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Relatorio Descritivo de Patente de Invengao

EXTRATO BRUTO DE BACTERIA Teredinibacter turnerae, PROCESSO DE
OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO, COMPOSICAO FARMACEUTICA
CONTENDO O MESMO E USO NO TRATAMENTOQ DE DISTURBIOS E

DESORDENS PROLIFERATIVAS

CAMPO DA INVENGCAO

Esta invengdo pertence a area quimico-farmacéutica, mais precisamente,
a area de produtos naturais com utilidade a salde pulblica devida sua atividade
inibidora da proliferacao celular e viral.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

Na ultima decada, grandes avangos foram obtidos no tratamento de
varios tipos de cancer. Apesar disso, mais da metade dos pacientes com
neoplasias n&o responde ao tratamento com quimioterapicos ou sofrem
relapsos. Assim, existe grande interesse na descoberta de produtos naturais
com atividade antineoplasica (Paterson & Anderson, 2005). As plantas
representam a maior fonte de quimioterapicos explorados atualmente (Akihisa
et al., 2006a; 2006b; Murakami et al.,, 2000; Ukiya et al., 2002). Uma fonte
alternativa de farmacos seria a utilizagao de organismos marinhos, que incluem
uma grande diversidade de espécies.

Esta fonte de compostos comegou a ser explorada recentemente,
resuitando no isolamento de cerca de 15000 produtos oriundos de animais
marinhos e no arquivamento de centenas de patentes. As propriedades
analgésicas, anti-inflamatérias e antineoplasicas de alguns destes compostos,
como a Briostatina |, Halicondrina B e Dolastatina (Proksch et al., 2003), estao
sendo avaliadas em testes clinicos em fase | ou Il. Estes compostos sao de
dificil isolamento, necessitando-se de uma grande quantidade inicial do animal
marinho para purificagdo de pequenas quantidades da droga de interesse. Para
exemplificar, 1g da droga anticancer ecteinascidina 743 (ET-743) € obtida a
partir de 1 ton do tunicado Ecfeinascidia turbinata. Da mesma forma, sao
necessarias 15 toneladas do briozoario Bugula neretina a fim de purificar 13mg
de Briostatina.

Uma alternativa para producgac destes compostos de forma mais eficiente

dependeria do cultivo destes animais marinhos. A produtividade, em biomassa,
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de briozoarios e tunicados, entretanto, ainda € incipiente e incapaz de suprir as
demandas.

A complexidade da estrutura quimica das briostatinas indicou que uma
versatilidade bioquimica, exclusivamente encontrada em bactérias, seria
necessaria para a sintese destes compostos. Desta forma, Haygood e
colaboradores analisaram as populacdes bacterianas associadas a especimes
de B. neritina coletados ao redor do mundo e detectaram a bactéria simbionte
Candidatus Endobugula sertula associada a B. neritina (Haygood & Davidson
1997, Davidson & Haygood, 1999). Resultados de hibridizagao in situ e
seqlienciamento de metagenoma, demonstraram que a bactéria Ca. E. sertula
€ a verdadeira responsavel pela sintese da estrutura central das Briostatinas
(Haygood & Davidson, 1997; Davidson, et al., 2001; Hildebrand, ef al., 2004a;
Sudek, ef al., 2007).

A associacdo da produgao de briostatinas com bactérias simbiontes néo
cultivaveis é parte de um grupo crescente de estudos da sintese de compostos
bicativos isolados de invertebrados marinhos. Estes estudos se originaram na
década de 90, quando esforcos pioneiros revelaram que a estrutura quimica
complexa de compostos bioativos isolados de invertebrados marinhos indicava
a necessidade de vias metabdlicas bacterianas (Anthoni et al., 1990; Kobayashi
& Ishibashi, 1993). De fato, bactérias simbiontes foram apontadas como as
verdadeiras fontes de compostos biocativos isolados dos invertebrados
marinhos hospedeiros (Hildebrand et af., 2004b; Piel, 2004; Konig et al., 2006).
Na maioria das vezes estes compostos proporcionam algum tipo de defesa
quimica, sendo fundamentais para a scbrevivéncia de invertebrados marinhos
morfologicamente expostos ou desprotegidos, de baixa capacidade de
locomogao ou de estilo de vida séssil. Nao obstante, esponjas, tunicados,
briozoarios e ascidios, estdo sabidamente, entre as maiores fontes de
compostos bioativos com potencial farmacolégico (Anthoni et al, 1990;
Haygood et al., 1999; Faulkner, 2000; Piel et al., 2004). Para estes animais,
explorar relagfes simbidticas com bactérias capazes de produzir metabdlitos
secundarios bioativos parece ser uma excelente estratégia para aquisigdo de
novas defesas quimicas e melhoramento da adaptabilidade no ambiente

marinho, onde a pressio seletiva exercida por predadores ou parasitas € maior



10

15

25

30

3/13

do que em qualquer outro ecossistema, principalmente em regiées subtropicais
e tropicais (Proksch et al., 2002).

