxa (Chun, 1895).
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O uso de seqléncias de RNAr para analise da filogenia e identificagdo tém sido
genericamente aceitas (Barry ef al. 1890; Kiijn ef al., 1991). A analise da seqiéncia dos
genes do RNA ribossomai tem se tornado comum na sistematica moiecular, pois estio
presentes em todos o0s organismos, possuem baixa taxa de mutacdo e s&o
suficientemente  longos para permitirem comparages interespecificas apuradas
(Martinez-Murcia, 1993; Olsen e Woese 1993; Pace, 1996). A analise filogenética de
sequéncias de DNAr 16S pode ser empregada para identificacdo de actinomicetos em
nivel de género e,em alguns casos, em nivel de espécie (Goodfellow e O Donnel, 1994).
Em 1987, Stackebrandt et al. propuseram uma nova estrutura de classificagdo para os
actinomicetos, baseando-se na andlise do DNAr 16S, com a proposta da Classe
Actinobacteria.

Segundo Vandamme et al. (1996), a integracdo de diferentes informacoes
{fenctipica, genotipica e filogenética), conhecida como classificacdo polifasica, permite
uma definicdo mais coerente dos grupos taxondmicos. A aplicagdo da taxonomia
polifasica tem gerado profundas modificacbes na sistematica bacteriana, especialmente
no que diz respeito a grupos de importéncia industrial como os actinomicetos, para os
quais a taxonomia tradicional baseada na forma e fun¢ao dos microrganismos torna
impossivel uma balanceada sele¢do de linhagens para triagem industrial (Goodfellow et
al., 1998; Goodfelow ef al., 1999).

A taxonomia polifasica ja esta bem estabelecida, embora poucos esforgcos venham
sendo realizados para recomendar os métodos mais apropriados para gerar
classificagdes de consenso. Atualmente, segundo Bull et al, {2000), os estudos
taxondmicos polifasicos tendem a refletir o interesse individual de grupos de pesquisas,
dos equipamentos e dos procedimentos disponiveis. N&o é possivel ser muito prescritivo
sobre os metodos que devam ser usados. Entretanto, esta claro que a subunidade menor
do RNAr ribossémico & uma poderosa ferramenta para realgar novos centros de variacao
taxondmica, apesar desta técnica nem sempre permitir a separagdo dos membros de
espécies intimamente relacionadas (Bruun, 1957; Coombs et af., 1998; Hamamoto e
Nakase, 2000). A técnica de andlise de restrigdo do DNA ribossomal ampiificada
(ARDRA} também vem sendo muito utilizada para estudos em filogenia e taxonomia de

actinomicetos (Liu et al., 1992; Vaneechoutte et al., 1995; Heyndrickx ef al., 1996; Conville
et al., 2000).

16



2.4.1. Sistematica molecular de actinomicetos

Kluyver e Van Niel (1936) e Stanier e Van Niel {1941) foram alguns des primeiros
pesquisadores a propor as primeiras arvores filogenéticas de bactérias as quais incluiam
os actinomicetos. Esse esquema e ocutros que o seguiram utilizaram caracteristicas
morfoldgicas para a classificacdo destes microrganismos. Com os resultados das analises
da composicdo da parede celular, os pesquisadores comecgaram a questionar a
classificagdo tradicional dos actinomicetos (Lechevalier e Lechevalier, 1970; Schleifer e
Kandler, 1972; Goodfellow e Minnikin, 1985). Qutras caracteristicas foram estudadas
(agUcares e aminoacidos de parede e lipideos) e, com excecdo de acidos micdlicos em
Myccobacterium e microrganismos relacionados, a distribuicdo de caracteres individuais foi
claramente polifiletica e, ent&o, elas nado poderiam ser utilizadas para construir filogenias.
Atualmente, os actinomicetos sdo membros do dominio Bacteria, onde eles formam uma
das principais finhas de descendéncia (Stackebrandt et al., 1997). Segundo Embley e
Stackebrandt (1994), todos os actinomicetos por eles investigados contém uma insercdo
homdloga de cerca de 100 nucleotideos entre as héiices 54 e 55 do gene RNAr 238

{(Roller et al., 1992), o que fortemente demonstra que eles compreendem um grupo.

2.4.2, Sistematica do género Microbispora

O género Microbispora fol proposto em 1957 por Nonomura e Ohara para
linhagens de actinomicetos que produziam esporos pareados no micélio aéreo. Este
género esta alocado na familia Streptosporangiaceae juntamente com o0s géneros:
Acrocarpospora, Herbidospora, Microtefraspora, Nonomuraea, Flanobispora,
Planomospora, Planopolyspora, Planotetraspora e Streptosporangium (Garrity et al.,
2001). Inicialmente, Goodfellow (1992) propés a familia Streptosporangiaceae para
agrupar 0s géneros guimicamente homogéneos: Microbispora, Microtetraspora,
Streptosporangium, Planobispora, Planoplanospora e Spiriflospora. Estes géneros foram
primariamente diferenciados com base nas caracteristicas morfolégicas. Por exempio, os
géneros Microbispora e Microtetraspora eram somente distinguidos baseando-se no
numero de esporos da cadeia de esporos. Os padres guimiotaxondmicos praticamente
idénticos entre as linhagens de Microbispora, Microtetraspora & Streptosporangium tém
limitado os estudos de relagbes intra- e inter-genéricas. A proteina ribossomal AT-L30 foi
analisada para o grupo microbisporas e revelou que os membros do género Microbispora

sao filogeneticamente homogéneos e o estudo de seqiiéncias parciais dos aminoacidos
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da AT-L30 corroborou a separagéo de género Microbispora de outros relacionados (Ochi
et al., 1993).

Na lista de nomes bacterianos aprovados (Skerman et al., 1980), 10 especies
foram citadas como membros do género Microbispora: M. aerata {Gerber e Lechevalier
1964), M. amethystogenes (Nonomura e Ohara 1960), M. bispora (Henssen 1957), M.
chromogenes (Nonomura e Ohara 1960), M. diastatica (Nonomura e Ohara 1860), M.
mesophita (Nonomura e Ohara 1971), M. parva (Nonomura e Ohara 1960), M.
thermodiastatica (Nonomura e Ohara 1969), M. thermorosea {Nonomura e Ohara 1969a,
b), M. rosea subsp. rosea (espécie tipo) (Nonomura e Ohara 1957) e Microbispora rosea
subsp. aerata (Gerber e Lechevalier, 1964).

Mais tarde, Miyadoh et al. (1985), baseando-se em caracteristicas morfolégicas,
fisiologicas ¢ na composicdo da parede celular, descreveram uma nova espeécie
Microbispora viridis. Rao et al. (1987), baseando-se nas mesmas caracteristicas
descreveram Microbispora karnatakensis e Microbispora indica, essas trés (ltimas foram
validadas como novas espécies.

Em 1980, Kroppenstedt et al. (1990), anaiisaram acidos graxos, quinonas
isoprendides, lipideos polares, aglcares totais e a seqiienciamento do DNAr 16S. No
mesmo ano, Miyadoh ef al. (1990}, analisaram caracteristicas morfolégicas, fisiologicas;
acidos graxos, aglcares fotais e da parede celular, menaquinonas, %mol C+G e
hibridagdo DNA:DNA, e sugeriram a transferéncia de M. echinospora e M. viridis para o
género Actinomadura como Actinomadura echinospora e Actinomadura rugatobispora,
respectivamente. Neste mesmo trabalho, Miyadoh et al. (1990) combinaram 10 espécies
de Microbispora em uma Unica espécie, Microbispora rosea, baseando-se em valores
medios de hibridacdo DNA-DNA (Tabela 2) de 56% e em duas subspécies, M. rosea
subsp. rosea (incluindo M. chromogenes, M. amethystogenes, M. parva e M. diastatica) e
M. rosea subsp. aerata (incluindo M. aerata, M. thermodiastatica e M. thermorosea),
baseando-se nas temperaturas de crescimento.

Wang ef al. (1996a) utilizaram o DNAr 188 para o estudo filogenético para a
maioria das espécies dos géneros Microbispora, Microtetraspora, Streptosporangium e
Actinomadura. Os valores de similaridade das seqiiéncias intra e intergenéricas
mostraram que espécies pertencentes a diferentes géneros freqiientemente exibem niveis
de similaridade de seqliéncias maiores do que em especies que pertencem ao mesmo
género, no caso de Microbispora, Microtetraspora e Streptosporangium. Neste mesmo
trabalho foram analisadas sete espécies de Microbispora (M. aerata, M. amethystogenes,
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M. chromogenes, M. diastatica, M. parva, M. thermodiastatica e M. thermorosea).

Segundo esses autores, de acordo com a definicdo de espécie bacteriana proposta por
Stackebrandt e Goebel (1994), organismos que exibem similaridade da seqiéncia de
DNAr 168 menor que 97% e valores de reassociagdo de DNA-DNA inferiores a 60%
devem ser alocadas em especies distintas; o trabatho de Miyadoh et al. (1990) deve ser
revisto. No trabalho de Wang et a/. (1996a), o total 9 de 21 valores de similaridade das
seqiéncias do DNAr 168 obtidos das sete espécies estudadas foram inferiores a 97%,
resultado gue n&o corrobora a proposta de combinagédo das 10 espécies em uma Gnica.

Ochi et al. (1993) também encontraram diferengas significativas na mobilidade
eletroforetica da  proteina ribossomal AT-L30 entre as diferentes especies de
Microbispora. Analises das seqUéncias do DNAr 16S por Wang et al. (1986b) indicaram
que M. bispora estava filogeneticamente distante de M. rosea e outros membros da
familia Streptosporangiaceae. Essa espécie foi, entdo, transferida para um novo género
Thermobispora (como Thermobispora bispora).

Zhang et al. {1998), baseando-se em caracteristicas fenclipicas,
guimiotaxonémicas e filogenéticas, reclassificaram o género Thermomonospora e
propuseram a transferéncia de Thermomonospora mesophila, que produz 8SpOores unicos
a partir da hifa aérea, para o género Microbispora, como Microbispora mesophila.

Em 1997, Junying et al., propuseram uma nova espécie, Microbispora bannaensis
sp. nov., porem utilizaram apenas caracteristicas morfolégicas e fisiologicas. Nakajima et
al. (1999) isolaram uma nova espécie de sclo de floresta da Tailandia, Microbispora
corallina & apoiam a idéia de que a definicdo de espécie dentro do género Microbispora
deva ser baseada nos resultados de reassociagde DNA:DNA de acordo com a definicéo
de especie proposta por Stackebrandt e Goebel (1994). Li ef al. (2001), baseando-se em
caracteristicas morfologicas, andlises quimicas e homologia de DNA por ribotipagem e na
seqiéncia do RNAr 16S, propuseram duas novas subespécies dentro do género
Microbispora rosea, designadas como Microbispora rosea subsp. wuxiensis e
Microbispora rosea subsp. yuantouzhuensis. Zhang et al. (2001) compararam arvores
filogenéticas geradas por seqliéncias de DNAr 16S e 23S para membros da familia
Thermomonosporaceae e alguns grupos relacionados, sendo um deles o género
Microbispora. Esses autores ndo concluem a respeito deste Ultimo grupo, mas o gue pode
ser observado sao pequenas diferencas entre algumas posicdes de membros do grupo
Microbispora quando as duas arvores sio comparadas.
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A Tabela 1 mostra a atualizacdo da nomenclatura acima descrita e a Tabela 2
mostra a porcentagem da média de hibridacdo DNA-DNA (Mivadoh ef al, 1990) e

similaridade das segliéncias de 16S DNAr de algumas espécies de Microbispora (NCBI,
2003).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho propée ¢ isolamento e estudc taxondmico de actinomicetos
assoclados a uma espécie de planta nativa brasileira, Tocoyena formosa (Cham. et Sch)

K. Shun, bem como a triagem para detecgdo de produtos metabdlicos com atividade
antimicrobiana e antitumoral.

Como objetivos especificos do projeto, temos:

~ isolamento de actinomicetos endofiticos ou associados a uma planta nativa de
ocorréncia em Cerrado de transicdo, Tocoyena formosa;

~ Caraclerizag@o taxondmica cidssica através de microscopia odtica, eletrdnica de
varredura e testes fisiologicos;

~ Caracterizag8o taxondmica molecular, inclindo analise de seqiéncia de rDNA por
ARDRA de regi@o espagadora DNAr 16S-23S e analise filogenética de rDNA 168,
visande a comparagio infra-especifica e a avaliagio da diversidade dos isolados;

» Avaliagdo da atividade antimicrobiana de produtos metabdlicos obtidos em cuitivos em
meio solido e meio liquido contra bactérias, fungo filamentos e levedura;

» Avaliagdo da atividade antitumoral de produios metabdiicos dos isolados contra

linhagens de células tumorais humanas e;

» Caracterizag@o preliminar da composicdo quimica dos metabélitos produzidos por
microrganismos selecionados.
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CAPITULO I. Isolamento e taxonomia polifasica de actinomicetos raros
isolados de Tocoyena formosa (Cham. et Sch) K. Shun

Uetanabaro, AP.T."? Goes Neto AZ Hamersk: L.°, Canhos, V.P."* Maia, V.M.,

Cavalheiro, A.J.%, Bolzani, V.S. eManfro G. P

' Laboratério de Sstematca e Fisiologia Microbiana/DCA/FEA - Universidade Estadual de
Campinas, Campinas {SP); ° Laboratorio de Fesquisa em Microbiologia/DCBIO — Universidade
Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana (BA); *Departamento de Quimica Orgénica,
Universidade Estadual Pauhsta Araraquara (SP); * Centro de Referéncia em informacgéo Ambiental
(CRIA), Campinas (SPY; ® Col ecéo Brasileira de Microrganismos de Ambiente & Industrias
(CBMAI)/CPQBA - Universidade Estadual de Campinas, Campinas (SP).

