Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirio Preto
Departamento de Quimica

m@@ﬁmn@A
RIBEIRAO PRETO

Identificacdo de agentes antimicrobianos produzidos por actinobactérias

de solo com potencial aplicagcdo no controle da mastite bovina

Tese apresentada a Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo
Paulo para obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias

Ciéncias, Area: Quimica

Ribeirdo Preto
2016



ANA PAULA FERRANTI PETI

Identificagdo de agentes antimicrobianos produzidos por actinobactérias

de solo com potencial aplicagdo no controle da mastite bovina

Tese apresentada a Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo para obtencao do titulo
de Doutor em Ciéncias

Ciéncias, Area: Quimica

Orientador: Prof. Dr. Luiz Aberto Beraldo de Moraes

Ribeirdo Preto

2016



Autorizo a reproducdo e divulgacédo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletrdnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Peti, Ana Paula Ferranti

Identificacdo de agentes antimicrobianos produzidos por
actinobactérias de solo com potencial aplicagdo no controle da
mastite bovina. Ribeirdo Preto, 2016.

131 p.:il.; 30 cm

Tese de Doutorado, apresentada a Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto/USP. Area de concentrac&o:
Quimica.

Orientador: Moraes, Luiz Alberto Beraldo de.

1. Espectrometria de massas. 2. Produtos naturais.
3. Actinobactérias 4. Mastite Bovina. 5. Fracionamento guiado por
bioensaio.




Nome: PETI, Ana Paula Ferranti

Tiitulo: Identificagdo de agentes antimicrobianos produzidos por actinobactérias de solo com

potencial aplicagdo no controle da mastite bovina.

Aprovado em:

Tese apresentada a Faculdade de Filosofia,

Ciéncias

e Letras

de Ribeirao

Preto

da

Universidade de Sao Paulo para obtengéo do titulo

de Doutor em Ciéncias.

- Prof Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes

Julgamento:

- PROF 2

Julgamento:

- PROF 3

Julgamento:

- PROF 4

Julgamento:

- PROF 5

Julgamento:

Banca Examinadora

Assinatura:

Assinatura:

Assinatura;

Assinatura:

Assinatura:

FFCLRP - USP

Instituicdo

Instituicdo

Instituicdo

Instituicdo




A meus pais, Cleonice e Paulo, assim como ao meu irméo Julio, que ndo mediram
esforcos para que eu chegasse até esta etapa de minha vida. Isso significou

segurancga e a certeza de que ndo estou sozinho nessa caminhada.

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter me concedido a oportunidade de chegar até aqui, iluminando
sempre 0 meu caminho.

Agradeco ainda a minha familia por toda a compreensdo, dedicacdo e paciéncia que
mostraram em todos esses anos. Aquelas que sempre estiveram presentes, minhas tias Cleusa,
Cleide e Cléia apoiando todos os meus sonhos e me dando suporte para transpor qualquer
obstaculo que aparecesse.

A todos os que contribuiram para que fosse possivel a realizacdo deste trabalho, em
especial meus irmdos cientificos Ana Flavia, Eduardo, Fernanda e Julia que ao longo do
caminho se tornaram parte indispensavel de minha vida. Em especial aos meus pupilos
Izadora e Geraldo, por terem me auxiliado nos experimentos e me concedido a oportunidade
de ensina-los o pouco do que sei. As amizades de todos vocés foram essenciais para tornar
meus dias mais leves e produtivos.

Ao meu orientador Prof. Dr. Luiz Alberto de Moraes, que sempre se mostrou um grande
mestre e amigo, dedicando-se ndo s6 ao ensino do conhecimento cientifico, mas nos
auxiliando em quaisquer situagdes. Sua participacao foi fundamental para que este trabalho se
concretizasse.

Aos colaboradores Prof. Dr. Marcos Veiga dos Santos da USP campus Pirassununga, Prof.
Dr. Itamar Soares de Mello do Laboratério de Microbiologia Ambiental da Embrapa em
Jaguaritna e aos funcionéarios do DQ-FFCLRP Vinicius Palaretti e Lamia Melloni Antunes e
Silva.

Ao CNPq a ao Departamento de Quimica da FFCLRP - USP.



‘N sai como parego aos obhas do munds, mas ou mesmo vgio-me como
um pobre garote que brincava na praix ¢ s divertia om encontrar
uma pedninha mais lisa uma ves por outra, ou uma concha mais
bonitx do que do costume, enquanto o grande oceans dx verdade so
astendiz totalments incxplorade diants ds mim”

Shaae Newton



Resumo

PETI, A. P. F. Identificacdo de agentes antimicrobianos produzidos por actinobactérias de
solo com potencial aplicacdo no controle da mastite bovina. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2016.

Neste trabalho foi explorado o potencial das actinobactérias como produtoras de agentes
antimicrobianos contra bactérias causadoras da mastite bovina. Para este fim, foram otimizados dois
diferentes bioensaios um de antagonismo e o outro de antibiose, contra 13 bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas relacionadas a mastite bovina. Através do bioensaio de antagonismo 120
actinobactérias foram triadas, sendo 55% delas consideradas ativas. Para o ensaio de antibiose foram
triados 70 extratos brutos e 60% mostram a formacédo de halos de inibicdo. Os extratos brutos Caat 1-
54, Caat 2-63 e Caat 8-25 foram considerados os mais promissores dentre todos os extratos estudados.
Esses extratos brutos foram submetidos a estudos de desreplicacdo empregando LC-PAD-MS/MS e
isolamento guiado por bioensaio para a identificacdo de seus metabolitos ativos. Os extratos Caat 1-54
e Caat 2-63 foram ativos principalmente contra as linhagens de bactérias Gram-positivas e a acao
antimicrobiana observada foi atribuida a presenca da lisolipina | e actinomicina D e V,
respectivamente. O extrato Caat 8-25 foi ativo tanto contra bactérias Gram-positivas como para as
Gram-negativas, sendo a oxitetraciclina associada a atividade contra as linhagens Gram-positivas e a
herbicidina B ativo contra linhagens Gram-negativas. O estudo de desreplicagdo por LC-MS/MS
também possibilitou a identificacdo de outros metabolitos secundarios presentes nos diferentes
extratos estudados. Para o extrato Caat 2-63 foi identificada a presenca de outros peptideos
provenientes da via biossintética da actinomicina D e, no extrato bruto Caat 8-25 também foi
identificado herbicidina F. Um estudo de mudanga no metabolismo também foi realizado para a
actinobactérias Caat 1-54 produtora de lisolipina. Através da suplementagdo de ions brometo no meio
de cultivo em diferentes periodos da fermentacdo foi observada a producdo de um analogo da
lisolipina com bromo e da lisolipina clorada e bromada. Estudos de DESI-TLC-MS associado a
bioautografia em TLC também foram aplicados para analise do extrato bruto Caat 2-63 e mostraram a
potencialidade desta metodologia para acelerar a identificacdo de compostos ativos, pois a analise por
espectrometria de massas na regido da placa cromatografica correspondente ao halo de inibicdo
revelou a presenga de actinomicina D e V, as quais jA haviam sido associadas a atividade
antimicrobiana deste extrato bruto. Assim os resultados obtidos nesta tese confirmam o grande
potencial das actinobactérias como fonte promissoras de compostos bioativos e que a espectrometria
de massas empregada nos seus diferentes modos de anlise acelera o processo de identificagdo desses

compostos.



Abstract

PETI, A. P. F. Identification of antimicrobials compounds produced by actinomycetes from
soil with potential application to control bovine mastitis. Thesis (Doctorate) - Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2016.

In this work were used two different bioassays to evaluate the antimicrobial potential of some
actinomycetes against bacteria that cause bovine mastitis. For this propose an antagonism and
antibiose assays were optimized against 13 Gram-positive and Gram-negative bacteria related
with bovine mastitis. Through antagonism bioassay 120 actinomycetes were screened and
55% were considered active. In disk diffusion bioassay, 70 crude extracts were screened and
60% showed inhibition zones. The crude extracts Caat 1-54, Caat 2-63 and Caat 8-25 were
considered the most promising of all the extracts. Dereplication studies and fractionation
guided by bioassay were procedure with this extracts to identify the actives metabolites. The
extracts Caat 1-54 and Caat 2-63 were active against strains of Gram-positive bacteria and the
antimicrobial effect was related to lisolipin I and actinomycin D and V, respectively. The
extract Caat 8-25 was active against both Gram-positive and Gram-negative bacteria.
Oxytetracycline were associated with activity against Gram-positives strains and a
herbicidin B was active against Gram-negative bacteria. Using dereplication strategies by LC-
MS/MS others compounds were characterized in different crude extracts. The extract
Caat 2-63 was also identified the presence of other peptides from the same biosynthetic
pathway of actinomycin D and for crude extract Caat 8-25 were identified herbicidin F. In
addition, studies of the shift in secondary metabolism carried out for actinobacteria Caat 1-54
(lysolipin producer). Culture medium supplementation by bromide ions at different stages of
fermentation induce the production of bromine lysolipin analog and a chloro-bromine
lysolipin. DESI-MS TLC studies associated with TLC bioautography were used to analyze a
crude extract Caat 2-63. This study showed how this method could be used to accelerate the
identification of active compounds, because mass spectrometry analysis in situ at
bioautigraphy inhibition zone showed the presence of actinomycin D and V, which had been
associated with antimicrobial activity of this crude extract. Therefore, the results of this thesis
confirm the potential of actinobacteria as bioactives compounds source and the importance of
mass spectrometry experiments to accelerate the identification of these compounds.
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Identificacdo de agentes antimicrobianos produzidos por actinobactérias de

solo com potencial aplicacdo no controle da mastite bovina

1. Introducéo
1.1. Mastite Bovina

A mastite é definida como uma inflamacdo das glandulas mamarias, e pode ser
decorrente de processos infecciosos ou ndo, acometendo os mais diversos organismos da
classe dos mamiferos.! H& muitos micro-organismos, hospedeiros e fatores ambientais que
influenciam o desenvolvimento da doenca, sendo que algumas destas varidveis sdo comuns a
todos os mamiferos doentes, enquanto outros sdo inerentes a cada das espécies acometidas
pela mastite. Juntas, estas varidveis influenciam quais serdo 0s agentes etioldgicos mais
prevalentes para cada caso, e ainda podem determinar as possiveis formas de transmisséo
entre os organismos infectados e as suas consequéncias para a satde publica.?