Apesar de uma enorme gama de compostos supostamente bacterianos
terem sido isolados de esponjas, ascidios e briozoarios, apenas um caso &
relatado para o filo dos moluscos. Este trabalho lista os compostos da classe
das dolastatinas, isolados do gastrépode Dofabella auricularia. Diversos
compostos da classe das dolastatinas apresentam notavel atividade anticancer
e estdo sendo utilizados em testes clinicos e no desenvolvimento de novas
drogas (Schwartsmann et al.,, 2003). Uma vez que compostos idénticos, ou
extremamente similares, foram posteriormente isolados de cianobactérias,
acredita-se que as dolastinas s&o, na verdade, produto de bactérias simbiontes
ou presentes na dieta de Dolabella auricularia. Todavia, como a ultima hipotese
parece mais provavel, este exemplo ndo se caracterizaria propriamente como
um caso de “simbiose de defesa quimica” (Piel, 2004).

A bactéria celulolitica e fixadora de nitrogénio Teredinibacter tumerae é
comprovadamente um endosimbionte de moluscos marinhos perfurantes de
madeira da familia Teredinidae. O genoma de 7. furnerae apresenta nove
cassetes génicos (regides 1-9) que codificam policetideo sintases (PKSs) e
peptideo sintetases nao-ribossémicas (NRPSs) (Yang et al. 2009). Todas estas
regides sao de fato funcionais, sendo expressas in vitro e in symbio. Assim, T.
turnerae dispbe aproximadamente de 7% do seu genoma para a sintese de
metabdlitos secundarios policetidicos e peptidicos nao-ribossdmicos,
representando uma taxa extremamente expressiva e maior do que a
encontrada em bactérias Sfreptomyces spp., conhecidas como grande
produtores de antibidticos. Além disso, foi mostrado que T. furnerae €
filogeneticamente relacionada ao simbionte de briozoarios Ca. Endobugula
sertula produtor de briostatina (Lim & Haygood, 2004).

No Brasil, o teredinideo de manguezal Neoteredo reynei, conhecido
popularmente como Turu, é utilizado no Norte do pais como alimento,
fortificante, afrodisiaco e também no tratamento da anemia e da tuberculose.

A literatura cientifica é rica em informagdes sobre a importancia ecolégica
dos teredinideos. Sac encontrados diversos artigos descrevendo aspectos
genéticos e evolutivos, tanto dos moluscos teredinideos, como de suas

bactérias endossimbiontes.
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Distel et al, demonstrou em 2002, as condi¢des quimicas ideais para o
crescimento in vitro de 6 linhagens isoladas de 7. tumerae (0,3M NaCl,
celulose, uma fonte de nitrogénio} propondo também, baseado em variagées
na sequéncia do gene do rRNA16S, que bactérias 1. fumerae ou
filogeneticamente préoximas, séc encontradas como simbiontes em toda a
familia Teredinidae.

A literatura patentaria indica que os moluscos Teredinidae e seus
simbiontes sdo empregados para obtencao de enzimas hidroliticas. A patente
americana US7288400 descreve um processo de produgio da esterase pelo
isclamento de uma sequéncia de acido nucléico de organismos pertencente ao
género Teredinebacter, sua clonagem, expressido e isclamento da enzima
produzida.

O pedido de patente PCT, WQ97/44361 refere-se a uma endoglucanase
que pode ser derivada de diversos organismos, dentre os quais a 7. furnerae e
seu processo de producdo em micro-organismos recombinantes.

A patente US7361477 protege um extrato aquoso obtido a partir de
organismos enddgenos de moluscos marinhos, dentre os quais a bactéria
Teredinibacter, para preservacdo de madeira contra a corrosdo causada por
moluscos marinhos.

Desta forma, fica claro que ndo existe no estado da técnica, até o
presente momento, nenhuma men¢aoc da possibilidade de se empregar
bactérias 7. fumerae para a obtencdo de substéncias antibidticas e
antiproliferativas voltadas para o tratamento do céncer, e viroses.

Assim, com o objetivo de produzir novos compostos com atividade
biolégica de interesse e em grandes quantidades, especificamente com
potencial terapéutico (anticancer, antiviral e antibiético) foram desenvolvidos
uma série de experimentos que culminaram neste pedido de patente.