Resumo

Quarenta e sete linhagens de actinomicetos raros foram isoladas de foihas de 10
individuos de Tocoyena formosa, Rubiaceae, poputarmente conhecida como “olho-de-boi”
ou “genipapo-do-campo”, utilizando um protocoio adaptado para o isolamento de
microrganismos endofiticos. Foram realizados estudos de caracterizagdo taxondnomica
classica e molecular, sendo gue o exame micromorfologico mostrou que os isolados
procuzem esporos longitudinalmente pareados no apice de espordforos no micélio aéreo
como a maioria dos membros do género Microbispora. Foram realizados alguns testes
bioquirmicos (hidrélise do amido, reducdo de nitrato, crescimento em diferentes
temperaturas) para a caracterizacao dos isolados e, com excegdo de um isolado que
apresentou caracteristicas bioquimicas semeihantes a espécie Microbispora indica, os
demais apresentaram caracteristicas semelhantes a Microbispora chromogenes. As
analises filogeneticas das sequéncias do DNAr 16S também indicaram gue as linhagens
isoladas pertencem ao género Microbispora Nonomura e Ohara, 1957. A maioria dos
isolados agrupou com Microbispora rosea subsp. rosea nas arvores filogenéticas. Nas
analises do perfil de restrigdo do DNAr 16S (ARDRA) utilizando as enzimas Hae i, Msp |
e Rsa |, e do fragmento de DNAr 16S mais regido espacadora DNAr 165-23S utilizando a
enzima Alu 1, foi possivel verificar diferentes perfis para os isolados que ficaram
agrupados em um mesmo cluster na arvore filogenética, sugerindo a ocorréncia de
populagdes heterogéneas dentro das plantas.

Palavras-chave: actinomicetos, taxonomia polifasica, endofiticos, Microbispora,
Tocoyena formosa.
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Abstract

Forty-seven actinomycete strains were isolated from leaves of 10 individuals of Tocoyena
formosa, Rubiaceae, popularly known as “olho-de-boi” or “genipapo-do-campo” in Brazil,
using an adapted protocol for the isolation of endophytic microorganisms. Conventional
taxonomic and phylogenetic studies were carried out. The micromorphological analyses
revealed that the isolates produce longitudinally paired spores in the apex of sporophores
in the aerial mycelium as most of the members of the genus Microbispora. Some
biochemical assays (starch hydrolysis, nitrite reduction, growth at different temperatures)
were performed for characterizing the isolates, and, except for oniy one isolate that
showed biochemical characteristics similar to Microbispora indica, the others exhibited
biochemical characteristics similar to Microbispora chromogenes. The 183 rDNA
phylogenetic analyses also indicated that the isolated lineages belong to Microbispora
Nonomura and Ohara 1957. In this case, most of the isolates grouped with Microbispora
rosea subsp. rosea in phylogenetic trees. Two restriction analyses were done, using either
the 163 rDNA fragments (ARDRA) and Hae lll, Msp | and Rsa |, or the 16S-23S rDNA
spacer fragment and Alu |. It was possible to verify distinct restriction patterns for the
isclates grouped together in a same cluster in phylogenetic trees, suggesting the

occurence of heterogenous populations inside the Tocoyena fermaosa individuals.

Key words: Actinomycetes, poliphasic taxonomy, endophitic, Microbispora, Tocoyena
formosa
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1. Introdugdo

Os actinomicetos raros compreendem as espécies e géneros cuja frequéncia de
isolamento pelos métodos convencionais € muito mais baixa do que para linhagens de
Streptomyces, faciimente isoladas. Considerando que a capacidade dos actinomicetos
raros de produzir diferentes antibioticos é comparavel & de Streptomyces, conclui-se que
o isolamento e triagem destes actinomicetos podem levar a descoberta de novos
antibidticos e outros compostos bioativos. Dentre os actinomicetos raros, o género
Microbispora parecer ser um dos mais freqiientes (Takahashi et al., 1995). Takahashi et
al. {1895) e Kizuka et al. (1998) observaram que os isolados do género Microbispora eram
freqlentemente isolados de folhas frescas. Segundo Okazaki et al. (1995), este mesmo
género possui individuos amplamente distribuidos em folhas frescas e caidas de varias
planias.

O género Microbispora foi proposto em 1957 por Nonomura & Ohara para
linhagens de actinomicetos que produziam esporos pareados no micélio aéreo. Este
genero estd alocado na familia Streptosporangiaceae juntamente com os géneros:
Acrocarpospora, Herbidospora, Microtetraspora, Nonomuraea, Planobispora,
Planomospora, Planopolyspora, Planotetraspora e Streptosporangium (Garrity et al.,
2001). Inicialmente, Goodfellow (1992) propds a familia Streptosporangiaceae para
agrupar 0s géneros quimicamente homogéneos: Microbispora, Microtstraspora,
Streptosporangium, Planobispora, Planoplanospora e Spirillospora. Estes géneros foram
primariamente diferenciados com base nas caracteristicas morfologicas. Por exermplo, os
geéneros Microbispora e Microtetraspora eram somente distinguidos baseando-se no
numero de esporos da cadeia de esporos. Além disso, a maioria dos membros do género
Microbispora produz esporos longitudinalmente pareados no apice de esporoforos no
micélio aéreo, porém Microbispora mesophila que produz apenas um esporo. A espécie
Thermomonospora bispora (antigo Micobispora bispora) também produz dois esporos.

Os padrbes quimiotaxondmicos praticamente idénticos entre as linhagens de
Microbispora, Microtetraspora e Streptosporangium tém limitado os estudos de relagdes
intra e intergéneros. Wang et al. (1896a) utilizaram o DNAr 1685 para o estudo filogenético
para a maioria das espécies dos géneros Microbispora, Microtetraspora,
Streptosporangium e Actinomadura. No casoc de Microbispora, Microtetraspora e
Streptosporangium os valores de similaridade das seqliéncias intra- e intergenericas

mostraram que espécies pertencentes a diferentes géneros freqlientemente exibem niveis
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de similaridade de sequéncias maicres do gque em especies gue pertencem ao mesmo
género.

: Pelo exposto, pode-se notar que a sistematica do grupo microbisporae ainda
necessita de maiores estudos.O presente trabalho descreve ¢ isclamente e a utilizacdo de
varias ferramentas (caracteristicas morfolégicas, testes bioquimicos, seglienciamento de
DNAr 168 e analise filogenética) para o estudo taxondmico polifasico dos actinomicetos
rarcs isolados, pertencentes ao género Microbispora, de Tocoyena formosa (Cham. et
Schlecht.} K, Schum (Rubiaceae).

2. Materiais e Métodos

2.1. Coleta das amostras. Foram coletadas folhas sadias de 10 individuos de Tocoyena
formosa (Cham. et Schiecht.) K. Schum (Rubiaceae) {Tabela 1), localizados no Horto
Florestal de Araraquara, regiao de cerrado de fransigdo, municipio de Araraguara, S&0
Paulo. As coletas foram realizadas nos meses de fevereirc e abril de 2001. As folhas

coletadas foram colocadas em sacos plasticos para transporte até o local de
processamento das amostras.

2.2, Isolamento dos microrganismos. A desinfecgdo das folhas foi realizada segundo
Maitan {1998} com pequenas modifica¢des, onde a etapa de desinfeccdo com hipoclorito
a 2% durou 15 minutos ao invés de 5 minutos, seguido de maceragdo com 3,0-5,0 mL de
tampao fosfato 0,5 M e plaqueamento em diferentes meios de cultura suplementados com
100 ng/mlb de nistatina e 100 ng/mL de ciclohexamida {Sardi et a/., 1892). O conirole da
desinfecgdo foi realizado inoculando 1 mL da agua da Ultima lavagem das folhas em 1 mbL
de caldo nutriente 2X. Os meios de cultura utilizados para o isolamento foram: agar
amido-caseina-KNQO; (AAC) (Kuster e Williams, 1964); agar extrato de levedura—extrato
de malte (ISP-2}, agar aveia (1SP-3) (Shirling e Gotlieb, 1966} & &gar acido himico-
vitaminas (ARV) (Goodfellow, 1892). O material foi incubado a 30°C por 30-40 dias. Os
microrganismos foram repicados e purificados no mesmo meio que foram isolados. Todos
0s isolados deste trabalho estao depositados na Colegdo Brasileira de Microrganismos de
Ambiente e industria (CBMAI/UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo) e na Colegdo de Culturas
de Microrganismos da Bahia {CCMB/UEFS, Feira de Santana, Bahia).

28




2.3. Condigdes de cultivo. Os isolados foram repicados para os meios 1SP-2 e I1SP-3

suplementado com 1% de solugdo trago de sais e cultivados durante 15 a 21 dias a 30 °C
para a as analises de microscépia e para preservacdo a -80°C, utilizando-se o meio
Bennett (Jones, 1948) com 20% de glicerol (Wellington e Williams, 1978). Para os testes
fisioiogicos e extragdo de DNA, 0s microrganismos foram cultivados em caldo 1SP-2 por
15 dias a 30 °C.

2.4. Micromorfologia. Os isolados foram iniciaimente observados usando um
microscopio optico de luz (Carl Zeiss, Germany), sob aumento de 400X. A microscopia
eletronica de varredura foi realizada no microscopio modelo LEQ 982 (Carl Zeiss/Leica,
Germany). Os espécimes foram preparados para serem visualizados por campo de
emissao de acordo com protocolos padrdes utilizados na EMBRAPA-CNPMA (Jaguariana,
SP). Pedagos do meio sOlido contendo micélio aéreo (21 dias) foram cortados em
pedagos (4,0 x 0,5 cm) e submetidos a fixagao inicial com tamp&o fosfato 0,1M contendo
2% de glutaraldeido por 1 hora a 16° C. As amostras foram lavadas trés vezes (10
minutos cada) com tampao fosfato 0,1M e submetidos a uma segunda fixagdo utilizando a
solugdo a 1% de tetroxido de dsmio em tampac fosfato 0,1 M por 1 hora a 16°C. As
amostras foram novamente lavadas, como descrito previamente, e submetidas a
desidratagdo em solugbes seriadas de etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 95% e 100%; 20
minutos cada) a 16°C. As amostras foram mantidas em etanol absoluto a temperatura
ambiente e, em seguida, secas no equipamento Critical Point Drier K850 (Emitech Lida.,
Ashford, England). Apds a secagem, as amostras foram colocadas sobre stubs e cobertas
com ouro (150 nm espessura) em equipamento Sputter Coater K550 {Emitech Ltda.,
Ashford, England), utilizando 20 mA por 2 minutos.

2.5. Testes fisioclogicos. Foram realizados os seguintes testes: hidrolise do amido
revelado com lugoil, segundo Gordon et al. (1973); reducio de nitrato em nitrito, segundo

Gottlieb (1861); crescimento em diferentes temperaturas de 25°C, 35°C, 50°C e 55°C, em
meio 1SP-2, durante 7, 14 e 21 dias.

2.6. Extragao de DNA. A biomassa foi obtida por centrifugacdo e, em sequida, lavada

com NaCl 0,1 M e MEDTA 0,1, pH 8,0 e estocada a -20°C. O DNA total foi obtido como

descrito por Picher et al. (1989), com pequenas medificagbes. Aliquotas de culturas
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liquidas (1,5 mL) foram centrifugadas (12.000 rpm por 3 minutos) e lavadas duas vezes
com 1,0 ml. de agua ultrapura (Milli-Q}. O sedimento foi macerado contra a parede do
tubo adicionando-se perolas de vidre. As celulas foram, entdo, ressuspendidas em 100
mi de tampdc TE pH 8,0 (Sambrcok ef al, 1989) contendo lisozima (2,0 mg/mi.) e
incubadas por 1 hora a 37°C.

2.7. Ampiificacdo de 16S DNAr e 16S DNAr/regido espagadora DNAr 16S-23S.
Fragmentos do DNAr 165 foram amplificados a pariir do DNA gendmico, utiizando os
primers p27f  (8-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3; Lane, 1991) e pl1401r (&
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAGG-3; Heuer ef al., 1997). Reacbes de PCR (50 ml)
continham 100 ng de DNA gendmico, 2 U Tag polimerase (Amersham Biosciences), 0,2
mM dNTPs e 0,2 mM de cada primer em tampdo de Tag polimerase 1X (Amersham
Pharmacia Biotech). As condigdes de amplificagdc consistiram de 1 ciclo a 85°C (2
minutos), seguido por 30 cicles a 94°C (1 minuto), 55° C (1 minuto) e 72°C (3 minutos) e
um ciclo final de extensdc a 72°C (5 minutos). A amplificacdo de 168 DNAr/regido
espacadora DNAr 168-238S foi feita utilizando as mesmas condigbes de reagao descritas
acima & os primers p27f (Lane, 19891) e 23Suni322-anti (Honeycuit et al, 1995). As
condi¢cbes de amplificagdo consistiram de um PCR Touch Down inicial de um ciclo a 95°C
{3 minutos), seguido por 10 ciclos a 94°C (2 minutos), 55° C {1 minuto) com diminui¢ao de
0,5° C a cada ciclo e 72°C (3 minutos); ao final destes 10 ciclos iniclava-se outro
programa de 30 ciclos de 94°C (2 minuto), 50° C (1 minuto) e 72°C (3 minutos) e um ciclo
final de extensdc a 72°C (3 minutos). Todas as amplificagcdes foram realizadas em
termociciador Perkin Elmer 2400. Os produtos de PCR foram checados por gel de
eletroforese em 1% gel de agarose corando com bromeio de etidio (0,1 ug/mb},

visualizado sob luz violeta (Sambrook et al., 1989) e armazenados a -20°C até a etapa de

seglenciamento.

2.8. Seqiienciamento direto de produtos do PCR de 165 DNAr. Os fragmentos de
DNAr 16S foram sequenciados pelo sistema automatizado ALF Express Il {Amersham
Biosciences), utilizando o Kit de sequenciamento Thermo Seguenase com primer
marcado com fluorescéncia Cy-5 (Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com
instrugcdes do fabricante. Os primers utilizados no seqglienciamento eram internos ao gene
DNAr 168 p10f (5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3; Lane ef af, 1985); pt100r (5'-
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AGGGTTGCGCTCGTTG-3; Lane, 1991), e p782r (5-ACCAGGGTATCTAATCCTGT-3"
Lane, 1991).