Geralmente, a mastite bovina estd associada a infeccdo bacteriana, entretanto é também
correlacionada a invasdo por fungos, leveduras e algas.® As bactérias representam uma grande
parcela dos agentes etioldgicos desta doenca e as espécies Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Streptococcus uberis sdo as causas mais comuns de infecces e tém se
tornado um problema crescente nos rebanhos infectados.* A mastite bovina afeta diretamente
a economia mundial, pois a producdo leiteira pode ser extremamente prejudicada quando ha
focos da infecgdo que ndo sdo contidos devido aos patdgenos resistentes, o que pode levar a
medidas extremas como, por exemplo, o sacrificio dos animais para controle da doenca, além
das perdas inerentes a ma qualidade do leite obtido, bem como os gastos nos tratamento dos
animais infectados.>®

Os animais que apresentam mastite podem variar quanto ao numero de quartos

mamarios infectados, bem como o patégeno envolvido na infeccdo, isto faz com que
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processos inflamatdrios com intensidades diferentes sejam observados, fato este que dificulta
o0 tratamento da doenca, uma vez que cada caso em particular pode responder de uma forma
ao tratamento empregado.’

A mastite bovina pode apresentar-se de duas formas distintas: a) mastite subclinica, a
qual € caracterizada pela alteracdo na contagem de células somaticas, diminuicdo da producao
de leite e auséncia de sinais externos, como inchaco e descoloracdo do Ubere, secrecdo
anormal e reacdes sistémicas; e b) mastite clinica, onde ha sinais evidentes de alteracdes do
Ubere e, principalmente, do leite. Outra forma de classificacdo da doenca leva em conta a
forma de contagio, a qual pode ocorrer do ambiente para o animal, chamada de mastite
ambiental, ou de animal para animal, denominada mastite contagiosa.®

O tratamento da mastite deve ser baseado nas diretrizes nacionais e internacionais sobre
0 uso prudente de agentes antimicrobianos e, principalmente, no diagnostico bacteriologico,
uma vez que ele facilita a selecdo do antibidtico mais adequado. Entretanto, quando o
diagndstico bacterioldgico ndo estd disponivel o tratamento deve ser iniciado com base em
dados do rebanho. Isto faz com que ndo haja um tratamento Unico para todos os casos, sendo
necessaria uma avaliacdo individual para determinacdo do procedimento mais eficiente,
dificultando assim o tratamento da doenca.® O uso de antibidticos no combate a mastite
bovina vem ocorrendo desde 1940, auxiliando na eliminacdo dos patdgenos, defesa do
hospedeiro e prevencao da doenca. Atualmente, diversos antibioticos inspirados em produtos
naturais tém sido empregados no tratamento da mastite, 0s quais pertencem principalmente as
classes dos: a) p-lactamicos, como penicilina G (1), ceftiofur (2), cloxacilina (3) e
amoxicilina (4); b) aminoglicosideos, tal qual a neomicina (5); c) tetraciclinas, por exemplo

oxitetraciclina (6); e d) lincosamidas, como a lincomicina (7), representadas na Figura 1.1%-12



Ana Paula Ferranti Peti Tese de Doutorado

T r?:b; %

(1) Penicilina G o NH;
X (2) Ceftiofur 0’ OH
NHz 0
n s O~pN
\;\/ ) \
N
HO °
°© 5’ 5) Neomicin
d (5) Neomicina
(3) Amoxicllina

{4) Cloxacilina

(6) Oritetraciclina (7) Lincomicina

Figura 1. Estruturas quimicas dos principais antibidticos empregados no tratamento da mastite bovina.

A mastite é uma doenca infecciosa que leva a inimeros custos quando acomete um
rebanho, pois ha perdas associadas aos custos de tratamento, abate e morte de animais, além
da diminuicdo da producdo e presenca de residuos de antibiGticos no leite.*® Estimam-se
perdas de producdo entre 10 a 30% por problemas quanto a lactacdo, de acordo com os
patdégenos envolvidos, tempo de infeccdo, idade e nutricdo do animal, bem como fatores
genéticos.** Assim, a mastite continua sendo um grande desafio para a indudstria de laticinios
no mundo todo, apesar da implementacdo de diversas estratégias de controle da doenca. E,
embora um declinio no nimero de casos reportados seja observado, uma mudancga no quadro
de patogenos tem sido observada, muitos dos quais estdo associados ao surgimento de
linhagens resistentes.!>1®

Tendo em vista tais fatores, a descoberta de novos antibidticos mais eficazes e seletivos
para as linhagens envolvidas na mastite podem proporcionar tratamentos mais efetivos para
bovinos, além de minimizar o risco de residuos de antibidticos em leite e carne, contribuindo

para a melhoria da satde humana. Sendo assim, os produtos naturais microbianos destacam-se

para a descoberta de novas moléculas com atividade antimastitica, uma vez que 0s



Ana Paula Ferranti Peti Tese de Doutorado

micro-organismos aparecem como uma promissora fonte de novos compostos a serem
explorados devido a grande variedade de linhagens existentes, sendo que muitas delas ainda
ndo foram descobertas, e pelo destaque na producdo de um vasto nimero de metabolitos
secundarios bioativos, em especial as actinobactérias, pois foram responsaveis por avangos

significativos na historia do antibi6ticos.t’

1.2. Actinobactérias: Importadncia como produtoras de compostos com atividade

antimicrobiana

Actinobactérias sao bactérias Gram-positivas com elevada teor de citosina e guanina em
seu DNA e constituem-se como um dos maiores filos do reino Bacteria. Elas sdo organismos
procariotos, possuem organizacao filamentosa, sofrem diferenciagdo morfoldgica complexa e
estdo distribuidas principalmente nos ecossistemas aquaticos e terrestres. Sdo caracterizadas
também pela sua ampla diversidade de metabdlitos secundario, responsavel pela producao de
cerca de dois tercos de todos os antibidticos de uso clinico inspirados em produtos naturais
(PN).18

Por mais de 70 anos, actinobactérias foram reconhecidas como importantes fontes de
compostos naturais bioativos e dentre seus quase 18.000 compostos ativos conhecidos, mais
de 10.000 foram descritos a partir de bactérias do género Streptomyces, tornando a familia
Streptomycetaceae a principal representante deste filo.!® Atualmente mais de 200
medicamentos baseados em metabdlitos produzidos por estes micro-organismos estdo em
ensaios clinicos ou aprovados pela FDA (Food and Drug Administration), sendo utilizados
para o tratamento de infecgBes, cancer, disturbios do sistema imune, entre outros.?

Em 1941, Waksman e Woodruff reportaram o primeiro isolamento de metabdlito com

atividade antibiotica produzido por actinobactérias, chamado actinomicina e, em 1942, foram
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responsaveis pela descoberta de estreptotricina (8), isolada de uma linhagem de Streptomyces.
Apbs dois anos, foi relatada a descoberta da estreptomicina (9), permitindo que os tratamentos
para a tuberculose fossem possiveis?! e, a partir de entdo, o termo antibiético foi utilizado pela
primeira vez por Waksman.?? Os resultados promissores para a atividade antimicrobiana dos
compostos citados anteriormente, aliado ao desenvolvimento dos tratamentos a base de
penicilina, fizeram com que o0s cientistas intensificassem a busca por antibidticos
microbianos, especialmente aqueles produzidos pelo género Streptomyces, tornando as
actinobactérias uma das fontes mais promissoras para a prospecgao de antibidticos.??

A producdo da maioria dos antibidticos é especifica da espécie, e estes metabdlitos
secundarios sdo importantes para que as actinobactérias possam competir com outros
organismos presentes no mesmo ambiente. Outro processo que contribui para a producédo de
antibidticos é a simbiose com plantas, cujo exsudato da planta auxilia no desenvolvimento do
micro-organismo e o metabolito microbiano protege a planta contra patdgenos.?#?° Além
disso, alguns relatos da literatura também sugerem que alguns antibiéticos podem atuar como
moléculas sinalizadores, as quais sdo capazes de produzir alteracdes na expressao de alguns
genes do receptor em resposta a exposicdo do estimulo recebido.?®

As actinobactérias sdo capazes de produzir uma grande variedade de metabolitos, desde
compostos com estruturas quimicas semelhantes (séries homoélogas) ou até mesmo moléculas
pouco usuais.?’ Desta forma, estes metabélitos secundarios podem estar associados ndo
somente a acdo antibiotica, mas também a outras atividades bioldgicas, como antitumoral,
imunossupressora, inibidora de enzimas, antiparasitaria, bioherbicida, reguladora de
crescimento, biopesticida ou bioinseticida.?® Esta diversidade quimica encontrada para as
actinobactérias resulta da necessidade de defesa, comunicacdo e competicdo por espacgo e
nutrientes entre os organismos, que desenvolveram diversos mecanismos biossintéticos para

sobrevivéncia ao longo do processo evolutivo.?® Desta forma, um micro-organismo é capaz de
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produzir diversas classes de compostos, de acordo com as condi¢gdes nutricionais e 0S
parametros fisicos utilizados nos processos fermentativos.®® A diversidade quimica dos
antibioticos produzidos por actinobactérias pode ser observada na Figura 2, como mostram 0s
compostos cicliomarina (10), esporolida A (11), aculeximicina (12), lipomicina (13),

salfredina (14) e asterobactina (15).
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Figura 2. Estrutura quimica de antibidticos produzidos por actinobactérias.