DESCRIGAO DAS FIGURAS

Figura 1: Atividade antiproliferativa produzida por extratos metanodlicos
de culturas de T. turnerae em meio BMS-LowPi. A) Teste com as linhagens
celulares HEK293, H460, A549 e Hela; B) Teste com as linhagens celulares
IMR-80, MCF-7, COS-7, B16 e Melan A. Valores para leitura de absorbancia a
490nm em reacdo de MTT (atividade mitocondrial) e expressos como
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percentual dos controles néo tratados. NT= células nao tratadas, MC= controle
do meio sem bactérias. Média de trés réplicas independentes.

Figura 2: Efeito da concentragdo de fosfato em cultura de T. turnerae na
atividade antiproliferativa sobre células de mamiferos. Extratos metandlicos de
cultura de T. furnerae em meio com reduzida [Pi] (CS30-P) apresentam maior
atividade, levando a reduzida atividade mitocondrial das células (teste MTT
expresso em absorbancia a 490nm). NT= nao tratado, ME=metanol, Meio=
controle do meio sem bactérias, +P= 1mM Pi, -P= 16uM Pi.

Figura 3: Atividade da composi¢do contendo concentragdes baixas do
extratos de cuiltura de 7. tumerae CS30 sobre linfécitos T primarios humanos.
Dados sobre linfocitos ndo ativados (A) ou ativados com PMA e ionomicina (B).
T. turnerae foi cultivado em meio BMS LowPi. Valores para leitura em reagéo
de MTT (atividade mitocondrial). NT= nao tratado, Met=metanol, Ct= controle
do meio sem bactérias, cs30=composi¢cdc T. turnerae. Os valores indicam
médias de pelo menos trés réplicas independentes.

Figura 4: Atividade antiretroviral de extratos de cultura de T. furnerae
contra HIV. A) Infecciosidade de HIV na presenca de extratos bacterianos
cultivados em alto e baixo niveis de fosfato. Efeito inibitério foi testado em
infeccbes de HIV em células Ghost. Foram empregados clones virais
expressando o gene da luciferase como repérter da infecgdo viral e a
infecciosidade viral foi avaliada através da atividade de luciferase. Células
Ghost foram infectadas com HIV na presenca de diferentes diluicbes dos
extratos bacterianos e a infecciosidade avaliada através da atividade de
luciferase 48 horas apés a infecgdo. Os experimentos foram feitos em
triplicatas e normalizados pelos valores de infecciosidade obtidos da infeccao
controle sem a adigdo dos extratos bacterianos. B) Avaliagao da citotoxicidade
dos extratos bacterianos. As mesmas diluigdes dos extratos foram adicionadas
as células Ghost e apés 48 horas a viabilidade celular foi avaliada através de
corante vital e plotadas neste grafico. Tratamento com varias diluigbes dos
extratos. Os valores estdo apresentados com o percentual em relacao a
controles de celulas ndo tratadas. Alta concentracdo de fosfato = extrato de
cultura de T. turnerae em meio BMS 1mM Pi; Baixa concentragéo de fosfato=
extrato de cultura de T. furnerae em meio BMS 16uM Pi.
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Figura 5: Atividade antibidtica de cultura e extratos de cultura de T.
furnerae. A) Teste em placa do crescimento da linhagem CS30 de T. turmerae
sobre as bacternias Sphingomonas sp., Bacillus cereus, Staphylococcus sciur,
Stenotrophomonas maltophilia. B) Discos de papel contendo o extrato
metandlico obtido a partir de cultura liquida da linhagem CS30 de T. turnerae
sobre as mesmas bactérias do teste em A.

SUMARIO DA INVENGAO

O primeiro objeto desta invengdo € o extrato brutc obtido a partir de
culturas da bactéria Teredinibacter turnerae, rico em substancias bioativas uteis
no tratamento de distirbios e desordens proliferativas celulares e virais,
incluindo infecgbes com retrovirus, virus de RNA, e/ou virus de DNA.

O segundo objeto desta invencao refere-se ao processo de obtengao de
extratos de culturas da bactéria T. turnerae.

Também ¢é objeto desta invencdo uma composigéo farmacéutica
contendo entre 0,01 a 1% do extrato bruto de culturas ou de células ou
sobrenadantes de cultura da bactéria 7. tumerae, além de excipientes
farmaceuticamente aceitaveis.

O uso do extrato bruto de bactérias 7. furnerae como agente
antiproliferativo e antiviral voltado para o tratamento de distdrbios e desordens
proliferativas em mamiferos, incluindo o Homem.