2.9. ARDRA. Os fragmentos de 16S DNAr foram clivados com as enzimas Hae Il
(Amersham Biosciences), Msp | (Amersham Biosciences) e Rsa | (Promega), e os
fragmentos de DNAr 16S/regido espacadora DNAr 16S-23S foram clivados com Alu |
(Amersham Biosciences), segundo protocolos dos fabricantes. A eletroforese dos
produtos de restricdo do DNAr 168 foi realizada em gel de agarose 3% (1,5% agarose
LMP e 1,5% agarose NA), a 80 V por duas horas e meia. Os produtos de restricdo de
DNAr 168/regido espagadora foram separados em gel de agarose 1%, a 100 V por 3
noras. Foi utilizado 1% de brometo de etidio nos géis. A comparagio dos perfis de
ARDRA foi realizada manualmente e com auxilio do programa Free Tree (Pavlicek et al.,
1999), versdo 0.9.1.50.

2.10. Analise filogenética das seqiiéncias obtidas. Todas as segléncias obtidas,
aproximadamente 1100 pb, foram inicialmente comparadas com seqiiéncias de DNAr 16S
de microrganismos presentes em base de dados publicas come RDP (Ribosomal
Database Project, Wiscosin, USA, http://www.cme.msu.edu/RDP/htmifindex.htmi) e
Genbank (http://www.ncbi.nem.nih.gov). Em seguida, as seqiéncias foram alinhadas com
aquelas dos bancos de dados que apresentaram maiores valores de similaridade e
seqliéncias de microrganismos relacionados como outgroup utilizando o programa Clustal
X. Mais de um outgroup foi utilizado nas andlises filogenéticas. As seqiiéncias foram
editadas utilizando o programa BioEdit versdo v5.0.9 (Hall, 2001) e as andlises
filogeneticas foram efetuadas com o programa PAUP versdo 4.0b10 (Swofford, 1998),
onde foram utilizados trés diferentes métodos: (a) distancia, utilizando o algoritmo NJ
(Neighbour-Joining), (b) parcimbnia méaxima, utilizando um algoritmo de busca heuristica
e (c) verossimilhanga maxima, também utilizandoc um algoritmo de busca heuristica.
Efetuou-se, ainda, analise filogenética de inferéncia bayesiana, baseada em simulagdes
de monte carlo para cadeias de markov (100.000 replicagBes), utilizando o programa
MrBayes versao 3.0 (Hulsenback e Ronquist, 2003). Todas as analises foram realizadas
mantendo cince parametros constantes: (1) a ndo-ordenacdo de todos os caracteres, ja
gue na@o ha, a priori, nenhuma base para codificar quaiquer série de transformacao
(Hauser e Presch, 1981), (2) o tratamento de indels como um quinto estado de carater, 3)

a igualdade de pesos para todos o0s caracteres, (4) a utilizagdo de apenas caracteres
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variaveis, (5} enraizamento das arvores resultantes das analises com os sequintes grupos
externos: Streptosporangium roseum, Streptosporangium fragilis, Nonomurea salmonea e
Nonomurea pusifla, uma vez que sdo grupos relacionados ao género Microbispera (Wang
et al., 1986a).

A robustez dos grupos foi avaliada por meio de bootstrap (Felsenstein, 1989)
{1.000 repeticbes) com o programa PAUP versdo 4.0b10. As arvores foram editadas

utilizando-se 0s programas TREEVIEW versdo 1.6.6 (Page, 1996) e WINCLADA vers&o
0.5.99m24 (Beta) (Nixon, 1999).

3. Resultados e Discussio

Todos os 47 actinomicetos isolados neste trabalho pertencem ao género
Microbispora sp. Estes resultados corroboram com trabalhos da literatura (Takahashi et
al, 1995, Okazaki et al., 1995, Kizuka et af, 1898; Araljo et al., 2000), quanto ao
isolamento de actinomicetos raros do grupo microbisporae de folhas de plantas. O
isolamento preferencial do género Microbispora sp. pode ter ocorrido pelo possivel fato de
Seus esporos serem mais resistentes ao tratamento utilizadc neste trabatho para a
desinfeccdo das folhas. Segunde Labeda (1990), os géneros Microbispora,
Micromonospora e Streptosporangium estdo entre os actinomicetos que apresentam os
esporos mais resistentes a regimes de aguecimento (120° C, calor seco, por 1 hora). O
tempo de desinfecgdo de 15 minutos em 2% hipoclorito de sédio pode ter contribuido para
a selecdo de esporos de Microbispora. Este tempo de desinfeccdo das folhas teve que ser
mais demorado do que o descrito na literatura (cinco minutos por Maitan, 1998 e
Matsuura, 1998), pois as folhas de Tocoyena formosa apresentam tricomas em sua
superficie, 0 que contribuia com a elevada contaminacéo de fungos filamentosos nos
tubos controle (caldo nutriente). Na literatura, Hayakawa ef al. (1997) utilizaram cloramina-
T, um antifingico, a 1% para isolamento seletivo de Streptosporangiaceas do solo e
obtiveram elevada freqUéncia de isolamento (75% do total) de Herbidospora,
Microbispora, Microtetraspora e Streptosporangium.

A Tabela 1 mostra a freqUéncia de isolados por planta estudada.
Aproximadamente 55% dos isolados foram obtidos de um mesmo individuo de Tocoyena
formosa, T03; 15% dos isolados da planta T07; 8% da planta T10; 6% de cada individuo
T-01 e T22; 4% da planta T02, 2% de cada uma das plantas T04 e T05. Nenhum

microrganismo pertencente ao género Microbispora foi isolado das plantas T08 e T08
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(Tabeia 1). Os meios de cultura que apresentaram maior nimero de isolados foram o AAC
(74% dos isoolados) e AHV (21% dos isolados), o meio TSA foi responsavel pelo

isolamento de 5% de microbisporae. Diferentemente do que & descrito na literatura

(Goodfeliow, 1992), a vitamina B nao foi essencial para o crescimento dos isolados.

Tabela 1. Identificagio das plantas e nimero de microrganismos isolados

Identificacdo da planta Numero e porcentagem
de isolados
703 26 (55,3%)
TO7 7 (14,9%)
T10 4 {8,5%)
TO1 3 (6,4%)
T22 3 (6,4%)
T02 2(4,3%)
TO4 1(2,1%)
T0S 1(21%)
T06 0
TO8 0
Total 47 (100%)

A observagdo micromorfoldgica em microscépio de luz mostrou que todos os
isolados produziram esporos pareados no apice dos espordforos na hifa aérea. Os
resultados da microscopia eletrénica de varredura corroboraram com os da microscopia
de luz {Figura 1a e 1b). Apesar desta caracteristica ser apresentada pela maioria dos
membros do género Microbispora, a espécie Microbispora mesophila produz apenas um
esporo, enquanto que uma espécie de outro género, Thermomonospora bispora (antigo
Micobispora bispora}, também produz dois esporos.

Com excecdo de APU-27, todos os isolados foram capazes de hidrolisar o amido
(Figura 2). Todos os isolados foram capazes de reduzir de nitrato em nitritc e de crescer
nas temperaturas 25°C e 35°C, sendo o crescimento visivelmente maior na temperatura
de 35°C (Figura 3). Somente o isolado APU-27 foi capaz de crescer, além das
temperaturas de 25 e 35°C, a 50°C; porém nenhum deles cresceu a 55°C. Comparando-
se os resultados dos testes fisiologicos obtidos dos isolados com a literatura (Tabela 2),
foi observado que o isolado APU-27 apresentou caracteristicas fisiologicas mais
parecidas com a espécie M. indica e que os demais isolados apresentaram caracteristicas

fisioldgicas semelhantes & espécie M. chromogenes, dentre os testes bioquimicos
realizados.

33



Figura 01. Micromorfologia dos isolados APU-27 (a; 400 X) e
APU-30 (b; MEV) em meio ISP-2.

Figura 3. Aspecto do crescimento dos isolados APU-04 e APU-57 em
meio ISP-2 nas temperaturas de (a) 25 e (b) 35 °C.
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Os resuitados de ARDRA dos fragmentos de rDNA 16S utilizando as enzimas Hae i
(Figura 4), Msp | (Figura 5) e Rsa | (Figura 6), quando analisados conjuntamente,
revelaram pelo menos 17 diferentes perfis de restricdo dentre os 47 isolados de
microbisporae. O ARDRA do DNAr 16S/regido espagadora DNAr 165-235 com a enzima
Alu | foi realizado para diferenciar os isolados que apresentaram o mesmo perfil de
restricao para as trés enzimas acima citadas (Figura 7) e demonstrou a presenca de pelo
menos 21 diferentes perfis de restricic. A Tabela 3 mostra a compilagdo dos resultados
gerados pelos diferentes perfis de ARDRA com as enzimas Hae lil, Msp |, Rsa |
conjuntamente e com a enzima Alu |.

161 01 04 16 33 74 44 10 57 08 61 26 53 13 06 71 25127 M2
- .

Figura 04. Perfil de ARDRA do DNAr 168 dos 47 microrganismaos
isolados obtidos com a enzima Hae il
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Figura 05. Perfil de ARDRA do DNAr 18S dos 47 microrganismos
isolados obtidos com a enzima Msp 1.

57 02 &1 26 53 12 06 71 25137 M2

Figura 06. Perfil de ARDRA do DNAr 168 dos 47 microrganismos isolados
obtidos com a enzima Rsa |.
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Figura 07. Perfil de ARDRA do DNAr 168 e regisio espagadora DNAr 168-23S
dos 47 microrganismos isciados obtidos com a enzima Alu |.
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Tabela 3. Classificagdo dos microrganismos isolados quando aos perfis de ARDRA

gerados
Numero do Perfil ARDRA: Perfil ARDRA: Cédigo da
isolado (APU) | 16S/Msp 1, Rsate | 16S + espacadora planta
Hae 11 DNAr/Alu |
44 333 3 TO3
57 333 3 TO1
06 333 3 T10
56 333 15 TO3
79 333 15 TG7
22 333 20 T22
26 333 1 T03
01 111 1 T01
04 111 1 TO1
25 111 1 TC3
62 111 20 T03
85 111 17 T0O3
09 221 12 T03
16 221 4 T03
27 221 13 T03
33 221 2 T22
64 221 14 T03
106 334 5 T10
84 334 5 TO7
24 334 3 T03
59 334 14 T03
108 334 17 T03
10 122 3 103
13 122 3 T02
71 122 3 T03
74 122 2 T04
52 133 12 T05
54 133 10 T03
43 133 11 T03
72 133 11 T03
111 133 - 703
125 121 8 T03
127 121 ] T03
07 121 19 T0O3
28 121 21 TO7
18 124 18 TO7
118 124 4 T02
40 113 14 T10
61 113 4 T03
08 211 - T22
31 231 - T07
58 112 - T03
97 212 - TO3
112 222 - T03
117 433 - 710
53 123 - TO7
93 141 - TO7

{-) Nao foi realizada a reagao de restricao
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Na Tabela 3, podemos observar que os isolados APU-01 e APU-04 séo

possivelmente um mesmo isolado, pois apresentam o mesmo perfil de restricdo para as
quatro enzimas testadas e foram provenientes da mesma planta (TO1). O mesmo
aconieceu com os isolados APU-10 e APU-71, oriundos do individuo TO3; com os
isolados APU-125 e APU-127, provenientes do individuo T03 e com os isolados APU-43 e
APU-72, isolados da planta T03, que & corroborado pelos resultados da analise
filogenética, onde estes dois isolados aparecem sempre agrupados em todas as arvores
obtidas (Tabela 4). Pela analise do perfii do ARDRA tambem & possivel notar que a
mesma linhagem parece estar presenie em diferentes individuos de Tocoyena formosa
estudados, como € o caso de: APU-06, APU-44 e APU-57 que apresentam o mesmo perfil
de restrico para as quatro enzimas festadas e gue foram isolados das plantas: 710, TO3
e TO01, respectivamente. O mesmo aconiece para os isolados APU-56 e APU-79,
provenientes das plantas TG3 e TO7: com os isolados APU-01 (e APU-04) e APU-25,
provenientes dos individuos TO1 e TO03; com os isolados APU-84 e APU-106,
provenientes dos individuos TO7 e T10 e com os isolados APU-10 (e APU-71) e APU-13,
provenientes dos individuos 703 e T0Z (Tabela 3).

Foram analisadas as seqliéncias correspondentes as posicbes de 20 a 1128 do
DNAr 16S para isolados representativos dos perfis de ARDRA obtidos. Na arvore
resultante do método de distancia (NJ) todo o grupo interno {isolados deste estudo e
espécies de Microbispora cujas sequéncias foram obtidas no GenBank) formou um unico
grupo com valor de bootstrap de 98% {grupo A} (Figura 08). O valor minimo de bootstrap
considerado para a comparagdo das arvores foi de 50%. Este agrupamento e formado por
dois grupos menocs inclusivos, um deles composto por ifodas as Microbispora com
excecdo da M. amethystogenes e M. rosea e o outro constituido por todos os isolados
com M. amethystogenes e M. rosea (grupo B), ambos com valores de bootstrap inferiores
a 50%. Qito isolados e M. rosea subsp. rosea formam um grupo bem delimitado na
analise, sustentado por um indice de bootstrap de 90% (grupo H). Dentro deste, um grupo
formado pelos isolados APU 33, APU 08 e APU 31 tiveram um suporte de bootsirap de
50% enquanto que o outro grupo formado por APU 53, APU, 26, APU 61, APU 10, APU
13 e M. rosea foi 0 gque apresentou o maior suporte, com um valor de bootsirap de 96%
{grupe 1) (Figura 08).

Todo o grupo interno (grupo A) também aparece formando um agrupamento Unico
na arvore resultante da andlise de verossimilhanga maxima (bootstrap de 98%) (Figura

09), sendo composto por trés grupos menos inclusivos, um formado por todas as
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Microbispora, com exce¢do da M. rosea, um outro formado por 11 isolados (grupo Cj e
um com M. rosea, juntamente com mais 21 isolados (grupo E).