A diversidade estrutural e as caracteristicas fisico-quimicas dos metabolitos secundarios
microbianos é bastante diferente quando comparadas as moléculas sintéticas, uma vez que 0s

produtos microbianos frequentemente apresentam esqueletos carbénicos maiores e mais
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complexos, além de muitos centros estereogénicos, enquanto que 0s compostos sintéticos sdo
mais limitados em tamanho, estrutura e complexidade. Assim, 0s antibioticos naturais e seus
derivados podem ser mais especificos em seu modo de acdo, pois sua estrutura quimica mais
complexa pode facilitar uma maior afinidade por seus alvos bioldgicos.®

Embora a crescente dificuldade de encontrar novas moléculas tenha levado a um
declinio na pesquisa de antibioticos naturais, as doencas infecciosas associadas a resisténcia a
multiplos farmacos estdo se espalhando rapidamente, e como consequéncia, 0s tratamentos
disponiveis no mercado ndo sdo mais eficazes na terapia. Assim, a preocupacdo em encontrar
novos compostos com acao antibidtica ressurgiu, devido a atual necessidade de combater as
linhagens patdgenas resistentes.? Diante deste cenario e da historia dos antibioticos naturais,
0s produtos naturais microbianos voltam a se destacar como ponto de partida para a inovagédo
da quimica medicinal e, embora muitos compostos ja sejam conhecidos e tenham sua agédo
antimicrobiana comprovada, as espécies de Streptomyces ainda tém sido amplamente
estudadas para o combate das doencas infecciosas associadas a resisténcia, como por exemplo,
a mastite.*3% Entretanto, novas estratégias tém surgido para aumentar as chances de
identificacdo de compostos inéditos, explorando linhagens de actinobactérias menos estudas
ou raras, provenientes de ambientes extremos, além da utiliza¢do de condi¢des de cultivo ndo
usuais, expressdo/supressdo de genes, bem como estratégias de monitoramento quimico e
isolamento guiado pela atividade bioldgica para acelerar o processo de caracterizacdo dos

compostos considerados promissores como novos antibiéticos. 353

1.3. Micro-organismos de rizosfera e ambientes extremos

As raizes das plantas tém a capacidade de influenciar os organismos que a circundam,

isto €, o microbioma da rizosfera, através da criacdo de nichos especificos no solo mediada
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pela liberacdo de entidades quimicas de acordo com varios fatores, tais como: tipos de
organismos envolvidos, propriedades do solo, e as condicdes climaticas e nutricionais.

A rizosfera é caracteriza pela grande diversidade microbiana a qual abriga e, dentre o0s
micro-organismos mais abundantes estdo as actinobactérias, que diante da sua capacidade de
producdo de compostos bioativos podem oferecer vantagens na associacdo com plantas,
melhorando suas condicdes de defesa e satde.*® A densidade microbiana da rizosfera varia de
108 a 10° bactérias por grama de solo, sendo tipicamente mais elevada do que em outras
regides do solo, que tém aproximadamente 10 espécies bacterianas por grama de solo.*

Como consequéncia da diversidade de organismos presentes na rizosfera, a dinamica
desta regido é marcada pela presenca de inimeros mediadores quimicos, 0s quais sao
responsaveis pela comunicacdo entre as comunidades que ali habitam. Tal sinaliza¢do pode
ocorrer de varios modos e basicamente pode ser dividia em trés categorias: (a) entre 0s micro-
organismos de uma mesma espécie ou de espécies distintas, (b) de plantas para micro-
organismos, e (c) emitida de micro-organismos a planta.** Assim, a rizosfera contém uma
série de metabdlitos primarios e secundarios que podem atrair, repelir ou eliminar
organismos, com a finalidade de manutencdo das espécies existentes ali.*> A Figura 3

apresenta um esquema da comunicacao quimica que ocorre na rizosfera.
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Figura 3. Representagdo esquemadtica da comunicagdo quimica existente na rizosfera. Pode-se observar

alelopatia em (a); atragdo de micro-organismos para colonizacdo da rizosfera em (b), (c) e (d); a formacéo dos
nichos apds a colonizagdo microbiana em (e) e (f); além de relagdo de parasitismo em (g)

Um fator extremamente importante que define a comunidade microbiana que constitui a
populacdo da rizosfera, assim como o perfil metabdlico apresentado, sdo os fatores ambientais
e nutricionais. A disponibilidade ou escassez de fontes de carbono, nitrogénio e
micronutrientes, bem como o estresse hidrico, salinidade, pH e indices de radiacdo sao fatores
chaves na ativacdo ou silenciamento de rotas biossintéticas capazes de garantir a
sobrevivéncia do organismo em um ambiente pouco favoravel.** A competicdo entre
micro-organismos por espacgo e nutrientes em ambientes extremos tem sido uma forca seletiva
significativa que leva a evolucdo, através de desenvolvimento de estratégias de adaptativas
para sobrevivéncia nestes ambientes complexos. #

Os ambientes extremos sdo qualificados por caracteristicas fisicas e quimicas que

diferem significativamente daqueles encontrados em ambientes que suportam formas de vida
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mais abundantes e variadas.*® Assim, 0s micro-organismos presentes nestes ambientes podem
ser classificados de acordo com as caracteristicas encontradas 14, como por exemplo
termofilos para ambientes com altas temperaturas, acidéfilos quando o pH é acido, haléfilos
para alta salinidade, metalotolerantes em locais com elevadas concentracdes de metais,
radiorresistentes para lugares onde ha grande incidéncia de radiacdo (por exemplo, radiacéo
ultravioleta).*®

Os organismos extremofilos sdo entdo considerados promissores para a biotecnologia,
em virtude de sua capacidade de produzir diversas extremoenzimas (proteases, amilases,
xilanases, desidrogenases), além de metabdlitos com funcdo protetora, como acidos graxos
poli-insaturados responsaveis por manter a estrutura celular em ambientes frios; carotenos
para absorcdo de radiacdo; surfactantes, para manutencdo da membrana celular em ambientes
salinos; dentre outros.*”*® Pode-se citar como exemplos de metabélitos secundarios
produzidos por extreméfilos o antibidtico antineplasico tubercidina (16) isolado de
Actinopolyspora erythraea, uma actinobatéria haldfila,”® ou mesmo os antiflingicos
abenquinas A-D (17), isolados de uma linhagem xeréfila (resistente a dissecacdo) de

Streptomyces.>*

(0]
% N C'R=)\
N R _R=
HO / \N o A-R
o NN, PN
N (0] OH
H
5 /\‘/
B-R= D-R=

Figura 4. Estruturas quimicas de metabdlitos secundarios produzidos por actinobactérias de ambientes extremos.

OH oOH Tubercidina (16) Abengquina (17) NH
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1.4. Fracionamento guiado por bioensaio

Como 0s micro-organismos sdo capazes de produzir uma série de compostos atraves de
seu metabolismo primario e secundario, 0s extratos brutos gerados nos processos
fermentativos, normalmente, constituem-se como uma mistura complexa, o que dificulta a
associacdo da atividade metabdlica a uma molécula especifica. Nestes casos, 0
estabelecimento de uma relacdo causa-efeito inequivoca ndo € possivel. Assim, estratégias
gue consigam interligar técnicas analiticas e ensaios biologicos podem sem empregadas com a
finalidade de identificar as substincias isoladas quanto sua relevancia bioldgica.>?

O fracionamento guiado por bieonsaio consiste em alternar etapas de testes bioldgicos
com os fracionamentos dos extratos brutos através de diferentes métodos cromatograficos. A
partir da fracdo que produz o efeito biologico desejado realiza-se, entdo, o isolamento e
identificacdo do composto ativo, isto é, somente as fracdes ativas nos ensaios bioldgicos sdo
levadas a novas etapas de fracionamento, até que se consiga relacionar a atividade a uma

fracéo purificada. > A Figura 5 mostra uma representagio esquematica deste processo.

Elucidacao Estrutural
Extrato do Composto Bioativo

Screening
Quimico

Screening
Biolégico

Fracionamento

Fracao Ativa
Purificda

Figura 5. Representacdo esquematica das etapas envolvidas no fracionamento guiado por bioensaio.
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Como os produtos naturais microbianos sao excelentes fontes para a obtencédo de uma
diversidade quimica de candidatos potenciais para o desenvolvimento de novos farmacos,
diferentes ensaios podem ser empregados na triagem bioldgica.> Inicialmente, para a triagem
de inGmeros extratos brutos, bioensaios com alto desempenho e respostas rapidas sdo
empregados. Entretanto, ap0s o fracionamento, bioensaios mais especificos podem ser
utilizados para determinar o modo de agdo da molécula bioativa isolada.>® Atualmente, com
as técnicas de miniaturizacdo dos ensaios biologicos e HTS (do inglés High Troughtput
Screening) mais de uma atividade distinta podem ser monitoradas simultaneamente,
potencializando ainda mais a metodologia, de forma que um maior nimero de hits sejam
encontrados.*

Entretanto, vale ressaltar que o fracionamento biomonitorado deve ser bem planejado,
uma vez que existem algumas limitacbes. Como 0s compostos ativos geralmente estdo
presentes em pequenas quantidades, € imprescindivel uma analise criteriosa para que 0S
mesmos ndo sejam descartados. Além disso, a purificacdo dos analitos de interesse pode ndo
ser trivial dada a complexidade de alguns extratos brutos microbianos. Finalmente, também
deve-se atentar a perda da atividade por modificacOes estruturais que podem ocorrer no
processo de separa¢do, como a formacéo de artefatos ou mesmo reacoes de degradacao, entre
outros.®’

Uma vez que a avaliacdo bioldgica é realizada e a separacdo do metabodlito bioativo
tenha sido alcangada inicia-se o processo de elucidagéo estrutural do composto. Esta etapa de
caracterizacdo € dependente de técnicas analiticas diversas, podendo representar um conjunto
de dados com diferentes informacGes a serem conectadas. Em geral, as técnicas mais
amplamente empregadas sdo a ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de

massas (MS, do inglés Mass Spectrometry) e infravermelho (IR, do inglés Infrared).%
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1.5. Espectrometria de massas no processo de desreplicacao

Diversos estudos mostram a importancia e a eficiéncia dos metabolitos secundarios
produzidos pelas actinobactérias como antibidticos.>® Entretanto sua obtencdo pode ndo ser
trivial, sendo necessarias diversas etapas, entre elas: producdo dos extratos brutos através de
processos fermentativos; extracdo dos compostos de interesse; fracionamento dos extratos
brutos até que a atividade biolégica possa ser associada a um determinado composto; e
caracterizagdo estrutural.®® Durante todo este processo, geralmente sdo obtidas pequenas
quantidades de extratos brutos e, principalmente, de compostos isolados, assim uma etapa
crucial nos processos de desreplicacdo e fracionamento consiste na escolha da técnica
analitica, a qual deve ser sensivel, rapida e robusta. Desta forma, a espectrometria de massas
faz-se uma ferramenta importante no processo de desreplicacdo de metabolitos em matrizes
complexas, uma vez que permite uma andlise rapida e sensivel, bem como fornece
informagdes valiosas, como a massa molecular e mesmo acerca da estrutura quimica.