E, finalmente, o Uitimo objeto desta invencao € o método de tratamento
de disturbios e desordens proliferativas em mamiferos e infecgdes virais
compreendido da administragdo de uma composigdo contendo o extrato de
culturas da bactéria T. turnerae e excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

O principal objeto desta invengado €& o extrato bruto de bactérias
Teredinibacter turnerae rico em substancias bioativas, obtido pelo cultivo in
vitro de linhagens de Teredinibacter turnerae. As bactérias T. furmerae sao
cultivadas em um meio basal seletivo, de composicdo definida, contendo baixa
concentragao de fosfato inorganico (Pi); uma fonte de carbono e uma fonte de
nitrogénio. O meio basal empregado para o cultivo destas bactérias deve ser
um meio conhecido do estado da técnica, podendo ser quaisquer meio
pertencente ao grupo consistido do: meio basal com sacarose (BMS), como
apresentado em Trindade-Silva ef al em 2009; o meio basal apresentado por
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Waterbury et ai em 1983; efou meio descrito por Greene e Freer em 1986;
esses meios podem apresentar uma ou variadas fontes de carbono, como por
exemplo: sacarose, carboximetilcelulose, celulose, celobiose, frutose, salicina,
acetato, glutamato, succinato, piruvato, pectina, xilana, xilose, extrato de
leveduras, glicose e caseina, com ou sem a adigac de compostos
nitrogenados, com ou sem agitagcéo. Para esta aplicagdo é principalmente
empregado meio com concentragdes reduzidas de fosfato inorganico (Pi) e a
sacarose como fonte de carbono. A fonte de nitrogénic pode ser o cloreto de
amonio ou nitrogénio atmosférico (N2), em uma temperatura inferior a 35°C,
durante 1 a 7 dias. O meio de cultura empregado pode ainda ser soélido, pela
adicao de uma quantidade adequada de Agar.

Preferenciaimente, © meio de cultura empregado € o meio basal BM,
contendo uma concentragao inferior a TmM de fosfato de sddio como fonte de
fosfato inorganico; entre 0,1% a 1% de sacarose como fonte de carbono, e até
0,5% de cloreto de aménio como fonte de nitrogénio, com o meio de cultura
sendo mantido sob agitagcdo. Alternativamente, as bactérias podem ser
cultivadas por microaerdfilia, ou seja, sem a adi¢do de cloreto de aménio,
empregando-se, portanto a fixagdo do nitrogénio atmosférico, com o meio de
cultivo sendo mantido sem agitagdo ou em outras condi¢gdes de microaerofilia.
Ainda preferencialmente a temperatura ideal de cultivo das bactérias € 30°C e
o tempo de cultive fica compreendido entre 1 a 7 dias.

Este meio e condigdes de cultura permitem que as bactérias T. turmerae
cresgcam e sejam capazes de produzir os compostos bioativos em maior
quantidade, os quais ficam retidos no extrato bruto desta invengéao, associado
as células ou secretados para 0 meio.

Variantes espontaneas da bactéria T. turnerae podem surgir in vitro,
levando ao surgimento de novas habilidades fisiologicas, distintas da bactéria
T. turnerae selvagem originalmente isolada do molusco Teredinidae
hospedeiro. As variantes clonais foram cultivadas em meios de cultura
contendo diferentes fontes de carbono e concentragdo de sais, visando a
verificagdo da atividade antiproliferativa de cada variante. Algumas nao
apresentam atividade biologica e assim, nesta invenc¢ado, sado empregadas
preferencialmente linhagens originais e selvagem, como a linhagem CS30 de



10

15

20

25

8/13

T. turnerae isolada de Neoteredo reynei. Esta linhagem esta depositada na
ATCC® (American Type Culture Collection) sob o numero PTA-10521.

Apés um periodo 6timo de cultivo, compreendido entre 1 a 3 dias, a
cultura de bactérias T. furnerae é liofilizada (secagem a vacuo e a frio). Os
compostos bioativos s&o extraidos com a retomada do material seco
(liofilizado) a partir das culturas ou dos sobrenadantes das culturas ou ainda
diretamente a partir das células bacterianas recolhidas por centrifugagéo (cerca
de 9.000g) ou método similar, em um volume adequadc de metanol ou acetato
de etila (aproximadamente 1/10 do volume inicial de cultura). O material
solubilizado €& posteriormente mantido durante 4 a 16 horas em uma
temperatura compreendida entre 4°C a 10°C. Apods este tempo o material é
submetido a agitacao, o liquido sobrenadante submetido a filtragdo e o extrato
organico filtrado obtido & seco a vacuo utilizando-se técnicas e equipamentos
conhecidos do estado da arte. Posteriormente este extrato seco & retomado em
metanol ou outro solvente polar, num volume 1/10 do volume anterior. O
soivente empregado deve ser polar, preferencialmente com polaridade entre a
agua e o acetato de etila, incluindo-os.