O resultado final da analise de parciménia maxima correspondeu a quatro arvores
nao-enraizadas igualmente mais parcimoniosas com 275 passos evolutivos, com um
indice de consisténcia (CI) = 0,629, um indice de retencao (R} = 0,742 e um indice de
consisténcia reescalonado (RC) = 0467. As quatro arvores igualmente mais
parcimoniosas exibem as seguintes relagdes filogenéticas em comum: (i) o monofiietismo
do grupo interno (Microbispora) com valor de bootstrap de 100% (grupo A), (i) o clado
formado por M. amethystogenes, todos os isolados, incluindo M. rosea {grupo B), com os
respectivos clados menos inclusivos, um deles formado exclusivamente por 11 isolados
(grupo C} e o outro compreendo 22 isolados + M. rosea (grupo E). Este (ltimo grupo
apresenta dois grupos menos inclusivos, os grupos H e I, ambos com um supcrte de
bootstrap de 87%, como se pode visualizar na arvore de consenso estrito (Figura 10}, A
inferéncia bayesiana, baseada em simulagdes de monte carlo para cadeias de markov
apresentou seis grupos com probabilidades posteriores superiores a 50%. O grupo A que
corresponde ao grupo interno (Microbispora spp. + isolados) com 63% de probabilidade
posterior {p.p.), um grupo (alfa) menos inclusivo com 58% de p.p. constituido por M,
parva, M. amethystogenes, M. thermodiastatica e M. aerata, todos os isolados, além de
M. rosea subsp. rosea. Dentro do grupo alfa, a analise evidenciou ainda os grupcs ll, G e
D com p.p. de 95%, 893% e 59%, respectivamente (Figura 11).
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Figura 08. Arvore resultante da analise de distancia (Neighbour Joining).
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Apesar da divergéncia na topologia e na interrelagdo entre alguns dos grupos
resultantes das distintas analises, os grupos A, C, D, G, H e | sdo resgatados nas guatro

analises, enquanto que os grupos B, E e F ocorreram em pelo menos duas, como

demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. Compilag&o dos resultados das analises filogenéticas mostrando a presenca e a

robustez dos grupos que ocorreram em pelo menos duas analises distintas (evidenciados

em cinza) e respectivos valores de bootstrap (1000 replicaces)

Grupos filogeneticos

Analises”

{A) Microbispora spp. + todas os isolados

PM

{B) M. amethystogenes + isolades e M. rosea

{C) solados: APU 62, APU 54, APU 125, AFPU 58,
APU 84, APU G7, APU 58, APU 40, APU 93,
APU 74, APU 28

(D} Isolados: APU 93, APU 74, APU 28

(E) Isolados: APU 01, APU 25, APU 18, APU 117,
APU 44, APU 27, APU 118, APU 18, APU 85,
APL 08, APU 112, APU 72, APU 43, APU 08,
APU 31, APU 33, APU 10, M. rosea, APU 13,
APU 61, APU 286, APU 53

{F)lsolades: APU 112, ARPU 72, APU 43, APU 08,
APU 31, APU 33, APU 10, M. rosea, APU 13,
APU 81, APU 26, APU 53

(G} Isolados: APU 72, APU 43

(H} Isolados: APU 08, APU 31, APU 33, APU 10,
M. rosea, APU 13, APU 81, APU 26, APU 53

(1) Isoiades: APU 10, M. rosea, APU 13, APU 61,
APU 28, APU 53

“NJ = distancia; PM = parcimdnia maxima; VM = verossimilhanga maxima, 1B = inferéncia

bayesiana.
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Conclusoes

O protocolo de isolamento seletivo utilizado permitiu o isolamento de 47
actinomicetos, todos pertencentes ao género Microbispora sp. Resultados de
caracterizacao molecular dos isolados através de RFLP de DNAr 16S (ARDRA) com as
enzimas Hae lll, Msp | e Rsa |, e de fragmentos da regido DNAr 163-23S com a enzima
Alul, mostraram uma elevada variabilidade para o grupo de microbisporas isoladas. Estes
dados indicaram a presenga de linhagens distintas dentro de uma mesma planta, bem
como a ocorréncia do mesmo ribotipo em diferentes plantas de Tocoyena formosa
analisadas. A maioria dos isolados foi identificada como M. rosea, com base nas analises
de sequéncias de rDNA 168. Alguns isolados (APU 93, APU 74 e APU 28) foram
recuperados como grupos distintos com base nos dados de ARDRA, RFLP de fragmentos
de regido espagadora e andlises filogenéticas, indicando que estes podem vir a
representar uma nova especie dentro do género Microbispora.

Agradecimentos: CNPq, FAPESP, Fundo Bunka de Pesquisa-Banco Sumitomo Mitsui.
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Resumo

Devido a potencial capacidade de produzir diferentes antibidticos, ¢ isolamento e
triagem de actinomicetos raros podem levar & descoberta de novos antibidticos e
compostos bioativos. O presente trabalho descreve o efeito de diferentes meios de cuitura
(AP caldo, AP sdiido, APH solido; MPA sélido, MMG solido) sobre a producdo de
compostos antimicrobianos por 47 actinomicetos pertencentes ao género Microbispora, e
seu potencial de inibigdo contra as bactérias Baciflus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphyloccoccus aureus e os fungos Aspergillus niger e
Candida albicans. A composicido quimica do meio influenciou a resposta dos organismos
testados. sendo entre 15 a 17% dos isolados exibiram atividade em meio AP, APH e MPA
solidos. Os meios AP caldo e MMG sélido ndo estimularam a producdo de metabdlitos
com atividade antimicrobiana para a maioria dos isolados nas condigbes utilizadas. Em
contraste, alguns dos isolados produziram compostos capazes de estimuiar o crescimento
dos microrganismos-teste ao redor dos plugs de ensaio. Os produtos metabdlicos de
diferentes caldos de cultivo foram caracterizados quimicamente, demonstrando a

producao de diferentes compostos nas diferentes condigGes de cultivo empregadas.

Palavras-chave: actinomicetos, atividade antimicrobiana, Microbispora, metabdlitos
secundarios.
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Abstract

Due to the known potencial to produce different antibiotics, the isolation and
screening of rare actinomycets may lead to the discovery of new antibiotics and biocactive
compounds. Chemical compaosition of the culture medium and cultivation conditions are
critical for metabolite production. Thus, we investigated the effect of different culture media
on the capacity of 47 actinomycetes belonging to the genus Microbispora to produce
antimicrobial activity against the bacteria Bacillus sublilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphyloccoccus aureus, and the fungi Aspergilius niger and Candida
albicans. The culture media strongly influenced antimicrobial activity: from 15 to 17% of
the isolates were active when grown cn solid AP, APH and MPA. Most isolates were
inactive on AP broth and and solid MMG. In contrast, some strains were able to induce
growth of the test microorganisms around assay plugs. Chemicai analyses demonstrated
the production of different metabolites under the different growth conditions tested.

Key words: Actinomycetes, antimicrobial activity, Microbispora, secundary metabolites.

1. introdugio

A selecdo de compostos produzidos por actinomicetos representa um caminho
importante para a descoberta de compostos biotecnologicamente ativos {Hiyashide, 1995,
Osada, 1998 e Wocdruff, 1999). Com este intuito, muita atencdo tem sido dada aos
actinomicetos considerados raros {Takahashi et al., 1996). Devido a sua capacidade de
produzir diferentes antibidticos, o isolamento e triagem destes organismos podem levar
descoberta de novos antibidticos e compostos bioativos (Okami e Hotta, 1988; Takahashi
et af., 1996). O grupo das microbisporas tem sido reconhecido come fonte dessas
moleculas, como, por exemplo, as fenazinas (Gerber e Lechevalier, 1964; Tanabe ef af,,
1993), o antifangico Sch 31828 (Patel et a/,, 1988), colchinmicinas {Lam et al., 1992) e
algemicinas (Uehara et al., 1993) e outros antibioticos (Kimura ef al., 1997; |garashi et al.,
1988). Kimura et al. (1997) relataram a produc&o da propeptina, um antibidtico peptidico
ciclico atipico, por linhagens de Microbispora sp. A compesicdo do meio de cultivo
tambem pode afetar a producic de metabdlitos secundarios em microrganismos. Em
geral, a glicose, uma excelente fonte de carbono para o crescimento, inierfere na
formagao de muitocs metabdlitos secundarios. O mesmo acontece com algumas fontes de
nitrogénio favoraveis ao crescimento como, por exempio, os sais de amoénio. Fontes

inorganicas de fosfato, alguns metais e elevados niveis de oxigénio dissolvido podem
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afetar negativamente a produgdo de metabdlitos secundarios produzidos por

actinomicetos (Demain e Fang, 1995). Na literatura, estudos de antimicrobianos dentro do

grupo Microbispora ainda s&o escasscs. O presente trabalho descreve o efeito da
atividade antimicrobiana de actinomicetos, pertencentes ao género Microbispora isolados
de folhas de Tocoyena formosa cultivados em cinco diferentes meios de cultura. sobre as
bacterias Bacillus subltilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphyloccoccus
aureus, e os fungos Aspergillus niger e Candida albicans.

2. Materiais e Métodos

2.1. Microrganismos e meios de cultivo. Foram testadas 47 linhagens de actinomicetos,
todas pertencentes ac género Microbispora, isoladas e caracterizadas no Capitulo | deste
trabalho. Os microrganismos-teste utilizados, meio de cultura e suas respectivas
condigdes de crescimento durante o teste foram as bactérias Bacillus subtilis CCT 0089
{meio agar nutriente a 30°C por 24 horas), Escherichia coli CCT 1457, Pseudomonas
aeruginosa CCT 1476 e Staphyloccoccus aureus CCT 0070 (meio agar nutriente a 37°C
por 24 horas), e os fungos Aspergiilus niger CCT 1435 (meio agar extrato de malte a 28°C
por 72 horas) e Candida albicans CCT 2546 (meio agar malte extrato de levedura - YMA,
a 28°C por 48 horas), Os microrganismos-teste foram gentilmente cedidos pela Colecao
de Culturas Tropical (CCT, Fundagéo André Tosello, Campinas, SP).

2.2. Atividade antimicrobiana. A caracterizaco da atividade antimicrobiana foi realizada
segundo metedologia proposta por ichikawa et al, (1971), sendo substituida a técnica de
plagueamento “pour plate” pela “spread-piate’. Os meios de cuitura solidos utilizados
foram: AP e meio AP enriquecido com &cido hldmico (APH) (Hayakawa e Nonomura,
1987, Hayakawa et al., 1996), MPA modificado (2% peptona de soja. 2% glicose, 0,5%
NaCl e 0.2% CaCOs;, pH = 6,6-6,8; autoclavado duas vezes) e Meio Minimo com
Glutamina — MMG [0,7% (NH,)H.PO,, 0,15% (NH4),HPQ,, 0,05% MgSO,, 0,03% CaCl,,
0.25% solugao de sais, 0,1% glutamina, 1,5% agar, 3% glicose, pH 7,0]. O controle dos
meios de cultura testados foi realizado inoculando-se somente os blocos de agar dos
meios de cultura sobre os microrganismos-teste. A caracterizagdo da atividade
antimicrobiana também foi realizada em meio liquido, conforme protocolo de Waksman e
Woodruff (1941), porém foi utilizado somente um meio de cultura (AP) para o cultivo dos
microrganismos isolados. O tempao de incubagio foi de 21 dias no meio AP solido e de 15

dias no meio AP liquido. Foram utilizados discos de papel! de fiitro de 6,0 mm de didmetro
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para o teste do meio liquido. O didmetro dos blocos de agar para o teste na qual os
isofados foram crescidos em meios sélidos foi de 7,0 mm. Apés o pericdo de incubacéo
dos microrganismos-teste com os discos de papel e blocos de agar, mediu-se o didmetro
dos halos de inibicdo de cada grupo de triplicata e efetuou-se a média,

2.3. Composigdo quimica dos extratos produzidos. Os extratos do meio de cuitura
tiquidos: MMG, AP, APH e MPA apés 15 dias de crescimento do isolado APU-30 foram
obtidos por meio de particdo liquido-liquido com acetato de etila. As fragcdes organicas
resultantes foram concentradas, pesadas e posteriormente ressoiubilizadas em solugao
metanol/agua (8:2; viv) na concentragdo de 1.0 mg/mL. Esta soluggo foi submetida ao
pracesso de “clean-up” em cartucho de C-18, previamente condicionado com
metanoliagua (8:2; viv). Os extratos foram finalmente filtrados em fitre HV Millex,
membrana Durapore®, com poro de 0.45 um (Millipore®). Foram injetados 10 ul dos
extratos em cromatografo iiquido ProStar 240 equipado com injetor Auto Sampler 410 e
com detector PAD ProStar 330 (Varian®). Para separacio dos compostos foi usada uma
coluna C-18 Phenomenex (5 um, 250 X 4,6 mm d.i., Luna®). A eluicdo foi feita em
gradiente linear expioratério, variando de 5 a 100% de acetonitrila em 20 minutos e com

fluxo de 1,0 ml/min. Os cromatogramas foram desenvolvidos em comprimento de onda
fixo em 254 nm.

3. Resulitados e Discussio

Foram testados diferentes meios de cultura (AP caido, AP solido, APH solido; MPA
solido, MMG sdlido) para o estudo da atividade antimicrobiana dos 47 isoiados. Dentre os
meios de cultivo sdlidos o que apresentou maior atividade foi o AP {(17%), seguido de
APH e MPA (15% cada). Os meios AP caldo e MMG sdlido ndo estimularam a producéo
de metabdlitos com atividade antimicrobiana para a maioria dos isolados nas condicdes
utilizadas (2% cada).