Outra vantagem €é que os perfis quimicos gerados por MS permitem comparar extratos
brutos, além de facilitarem o monitoramento e deteccdo de metabdlitos de interesse,
estreitando a busca de potenciais biomoléculas ou até mesmo evitando que extratos brutos
quimicamente similares sejam estudados isoladamente em um estagio inicial do trabalho.®*

As andlises por MS sdo ideais para a triagem quimica e comparacdo detalhada dos
metabolitos secundarios de um conjunto de fermentacGes microbianas, revelando rapidamente
as diferencas ou biomarcadores entre os grupos. Além disso, através da espectrometria de
massas sequencial pode-se ainda obter informacéo estrutural de compostos numa fase inicial
do trabalho, além da possibilidade de obtengdo da formula estrutural por meio das analises
por espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS, do inglés High Resolution Mass

Spectrometry).
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Diversas plataformas em MS podem ser empregadas nos estudos do metabolismo
secundario microbiano, desde a injecdo direta no equipamento (DI-MS, do inglés Direct
Infusion/Injection Mass Spectrometry) até mesmo ao acoplamento com diversas técnicas
cromatograficas, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-MS, do inglés
High Performance Liquid Chromatography Mass Spectrometry), cromatografia gasosa (GC-
MS, do inglés Gas Chromatography Mass Spectrometry) ou mesmo cromatografia em
camada delgada (TLC-MS do inglés Thin Layer Chromatography Mass Spectrometry).®2

A partir de todas as informacBes coletadas por MS (tais como massa e férmula
molecular, padrédo isotdpico, perfil de fragmentacdo, modo de ionizacéo) é possivel comparar
com a literatura e/ou bancos de dados a informacéo estrutural fornecida. Assim, as estruturas
conhecidas podem ser identificadas sem a necessidade de um processo de isolamento; além
disso, os padrdes de fragmentacdo observados no espectro MS/MS ou MS" podem permitir a
identificacdo de entidades desconhecidas dentro de uma mesma familia quimica por meio de
correlagBes espectrais.®®%* Desta forma, a MS tém contribuido imensamente para o
desenvolvimento de metodologias de desreplicacdo dos extratos brutos cada vez mais rapidas
e eficientes.

Um dos pontos fortes da espectrometria de massa é que pequenas quantidades de
amostra sdo necessarias para realizacdo das analises e, apenas com um Unico espectro é
possivel obter algumas informacbes relevantes como composicdo elementar e massa
molecular. Além disso, grandes avancos instrumentais tém sido observados nas ultimas
décadas, principalmente com relacdo as técnicas de ionizacdo, como exemplo a ionizagéo
ambiente, que levou a analise de amostras para um ambiente externo ao espectrometro de
massas. 0

A ionizacdo ambiente permitiu que ndo sO 0s extratos brutos pudessem ser analisados,

mas também as proprias colonias microbianas. A andlise direta das células de um micro-
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organismo permite detectar metabolitos especificos de uma dada comunidade e, por este
motivo, tem representado um crescente interesse nas pesquisas de microbiologia para o estudo
das interacdes intra e interespécies.®’

Apesar das inimeras vantagens da utilizacdo de MS para desreplicacdo é preciso cuidado
para a interpretacdo dos dados obtidos, pois identificacfes equivocadas podem ser cometidas
devidos as a geracdo de ions protonados ([M+H]*) ou coordenados com metais como sédio e
potassio ([M+Na]* e [M+NH4]").%, Deve-se também ressaltar que as analises que n&o
envolvem separacdo cromatograficas também estdo sujeitas ao efeito de supressao idnica, no
qual as diversas espécies presentes nos extratos brutos competem no processo de ionizacao e
moléculas facilmente ionizaveis mascaram a presenca de analitos com menor potencial de
ionizagdo.5%7°

No entanto, as analises espectrométricas podem néo ser suficientes para se chegar a uma
estrutura viavel, pois a elucidacéo estrutural se torna dificil com altas massas moleculares e a
pesquisas em bancos de dados podem gerar resultados falso-positivos. Para isso, 0 maior
namero de informac@es estruturais deve ser utilizado, como as técnicas espectroscopicas de
RMN (ressonancia magnética nuclear), IV (infravermelho), DC (dicroismo circular), UV-Vis
(ultravioleta-visivel), em virtude da complementaridade entre elas.”

Assim, os protocolos de desreplicagdo podem envolver diversas analises para que se
identifigue uma molécula o mais rapido possivel, evitando etapas de purificacdo de
compostos que ndo sejam de interesse, confrontando os dados obtidos nas analises estruturais
a dados da literatura e bancos de dados. A Figura 6 mostra uma representacdo esquematica

abordada para a acelerar a identificacdo dos metabolitos de interesse.
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HPLC Analitico
(extrato, mistura ou composto desconhecido)

RMN 1D

MS
UV-Vis
Ms: RMN 2D

-

Busca em banco de dados
através dos resultados obtidos

encontrady Nﬁo- encontrado

Identificagao Identificacao de algumas caracteristicas
de estruturais: férmula molecular, grupos
Metabdlito funcionais; heteroatomos, massa exata
Conexédodas
analises estruturais
Identificacdo de

Novo Metabdélito

Figura 6. Representacdo esquematica da metodologia de desreplicacdo, empregada para acelerar a identificagdo
de metabdlitos de interesse.

Embora sejam necessarios alguns cuidados, as metodologias em MS permitem o estudo
da diversidade de metabdlitos produzidos por micro-organismos e a dinamica das
comunidades microbianas a partir tanto da analise de metabolitos excretados para 0 meio de
cultivo, quanto de amostras vivas. E os dados gerados, combinado com abordagens de
informatica, facilitam a caracterizacdo destes organismos a nivel molecular, resultando em

inimeros avangos na quimica de PN microbianos.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Neste trabalho buscou-se identificar, isolar e caracterizar compostos relacionados a

atividade antimastitica empregando bioensaios de antagonismo e antibiose para triagem de

actinobactérias e extratos brutos, respectivamente, utilizando técnicas em espectrometria de

massas como principais ferramentas de monitoramento e caracterizacéo estrutural.

2.2. Objetivos especificos

X/
L X4

Otimizacdo de bioensaios de antagonismo e antibiose para avaliar a capacidade de
producdo de compostos com atividade antimicrobiana pelas actinobactérias
estudadas;

Realizacdo de screening de atividade antimastitica de diferentes actinobactérias e
seus extratos frente linhagens de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas;
Aplicacdo da estratégia de desreplicacdo para 0s extratos brutos ativos Caat 1-54,
Caat 2-63 e Caat 8-25;

Estudar a regulacdo da producdo de metabdlitos secundarios halogenados pela
actinobactéria Caat 1-54 quando realizada fermentacdo com meio de cultivo
suplementado com sais de bromo ou com agua do mar;

Caracterizacdo estrutural das substancias bioativas, presentes nos extratos brutos
provenientes das actinobactérias Caat 1-54, Caat 2-63 e Caat 8-25, empregando

técnicas espectrométricas e espectroscopicas.
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3. Resultados

3.1. Desenvolvimento de bioensaio de antagonismo entre actinobactérias e bactérias

causadoras de mastite

Para acelerar o processo de triagem de actinobactérias capazes de produzir compostos
com acdo antimicrobiana frente a diversas linhagens de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas foi aplicado um ensaio de antagonismo. Durante este trabalho 13 linhagens
diferente de bactérias foram usadas como alvo bioldgico, sendo 6 delas linhagens isoladas de
leite de vaca contaminada com mastite e 7 linhagens padrGes adquiridas de colecbes de
cultura certificadas. As bactérias provenientes de leite contaminado serdo entdo denominadas
ao longo deste trabalho como linhagens isoladas, enquanto que as bactérias das colecdes serdo
denominadas linhagens tipo. Na configuracdo do bioensaio de antagonismo (item 5.3.3,
Figura 78) as linhagens isoladas foram ensaiadas em uma placa (Placa 1) e as linhagens tipo
em outra placa (Placa 2).

Na primeira etapa do estudo de antagonismo frente as bactérias alvo alguns parametros
do ensaio foram otimizados para garantir a confiabilidade dos resultados observados. Deste
modo, iniciou-se uma triagem de diferentes meios de cultivo solidos, a fim de avaliar aqueles
gue promoveriam o crescimento das bactérias alvo de modo satisfatorio, visto que 0os meios
de cultivo mais promissores para as actinobactérias ja eram conhecidos pelo grupo de
pesquisa. Assim, as bactérias foram cultivadas nos meios solidos BDA, TSB, GYEA, MA3,
ISP-2, ACA e Malte.

A partir de 1 dia de cultivo as 13 linhagens distintas de bactérias apresentaram um bom
crescimento em TSBA, BDA, GYEA e ISP-2. Embora tenham demonstrado bom
desenvolvimento nestes 4 meios de cultivo sélidos, as coldnias cresceram mais rapidamente

em TSBA, em especial a bactéria 270 (que apresentou um crescimento muito mais lento nos
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demais meios quando comparada ao TSBA). A Figura 7 apresenta os resultados obtidos para

as linhagens isoladas (Placa 1, Figura 78) nos meios de cultivo mais promissores.

Figura 7. Coldnias de bactérias da Placa 1 estriadas em (a) TSBA, (b) BDA, (c) GYEA e (d) ISP-2 ap6s 24h de
crescimento em estufa a 37°C.