As substancias bioativas contidas no extrato bruto de bactérias 7.
turnerae CS30 sao uteis no tratamento de disturbios e desordens proliferativas
e infecgdes com HIV ou outros virus.

Para fins desta invengao, temos que disturbios e desordens proliferativas

sao quaisquer disturbios e desordens proliferativas causadas por organismos
procariontes, células neoplasicas de mamiferos e/ou por virus em processo de
replicacéo.

O extrato bruto de bactérias 7. turnerae, obtido pelo processo
anteriormente descrito, apresenta atividade antibiética sobre organismos
procariontes, podendo, tais organismos procariontes serem bactérias Gram-
positivas ou Gram-negativas. Testes in vitro realizados € mostrados na tabela
1, comprovam que a atividade proliferativa do extrato bruto de bactérias 7.
turnerae apresenta um amplo espectro de agao, inibindo o crescimento de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pertencentes aos géneros Bacillus,
Staphylococcus, Sphingomonas, Stenotrophomonas, entretanto, nenhuma
pessoa versada na area de microbiologia pode ser capaz de limitar o efeito
inibitorio deste extrato aos géneros bacterianos testados.
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TABELA 1: Atividade antimicrobiana de T. furmerae sobre diferentes linhagens

bacterianas.
Linhagens Bacterianas Atividade Antimicrobiana
Crescimento em Extrato metandlico
placa

Sphingomonas sp. + +
Stenotrophomonas + +

maltophilia

Bacillus cereus + +

Staphylococcus sciuri + +

O extrato bruto de bactérias T. turnerae apresenta ainda uma atividade
antiproliferativa eficaz na inibicdo da proliferacdo de células neoplasicas. Para
esta invencao, entende-se por células neoplasicas as ceélulas tumorais de
mamiferos podendo ser, células tumorais de 6rgéos e/ou tecidos de mamiferos
e/ou células do sistema imune.

Dentre os virus que tem sua infecciosidade inibida pelo extrato bruto de
bactérias 7. turnerae podemos citar os virus de RNA, tais como o virus da
Dengue e os retrovirus, incluindo o HIV. Os extratos da bactéria T. tumerare
apresentam efeito potencialmente contra outros virus, cujo genoma seja de
RNA ou DNA.

Outro objeto desta invengdo é uma composigdo farmacéutica contendo
entre 0,01 a 1% do extrato bruto de culturas ou de células ou sobrenadantes de
cultura da bactéria T. tumerae, além de excipientes farmaceuticamente
aceitaveis, Uteis para o tratamento de disturbios e desordens proliferativas e
infecgdes virais em mamiferos.

Para fins desta invengéo, excipientes farmaceuticamente aceitaveis sao
os componentes quimicos presentes em uma composi¢ao farmacéutica, que
apresentam pouco ou nenhum efeito terapéutico, atuando de forma a conferir

forma, volume e/ou gerando maior estabilidade a referida composicéo
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farmacéutica. Os excipientes da composi¢do farmacéutica contendo extrato
bruto de bactérias T. fumerae aqui empregados sao aqueles conhecidos pelos
iniciados nas artes farmacéuticas, podendo ser quaisquer excipientes
pertencentes ao grupo consistido de: diluente, solvente, aglutinante,
estabilizante, conservante ou um regulador de pH. Preferencialmente, o
excipiente empregado nesta composicdo deve ser um diluente, solvente,
estabilizante ou conservante.

A composicdo farmacéutica desta invengdo, dependendo da diluigdo do
extrato bruto de bacténas T. tumerae, pode ser empregada no tratamento de
infecgbes virais e distintos distdrbios e desordens proliferativas tais como
aquelas causadas por infeccdes bacterianas, neoplasias e moléstias causadas
por virus.

A composi¢cdo farmacéutica deve conter, em seu volume final, entre
0,01% a 1% do extrato bruto de bactérias T. turnerae para que ocorra uma
inibicdc eficaz e suficiente da proliferacdo de organismos procariontes,
neoplasias e infecgdes virais.

Os organismos procariontes que sofrem inibigdo de seu processo
proliferativa devido a agado da composicdo contendo entre 0,01% a 1% do
extrato bruto de bactérias T. furnerae e excipientes farmaceuticamente
aceitaveis sao bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas.