Em nosso trabalho houve diferenca na atividade antimicrobiana guando 0 mesmo
meio AP foi testado na forma de caido (2%) e sélido {17%). Foi também observado que
somente dois isolados (APU-7 e APU-84) produziram esporos quando inoculados em
meio AP sdlido, mesmo apds 30 dias de incubagdo. Somente o isolado APU-79 foi capaz
de inibir o crescimento de B. subtilis CCT 0089 e S. aureus CCT 0076, quando cultivado
em meio AP liquido e somente o isolado APU-44 foi capaz de inibir o crescimento de A.
niger, quando cultivade em MMG solido (dado ndo mostrado).
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Aravjo et al. (2000) testaram a atividade antimicrobiana de 33 isclados de

microbisporas, desses aproximadamente 39% apresentaram atividade contra peio menos
um dos microrganismos: Bacillus sublilis, Staphyilococcus aureus, Micrococcus luteus e
Candida albicans. Utilizando o meio APH liquido, Hayakawa ef al. (1995) observaram que
92 (23%) dos 439 isolados de microbisporas de solo apresentaram atividade
antimicrobiana. Desses, 20% inibiram S. aureus IFO3061 e 3% apresentaram atividade
contra Aspergiflus niger. Estes mesmos autores observaram diferencas na atividade
antimicrobiana quando os isolados foram crescidos nos meios AR e APH liquidos. A
presenca de acido himico no meio de cultivo pareceu melhorar a producdo de
substancias antibidticas {Hayakawa et al.,, 1995). Entretanto, os isolados do presente
trabatho ndo mostraram diferencas significativas quanto a atividade antimicrobiana na
presenca/auséncia de acido humico, tendo como base o meio de cultura AP (Figura 1).
Praticamente os mesmo isolados gue apresentaram atividade contra B. subfilis,
APU-4, APU-18 (Figura 2a), APU-1, APU-59, APU-85 e APU-108, também apresentaram
atividade contra S. aureus nos meio testados; o isolade APU-118 foi capaz de inibir
apenas B. subtilis. Para P. aeruginosa, os isolados APU-1, APU-7 e APU-44,
apresentaram atividade no meio MPA e somente o isolado APU-44 apresentou atividade
em meio AP. E. coli foi fracamente inibida pelos isolados APU-26 e APU-28, quando
cultivados em meio AP. A. niger sofreu inibicdo pelo isolado APU-44 guando este foi
crescido em MMG. Embora apenas esse isolado tenha aparentemente exercido inibicdo
sobre o fungo filamentoso testado, foi observado que ndo ocorreu esporulagdo de A. niger
ao redor dos discos quando foram testados os isolados APU-84 crescidos em MMG; os
isclados APU-8, APU-9, APU-58, APU-59, APU-112 e APU-117 crescidos em MPA e os
isolados APU-54, APU-56, APU-57, APU-93, APU-97 e APU-1086, crescidos em APH.
Alguns dos isolados estimularam o crescimento dos microrganismos-teste, como &
o caso do isolado APU-27 cultivado em meic AP solido que pareceu estimular o
crescimento de E. cofi (Figura 2b), P. aeruginosa (Figura 2c) e S. aureus (dado ndo
mostrado). O isolado APU-44 pareceu estimular o crescimenio de E. coli, o isolado APU-
54 pareceu estimular o crescimento de S. aureus e E. coli. No meio AP liguido, o isclado
APU-4 pareceu estimular o crescimento de S. aureus. Segundo Santos ef al. (1976), os
actinomicetos podem produzir substancias gque podem tanto inibir como estimular o
crescimento de outros microrganismos, tais como as vitaminas tiamina e riboflavina,

flavoproteinas, vitamina B,,, varias porfirinas-fike, compostos contendo ferro e coenzima
A
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Figura 1. Atividade antimicrobiana de 47 isolados de microbisporas cultivados
em diferentes meios de cultura sélidos sobre bactérias e fungos.

Figura 2. Ensaios de atividade antimicrobiana de isolados de Microbispora sp. cultivados
em meio AP contra Bacillus subtilis CCT 0089 (a), Escherichia coli CCT 1457 (b) e
Pseudomonas aeruginosa CCT 1476 (c).
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A andlise cromatografica dos extratos dos diferentes meios de cultura mostrou a
producdo de compostos distintos dos meios AP, APH e MPA por um mesmo isolado
(APU-30). Aparentemente ndo houve crescimento de APU-30 em meic MMG, e tambem
nao foi verificado nenhum composto produzide no meio MMG sob as condigbes utilizadas
{Figura 3).

Os resultados obtidos corroboram com trabalhos na literatura que mostram o efeito
da composigdo do meio de cultura scbre a produgdo de metabdlitos secundarios por
actinomicetos (Demain, 1989; Demain e Fang, 1995, Josbu et af, 2002). Segundo
Demain (1989), aiguns metabdlitos secundarios podem ser reprimidos pela presenga de
glicose durante sua produgéo. Jonsbu ef al (2002) observaram que a utilizagao da glicose
tem um efeifo negativo na producio de nistatina. Qutros carboidratos tais como glicerol,
maltose, manose, sacarose e xilose também tém sido citados como interferentes na
producao de metabdlitos secundarios (Demain e Fang, 1995).

Dentre os meios solidos testados, os isolados apresentaram maior atividade
antimicrobiana guando cultivados em meio AP (17%), seguido de APH & MPA (15%
cada), e MMG (2%). Cabe lembrar que o Unico isolado (APU-44) que apresentou
atividade contra A. niger foi cultivado em MMG. Os isolados testados demonstram maior
atividade antimicrobiana peio método do bloco de agar (17% dos isolados) do que pelo
método do filtro de papel (2% dos isolados), quando testado o mesmo meio de cultivo AP.
Também foi observada a capacidade de alguns isolados em estimular o crescimento dos
microrganismos-teste, como foi o caso dos isolados APU-27 (E. cofi, P. aeruginosa & S.
aureus), APU-54 (S. aureus e E. coli) e APU-44 (E. coli) pelo método de blocos de agar e
o isolado APU-4 (S. aureus) pelo metodo do filtro de papel.

O fato da maioria dos isclados nac apresentar atividade antimicrobiana detectavel,
n&o significa que estes ndo sejam capazes de produzirem antibidticos, outros métodos de
triagem de atividade antimicrobiana podem ser utilizados (Matsuura, 1998). Uma vez que
esses isolados estavam associados a uma planta, outros ensaios utilizando bactérias e
fungos fitopatogénicos devem ser realizados posteriormente, visando ampliar o estudo do
espectro de acdo de possiveis antibidticos produzidos por esses microrganismos
(Matsuura, 1998). Sugerimos também o estudo das substancias que poderiam estar
estimuiando ¢ crescimento dos microrganismos tesiados.
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Figura 3. Analise cromatografica dos produtos metabdlicos do
isolado APU-30 em diferentes meios de culturas.
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Conclusdes

Dentre os 47 isclados analisados, apenas entre 15 a 17% demonstraram atividade
antimicrobiana relativamente contra bactérias e fungos nas condicbes testadas. Foi
possivel verificar um forte efeito da composicdo do meio de cultura sobre o perfil de
producao de metabdlitos, corroborando os resultados verificados nos ensaios de atividade

antimicrobiana. Além disso, alguns isolados produziram compostos capazes de estimular
o crescimento de alguns microrganismos-teste.

Agradecimentos: CNPg, FAPESP, Fundo Bunka de Pesquisa-Banco Sumitomeo Mitsui.
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Resumo

Produtos metabdlicos de fermentacdo de 45 linhagens de Microbispora sp.,
isoladas de Tocoyena formosa (Rubiaceae) foram iestadas quanto a atividade antitumoral
contra linhagens de células tumorais humanas K562 (leucemia); MCF7 (mama), NCIADR
{mama expressando fenotipo de resisténcia & multiplas drogas); NCI460 (puimac), 786-0
(rim); OVICAR-3 (ovério) e UACCBE2 (melanoma). Alguns isolados apresentaram atividade
citotéxica nas condicdes testadas (fracdes polares dissolvidas em DMSO), sendo a
maioria contra linhagens tumorais de melanoma e leucemia, em dilui¢des entre 0,25 a 250
ng/mL. Este é o primeiro trabalho envoivendo a triagem inicial de atividade antitumoral de

actinomicetos endofiticos isolados de uma planta nativa brasileira, Tocoyena formosa.

Palavras-chave: actinomicetos, atividade anfitumoral, metabdlitos secundarios,
Microbispora
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Abstract

Liofilized medium extracts of 45 strais of Microbispora, isolated from Tocoyena formosa,
(Rubiaceae) were tested for their antitumoral activity against the human celis fineages
K562 (leukemia); MCF7 (breast); NCIADR (breast expressing multi-drug resistence
ohenctype); NCI460 (lung); 786-0 (kidney); OVICAR-3 ({ovarium) and UACC62
{melanoma). Some of the isolates exhibited citotoxical activity under the assay conditions
used (polar fractions soluble in DMSQ), particularly against the leukemia and melanoma
cells, at dilutions ranging from .25 to 250 ug/mi.. This is the first work invoiving the inicial

screening of antitumoral activity of endophytic actinomycetes isolated from a Braziiian
plant, Tocoyena formosa.

Key words: Actinomycetes, antitumoral activity, Microbispora, secundary metabolites.

1. Introdugao

Os actinomicetos tém sido especialmente procurados pela indistria farmacéutica
por sua capacidade de produgdo de metabdlitos secundarios com estrutura quimica e
atividade bioldgica diversa. Entre as moléculas de interesse estdo as gue apresentam
atividade antitumoral. O estudo de Umezawa (1990) demonstrou a inibigao de produtes de
oncogenes por metabdlitos produzidos por Nocardiopsis sp. e Streptomyces sp. Kajiura et
al. {1998) reiataram atividade antimicrobiana e antitumorai por Microbispora rosea cujas
astruturas foram descritas por Lee et al. (2002}, Zheng et al. (2000) também detectaram
atividade antimicrobiana e antitumoral de actinomicetos  (Streptomyces e
Micromonospora) associados a organismos marinhos. A procura por actinomicetos ainda
n3o estudados constitui um componente essencial na descoberta de drogas baseadas em
produtos naturais, além disso, os actinomicetos endofiticos ainda tém sido pouco
explorados quanto & sua atividade antitumoral. Este trabalho apresenta o estudo de
triagem iniciai da atividade antitumoral de actinomiceto raro, pertencente ao género
Microbispora, isolado de Tocoyena formosa contra aigumas linhagens de céluias
tumorais: K562 (leucemia), MCF7 (mama), NCIADR (mama com fenotipo muiti-droga
resistente), NC1460 (puimao), 786-0 (rim), OVCAR (ovario) e UACC62 (melanoma), bem

como os perfis cromatograficos dos meios de cultivos onde dois dos microrganismos
isolados foram cultivados.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Microrganismos. Foram testados os extratos filtrados e licfilizados de 22 linhagens
de Microbispora sp. (Tabela 1) isoladas de folhas de Tocoyena formosa (Cham. et Sch) K.
Shun (Rubiaceae), popularmente conhecida como “olho-de-boi” ou "genipapo do campo”
(Goodland et al., 1979), coletadas em uma é&rea de Cerrado de transi¢ao no Horto
Florestal de Araraquara (SP). Para detalhes de isolamento e caracterizagdo taxondmica,
vide Capitulo | do presente trabaiho.

2.2. Fermentag¢o . Cada linhagem foi cultivada em 20 mL de caido AP (Hayakama et al.,
1995; constituido de 1% glicose, 1% amido, 0,5% extrato de levedura, 0,3% peptona, 1%
Soytone, 2% NaCl, 0,3% CaCO;; pH 7,0), sob agitacdo constante de 180 rpm a 30°C
durante 15 dias. Em seguida, a suspensao foi filtrada em filtro Millipore 0,22 um e
mantidos a - 80°C para posterior liofilizagdo. Apos a liofilizagdo, os extratos foram
mantidos a - 70°C até serem diluidos para os ensaios em cultura de células. Para a
analise quimica do extrato foi utilizado um litro de caido AP distribuido em cinco frascos

contendo 200 mlL para cada um dos isolados testado (APU-30 e APU-33), que foram
mantidos nas mesmas condigbes acima citadas.

2.3. Cultura de células. Os experimentos foram realizados utilizando-se as seguintes
linhagens de células humanas tumorais: K562 (leucemia)}, MCF7 (mamaj, NCIADR (mama
expressando o fenotipo de multi-resisténcia a drogas), NCI460 (pulmao), 786-0 {rim),
OVCAR (ovario) e UACCB2 (melanoma). Estas linhagens foram gentimente doadas pslo
The National Cancer Institute, Frederick MA/USA (NCI) e as culturas estoques foram
mantidas em nitrogénio liquido. As células foram cultivadas em frascos de 25 cm? (Nunc
Brand Products), contendo 5 mL de RPMI 1640 (Gibco BRL, Life Technologies) com 5%
soro fetal bovino (Gibco BRL, Life Technologies), a 37°C em ambiente Umido. As céluias

foram utitizadas por no maximo 20 passagens seriadas, em seguida foram descartadas e
novos frascos foram descongelados para uso.

2.4. Ensaios Biologicos. Todas as linhagens de células aderentes foram desprendidas
dos frascos de cultura por adicdo de 0,5 mL de tripsina (Nutricell Nutientes Celulares). Em
sequida, a tripsina foi inativada peia adicéo de 5,0 mL de soro a 5%em meio RPMI 1640.
As células foram separadas em suspensdes de uma Unica célula através de pipetagem

suave. Depois da contagem, as células foram diluidas em densidades de sedimentagao
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apropriadas e inoculadas em placas de 96 pocos {Nunc Brand Preducts). O volume da
suspensado de células inoculado foi de 100 ub por pogo. A densidade de inoculacio variou
entre as linhagens de células utilizadas: 8,5 x 10* (K562); 6,5 x 10* (MCF7); 5,0 x 10*
(NCIADRY); 4,0 x 10* (NCI460); 3.0 x 10* (UACCB2); 5 x 10* (786-0) e 7 x 10* {OVICAR-3)
celulas por mi. As placas contendo as células foram pre-incubadas por 24 horas a 37°C
para permitir a estabilizagdo antes da adi¢do dos extratos microbianos (100 ul). Apos
adicgo dos extratos, as placas foram incubadas por 48 horas a 37°C, CO, a 5% em

ambiente Umido. O controle positivo deste experimento foi a doxorrubicina (SIGMA
Chemical Co.).