Observando-se os resultados obtidos é possivel concluir que o melhor meio de cultivo
para o desenvolvimento bacteriano foi 0 meio TSBA, por se tratar de um meio rico em
nutrientes capaz de promover o crescimento de diversos organismos, principalmente bactérias
aerobicas e anaerdbicas facultativas, por conter em sua composicdo dextrose como fonte de
carbono, aminoacidos e outras fontes de nitrogénio complexas em abundancia.”> Assim,
considerando o TSBA como o melhor meio de cultivo para as bactérias alvo e BDA como um

meio promissor para o cultivo de actinobactérias e apropriado para o crescimento dos
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organismos teste, determinou-se que o ensaio de antagonismo seria procedido em ambos 0s
meios.

Em uma segunda etapa foi avaliado qual o melhor periodo de crescimento da
actinobactéria antes do estriamento das bactérias alvo nas placas de Petri. Como o
crescimento das actinobactérias mostrou-se mais lento quando comparado ao das bactérias é
necessario que haja um intervalo de tempo para que as actinobactérias ensaiadas possam
produzir metabdlitos secundarios ativos e os mesmos sejam difundidos para o meio externo e
possam, assim, agir como inibidores do crescimento bacteriano. Deste modo, utilizou-se a
mesma actinobactéria para permitir a comparacdo entre a inibicdo do crescimento das
linhagens de bactérias nos diferentes intervalos de tempo estudados. Foram monitorados 0s
intervalos de 5, 7 e 10 dias entre o estriamento da actinobactéria e o das bactérias alvo na

placa de Petri. A Figura 8 apresenta os resultados obtidos para a actinobactéria AMC 23.

Figura 8. Bioensaio de antagonismo in vitro entre actinobactéria AMC 23 (centro da placa de Petri) contra
bactérias causadoras de mastite (Placa 1), utilizando meio de cultivo solido BDA. Em (a) as bactérias foram
estriadas ap0s 5 dias de crescimento da actinobactérias, enquanto em (b) o intervalo de tempo foi de 7 dias e em
(c) de 10 dias.

Apo6s o cultivo da actinobactéria AMC 23 e o estriamento das bactérias alvo notou-se
que passados 5 dias de crescimento da actinobactéria ndo houve qualquer inibicdo do
crescimento bacteriano. Ja ap6s 7 dias do estriamento da actinobactéria, percebeu-se a

inibicdo do crescimento das bactérias, sendo possivel ainda identificar colénias nas
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proximidades da borda da placa de Petri. Porém com 10 dias de crescimento da
actinobactéria, as bactérias tiveram seu crescimento totalmente inibido e, deste modo, néo foi
possivel observar nenhuma col6nia na placa de Petri.

Sendo assim, definiu-se que o intervalo de tempo apropriado entre o estriamento da
actinobactéria e o inoculo das bactérias alvo nas placas era de 7 dias, o qual foi escolhido por
ainda ser possivel notar crescimento das coldnias bacterianas, fato que deixa mais evidente a
atividade biolégica monitorada no ensaio. Como ndo houve inibicdo do crescimento
bacteriano com 5 dias de crescimento da actinobactéria tal periodo foi descartado. O intervalo
de 10 dias também ndo foi considerado promissor porque houve inibicdo completa do
crescimento bacteriano, dificultando o monitoramento do bioensaio e a comparacdo da
atividade antimicrobiana entre as actinobactérias estudadas. Logo, 0 bioensaio de
antagonismo foi padronizado utilizando os meios de cultivo solidos BDA e TSBA; e 0
estriamento das bactérias com 7 dias de crescimento da actinobactéria.

Apos a padronizacdo dos parametros envolvidos no bioensaio de antagonismo, 120
actinobactérias foram ensaiadas para avaliagdo como produtoras de compostos com atividade
antimastitica. Para tal, utilizou-se como controle placas de Petri estriadas apenas com as
bactérias, a fim de garantir que a inibicdo observada era proveniente da acdo de compostos
produzidos pela actinobactéria em estudo, ndo um problema de crescimento das coldnias
bacterianas.

A inibicdo do crescimento das bactérias pelas actinobactérias foi classificada em 4
niveis, de acordo com a Tabela 1, para facilitar a comparacdo da atividade inibitéria em

fungéo da distancia entre as coldnias bactérias e a actinobactéria.
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Tabela 1. Classificagdo da atividade bioldgica de acordo com a distancia entre as colonias das bactérias alvo e a
actinobactéria.

Classificacéo Tamanho (mm)
Muito Ativo (++) >3,0
Ativo (+) 1,5-3,0
Pouco Ativo (+-) 05-15
Sem atividade (-) <0,5

A Figura 9 ilustra alguns dos resultados obtidos, mostrando os diferentes niveis de

inibicdo do crescimento bacteriano observados

Figura 9. Bioensaio de antagonismo contra as linhagens tipo (Placa 2) em meio solidc BDA. Em (a)
actinobactéria Actino-14 que ndo apresentou atividade, em (b) a actinobactéria CS072 que foi pouco ativa, em
(c) a actinobactéria CS045 considerada como ativa e em (d) a actinobactéria Caat 1-42 como representante do
grupo muito ativo.

Os resultados obtidos para o bioensaio das 120 actinobactérias nos meios BDA e TSBA

estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Resultados obtidos no ensaio de antagonismo para as diferentes actinobactérias em meio BDA e
TSBA.

Actinobactéria BDA TSBA | Actinobactéria BDA TSBA | Actinobactéria BDA TSBA

2C7-1 - - Caat 4-46 - - CS070 +- +
2C7-11 - - Caat 4-53 +- - Cs072 +- -
2C7-12 - - Caat 4-54 - - CS075 - -
2C7-15 - - Caat 4-55 +- - CS076 - -
2C7-16 - - Caat 5-29 +- - CS091 ++ -
2C7-2 - - Caat 5-38 - - CS098 - -
2C7-5 - - Caat 5-3b - - Eucal 24 +- -
2C7-8 - - Caat 5-50 + - Eucal 26 ++ -
2C7-9 - - Caat 5-7 +- - Eucal 30 + -
Actino 14 - +- Caat 6-11 + - Eucal 48 +- -
AMC 23 + - Caat 6-3 +- - IR006 - -
AMC 39 +- +- Caat 7-60 - - IR036 - -
Caat 1-34 + - Caat 7-48 + - P1-3-1 +- -
Caat 1-35 - - Caat 8-20 + - P1-3-4 +- -
Caat 1-37 + - Caat 8-23 - - P1-3-11 +- -
Caat 1-42 ++ - Caat 8-3 +- - P1-3-5 +- -
Caat 1-47 +- - Caat 8-45 - - P1-4-1 +- -
Caat 1-50 ++ - Caat 8-6 +- - P1-4-2 +- -
Caat 1-54 ++ +- Caat P5-8 + - P1-4-3 +- -
Caat 1-56 - - Caat P5-14 + - P2-3Y-1 + -
Caat 2-21 +- - Caat P5-21 +- - P4-4-2 +- -
Caat 2-35 ++ +- Caat P5-30 - - P5-3-1 +- -
Caat 2-37 - - Caat P5-104 - - P5-3-3 +- -
Caat 2-38 - - Canv 1-32F - - SB001 - -
Caat 2-41 +- - Canv 3-27F - - SB003 - -
Caat 2-43 ++ - CS004 - - SB005 - -
Caat 2-47 ++ - CS008 - - SB019 - -
Caat 2-48 - - CS011 - - SB028 - -
Caat 2-49 +- - CS013 - - SB034 - -
Caat 2-54 - - CS019 - - SB035 - -
Caat 2-56 +- - CS022 - - SB037 - -
Caat 2-58 +- - CS029 - - SB041 - -
Caat 2-61 ++ - CS041 ++ - SB042 - -
Caat 2-62 + - CS044 - - SB043 +- -
Caat 2-63 ++ + CS045 + - SB044 - -
Caat 2-74 - - CS059 - - SB047 - -
Caat 2-97 ++ - CS060 - - SB054 ++ -
Caat 3-48+ +- - CS060 - - SB062 - -
Caat 3-55 ++ - CS066 - - SB086 +- -
Caat 4-44+ - - CS068 - - SB089 - -
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E importante ressaltar que o meio BDA levou a identificacdo de uma quantidade maior de
actinobactérias produtoras de compostos com acdo antimicrobiana quando comparado ao

ensaio em meio TSBA, como demonstra o exemplo da actinobactéria Caat 1-37 na Figura 10.

Figura 10. Bioensaio de antagonismo da actinobactéria Caat 1-37, que se mostrou (a, b) ativa em meio
BDA (c, d) e sem atividade biol6gica em meio TSBA.

Entretanto, algumas actinobactérias foram ativas somente em meio TSBA, como foi a
caso da actinobactéria Actino-14 contra as linhagens tipo empregadas no bioensaio,

representada na Figura 11.
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Figura 11. Bioensaio de antagonismo (Placa 2) da actinobactéria Actino-14, no qual é possivel observar
diferentes respostas biolégicas para o ensaio dos mesmos micro-organismos empregando (a) meio BDA e
(b) meio TSBA.

A partir dos resultados alcangados foi possivel evidenciar a importancia na escolha do
meio de cultivo, pois a composi¢do nutricional particular de cada um desses meios pode
influenciar na producdo de metabolitos secundarios bioativos pelas actinobactérias. Sendo
assim, um mesmo micro-organismo pode produzir diferentes compostos, como atividade
bioldgica ou ndo, quando cultivados em meios de cultivo distintos.”

A biossintese de muitos metabolitos secundarios é frequentemente iniciada quando a
célula detecta uma condicdo estressante de esgotamento de nutrientes (por exemplo, glicose,
nitrogénio ou fosfato) no ambiente extracelular, ou quando moléculas de sinalizacdo
especificas (como as y-butirolactonas) sdo observadas.’* De tal modo, diversas fontes de
carbono e nitrogénio podem ser metabolizadas pelos micro-organismo para a producdo de
inimeros metabolitos secundarios distintos, entretanto em alguns casos a sintese de enzimas
pode ser reprimida até que os metabolitos primarios sejam consumidos, de acordo com a
composigdo nutricional fornecida para o processo fermentativo. Deste modo, muitas vias
metabolicas secundarias podem ser inibidas por fontes de carbono e nitrogénio que séo
favoraveis apenas ao crescimento do micro-organismo.”