Preferivelmente, as bactérias que apresentam ¢ crescimento inibido pelo
extrato bruto de 7. furmerae pertencem aos géneros Bacilius, Staphylococcus,
Sphingomonas e Stenotrophomonas, mas n&o limitado a estes géneros.

As ceélulas neoplasicas cuja proliferacédo €& inibida pela composicéo
contendo entre 0,01% a 1% do extrato bruto de bactérias T. furnerae e
excipientes farmaceuticamente aceitaveis sdo células tumorais de mamiferos,
podendo ser quaisquer células tumorais de 6rgaos efou tecidos de mamiferos
e/ou células do sistema imune.

A composicdo farmacéutica deve conier, em seu volume final, entre
0,01% a 1% do extrato bruto de bactérias T. turnerae e excipientes
farmaceuticamente aceitaveis, para que ocorra a inibicao eficaz e suficiente da
proliferagao viral. Preferencialmente, o extrato bruto deve ser diluidc em uma
razao compreendida entre 0,01% a 1% do volume final da dita composi¢ao

farmacéutica.
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Dentre os virus que tem sua proliferacdo inibida pela composigéo
farmacéutica contendo entre 0,01% a 0,5% do extrato bruto de bactérias T.
turnerae podemos citar os virus de RNA HIV, além de outros virus de RNA e
DNA. Esta composicdo farmacéutica apresenta efeito inibitério na
infecciosidade de retrovirus.

O terceiro objeto desta invencédo trata-se do uso de uma composicao
farmacéutica, como descrita acima, contendo uma  quantidade
farmacologicamente efetiva do extrato bruto de bactérias T. turnerae
suficientemente capaz de desencadear um efeito antiproliferativo voltado para
o tratamento de disturbios e desordens proliferativas em mamiferos, tais como
aquelas causadas por infecgdes bacterianas, neoplasias e moléstias causadas
por virus.

Os exemplos que serdo apresentados a seguir sdo meramente
ilustrativos das concretizagdes realizadas, ndo devendo, portanto, serem
empregados na delimitacao dos direitos da invengao.

Exemplo 1: Atividade antiproliferativa dos compostos bioativos contidos no

extrato bruto de 7. fumerae.
Linhagens estabelecidas de células H460, A549, Hela, MCF-7, B16,
Melan A, IMR-90, HEK293, COS-7 e macréfagos primarios de camundongo

foram inoculadas com 0,4 pl do extrato bruto de 7. furnerae diluido 250 vezes
no préprio meio de cultura, durante 72 horas.

A atividade antiproliferativa foi observada tanto por testes de MTT (teste
de atividade mitocondrial), quanto por contagens de células apods os
tratamentos. Resultados com um inibidor de caspases mostram que a morte
celular induzida por extratos de T. furmerae nac é causada por eventos de
apoptose, mas, como mostrado por dados adicionais, provavelmente por
autofagia (dados nao mostrados). Os resultados sdo demonstrados nas figuras
1e2.

Exemplo 2: Efeito diferenciado sobre linfocitos T primarios ativados e nao-

ativados.

As composi¢des contendo os extratos brutos de T. furmerae apresentam
atividades distintas, sobre linfécitos T ativados ou ndo ativados (Figura 3).
Nota-se que linfécitos ndo ativados inicialmente (primeiras 48 horas) sofrem
pequena reducao na viabilidade celular (teste de MTT). De forma bem distinta



10

15

20

25

30

12/13

ao empregarmos linfécitos T ativados com PMA e ionomicina, nota-se uma
resposta oposta, com um incremento na proliferagao celular nas primeiras
48hs. Estes dados indicam que extratos de cultura de 7. turnerae apresentam
alguma atividade celular atuante nestas células do sistema imune, Desta forma,
investigamos em seguida se tais atividades poderiam ter efeito no ciclo celular
do retrovirus que atacam estas células do sistema imune, como o HIV.