2.5. Solubilizagdo e diluigdo da substincia teste. Vinte e dois extratos foram testados
em triplicata e em gquatro concentragOes (31.25, 62.25, 125 e 250 ug/mL). Todas as
concentragdes foram realizadas em triplicata e foram inicialmente solubilizadas em dimetil
sulfoxido (DMSQ) (SIGMA Chemical Co.) a 400 vezes na concentracio teste final maxima
desejada. Os extratos foram estocados a -70°C. Os concentrados foram, entdo, diluidos

com meio completo contendo 50 pg/mL gentamicina (Schering-Plough).

2.6. Ensaio Antiproliferativo - Ensaio Sulforhodamine B {(SRB). C ensaio da SRB foi
realizado segundo o método de Skehan et al. (1990). Resumidamente, as células foram
fixadas por precipitagdo de proteinas com acido tricloroacético (TCA) 50% (SIGMA
Chemical Co.) a 4°C (50 ul/peco, concentracao final 10%), por 1 hora, O sobrenadante foi
descartado e as placas foram lavadas cinco vezes com agua. As células foram coradas
per 30 minutos com SRB 0,4% {SIGMA Chemical Co.) dissoivido em 1% acido acético
(50ul/poco) (SIGMA Chemical Co.) e, em seguida, lavadas quatro vezes com 1% de
acido acetico para remover o coranie que ndo se ligou. As placas foram secas na
temperatura ambiente e o corante cara as proteinas ligadas foi solubilizado em 150 ¢:L de
10 mM Trizma buffer (SIGMA Chemical Co.). A densidade O&ptica foi lida em
espectrofotdmetro de placas automatizado a 540 nm. Para a linhagem de leucemia
{celulas que crescem em suspensdo), 0 mesmo metodo foi aplicado, porém a fixagdo das
celulas foi realizada com 80% de TCA.

Os dados de densidade optica foram caiculados com o programa Excel® (Microsoft
Office Package) e foram determinados os valores das médias + erro padrdo das triplicatas
dos dados. Desta media, os backgrounds foram subtraidos dos controles apropriados. As

respostas celulares foram calculadas para estimulo de crescimento, efeito da substancia
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teste e inibigdo do crescimento. Foram realizadas trés medidas: tempo zero (TO), ou seja,

valores de absorbancia no inicio da incubagao da substancia teste: valor controle (),
determinado ao final da incubacdo dos extratos e um grupo de valores dos extratos
testados (T), determinado ao final da incubacao dos exiratos. Caso T fosse maior ou igual
a T0 (efeito citostatico), o calculo foi 100 x [(T-T0)/(C-T0)}. Caso T fosse menor que 70, ou

seja, morte celular (efeito citocida), o calcuio era 100 x (T-TOyTO].

3. Resultados e Discussio
3.1. Atividade antitumoral das linhagens

Alguns dos isolades n3o exibiram atividade citostatica contra as linhagens
tumorais em nenhuma das difuices testadas (APU-54, APU-56, APU-72 e APU-74). Outros
apresentaram efeito citostatico em diferentes diluigdes (Tabela 1). Porém, nenhum isolado
apresentou efeito citocida nas condigbes estudadas. Detalhes dos ensaios e calculo da
taxa de inibicao inibicdo das 22 amostras analisadas sdo apresentados no Anexo. Os
resultados apresentados neste trabalho referem-se a um experimento representativo, pois
todos os ensaios foram realizados em triplicatas e o erro padréao da média foi sempre
menor que 5%.

Os isolados APU-45, APU-61 e APU-84 mostraram atividade citostatica contra a
linhagem UACC-62 em todas as dilui¢des testadas. Assim como APU-08 e APU-85 contra
NCi-460. Os maiores efeitos citostaticos foram observados para os isolados APU-30
contra K-562 {91,7%, na diluicdo de 250 ug/mL); APU-45 contra UACC-62 (90,9%, na
diluicdo de 2,5 ug/mL); APU-64 contra UACC-62 (95,1%, na diluicdo de 25 ug/mL); APU-
85 contra NCI-460 (86,4% na diluigao de 250 ug/mL e 93,9% na diluigao de 0,25 ug/mL) e
APU-111 contra OVICAR-3 (81% na diluicio de 250 ug/mL).
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Tabela 1.

Microbispora sp. contra diferentes linhagens de células tumorais

Ensaios de inibicdo dos produtos metabdlicos de isolados de

Diluigao - ug de filtrado seco do meio/mL

Isolado Cultura de célula
250 25 2.5 3,25
APU-08 786-0 550 - - -
NCI-460 58,4 51,8 0,9 53,6
K-562 58,0 - - 501
APU-28 K-562 53,5 - - -
APU-30 UACC-62 51,5 - - -
K-562 91,7 - - -
OVICAR-3 52,4 - 53,5 -
APU-40 UACC-62 63,4 - - -
NCi-460 52,8 - - -
APU-44 UACC-62 53,2 - - -
OVICAR-3 67,1 - - -
APU-45 UACC-82 852 79,2 90,9 86,0
NCI-ADR - - 58,2 95,1
APU-57 K-562 51,0 - - -
APU-58 UACC-62 - 61,4 - 62,7
APU-81 UACC-62 86,3 56,6 73,5 50,1
NC1-460 51,8 - - -
APU-62 UACC-62 - - 558 59,2
APU-64 UACC-62 73,6 a5,1 68.8 69,7
APU-71 NCI-4860 88,3 - - -
OVICAR-3 50,7 - -
APU-77 NCI-ADR 514 - - -
K-562 79,4 - - -
APU-78 MCF-7 - - 83,5 89,1
OVICAR-3 57,2 74,9 - -
APU-84 K-5&62 83,6 - - -
APU-85 MCF-7 - 51,1 - -
NCI-460 96,4 58,5 78,0 93,9
OVICAR-3 52,4 - - -
APU-83 K-562 79,3 - - -
APU-111 K-562 - 61,7 - 62.9
QVICAR-3 91,0 - - -

(-) Atividade antitumoral menor que 50% de inibigdo (valores ndo considerados para calcuio).
Linhagens microbianas APU-B4, APU-56, APU-72 e APU-74 apresentaram inibigdo menor

que 50% em todas as diluigtes testadas.
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A porcentagem de isolados testados nas quatro diluigbes (n = 22) que

apresentaram efeito citostatico de no minimo de 50% de inibicdo € mostrada na Figura 1.
Dos 22 isolados estudados, 18 deles apresentaram efeito citostatico contra pelo menos
uma das linhagens tumorais. Destes isolados foi possivel observar que 44,4% deles
exerceram atividade citostatica sobre a linhagem K-562. A atividade antitumoral de
produtes metabdlicos contra linhagens célufas tumorais de leucemia € a mais conhecida
para o género Microbispora (Kajiura et al., 1998; lgarashi et af., 1998). A linhagem tumoral
UACC-62 também foi inibida por 44,4% dos isolados. Foi constatada atividade inibitoria
contra NCI-460 em 38,9% dos isolados; 33,3% dos isolados foram ativos contra OVICAR-
3. 11,1% dos isolados foram capazes de inibir MCF-7 e 5,6% deles mostraram atividade
contra 786-0 (Figura 1}.

Sabe-se que diferentes condigdes de cultivo podem alterar a produgdo de
metabdlitos secundarios (Dekleva et al., 1985; Viiches et al., 1990 e Kojima ef al., 1985).
Assim, frente ao perfil de atividade citostatico observado, sugere-se que sejam realizados
experimentos adicionais utilizando meios de cultura e condigbes de cultivo diferentes das
testadas neste experimento {glicose e amido). Além disso, estudos com solvenies menos

polares que o DMSO devem ser realizados para avaliagdo de atividade de outras
substancias menos polares.
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% isolados

UACC-82 OVCAR  NCI480 MCF-7 K-562 786-0

Figura 1. Porcentagem de isolados microbianos que apresentaram atividade
citostatica minima de 50% em pelo menos uma das diluicdes testadas sobre
diferentes linhagens tumorais humanas.
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4, Conclusoes

Produtos metabdlicos produzidos por alguns isolados de Microbispora sp. exibiram

atividade citostatica contra linhagens tumorais humanas, principalmente contra linhagens
tumorais de melanoma e leucemia.

Agradecimentos: CNPg, FAPESP, Fundo Bunka de Pesquisa-Banco Sumitomo Mitsui,
Marta C. Teixeira Duarte e Alexandre Nunes Ponezi (Microbiologia - CPQBA).
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CONCLUSOES GERAIS

Utilizando protocolos de isolamento seletivo de microrganismos endofiticos, foi
possivel isolar 47 linhagens de actinomicetos de dez individuos de Tocoyena formosa
(Cham. et Sch) K. Shun coletadas em areas de Cerrado de fransigdo na regido de
Araraquara {SP).

Todos os isolados analisados foram identificados como pertencentes ao género
Microbispora Nonomura & Ohara (1957) com base em dados de micromorfologia e
analise de seqiiéncias de DNAr 168.

Andlises de restricdo de fragmentos de DNAr 163 (ARDRA) com as enzimas Alu |,
Hae I, Msp | e Rsa | resultaram em 21 diferentes grupos de RFLP. Nestas analises,
foi possivel notar que linhagens de um mesmo perfil de ARDRA foram isoladas de
diferentes individuos de Tocoyena formosa, sugerindo a coloniza¢do de diferentes
plantas por um mesmao gendtipo bacteriano. Também foram observados isolados com
diferentes perfis de restricdo em uma mesma planta, sugerindo colonizagdo por
diferentes linhagens.

Dados de caracterizagdo bioquimica indicaram que a grande maioria dos isolados
pertencia & espécie M. chromogenes; com exce¢do do isclados APU-27, que foi
semethante a M. indica.

As analises de segléncias de DNAr 168 nao forneceram dados conclusivos para a
identificacdo dos isolados em nivel de espécie, porém permitiram a diferenciagao
destes em grupos filogenéticos distintos.

Isolados APU-93 e APU-28, classificados no grupo filogenetico D, apresentaram
atividade antitumoral contra a linhagem de células de leucemia K562.

Os isolados apresentaram baixa atividade antimicrobiana nas condi¢des testadas. Foi
verificado um efeito nitido das condicbes de cultivo no perfil de atividade
antimicrobiano das linhagens analisadas.

Alguns isolados exibiram atividade citostatica contra finhagens tumorais humanas,
porém nenhuma delas apresentou efeito citocida nas condig@es estudadas. Os
extratos dos isolados testados nas gquatro diluicdes mostraram atividade citostatica
principalmente contra as linhagens tumorais de melanoma e leucemia. Nao houve

relacdo evidente entre os resuliados de atividade citostatica e antimicrobiana.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O presente estudo é a etapa inicial de estudos com microrganismos pertencentes ao
género Microsbispora, associados a planta Tocoyena formosa e abre caminhos para
estudos futuros em diversas areas: sistematica microbiana, ativicade antimicrobiana e
antitumoral, aplicacao industrial de seus metabdiitos secundarios e enzimas. Assim,
sugerimos que alguns estudos complementares possam ser feitos, inciuindo:
» utiizagao de outros agentes para a desinfecgéo das folhas de Tocoyena formosa,
visando o isolamenio de outras espécies de actinomicetos;
« confirmacao da natureza endofitica dos isolados;
» hibridacao DNA:DNA de alguns isolados com linhagens tipo de Microbispora,
visando a definigdo da especie,
» triagem de atividade antimicrobiana utilizando bactérias e fungos fitopatogénicos

como microrganismos-teste:

« estudo e identificacio do{s} composto(s) envolvido(s) na atividade antitumoral.
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ANEXO . Ensaios de inibigao de células tumorais humanas

1. Curva de inibigio dos produtos metabélicos do isolado APU-08 em diferentes

diluigées (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL) scbre culturas de celulas tumorais humanas.
DILUICAO X % DE INIBICAO

DELUIQ?\O UACC-62 MCE-7 NCI-ADR 786-0 NCI-460 K-562 OVCAR-03
250 27,668 35,357 44 811 55,013 58,355 58,025 41,462
25 7,351 12,448 22,562 14,633 51,756 0 17,894
2.5 18,412 23,835 31,251 2,426 50,85 0 33,381
0,25 16,395 7,049 16,821 10,924 53,557 50,076 28,803
APU-08
100 4 .
T ACC-B2
. MCF-7
:‘ 3 i
ig M- DR
oo
£ a0 4 T Y8R0
£
= T 1466
25 -
T LER2
e T OWCAR-D3
Q ) i e i # .%
0.1 1 10 100 14900
Diluigdo
UACC-82 y = 0,0884Ln(x) + 15,413 l
R2 = 0,1242
MOF-7 y = 3,1937Ln(x} + 13,069
RP = 0,5694
NCI-ADR y = 3,2694Ln(x) + 22,101
R2 = 0,5371
786-0 y = 6,2744Ln(x) + 7.7761
RZ = 0,6349
NC1-460 y = 0,6633Ln{x) + 52,266
R2 = 0,3493
K-562 y = 1,0357Ln(x) + 24,884
R2 = 0,006
OVCAR-03 y = 0,9767Ln(x) + 28,366

R2 = 10,0871

(y) equagéo da reta. (R?) coeficiente de regresséo
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2. Curva de inibigdo dos produtos metabdlicos do isolado APU-28 em diferentes

diluigdes (0,25; 2,5; 25 e 250 ng/mL) sobre culturas de células tumorais humanas.

DILUICAQ X % DE INIBICAO
DILUICAD  UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI-480 K-562 OVCAR-03

250 23,526 22005 28457 O 21,245 53,477 37,182
25 15,175 1,638 7,87¢ 0,39 0 0 28,821
2.5 6,15 0 186,779 0 15534 0 38,882
0,25 25,076 0 15,33 Q0 23,491 0 25,706
APU-28
100 +
T JACC-82
T MCFT
75
o T NCLADR
H -3
@
£ 50 . T 786-0
£ .
‘}9‘ N f_w‘*‘ﬂq-...___m‘ | _ M - BC-480
25 A o .
T OK.SB2
o T OVCARDS
a 1 > i - . y
0.1 1 Hi 100 1800
Diluigdo
UACC-682 y = 3,190n{x) + 17 088
R2 = 0,0042
MCF-7 y = 2,0381Ln(x) - 0,1641 -
R2 =0,6592
NCI-ADR y = 1,3238Ln{x) + 14,374
R2 = 0,2138
786-0 y = 0,0189Ln{x) + 0,0825
R2 = 0,0867
NCI-460 y = -8,8667Ln(x) + 17,067
RZ = 0,0736
K562 v = 6,9674Ln(x) - 1,0365
R2=06
OVCAR-03 y = 1,0582Ln(x) + 30,46
R2 = 0,2428

{y) equagao da reta. (R%) coeficiente de regressdo
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3. Curva de inibigio dos produtos metabolicos do isolado APU

diluigbes (0,25; 2,5; 25 250 pg/mL) sobre culturas de célutas tumorais humanas.