N&o sO0 as fontes de carbono e nitrogénio sdo importantes para definir as rotas

metabolicas ativas, mas também micronutrientes tais como metais, que atuam como cofatores
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ou inibidores enzimaticos.”® As fontes de fosfato também podem facilmente reprimir vias
biossintéticas de acordo com a concentracdo empregada, pois podem favorecer apenas o
crescimento, diminuindo a producio de metabdlitos secundarios bioativos.””

Ainda quanto aos resultados para o ensaio de antagonismo, foi observado que dentre as
13 bactérias alvo, as linhagens tipo (Placa 2) mostraram menor sensibilidade aos compostos
bioativos produzidos pelas actinobactérias, pois foram menos inibidas que as bactérias
isoladas do leite (Placa 1), como ilustrado na Figura 12. Para o grupo de linhagens isoladas de
leite de vacas infectadas, as bactérias Staphylococcus aureus 211, 212 e 213 se mostraram

mais sensiveis ao estudo realizado, demonstrando maior inibicdo do crescimento das colonias.

Figura 12. Comparacdo do potencial antimicrobiano da actinobactéria AMC 39 em meio BDA frente as
bactérias da (a) Placa 1 e (b) Placa 2, ilustrando maior resisténcia das bactérias da Placa 2 aos compostos ativos.

O grupo de actinobactérias consideradas muito ativas (como classificado na Tabela 1)
foi responsével pela inibicdo completa do crescimento das bactérias alvo, de forma que
nenhuma coldnia fosse observada nas placas de Petri contendo a actinobactérias, enquanto
gue nas placas controle (sem a actinobactéria) o crescimento das bactérias foi normal. Sendo
assim, considerou-se que a inibi¢do pudesse ter ocorrido de duas formas distintas: difuséo de
metabolitos secundarios bioativos pelo meio de cultura sélido ou difusdo de compostos

organicos volateis no interior da placa. Entdo, para confirmar qual destes mecanismo atuava
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nestes casos, foi realizado um experimento no qual estas actinobactérias foram cultivadas em
placas contendo uma barreira fisica entre 0os micro-organismos (item 5.3.4, Figura 79), como

apresentado na Figura 13.

Figura 13. Resultados obtidos no bioensaio de antagonismo mediado por VOCs produzidos pelas
actinobactérias (a) SB054, (b) SB035, (c) CS091 e (d) Caat 1-42.

A presenca de uma barreira que separa as actinobactérias e as bactérias garante que nao
haja difusdo de metabdlitos entre dois organismos na mesma placa de Petri, exceto via aérea.
Assim, se houvesse inibicdo do crescimento das col6nias bacterianas, tal fato s6 poderia ser
resultante da acdo de VOCs produzidos pelas actinobactérias testadas. Entretanto, foi
observado o crescimento normal de todas as bactérias (Figura 13). Desta forma, conclui-se
que a completa inibicdo observada para as bactérias (como por exemplo a Figura 8d), nos
ensaios de antagonismo, foi resultante da atividade de compostos secretados para 0 meio de

cultivo e ndo de metabdlitos volateis.
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Em resumo, através do ensaio de antagonismo frente bactérias causadoras de mastite
55% das actinobactérias foram consideradas como capazes de produzir compostos com
atividade antimicrobiana, que foram secretados para 0 meio de cultivo sélido e, desta maneira,
inibiram o crescimento das col6nias bacterianas. As actinobactérias consideradas ativas foram

listadas na Tabela 3.

Tabela 3. Actinobactérias consideradas mais promissoras no bioensaio de antagonismo contra bactérias
envolvidas na mastite.

AMC 23 Caat 2-43 Caat 3-55 CSo041
Caat 1-37 Caat 2-47 Caat 5-50 CS091
Caat 1-42 Caat 2-61 Caat 7-48 Eucal 26
Caat 1-50 Caat 2-62 Caat 8-20 Eucal 30
Caat 1-54 Caat 2-63 Caat P5-8 P2-3Y-1
Caat 2-35 Caat 2-97 Caat P5-14 SB054

3.2. Desenvolvimento de bioensaio de antibiose para avaliacdo dos extratos brutos
produzidos por actinobactérias frente a bactérias causadoras de mastite

Para avaliar a atividade antimastitica dos extratos brutos (obtidos conforme descrito no
item 5.3.5), ensaios de antibiose foram avaliados. Inicialmente, optou-se por testar o ensaio de
bioautografia direta, no qual os extratos brutos sé@o adicionados diretamente em placas
contendo uma suspensdo das bactérias alvo. Neste experimento foi avaliada a atividade
antibiotica dos extratos brutos provenientes da fermentacdo de meio liquido BD pela
actinobactérias AMC 23, Caat 6-3 e Eucal 26, os quais ja haviam sido estudados previamente
em outros trabalhos do grupo de pesquisa que confirmaram sua atividade antimicrobiana.’®"°

Como resultado foi possivel observar halos de inibicdo de crescimento das bactérias
Escherichia coli K12 e Staphylococcus aureus 211 para todos os extratos brutos, bem como
para o controle negativo (contendo apenas DMSO). Deste modo, a atividade bioldgica

observada ndo pode ser atribuida unica e exclusivamente ao extrato bruto. A Figura 14
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apresenta os resultados obtidos para o ensaio de bioautografia direta empregando DMSO

como solvente frente a bactéria Staphylococcus aureus 211.

Figura 14. Resultados obtidos no ensaio de bioautografia direta contra Staphylococcus aureus 211 para (a)
DMSO, (b) AMC 23, (c) Caat 6-3, (d) Eucal 26 e (e) controle positivo DMSO.

Como DMSO mostrou-se toxico para algumas das linhagens bacterianas empregadas no
bioensaio, outros solvente capazes de solubilizar os extratos brutos foram avaliados, sendo
eles: metanol, etanol, acetona, N,N-dimetilacetamida, formamida, N,N-dimetilformamida. Os
solventes foram entdo aplicados em placa de Petri incubada com as bactérias alvo, as quais se

mostraram sensiveis ao DMSO. A Figura 15 apresenta parte dos resultados obtidos.

Figura 15. Avaliacdo da toxicidade dos solventes triados para realizacdo de bioautografia direta frente a
(a) Staphylococcus aureus 211 e (b) Escherichia coli K12.
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Como pode ser observado na Figura 15, todos os solventes estudados promoveram
inibicdo do crescimento bacteriano, impossibilitando sua utilizacdo no bioensaio. Sendo
assim, optou-se por empregar o ensaio de disco-difusdo para eliminar a interferéncia do
solvente na triagem dos extratos brutos.

Para o ensaio de disco-difusdo alguns parametros foram otimizados, tais como volume
de meio de cultivo usado no preparo das placas, intervalo de tempo entre a insercao dos
discos no agar e o plagueamento das bactérias, bem como as concentracdes dos extratos
avaliados e do controle positivo (tetraciclina).

Na primeira etapa, foi estudada a concentracdo a ser empregada de tetraciclina,
escolhida como controle positivo. Foram ensaiados discos impregnados com 5,0; 2,5; 1,2; 0,6
e 0,3 ug de tetraciclina contra todas as linhagens alvo. Parte dos resultados foi apresentado na

Figura 16.

Figura 16. Bioensaio de disco-difusdo empregando diferentes concentragOes de tetraciclina frente as bactérias
(a) Staphylococcus aureus 211, (b) SCN, (c) Streptococcus agalactiae e (d) Staphylococcus aureus 212.
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As concentracdes mais altas ensaiadas foram ativas contra a maioria das bacteérias.
Deste modo, foi determinado que o controle com tetraciclina seria de 5 pug, uma vez que
algumas bactérias ndo apresentaram halos de inibicdo superiores ao diametro do disco de
papel nas concentracGes mais baixas frente a algumas linhagens de bactérias.

Em sequéncia, a quantidade de meio solido BDA na placa foi avaliada. Foram testados
8 e 12 mL de meio por placa. Escolheu-se utilizar 12 mL, uma vez que ndo houve diferenca
significativa nos halos de inibicdo, mas com o volume maior a cobertura de meio sobre 0s
discos foi mais uniforme, além de que o meio ndo apresentou nenhum ressecamento apos o
periodo do bioensaio.

O tempo entre a insercdo dos discos no meio de cultivo e o plaqueamento das bactérias
também foi estudado. Avaliou-se o indculo das bactérias imediatamente e decorridas 24h da
solidificacdo meio de cultivo apds insercdo dos disco nas placas. Observou-se que o
plagueamento imediato da bactéria ndo era eficiente, pois a formacéo dos halos de inibicdo foi
prejudicada. Entretanto, com o intervalo de 24 h, halos maiores e mais faceis de serem

visualizados foram formados, como mostra a Figura 17.

Figura 17. Bioensaio de disco-difusio com diferentes concentracfes de tetraciclina frente a bactéria
Staphylococcus aureus 211. A bactéria foi plaqueada (a) apds 24 h a insercéo dos discos e (b) logo em seguida a
solidificacdo do meio de cultivo.
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Para finalizar a otimizacdo do bioensaio, a concentracdo de extrato bruto a ser
utilizada foi avaliada. Para isto, diluicGes dos extratos brutos provenientes da fermentagéo de
meio BD pelas actinobactérias AMC 23, Caat 6-3 e Eucal 26 foram realizadas e os discos de
papel de filtro foram impregnados com 50, 25, 12, 6 e 3 pug de cada um deles. A Figura 18

ilustra os halos de inibicdo para linhagens de Staphylococcus aureus.

Figura 18. Bioensaio de disco difusdo para determinacdo da concentracdo ideal de extrato bruto. Em (a)
dilui¢des do extrato Eucal 26 contra Staphylococcus aureus 211, em (b) diluigbes do extrato AMC 23 contra
Staphylococcus aureus 212 e em (c) extrato Caat 6-3 contra SCN.