Exemplo 3: Atividade antiretroviral

De forma geral, para testar a atividade antiretroviral dos extratos
bacterianos utilizamos as células Ghost R3/X4/R5 (Aguiar et al., 2008). Estas
células expressam os receptores para a entrada do HIV e podem ser utilizadas
para avaliar a infecciosidade viral. Os virus gerados foram entao normalizados
atraves da dosagem da proteina viral p24 por ELISA e utilizados para infectar
células Ghost (R3/X4/R5). As infecgbes foram feitas na presenca de diluicées
dos extratos de 7. turnerae (diluigées 1/4, 1/20, 1/100, 1/400 e 1/2000). Foram
empregados clones virais expressando o gene da luciferase como indicador da
infecgao viral e a infecciosidade viral foi avaliada através da atividade de
luciferase. A infecciosidade viral foi avaliada nos extratos celulares 48 horas
apo6s a infecgcao através da atividade de luciferase quantificada em um
lumindmetro (Luciferase assay kit, Promega Co.). Além disto, experimentos
paralelos foram conduzidos utilizando as mesmas diluicdes dos extratos
bacterianos a fim de avaliar a citotoxicidade destes compostos. Para isto, a
viabilidade celular na presenga dos extratos bacterianos foi avaliada com
corante vital {(CellTiter-Blue Cell Viability Assay, Promega). Os extratos de T.
turnerae reduziram dramaticamente a infec¢éo por HIV-1 quando comparados
com controles celulares nao contendo tais extratos (Figura 4). A atividade
antiretroviral foi mais eficaz nos extratos de T. furnerae cultivados com reduzida
concentragao de fosfato inorgénico. Além disto, os extratos bacterianos nao
foram citotoxicos nas concentragdes inibitérias contra o HIV (diluigées 1/400 e
1/100), validando o efeito antiretroviral de tais extratos (Figura 4). Os mesmos
resultados foram encontrados quando os extratos de T. turnerae foram
avaliados em linfécitos T CD4+, as células naturalmente infectadas por HIV.
Exemplo 4: Atividade antibiética da composicado contendo o extrato bruto de T.

lurnerae.
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A atividade antimicrobiana de 7. turnerae foi demonstrada. Crescimentos
da linhagem CS30 e extratos metandlicos de culturas desta bactéria, foram
testados contra crescimentos confluentes de uma diversidade de bactérias,
incluindo linhagens Gram-positivas e Gram-negativas, como pode ser
observado na Figura 5 e na Tabela 2. Observou-se a reprodutibilidade de
ambas as atividades dos crescimentos de T. turmerae sobre a linhagem
indicadora Sphingomonas sp., causando de forma dose dependente a inibicao
do crescimento de Sphingomonas. Também Foi observado a atividade
biolégica sobre as bactérias Gram-positivas Bacillus cereus, Staphiloccocus
sciuri e a bactéria Gram-negativa Stenotrophomonas maltophilia. Todas as
atividades observadas eram retidas em extratos de culturas de T. furnerae.
TABELA 2: Atividade antimicrobiana de T. turnerae sobre diferentes linhagens

bacterianas.

Tabela 2; Perfil de erescimento ¢ de atividade antibiética de variantes de 7. rurmerae.

a

Variantes de Perfil de crescimento Atividade antibiética °
. twrnerae BM (0.3 M NaCl) BM " (NaCl free)

Celulose  Caseina Celulose  Caseina Sphingomonas  sp. S mattophitia R. cereus S. sciurt
CS30 + - - - + + + +
CS30A + + +/- + + - - =
CS30pP + + +- + - - - Ly

a: crescimento de 4 dias em BM ou BM ¥ solide a 30 °C. "+" = crescimento positivo; "+/-" = crescimento fraco; "-" = crescimento negativo.
Celulose como fonte carbono + 0.1% NH  Cl ou caseina como fonte de carbono ¢ nitrogénio.

b : atvidade antibiética de variantes de 7. turacrue estriada emn placas BMS ou LB cobertas com BMS top-agar contendo

as bactérias testadas, Gram-negativas { Sphingomonas  sp, CSBIl ou Stenotrophomonas maliophilia ) ou Gram-positivas ( Bacillus cereus
ou Staphylococcus sciuri ). "+" = T turncrae tnibe a bacténa testada; "-" = 1. turnerae ndo inibe

a bactéria testada,
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Reivindicacbes

. Extrato bruto rico em substancias bioativas caracterizado por ser obtido a

partir de culturas da bactéria Teredinibacter turnerae, sendo empregado no

tratamento de disturbios e desordens proliferativas celulares e virais.

. Extrato bruto, de acordo com a reivindicaggdo 1, caracterizado pela

linhagem da bactéria T. tumerae ser preferencialmente a CS30 isolada de

Neoteredo reynei depositada na ATCC® sob o nimero PTA-10521.

. Extrato bruto, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por

apresentar atividade antibidtica sobre organismos procariontes,

compreendendo as bactérias Gram-positivas ou Gram negativas.

. Extrato bruto, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por

apresentar atividade antiproliferativa sobre células neoplasicas,

compreendendo céelulas tumorais de mamifero.

. Extrato bruto, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por

apresentar atividade antiviral em virus de RNA, retrovirus, ou virus DNA.

. Extrato bruto, de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado pela

atividade antiviral efetiva em virus da dengue e HIV.