DILUICAO X % DE INIBICAO

.30 em diferentes

DiLUEC}f\O UACC-62 MCF-7 NCI-ADR 786-0 NCI1-460 K-562 OVCAR-03
250 51,545 43,127 33,95 27,086 46,638 91,895 52,389
25 33,787 26,382 32,719 5,62 A8 888 0 0
2.5 30,487 14,22 34,213 22,95 48,905 0 53,546
0,25 25842 33311 32,38 18,515 24 875 0 0
APU-31
i
ha T ACCE2
75 MCF.?
o MO &A0R
ff+]
o
?—': 50 4 786-0
B TV G460
25 A
T K EE2
T o AR-0%
0 =
4.1 1000
Diluigae
UACC-62 y = 3,1013Ln{x) + 31.253

MCF-7

NCI-ADR

786-0

NCI-460

K-562

OVCAR-03

R2 = (,7268

y = 1,8075Ln{x} + 25,525
R2=0,1955

y = 0,1387Ln{x) + 33,027
R2=0.212

y = 0,4075Ln(x) + 17,95
R2 =0,0188

y = 2,8352Ln(x) + 36,467
R2 = 0,5202

y = 11,047Ln(x) - 1.7772
RZ=05

y = 4,5002Ln(x} + 17,179

R2=0,1913

(y) equagéo da reta. (R%) coeficiente de regressao
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4. Curva de inibi¢ao dos produtos metabdlicos do isolado APU-40 em diferentes

diluigdes (0,25; 2,5; 25 e 250 ng/mlL) sobre culturas de céiulas tumorais humanas.

DILUICAO X % DE INIBICAO
DILUICAO UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI-4680  K-562 OVCAR-03

250 63,406 21,202 O 1,683 52,817 0 40,314
25 10,159 15,92 0 0 5,258 0 0
2.5 13,485 2,575 0 0 17,8964 0 0
0,25 11,038 10,261 0 0 6,697 G 0
APU40
100 - " ACCE2
T OMCET
75 -
2 P MGl ADR
i 4
£ 57 A e ST 1860
= e
] // A
s s T NCL-460
75 A - /
‘::’M g //‘:‘:‘f‘ ) -_‘:F‘— E{-SSE
0 VPRIV M ; S NCARADS
3.4 ] 10 100 1808
Diluigio

UACC-62 y = 6,6785Ln{x} + 10,714
R2 =0,5848

MCF-7 y =2,0051Ln{x) + 8,3439
R2 = 0,5582

NCI-ADR SEM INIBICAO

786-0 y = 0,2124Ln{x) - 0,0316
R2=0,6

NCH480 y = 5,4571Ln(x) + 9,401
R2 = 0,5358

K-562 SEM INIBICAO

OVCAR-03 v = 5,2524Ln(x) - 0,7814
R2=006
{y) equacao da reta. (R®) coeficiente de regressao
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5. Curva de inibigido dos produtos metabolicos do isolado APU-44 em diferentes

diluicdes {

DILUICAO X % DE INIBICAO

0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mt) sobre culturas de células tumorais humanas.

DILUICAQ  UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI1-460 K—562 OVCAR-03
250 53205 32,233 34,179 0 47,435 27.626 67,088
25 23543 29,727 20,687 7,984 17,017 0 44 584
2.5 33,468 28,555 15827 13,878 46,556 0 43,513
0,25 28053 8,055 23,537 14,709 18,939 0 55,812
APU-44
100 1
; T UACCB2
- T OMCF.T
1w
o - NCI-SOR
g
B o
= 20 - A TES.
‘;:’ 3{} /r. /} 7E6.0
- e = -
2 g o T MCI-450
25 - o
T W.SE2
S i T OVCAR-D03
T ot e + : 1
01 1 il 100 1000
Diluigdoe
UACC-62 y = 2,848Ln{x) + 28,683
R2 = 0,4189
MCF-7 y = 3,4616Ln(x) + 16,985
R2 =0,7166
NCI-ADR y = 1,5976La(x} + 20,254
R2 = 0,3742
786-0 y = -2,1724Ln(x) + 13,634
R2 = 0,9043
NC1-460 y = 2,4288Ln{x) + 27,463
R2=0,1854
K-562 y = 3,5983Ln{x} - 0,5354
R2=0.6
OVCAR-03 y = 1,5417Ln{x) + 49,512
R2=0,1723
(y) equagao da reta. (R*) coeficiente de regresséo
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6. Curva de inibicdo dos produtos metabdlicos do isolado APU-45 em diferentes

diluigdes (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/ml.) sobre culturas de células tumorais humanas.

DILUIGAO X % DE INIBICAO
DILUICAC  UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI-460 OVCAR-03

250 85,187 3,152 40,872 0 0 8,899
25 79,156 2,809 26,115 0 6,767 12,423
2,5 90,901 0 58,172 0 2,422 6,413
0,25 85,957 0 551 0 4332 11,896
APU-45
100 5 T UACCE2
5’/\\\ M T OMCF-7
75 1
° WCI-ADR
1
o
B on —
2 50 55-0
* T NCL4ED
25 A
e , T OVCAR-O3
B B e L Ty S P s T 4
.1 1 10 100 1300
Diluigdo
UACC-62 y = «0,6104Ln(x) + 86,562
R2=0,142
MCF-7 y = 0,537Ln(x) + 0,4048
R2 = 0,8297
NCI-ADR y = -3,232%Ln(x) + 51,774
RZ = 0,4274
786-0 SEM INIBIGAD
NCI-4580 = -0,3757Ln(x) + 4,1571
R2 = 0,1514
OVCAR-03 y = -0,1285Ln(x) + 10,175

R2 = 0,0189
(y) equagdo da reta. {R?) coeficiente de regresséo
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7. Curva de inibigao dos produtos metabolicos do isolado APU-54 em diferentes

diluigdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL) sobre culturas de células tumorais humanas.

DILUIGAO X % DE INIBICAO

DILUICAO  UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0
250 22,962 5,46 21,368 6,142
25 19,212 8,57 0 0
2.5 21,648 . 10,496 0 0
4,25 17,771 8,747 0 0

APU-54
100 4
75 4
o
"5
=2
£ 50 5
=
®

NCI1-460
33.805
0,319
0
3,001

2.1 1 10 100

Diluigao

1800

K-562 OVCAR-03
0 34,329
0 4,663
0 12,208
0 3,037

P UACC-62

RO S iy Fﬂj- ?

T 786.0
T NCLA50
T e 5632

OWCAR-03

LUACC-82 y = 0,5705Ln{x) + 19,219
R2 = 00,5247

MCF-7 y = -0,3816Ln{x} + 89,3573
R2=04712

NCH-ADR y = 2,784Ln(x) - 0,4142
R2=06

786-0 y = 0,8002Ln(x) - 0,119
R2=0,6

NC1-460 y = 4,0273Ln({x) + 0,9546
R2 = 0,5326

K-582 SEM INIBIGAC

OVCAR-03 v =3,7493Ln{x) + 58072

R2 = 0,5981
(y) equacéo da reta. (R coeficiente de regressao
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8. Curva de inibicao dos produtos metabéiicos do isolado APU-56 em diferentes

dilui¢des (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL) sobre cuituras de células tumorais humanas.

DILUICAO X % DE INIBICAO
DILUICAO  UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI-460  K-562 OVCAR-03

250 30,15 40,146 21,388 16,906 37,283 4 42,045
25 7,982 0 ¢ 5,901 16,71 o 0
2.5 5,697 0 ¢ 8] 20,883 ¢ 0
0,25 5,985 0 0 0 20,012 O 0
APU-56
100 -
T GACC-52
e '
75
o NCI-ADR
g
=
2 50 4 T 7880
£
2 " NC-4B0
25 _
T K-562
T OVCAR3
g 4
0,1 1 10 160 1000
Diluigdo
UACC-62 ¥ = 3,2477Ln(x) + 5,7387
R2 = 0,6647
MCF-7 ¥ = 5,2306Ln(x) - 0,7781
R2=08
NCI-ADR y = 2,784Ln(x) - 0,4142
R2=06
786-0 y = 2,4589Ln(x) + 0,6177
R2 = 0,841
NCI-480 y = 2,0712Ln{x) + 19,437
R2 = 0,4455
K-562 SEM INIBICAD
OVCAR-03 y = 5.478Ln(x} - 0,8149

R2=086
(y) equagdo da reta. (R°) coeficiente de regresséo
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9. Curva de inibicio dos produtos metabdlicos do isolado APU-57 em diferentes

diluigoes (0,25; 2,5; 25 e 250 ng/mL) sobre cuituras de células tumorais humanas.

DILUICAC X % DE INIBICAC

DiLUI(;AO UACC-62 MCF-7 NCI-ADR 786-0 NCI1-460 K-562 OVCAR-03
250 28,017 14,845 32,335 0 20,293 60,95 21,14
25 11,841 2,675 16,472 0 21,355 13,701 15,38
2.5 29,109 22,179 14311 2,147 22,802 15,477 12,814
0.25 18,712 15,961 22,831 14189 27,618 11,535 12.359
APUST
100 .
T A6
. o CRT
12 NCL.ADR
&
# 30 1RG0
£
* T NCLABO
25 o
.56
B w T OAYCAR.03
e:l‘ Wty v 18 "““';'““ it I f . ,,I,A.J<;»3A1...u_......,_! ¢
1 10 100 1300
Diluigao
UACC-62 y = 0,.4624Ln{x) + 20,964
R2 = 0,0282
MCF-7 y = -0,9924Ln(x} + 15,967
R2 = 0,1308
MCLADR vy =1,3321Ln{x) + 18,733
R2 = 0,2398
786-0 y = -0,2781Ln{x) + 1 4565
R2 = (,5854
NC!-450 =-1,0169Ln{(x) + 25,118
R2 = 0,8737
K562 y = 8,3611Ln(x) + 12,264
B2 = 0,6342
OVCAR-03 y = 1,25812Ln{x) + 12,861
RZ = 0.858

(y) equacéo da reta. (Rz} coeficiente de regressao
Y
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10. Curva de inibigdo dos produtos metabélicos do isolado APU-59 em diferentes

dilui¢des (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL) sobre culturas de células tumorais humanas.

DILUICAO X % DE INIBICAO
DILUIGAQ  UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI-460 OVCAR-03

250 24,497 43,865 0 25213 35,021
25 61,43 0,08 41,109 #] 6,685 10,268
2.5 33,782 0 13,564 ] 14,771 15,92
0,25 62,667 14,245 7,585 o 17,07 37,522
APU-59
100 ~ T yaces?
~ MCF.3
75 1
o ) NCI-ADR
> . 7
.:g 50 - \\\\ / T 786-0
s T . o T T NCL460
5 4 T A
Fmera '-._\‘ . Py /“/"( : Py O\@. . -03
. e e CAR
G B E—— B B s P N TP nee PR —
g1 i ig HEL 1000
Diluigdo
UACC-62 y = -0,2686Ln(x) + 52,872
R2 =0,0014
MCF-7 y = 1,3382Ln{x) + 6,9366
R2=0,1115
NCI-ADR y = 5,9362Ln(x) + 14,282
R2 = 0,8952
786-0 SEM INIBIGAD
NCI-460 y =0,7088Ln(x) + 14 467
R2 =0,0766
OVCAR-03 v =-0,5713Lnx) + 25,864
R2 = 0,0156

(y) equagso da reta. (R?) coeficiente de regressio
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11. Curva de inibicdo dos produtos metabdlicos do isoiado APU-61 em diferentes

diluigdes (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL) sobre cuituras de células tumoerais humanas.

DILUICAO X % DE iNIBIGAO

DILUICAO  UACC-62 MCF-7 NCI-ADR 786-0 NCI-480 OVCAR-03
250 86,334 0,213 43,865 0] 52,842 47 957
25 56,553 11,946 41,109 0 9,932 30,766
2.5 73,453 2,03 13.564 0 9,029 14,897
0,25 50,065 0 7.585 O 8,56 10,126
APU-61
100 5 T JACC-62
P MCF-7
:‘.5 1 e :
o P T HCl-ADR
e e T
Ry - e
2 04 © o
£ i
* o ( T NC-460
25 -
I . T OWCAR-G3
P , —
Q st . b .- A bR o B e o R
0.1 1 10 100 1000
Diluigie
UACC-62 y = 3,9915Ln{x} + 58,349
R2 = 0,5209
MCF-7 y = 0,4584Ln{x) + 2,5995
R2 =0,0577
NCI-ADR y = 5,9362Ln(x) + 14,282
R2 = 0,8052
786-0 SEM INIBIGAO
NCI-460 y = 5,8086Ln{x) + 8,0809
R2 = 0,825
OVCAR-03 y = 5,6138Ln(x) + 14,355
R2 = 0,9517

{y) equacdo da reta. (Rz) coeficiente de regressdo

119




12. Curva de inibicido dos produtos metabdlicos do isolado APU-62 em diferentes

dilui¢des (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/ml.) sobre culturas de células tumorais humanas,

DILUICAO X % DE INIBICAD
DILUICAC UACC-82 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI-460 OVCAR-03

250 16,877 39,302 0 47,618 43,318
25 61,05 2,493 14,187 0 3.012 4,31

2,5 55,773 6,826 20,574 0 3,856 1,743
0,25 59,221 4,767 4,516 0 5,582 23,83

100 —%T uacce2
T MCF.T
78 A
o NCL-ADR
ug
o
=2 786-0
£
e T NCL-480
T O CAR.O3
a1 1 10 100 1000
Diluigio
UACC-62 y = 8,6947Ln{x) + 57,083
R2 = 0,5188
MCF-7 y = 1,3896Ln(x) + 4.8676
R2 = 0,4241
NCI-ADR y =4 2548L.n{x} + 10,848
R2 = 0,743
788-0 SEM IN!BICAO
NCI-480 y = 5,4401Ln(x} + 3,768
R2 = 0,5523
OVCAR-03 y = 2,6505Ln(x} + 12,82
R2 = (,1653

(y) equaco da reta. (R*) coeficiente de regressao.
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DILUICAO X % DE INIBICAO
UACC-82 MCF-7 NCI-ADR

786-0

o

a
0
]

13. Curva de inibicdo dos produtos metabdlicos do isolado APU-64 em diferentes

diluigdes (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL) sobre culturas de células tumorais humanas.

