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Resumo:

Bactérias do género Streptomyces sdo uma fonte promissora de produtos naturais biologicamente ativos, com
aplicacdo na medicina, industria e agricultura. O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda de
metabolitos produzidos por Streptomyces hygroscopicus ACTMS-9. A linhagem foi fermentanda em cultivo
submerso com farinha de soja, sua biomassa foi extraida com metanol, particionada com butanol e fracionada
em cromatografia em coluna flash. Na avaliagéo da toxicidade aguda foram usados camundongos albinos Swiss
fémeas seguindo o Protocolo OECD 423. Os animais dos grupos testes receberam, por via oral, a fragdo EB2A
2000 mg/kg (grupo tratado) e solucéo fisioldgica a 0,9 % (grupo controle). Apés a aplicacao, foram observados
parametros do screening hipocratico. A evolucdo ponderal e consumo de ragdo e agua foram avaliados durante
os 14 dias seguintes. Apés este periodo, foi coletado sangue por puncéo cardiaca dos animais devidamente
anestesiados, depois de eutanasiados em camara de CO: foram removidos baco, figado e rim, pesados e
analisados macroscopicamente. N&o foi observada nenhuma variacdo significativa no peso, consumo de racao
e agua em relagdo aos animais do grupo controle. Nao houve diferenca nos parametros hematolégicos, no peso
dos 6rgados e na analise macroscopica dos mesmos. Os resultados indicam que a fracdo EB2A apresentou baixa
periculosidade aguda com DLso superior a 5000 mg/kg, sendo considerada segura.

Autorizacéo legal: O protocolo utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentacéo Animal (CEEA)
da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°. 23076.023704/2014-86).

Palavras-chave: Produtos Bioativos; Micro-organismo; Estudo Toxicolégico.
Apoio financeiro: CAPES e UFPE.

Introducéo:

A natureza é uma fonte de novos agentes terapéuticos, com isso a percentagem de medicamentos a
base de produtos naturais no mercado tem aumentando e por conta da grande biodiversidade taxondmica dos
micro-organismos, eles representam uma alternativa para a descoberta de novos metabdlitos secundarios
biologicamente ativos. Os micro-organismos séo faceis de cultivar e podem ser adaptados metabolicamente
para producédo de medicamentos, em comparag&o com as plantas cujo acesso € limitado e a taxa de crescimento
lenta (Dias; Urban; Roessner, 2012).

Bactérias do género Streptomyces sdo precursores notaveis de produtos bioativos, onde a partir de seus
metabdlitos secundarios sdo produzidos mais de 85% dos antibidticos nao-sintéticos (Saurav; Kannabiran,
2012). Estas bactérias sdo também produtoras de compostos com atividade antifingica, antiparasitaria, antiviral,
herbicida e antitumoral (Hasani; Kariminik; Issazadeh, 2014).

A introduc¢do de um novo farmaco no mercado € um processo demorado, oneroso e muitas vezes falho
devido, em parte, a deficiéncia na previsao de efeitos colaterais de testes pré-clinicos. Desse modo, testes pré-
clinicos em modelos animais e ensaios in vitro celular, tecidual ou em fun¢gdes bioquimicas sao fundamentais
para garantir a seguranga e continuidade da prospecc¢éo de novos farmacos em humanos (Khanna, 2012).

O interesse da pesquisa em investigar a toxicidade aguda de fracdo do metabdlito secundério de
Streptomyces hygroscopicus ACTMS-9H isolados da regido Amazdnica € justificado pelo potencial que o género
Streptomyces apresenta em produzir metabdlitos Uteis na indUstria farmacéutica, além de contribuir para o
conhecimento do potencial biotecnoldgico dos micro-organismos dessa regiao.

Metodologia:
Linhagem Utilizada

A linhagem bacteriana Streptomyces hygroscopicus ACTMS-9H foi isolada da rizosfera do guaranazeiro
[Paullinia cupana (Kunth) var. sorbilis (Mart.) Ducke] do municipio de Maués - Amazonas e encontra-se
depositada na Cole¢édo Microbiana do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco
sob imersédo em 6leo mineral e liofilizada com o c6digo UFPEDA 3370.
Extracdo e Fracionamento

O pré-indculo de Streptomyces hygroscopicus ACTMS-9H ocorreu em frasco Erlenmeyer de 500 mL
contendo 100 mL de meio ISP-2 liquido com inoculagdo de 6 blocos de gelose retirados do crescimento da
linhagem em ISP-2, cultivada por 14 dias a 30 °C, e submetido a agitagdo por 48 h (200 rpm 30 ‘C). Em
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Fernenbach com 500 mL do meio liquido MPE foi inoculado 50 mL do pré-inéculo e submetido a agitacéo por
96 h (200 rpm 30 °C). Ap6s a fermentacédo, a biomassa foi separada do liquido metabdlico por centrifugacéo a
3.000 rpm durante 3 min e extraida trés vezes com metanol na proporcao 1:2 (p/v). O extrato foi rotaevaporado
a50°C.