Os extratos brutos apresentaram respostas bioldgicas variadas, mas foi possivel notar
que as concentracdes mais altas foram responsaveis pela formacdo de halos de inibicdo de
diametro adequado. Sendo assim, utilizar a concentracdo de 50 pg de extratos brutos
permitiria que um maior nimero de extratos ativos pudesse ser identificado. Isto acontece
porque cada espécie de actinobactéria apresenta caracteristicas Unicas e, por consequéncia,
algumas delas sdo capazes de produzir apenas um determinado metabolito, enquanto outras
podem sintetizar uma gama de compostos das mais variadas classes quimicas. Logo, 0s
extratos brutos podem apresentar concentragdes diferentes do metabolito ativo, isto €, alguns
extratos podem conter maior quantidade do composto bioativo em detrimento a outros.8%8!

Diante de todas as informacdes coletadas, o bioensaio de disco-difuséo foi padronizado

utilizando discos de papel de filtro com 6 mm de didmetro, 12 mL de meio BDA, 5 pg de
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tetraciclina como controle positivo, 50 pg de extrato bruto e plaqueamento das bactérias alvo
apos 24 h da insercdo dos discos nas placas de Petri.

Através deste ensaio, 0s extratos brutos puderam ser avaliados quanto a sua agédo
antimicrobiana frente as 13 linhagens de bactérias alvo, sendo classificados em 4 niveis de

resposta, como indicado na Tabela 4.

Tabela 4. Classificagdo da atividade biologica de acordo com didmetro dos halos de inibicdo do crescimento das
coldnias das bactérias alvo.

Classificacao Tamanho (cm)
Muito Ativo (++) >2,0
Ativo (+) 2,0-1,0
Pouco Ativo (+-) 1,0-0,6
Sem atividade (-) <0,6

Tais niveis de inibicdo podem ser observados na Figura 19.

(a) (b)

Figura 19. Bioensaio de disco difusdo indicando os niveis de atividade antimicrobiana. Em (a) o extrato bruto
Caat 5-29, considerado muito ativo, em (b) o extrato ativo Caat 1-42, em (c) o extrato pouco ativo Caat 8-18.

Assim, 70 extratos brutos foram triados empregando esta metodologia e a Tabela 5

apresenta os resultados obtidos para cada um deles.
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Tabela 5. Resultados do bioensaio de difusdo dos extratos brutos provenientes da fermentagdo de meio BD pelas actinobactérias contra as bactérias da mastite

Extrato Bruto 211 212 213 42 97 270 14990 25922 25923 27853 43300 FD1062 K12
AMC 23 +- +- +- +- - +- - - - - - - -
AMC 39 - - - - - - - - - - - - -
Caat 1-42 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - + + -
Caat 1-47 - - - - - - - - - - - - -
Caat 1-50 - - - + - + + - - - - - -
Caat 1-54 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - + + -
Caat 2-40 - - - - - - - - - - - - -
Caat 2-43 - - - - - - - - - - - - -
Caat 2-47 + + + ++ + - ++ - - - + + -
Caat 2-49 + + + + + + + - + - - - -
Caat 2-62 ++ ++ ++ ++ ++ - - - - - ++ ++ -
Caat 2-97 - - + - - - + - - - - - -

Caat 3-48+ + + + - + + + - - - - - -
Caat 3-55 - - - - - - - - - - - - -
Caat 4-55 - - +- - - - + - - - - - -
Caat 5-29 + + + + + + + - - - - + -
Caat 5-38 + ++ - + - + + - - - - + -
Caat 5-40 - - - - - - - - - - - - -
Caat 6-3 - - +- - - - - - - - - - -
Caat 6-4 - - - - - - - - - - - - -
Caat 6-7 - - - - - - - - - - - - -

Caat 6-8 - - - - - - - - - - R - -
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Caat 6-11 - - - - - - - - - - - - -
Caat 7-38 ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - - ++ ++ -
Caat 7-43 - + + + - - - - - - + - -
Caat 7-46 - - - - - - - - - - - - -
Caat 7-48 - - - +- - - - - - - - - -
Caat 7-49 - - - - - +- - - - - - - -
Caat 7-51 - +- +- - - +- - - - - +- - -
Caat 7-52 + - - + - - + - - - - - -
Caat 8-2 - - - + +- + + - - - - - -
Caat 8-4 - - +- - - - - - - - - - -
Caat 8-5 - - - - - - - - - - - - -
Caat 8-6 ++ ++ + ++ ++ - ++ - - - ++ ++ -
Caat 8-16+ - - - - - - - - - - - - -
Caat 8-18 + + + + + + + - - - + + -
Caat 8-22 + + - + + - - - - - - - -

Caat 8-25 - - - + - +- + - ++ ++ ++ ++ ++
Caat 9-4 - - - - - - - - - - - - -
Caat 10-14+ - - - - - - - - - - - - -
Caat 10-15+ - - - - - - - - - - - - -
Caat 10-24 - - - - - - - - - - - - -
Caat P5-8 ++ ++ ++ ++ ++ - ++ - - - ++ ++ -
Caat P5-30 + + + ++ +- - - - - - - - -
-CCMA 1279 - - - - - - - - - - - - -
CCMA1285 - - - - - - - - - - - - -

CS045
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CS072
Eucal 26
Eucal 30

NCIMB 13795
NCIMB 14709
NCIMB 14711

P1-3-1

P1-3-4

P1-3-5
P1-3-11

P1-4-1

P1-4-2

P1-4-3
P2-3Y-1

P4-4-2

P5-3-1

P5-3-3

SB037

SB043

SB054

SB062

SB086

SB089
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Dentre os 70 extratos brutos ensaiados 60% foram considerados ativos, sendo alguns
deles ativos contra varias linhagens distintas e outros, mostrando especificidade para uma ou
outra espécie bacteriana. De maneira geral, 0s extratos brutos apresentaram atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, com excecdo do extrato bruto Caat 8-25, que
mostrou halos de inibicdo com diametro acima de 2 cm para as bactérias Gram-negativas
teste, além do mesmo também inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas, como mostra
a Figura 78. Deste modo, o extrato Caat 8-25 foi considerado um extrato muito ativo, de

acordo com o tamanho do halo de inibi¢do observado e a defini¢éo estabelecida na Tabela 4.

Figura 20. Bioensaio de disco difusdo para o extrato bruto proveniente da fermentacdo de meio BD pela
actinobactéria Caat 8-25 contra as bactérias: (a) SCN, (b) Staphylococcus aureus ATCC 25.923,
(c) Pseudomonas aeruginosa, (d) Staphylococcus aureus ATCC 43.300, (e) Escherichia coli FD 1062 e
(f) Escherichia coli K 12.

Outro extrato bruto bastante promissor foi produzido pela actinobactéria Caat 1-54,
ativo contra as linhagens de bactérias Gram-positivas. Os halos de inibicdo observados foram
0s maiores dentre todos os extratos avaliados no ensaio de disco-difusdo. A Figura 21 mostra

os resultados obtidos.
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Figura 21. Bioensaio de disco difusdo para o extrato bruto proveniente da fermentacdo de meio BD pela
actinobactéria Caat 1-54 contra as bactérias: (a) Staphylococcus aureus ATCC 25.923, (b) Staphylococcus
aureus 212, (c) Staphylococcus aureus ATCC 43.300, (d) SCN, (e) Staphylococcus aureus 211,
(f) Staphylococcus aureus 213, (g) Staphylococcus epidermis e (h) Streptococcus agalictae.

A atividade do extrato bruto Caat 2-63 também foi muito pronunciada, com halos de
inibicdo de diametro acima de 2,0 cm. Assim, este extrato também foi considerado muito
ativo de acordo com o didmetro dos halos observados no ensaio. A Figura 22 apresenta 0s

resultados obtidos.

Figura 22. Bioensaio de disco difusdo para o extrato bruto proveniente da fermentacdo de meio BD pela
actinobactéria Caat 2-63 contra as bactérias: (a) Staphylococcus aureus 211, (b) Staphylococcus aureus 212,
(c) Staphylococcus aureus 213, (d) SCN (e) Streptococcus agalictae, (f) Staphylococcus aureus ATCC 25.923,
(g) Staphylococcus aureus ATCC 43.300 e (h) Escherichia coli FD 1062.
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Conforme nota-se nos resultados apresentados, o ensaio de disco-difusdo foi eficiente
para triar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos. Contudo, nem sempre 0s extratos
brutos provenientes de actinobactérias ativas no ensaio de disco-difusdo mostraram atividade
bioldgica, como a exemplo das actinobactérias Eucal 30, CS072 e AMC 39. Também ocorreu
que algumas actinobactérias consideradas muito ativas (Tabela 1) no ensaio de antagonismo
mostram discreta atividade para seus extratos brutos (diametro do halo de inibicdo préximos
ao do disco de papel, 6 mm), como foi o caso das actinobactérias AMC 23 e Caat 6-3. Essas
diferencas de atividade antimicrobiana entre os ensaios podem ser explicadas pela diferenca
na forma de cultivo das actinobactérias em cada um deles. No ensaio de antagonismo, 0s
micro-organismos sdo cultivados em meio sélido por 7 dias, enquanto que para a obtencéo
dos extratos brutos foram realizadas fermentagdes em meio liquido sob agitacdo durante
10 dias.

A fermentacdo em fase solida é um bioprocesso que ndo precisa de um excesso de agua
livre e apresenta aeracdo completamente diferente de cultivos liquidos. Além disso, mudancas
no processo de fermentacdo sdo fundamentais para estimular ou inibir a producdo de um
composto especifico, podendo ocorrer perfis quimicos completamente distintos.®? Tais
consideracOes aliadas ao fato de que parametros como agitacdo e composi¢do do meio de
cultivo sdo fatores criticos na producdo de metabdlitos secundarios em micro-organismo, a
metodologia escolhida para os bioensaios de triagem das acitnobactérias pode levar a
diferentes resultados, uma vez que a mudanca de cultivo em meio sélido para meio liquido
pode influenciar ndo somente nas proporc¢des entre 0s compostos produzidos, como tambem
nas classes quimicas biossintetizadas.