. Processo de obtencdo de extratos brutos ricos em substancias bioativas de

culturas da bactéria Teredinibacter tumerae caracterizado por

compreender as seguintes etapas:

a) cultivo das células da bactéria T. turnerae depositada na ATCC® sob o
numero PTA-10521 em um meio de cultura basal seletivo, contendo uma
baixa concentracao de fosfato inorganico (Pi); uma fonte de carbono e
uma fonte de nitrogénio, a uma temperatura compreendida entre 30°C e
35°C, durante 1 a 7 dias:

b) liofilizagao da cultura;

c) extragdo dos compostos bicativos em um volume adequado de
soivente;

d) Solubilizagdo do material;

e) agitagao do material;

f} filtragdo do liquido sobrenadante;
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g) secagem a vacuo do extrato organico filtrado;
h) Associagao do extrato seco com metanal ou outro solvente polar, num
volume 1/10 do volume anterior.

8. Processo de obtencdo, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado
pelo cultivo das células da bactéria a) compreender como fonte de
carbono: sacarose, carboximetilcelulose, celulose, celobiose, frutose,
salicina, acetato, glutamato, succinato, piruvato, pectina, xilana, xilose,
extrato de leveduras, glicose ou caseina.

9. Processo de obtencdo, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado
pelo cultivo das células da bactéria a) compreenderem opcionalmente via
microaerofilia ou por outras condicdes de microaerofilia.

10.Processo de obtencio, de acordo com a reivindicagado 7, caracterizado
pela fonte de nitrogénio em a) ser compreendida por cloreto de aménio
(NH,C1) ou nitrogénio atmosferico (Nz).

11.Processo de obtengao, de acordo com a reivindicagido 7, caracterizado
pelo cultivo a) apresentar um meio de cultura com temperatura ideal de
30°C, durante preferencialmente 1 a 3 dias.

12.Processo de obtencédo, de acordo com a reivindicagado 11, caracterizado
pelo meio de cultura opcionalmente ser sélido com a adigdo de uma
quantidade adequada de Agar.

13. Processo de obtencéo, de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado
pelo meio de cultura compreender: meio basal BM; fosfato de sédio como
fonte de fosfato inorganico; sacarose, como fonte de carbono e cloreto de
amonio, como fonte de nitrogénio.

14. Processo de obtencgéo, de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado
pelo fostato inorganico compreender uma concentragdo inferior a 1mM,
pela sacarose compreender um concentragao entre 0,01% e 1% e até
0,5% de cloreto de amdnio.

15. Processo de obtengdo, de acordo com a reivindicagéo 7, caracterizada
pela etapa ¢) empregar um volume de 1/10 do solvente.

16.Processo de obtencao, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado
pelo material solubilizado d) ser mantido por 4 a 16 horas a uma

temperatura compreendida entre 4°C e 10°C.
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17. Processo de obtengdo, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado
pelo solvente associado ao extrato seco h) ser polar com uma polaridade
entre a agua e o acetato de etila.

18. Composicao farmacéutica para o tratamento de distlrbios, desordens
proliferativas e infecgoes virais caracterizada por conter uma quantidade
suficiente do extrato bruto de culturas ou de células ou sobrenadantes da
bactéria T. turnerae, além de excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

19. Composicdc farmacéutica, de acordo com a reivindicagao 18,
caracterizada por apresentar uma concentragdo do extrato bruto
compreendido entre 0,01% a 1%.

20.Composi¢ao farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 19,
caracterizada por apresentar uma concentragdo do extrato bruto
compreendido entre 0,01% a 0,5%.

21. Uso do extrato bruto de bactéria 7. tumerae caracterizado por ser
empregado como agente antiproliferativo voltado para o tratamenio de
infecgdes bacterianas.

22. Uso do extrato bruto de bactéria T. furnerae caracterizado por ser
empregado como agente antiproliferativo voltado para o tratamento de
neoplasias.

23.Uso do extrato bruto de bactéria T. turnerae caracterizado por ser
empregado como agente antiproliferative voltado para o tratamento de

moléstias causadas por virus.
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Figura 4
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Resumo

EXTRATO BRUTO DE BACTERIA Teredinibacter turnera, PROCESSO DE
OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO, COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO
5 0 MESMO E UsO NO TRATAMENTO DE DISTURBIOS E DESORDENS
PROLIFERATIVAS

A presente invencéo se refere ao extrato bruto de bactéria Teredinibacter
turnera atuante como agente antiproliferativo € antiviral, empregado em uma
composigdo farmacéutica para o uso em tratamento de disturbios e desordens

10 proliferativas em mamiferos e infecgbes celulares e virais.
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