O extrato metandlico da biomassa foi diluido em agua destilada e particionado com 2-butanol nas
proporcdes de 1:3 e rotaevaporado a 50 ‘C. O extrato butandlico foi fracionado utilizando cromatografia em
coluna flash (26,5 x 2,6 cm) sobre gel de silica (230 — 400 Mesh), na fase estacionaria e, uma fase movel
gradiente CHCI::MeOH (9:1, 8:2, 7:3) e MeOH. As fracdes que apresentaram um perfil semelhante foram
reunidas, sendo obtidas trés fracdes: EB1 eluida no sistema CHCls:MeOH (9:1); EB2 eluida no sistema
CHCI3:MeOH (8:2 e 7:3); e EB3M em MeOH. Essas fragbes foram rotaevaporadoras a 50 °C e reavaliadas.
Observou-se que a fragdo EB2 quando dissolvida em CH2Cl:MeOH (1:1) formou um precipitado branco,
denominado EB2B que foi separado do dissolvido, denominado EB2A. Esses extratos foram novamente
concentrados (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma para obtencdo do extrato metandlico da biomassa (EMeOH 9H-B) de S. hygroscopicus
ACTMS-9H em fermentagdo submersa, particdo liquido-liquido com 2-butanol (fase butandlica) e fragcbes da fase
butandlica (EB1, EB2A, EB2B e EB3M).

Toxicidade aguda

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fémeas procedentes do Biotério do
Departamento de Antibidticos da UFPE, com faixa etéria de 60 dias, pesando 25+5g, separados em grupos de
trés animais por gaiola. Os animais foram mantidos a temperatura ambiente 23 + 2°C sob o ciclo claro/escuro,
com 4gua e alimento a vontade durante o experimento. Os grupos testes receberam, por via oral, a fracdo EB2A
na dose de 2000 mg/kg (grupo tratado) e solucéo fisioldgica a 0,9 % (grupo controle). Apds a administragéo, os
animais foram observados nas primeiras horas e depois a cada 24 h diariamente (OECD, 2001). Em seguida
utilizou-se o método de screening hipocrético, o qual examina aspectos importantes dos animais como: o estado
de consciéncia, disposicao, atividade e coordenacao do sistema motor e tdnus muscular, atividade do sistema
nervoso central e autdnomo. Também foi observado o consumo de 4gua, racédo e peso dos animais. No 14° dia,
foi coletado sangue por puncao cardiaca dos animais devidamente anestesiados. Para avaliacdo dos possiveis
efeitos toxicos sistémicos, os drgdos (figado, rins e bago) foram extirpados e seus indices calculado seguindo a
formula: indice = Peso do 6rgéo (g) / Peso do animal (g). O protocolo utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica
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na Experimentacédo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°. 23076.023704/2014-
86).
Analise Estatistica

Os valores foram expressos como média + SEM (n = 6 para cada grupo) na toxicidade aguda. Valores
de p < 0,05 foram considerados significativos usando ANOVA uma via seguido pelo teste de Bonferroni no
programa Graphpad Prism 5.0.

Resultados e Discusséo:

Durante o periodo de observacdo de 14 dias da toxicidade aguda, ndo foi registrado ébito e nenhum
comportamento andémalo que pudesse ser atribuido a administracao da fragdo EB2A. O consumo de agua e
racdo dos animais tratados com a fracdo EB2A néo diferiu significativamente dos animais do grupo controle.

A média de peso corporal dos animais do grupo tratado no final do experimento ndo apresentou diferenca
significativa em relagdo ao controle. Ndo houve redugcdo de peso nos animais, o que indica ndo ter havido
grandes efeitos colaterais sobre o peso corporeo. Este € um parametro usado para avaliar a resposta terapéutica
de farmacos e também indicar efeitos adversos relacionados ao seu uso (Suganthi; Ravikumar, 2012).

Os 6rgéos (baco, figado e rim) ndo apresentaram alteracdes macromorfolégicas importantes quanto ao
aspecto ou cor, assim como os valores de peso relativo ndo diferiram estatisticamente entre os animais tratados
com a fracdo EB2A e os animais controle. A fracdo EB2A na dose de 2000 mg/kg n&o apresentou toxicidade
frente a células sanguineas de camundongos, pois, ndo houve diferenca significativa entre os parametros
hematol6gicos analisados dos animais tratado com a fracdo EB2A quando comparados aos animais controle.

A toxicidade de uma substancia por via oral pode ser classificada como extremamente téxica (DLso < 25
mg/kg), altamente toxica (DLso 100 - 500 mg/kg), mediamente téxica (DLso 500 — 2000mg/kg) e pouco toxica
(DLso > 2000 mg/kg) (Zanetti et al., 2003). Os resultados obtidos neste estudo sugerem a fracdo EB2A do
metabolito de Streptomyces hygroscopicus ACTMS-9H apresenta pouca ou nenhuma toxicidade para os animais
nas condi¢cbes experimentais realizadas neste trabalho, sendo sua DLso superior a 2000 mg/kg. Com base na
DLso, a fragcdo EB2A se enquadra na categoria 5 de toxicidade da Globally Harmonized System of Classification
and Labelling of Chemicals (GHS), onde sdo agrupadas substancias que apresentam baixa periculosidade
aguda, mas que sob certas circunstancias, podem apresentar perigo a populacdes mais susceptiveis, estando
nessa categoria substancias com DLso de 2000 — 5000 mg/kg (OECD, 2001).

Conclusdes:

Streptomyces hygroscopicus ACTMS-9H produz metabdlitos secundarios (fracdo EB2A) que apresenta
baixa toxicidade aguda com DLso superior a 5000 mg/kg, sendo por isso considerada segura. Entretanto, estudos
complementares de toxicidade sub-crénica e crdnica sdo necesséarios para uma melhor elucidacédo do perfil
toxicolégico desses metabdlitos.
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