NCi-460 OVCAR-03
32.259
12,449
8,751
2,098

% Inibigao

APU-64

T ACC-62

MC-4580

S AROG

y = 1.6468L.n(x}y + 73,427
y =-14703Ln{x) +7,1156
y = 0,3851Ln(x} + 9,763
SEM INIBIGAO

y = 2.05310n(x) + 4, 4468

y = 3,9295Ln{x) + 6,2305

{v) equacao da reta. (R coeficiente de regress&o.
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14, Curva de inibigdo dos produtos metabélicos do isolado APU-71 em diferentes

diluigoes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL) sobre culturas de céluias tumorais humanas.

DILUICAQ X % DE INIBICAO
DILUICAQ  UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI-480 K-562  OVCAR-03

250 24 885 2,189 18,19 39612 68,316 o 50.687
25 439 0 0 8,669 1,888 0 ¢]
2.5 32,903 14,495 0 0 6,189 0 ¢]
0,25 46,351 2,89 0 0 4,168 0 0
APU-71
100 - T ACCAE2
. TOMCF.?
75
b4 o HCI-ADR
8 = B -
£ - R T86-0
R T NCH-460
9 3 E
) \Q\‘ .
25 - . oy : )
T K.562
0 - ; : T OVCAR.O3
0.1 1 10 100 1000
Diluicao
UACC-62 v = -4,0351Ln(x) + 35,475
R2 = 0,4667
MCF-7 y = -0,7234Ln(x) + 6,3843
R2 = 0,1088
NCI-ADR y = 2,3699Ln{x) - 0,3526
R2=06
786-0 y = 5,5375Ln(x) + 0,6211
R2 = 0,7658
NCI-460 y = 8,1708Ln{x) + 3,2458
R2 = 0,5702
K-562 SEM INIBIGAO
OVCAR-03 y = 8,6030Ln(x) - 0,0824
R2=06

(y) equacdo da reta. (R?) coeficiente de regresséo.
Yieq
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15. Curva de inibigdo dos produtos metabélicos do isolado APU-72 em diferentes

diluigoes (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL) sobre culturas de células tumorais humanas.

DILUIGAO X % DE INIBICAO
DILUICAO ~ UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI460 K-562 OVCAR-03

250 23,442 0 7.21 18,87 10,765 0 34,407
25 20,191 2,958 0 0 9,54 O 0
2.5 14,026 5,763 0 0 8,357 O 0
0,25 11,882 10,999 0 O 0 G 0
APU-72
00~ T UACC-B2
. COMCF-T
el
{g MNCLEDR
o>
2 50 - 735-0
= )
=X - B W
o B o562
VWW e
q _ w- x oy ST g e T/CAR-03
0.1 ! i0 100 1000
Diluigac
UACC-82 y = 1,7608Lni{x) + 13,77
R2 = 0,9666
MCE-7 y = -1,55490Ln(x} + 8,1448
R2 = 0,8752
NCI-ADR y = (,9394Ln(x} - 0,1397
R2=08
786-0 y = 2 4585LA(x) - 03,3657
R2=086
NCI-460 y = 1,45380Ln{x) + 4,1504
R2 = 10,7853
K-562 SEM INIBICAQ
OVCAR-03 y = 4,4828Ln(x} - 0,B669

R2=06
{v) equagdo da reta. (R*) coeficiente de regressao,
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16. Curva de inibigdo dos produtos metabélicos do isolado APU-74 em diferentes

diluigbes (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL} sobre cuituras de céluias tumorais humanas,

DILUIGAQ X % DE INIBICAO
DILUICAO UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0  NCI-460 K-562 OVCAR-03

250 34,896 34,093 36,059 20,424 34,882 42 589
25 17,708 5774 2879 21,99 29,151 32,623 20,372
2.5 25,042 25818 38,732 23203 33,499 47 BS 24,583
0,25 20,031 23,135 38,027 3517t 23,841 8,259 19,398
APU-74
100 - T UACCER
OMCF.7
75 4
rg NCLADR
o
2 50 T 7880
T 50
iy TR NCH460
25 A X
T K587
0 ) ‘ . i ) [ T VG ARA03
a1 1 10 100 1000
Diluigdo
UACC-62 y = 1,6182Ln(x} + 21,072
R2 = 0,3979
MCF-7 y = 0,5572Ln(x) + 21,053
R2 = 0,0194
NCI-ADR y = -0,6882Ln(x) + 36,825
RZ = 0,2021
786-0 y = -2,8622Ln(x) + 29,411
R2 =(,8184
NCI-480 y =-0,634Ln{x) + 28,04
R2 =0,1088
K-562 y = 2,B161Ln(x) + 25,031
RZ = 0,2589
OVCAR-03 y = 2,8380Ln(x) + 20,865
R2 = (,5099

(y) equagdo da reta. (R?) coeficiente de regresséo.
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17. Curva de inibigdo dos produtos metabdlicos do isolado APU-77 em diferentes

diluicdes (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL) sobre culturas de células tumorais humanas.

DILUICAQ X % DE INIBICAO

DILUiQ.&O UACC-62 MCF-7 NCI-ADR 788-0 NCI-460 K-562 OVCAR-03
250 43,539 4] 51,424 16,622 19,541 79,385 23,879
25 25259 12,482 16,807 20,89 31,007 30,343 16,695
2.5 17,328 6,038 22,034 14,587 33,072 15,988 5,217
0,25 32,487 30,192 43,768 17 484 22,928 32,603 16,019
APU-77
0 P
_ LIS CC82
o MCF-T
2 M-S DR
=50 TRE-D :
= e
X . [, TUTUNCLAED |
T T :
_ T K.562
o Ll - Wr) o N T OvCaR3 %
4 1 1 H U b |
‘ ‘ ) 100 1600
Diluigac
UACC-82 y = 1,78430Ln{x) + 25,964
R2 = 0,2269
MCF-7 y = -3,6537Ln0) + 19,732
RZ = 0,6931
NCH-ADR y = 0,7705Ln{x) + 31,315
R2=0,0188
785-0 y = 0,5523Ln(x) + 17.004
R2 = 0.3545
NCI-480 y =-0,53Ln(x) * 27,735
R2 = 0,06
K-562 y = 6,7186Ln(x) + 25,689
R2 = 0,526
OVCAR-03 vy = 1,5358Ln(x) + 12.303
R2 = 0,3486

{v) equacao da reta. (R*) coeficiente de regressao.
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18. Curva de inibigio dos produtos metabdlicos do isclado APU-79 em diferentes

diluigtes (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL) sobre cuituras de células tumorais humanas.

DILUICAO X % DE INIBICAO
DILUICAO UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI-4680 K-5682 OVCAR-C3

250 36,42 5412 32549 46,723 0 57,228
25 19,944 0 17,963 17,943 25091 0 74,891
2,5 20,183 8346 3818 8.2 4072 18075 25904
0,25 15,354 89,101 34,545 6467 10,006 0 38,132
APU-78
100 1 O UACC-82
“MCF 7
75 - N
o s,
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TR T ese
oo
0 e T ey ey T OVCARG3
0.1 1 10 100 1000
Diluigao
UACC2  y=27343Ln(x) + 17,322
R2 =0,7747
MCF-7 y = -14,528Ln(x} + 74,532
R2 =0,7676
NC{-ABR y = -1,1381Ln(x} + 33,162
K2 =0,1453
786-0 y = 2,492Ln(x) + 8,5866
R2 = 0.8603
NCI-480 y = 5 7357in(x} + 85,8389
R2 = 0,7986
K-562 y = -0.785Ln(x) + 6,1418
R2 = §,0687
OVCAR-03 y = 4,8155Ln{x} + 39,486
R2 = 0.4064

{y) equagao da reta, (R%) coeficiente de regressao.
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19. Curva de inibicac dos produtos metabdlicos do isolado APU-84 em diferentes

diluigdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL) sobre culturas de céluias tumorais humanas.

DILUICAC X % DE INIBIGAO

DiLUiQ/—\O UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI1-460 K562 OVCAR-03
250 11,076 30,626 9,321 0 28,385 83,556 18,1186
25 0 1,266 3,954 O 23,738 27,933 15,476
2.5 0 7,854 Q 0 23,839 34,861 12,977
0,25 20,397 4,022 28,577 7,088 24,031 39,752 17,927
APU-84
00 + T JACC-E2
MCF-7
75 -
2 112 0R
ey
= 5 TE8.0
c
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I~ — T MCi-480
54 . e
‘:i*'mﬁm:m_w__ __MF*M_______”WW“_——-——“* CSED
D ; ien i :;;‘,ﬁ:ff::ue, s ‘ T OO ARG
o 1 10 160 1080
Diluigao
UACC-62 y = -1,2144Ln{x) + 10.379
R2 =(,1343
MCEF-7 y = 3,1801Ln{x) + 4,3669
R2 = 0,4978
NCI-ADR y = -2 07650Ln(x) + 14,256
R2 =0,2776
786-0 y = -0,9238Ln{x) + 3,6819
R2=06
NC-460 y = 0,5629Ln{x) + 23,834
R2 = 0.5476
K-562 y = 5,4063Ln(x) + 35,348
R2 = (0,408
OVCAR-03 y = 0,1332Ln(x) + 15,849
R2 =(,0268

{y) equac&o da reta. (Rz) coeficiente de regressao.
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20. Curva de inibi¢ao dos produtos metabdlicos do isolado APU-85 em diferentes

diluigdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL) sobre culturas de células tumorais humanas.

DILUIGAC X % DE INIBIGAO

DlLUlQAO UACC-62 MCF-7 NCI-ADR 786-0 NCi-460 K-562 OVCAR-03
250 28,11 0 39,251 7,301 96,383 16,854 52,439
25 17,502 51,807 15,402 17,055 58,455 40,508 10,786
2.5 16,057 o 19,573 18,69 78,048 0 22,522
0.25 30,107 10,892 14,393 21,562 83,921 46,921 26,744
APU-85
100 . T uacce2
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Diluigdo
UACC-82 y = -0,19741n(x) + 23,352
R2 = 0,0067
MCF-7 y = (1,8308L.n(x) + 13,857
Rz = (3,0101
NCI-ADR y = 3,0576Ln{x) + 15,833
R2 =0,8122
786-0 y = -1,929Ln(x) + 20,14
RZ = 0,8588
NCi-460 y = -0,5302L.n(x) + 82,798
R2 = (,0081
K-562 y = -2,1581Ln{x) + 30,533
R2 = 0,0877
OVCAR-03 y = 2,83810Ln{x) + 22,255
RZ = 0,2308

{y) equacdo da reta. (R%) coeficiente de regresséo.
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21. Curva de inibi¢dao dos produtos metabélicos do isolado APU-93 em diferentes

diluigdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/ml.) sobre culturas de células tumorais humanas.

DILUICAQ X % DE lNiBIQAO
DILUI(;}?O UACC-62 MCF-7 NCIADR 786-0 NCi-460 K-562 OVCAR-03
250 20,304 31,688 23.417 O 35,453 79,328 16,682
25 17,961 21,822 24,349 5,766 20,298 0 14,627
2.5 14,471 15,188 25,854 3,15 7,128 24,233 13.445
0,25 25,339 17,341 24.967 0 29,384 1,621 12,323
APU-93
b
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Diluigdo
UACC-62 y = -0,5044Ln(x) + 20,562
R2 = 0,1081
MCF-7 y = 2,1587Ln{x) + 17.049
R2 = 0,7661
NCI-ADR y =-0,2673Ln{x} + 25,199
R2 = 0,5983
786-0 y = 0,1138Ln(x) + 1,994 1
R2 = 0.0147
NCI-460 y = 1,3627Ln(x) + 20,248
Rz =0,1082
K-562 y = §,0719Ln{x}) + 7,5386
R2 = 0,5299
OVCAR-03 y =0,6193Ln{x) + 12,889
R2 =0 9755

{y) equagio da reta . (Rz) coeficiente de regresséao.
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22. Curva de inibicao dos produtos metabélicos do isolado APU-111 em diferentes

diluigdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pug/mL) sobre culturas de células tumorais humanas.

DILUIGAT X % DE INIBICAO
DILUICAO  UACC-62 MCF-7 NCI-ADR  786-0 NCI-460  K-562 OVCAR-03

250 37,176 4,091 28032 19,797 45,85 0 80,856
25 32,324 G 21862 16,116 29,583 61,731 21,062
2.5 26,688 23,715 32,281 21,301 $,473 O 20,126
0,25 38,805 9,874 38,487 23,453 24.625 62,803 23,53
APU-111
100 S T UACC-62
T OMCF.T
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Diluigao

UACC-862 y = -0,1112Ln(x) + 34.256

R2 = 0,0032

MCF-7 y = -1,7964Ln(x) + 13,159
R2 = 0,2659

NCI-ADR y = -1,8226Ln(x) + 33,868
R2 = 0,5834

786-0 y = -0,7015Ln(x) + 21,617
R2 = 0,4557

NCI-460 y = 4,0296Ln{x) + 16,801
R2 = 0,407 1

K-562 y = -5,5146Ln(x) + 42,56
R2 = 0,2076

OVCAR-03  y = 8,8255Ln(x) + 20,671
R2 = 0,5709

(y) equacao da reta. (R?) coeficiente de regressao.
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