Outro fator que deve ser considerado para explicar a diferenca de atividade encontrada

pelos ensaios é a eficiéncia do procedimento de extracdo dos compostos ativos do meio de
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cultivo liquido. No ensaio de antagonismo as bactérias alvo foram cultivadas sobre o0 mesmo
meio de cultivo que a actinobactéria, ficando expostas a todos os metabdlitos difundidos no
meio solido. Ja no ensaio de disco-difusdo as bactérias foram testadas frente a extratos brutos,
provenientes de um processo de extracdo liquido-luido. Se o procedimento nao for efetivo
para extrair todos os compostos ativos produzidos pela actinobactéria, o extrato bruto nédo
apresentara atividade bioldgica, mesmo que o micro-organismo tenha produzidos compostos

com atividade antimicrobiana.

3.3. Estudo do perfil metabolico de extratos brutos produzidos por actinobactérias

Os extratos brutos gerados para realizacdo do ensaio de disco-difusdo foram analisados
qguanto ao perfil metabdlico produzido empregando a MS, evidenciando o potencial das
actinobactérias, cuja biossintese de compostos pode levar aos mais variados conjuntos de
moléculas. Isto confirma a capacidade de tais micro-organismos como fonte de prospecc¢édo de
compostos com distintas aplicacfes, uma vez que uma vasta diversidade de estruturas
quimicas pode ser encontrada nas misturas complexas que geralmente constituem os extratos
brutos gerados.

Nesta etapa do estudo, os extratos brutos solubilizados em metanol foram analisados por
DI-PDA-MS (conforme descrito no item 5.2) e a Figura 23 apresenta parte dos resultados

obtidos.
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Figura 23. Espectros de DI-PDA-MS dos extratos brutos provenientes da fermentacdo de meio BD pelas actinobactérias (a) Caat 2-62, (b) Caat 2-97, (c) Caat 5-29,
(d) Caat 7-38, (e) Caat 7-48, (f) Caat 8-6, (g) Caat 8-18 e (h) Caat P5-8. Acima o0 espectro de MS em modo positivo, seguido da anélise em modo negativo e abaixo o espectro
de absorgdo UV-Vis.
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A grande maioria dos espectros de MS obtidos apresentam uma grande diversidade de
sinais, que muitas vezes representam as diversas moléculas que constituem o extrato bruto.
Entretanto, algumas actinobactérias apresentaram a capacidade de produzir apenas um
composto, como pode ser observado na Figura 23d, na qual os sinais presentes no espectro
sdo referentes apenas a um Unico composto. Na analise em modo positivo é possivel observar
0 as espécies, [M+H]*, [M+Na]* e [M+2H]?" referentes aos valores de m/z 1256, 1278 e 628,
respectivamente. Em modo negativo o sinal de m/z 1254 é relativo a espécie desprotonada
[M-H]". No espectro de PDA observa-se que 0s picos de absor¢do encontram-se na regides de
243, 443 e 668 nm.

A partir da analise cuidadosa dos dados obtido, acompanhada de dados de
espectrometria de massas sequencial e busca no banco de dados Dictionary of Natural
Products, o grupo de pesquisa realizou a desreplicacdo de parte extratos brutos, permitindo a
identificacdo de algumas moléculas com diferentes atividades bioldgicas.

Para os extratos Caat 8-6 e 8-18 foram encontradas algumas rubromicinas e, para o
extrato Caat 5-29, foi possivel observar a presenca de uma angluciclina inédita (Figura 24). Ja

o extrato Caat 7-38 apresenta apenas actinomicina D (Figura 57).8

Extrato Bruto Caat 5-29

Angluciclina
MM: 384 g.mol!

OH (0] OH

Extratos brutos Caat 8-6 e Cat 8-18 o

HO 0
o] OH o
0 Y/, =
g ‘O ° O
O HO OH ©
Griseorhodina a-Rubromicina
MM: 508 g.mol! MM: 538 g,mol’!

Figura 24. Estrutura quimica dos compostos identificados nos extratos brutos Caat 5-29, Caat 8-6 e Caat 8-18.
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3.4. Desreplicacdo do extrato bruto proveniente da fermentacdo de meio BD pela

actinobactéria Caat 1-54

Dentre as actinobactérias estudadas nesta tese a actinobactéria Caat 1-54 foi aquela que
apresentou o maior halo de inibicdo no ensaio de disco-difusdo (principalmente frente as
linhagens Gram-positivas), como ilustrado na Figura 21. Além disso, este micro-organismo
mostrou excelente atividade antimicrobiana no bioensaio de antagonismo, inibindo
completamente o crescimento das 13 linhagens de bactérias alvo (linhagens Gram-Positivas e
Gram-negativas) quando cultivada em meio BDA e impedindo parcialmente o

desenvolvimento das coldnias bacterianas em meio TSBA, como ilustra a Figura 25.

Figura 25. Resultado do bioensaio de antagonismo da actinobactéria Caat 1-54 frente as linhagens isoladas
(Placa 1) em (a) meio BDA e (c) TSBA e contra as linhagens tipo (Placa 2) em (b) meio BDA e (d) TSBA.

Sendo assim, para proceder com a identificagdo dos compostos ativos, valendo-se da

estratégia de fracionamento guiado por bioensaio, foi realizada a fermentacdo de maior
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volume de meio liquido BD para obtencdo de uma maior quantidade de extrato bruto.
Posteriormente, foi entdo desenvolvida uma metodologia de LC-UV para realizar o
fracionamento. A Figura 26 apresenta o cromatograma referente a melhor condigédo
cromatografica obtida para 0 monitoramento do extrato bruto nos comprimentos de onda de

280 e 310 nm, escolhidos de acordo com as analises de DI-PDA-MS.

myix100)

5.0-Detector A Ch1:280nm
:Detedur.ix Ch2:310nm

4.0

3.0

2.0+

1.0

D.G_ _L_A ——A A .ﬂ.l;_ FaSiapnceg tonier. | GO | e SR S

T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 300 35.0 40.0 45.0 min

Figura 26. Cromatograma de LC-UV do extrato bruto Caat 1-54, obtido a partir da fermentacéo de meio BD.

A partir do método otimizado em escala analitica, aproximadamente 100 mg do extrato
bruto Caat 1-54 foram fracionados, utilizando a escala preparativa, e durante todo o
desenvolvimento cromatografico fracbes foram coletadas a cada minuto, totalizando 48
fracdes. Em seguida, cada uma delas foi ensaiada contra a bactéria Staphylococcus aureus 211
para identificar a presenca de compostos ativos. Os resultados obtidos estdo esquematizados

na Figura 27.
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Figura 27. Esquema dos resultados obtidos para o fracionamento guiado por bioensaio do extrato bruto Caat 1-54 obtido a partir da fermentacdo de meio BD
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Para este extrato foi necessario realizar uma maior diluicdo para o screening bioldgico
das fracOes coletas, pois quando realizado o mesmo procedimento padréo aplicado pelo grupo
de pesquisa houve a inibicdo completa do crescimento da bactéria alvo. Apenas quando as
fragdes foram diluidas 20x foi possivel monitorar a atividade antimicrobiana. Observou-se,
assim, um anico conjunto de fracBGes ativas, que se estendeu da fracdo Frl7 até a Fr4b5.
Entretanto nem todas elas apresentaram as mesmas caracteristicas de absor¢do nos
comprimentos de onda monitorados, pois apenas um pico cromatografico pronunciado foi
registrado.

Além da triagem bioldgica, todas as fracdes foram analisadas por DI-MS para que 0
processo de desreplicacdo pudesse ser realizado. A Figura 28 apresenta 0s espectros de

massas da fracdo ativa cujo sinal cromatografico foi registrado, Fr32.
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Figura 28. Espectros de massas, ESI+ e ESI-, da fracdo ativa Fr32 proveniente do fracionamento do extrato
bruto Caat 1-54.
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A fracdo Fr32 contém apenas ions referentes a um Unico composto, entretanto o
espectro de massas desta fracdo revela importantes informacdes estruturais. Como a razdo m/z
referente ao ion [M+H]" é par, o composto apresenta massa molecular impar, indicando a
presenca de um numero impar de nitrogénio em sua formula molecular. Também pode-se
afirmar que este € um composto clorado, uma vez que € nitido o padrdo isotopico encontrado,
sendo este a presenca de sinal correspondente ao [M+H+2]* com intensidade relativa de 1/3
ao [M+H]". Pode-se inferir que o composto referente a atividade antimicrobiana possui
massas molecular de 597 u, uma vez que 0s espectros de massas apresentam os ions de
m/z 596, 598 e 620, referentes as espécies [M-H]", [M+H]" e [M+Na]".

Diante da intensa atividade de um grande numero de fragbes uma analise mais
cuidadosa dos espectros de DI-MS foi realizada, a fim de tentar compreender o fator que

causou este resultado. A Figura 29 apresenta alguns dos espectros das demais fracGes ativas.
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Figura 29. Espectros de massas em modo positivo (ESI+) para as fracBes ativas (a) Fr25; (b) Fr30 e (c) Fr35

provenientes da fermentacdo de meio BD.
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Assim como que para a Fr32, observa-se a presenca de compostos clorados em todas as
fracdes que apresentaram atividade. Desta forma, espera-se que todas as fragdes ativas tenham
compostos pertencentes a uma mesma classe quimica, uma vez que eles apresentam padrdo
isotopico de moléculas cloradas, bem como diferentes tempos de retencdo e massa molecular.

Assim, para proceder com a identificacdo do composto ativo presente na Fr32 foi
realizada uma busca no banco de dados Dictionary of Natural Products utilizando como filtro
de busca a presenca de um atomo de cloro e a massa molecular. Como resultado, 2 moléculas
foram sugeridas, entretanto uma delas apresentava bromo e, portanto, foi descartada. Assim,
apenas um composto, a lisolipina I, apresentava as caracteristicas encontradas previamente. A

Figura 30 mostra a estrutura quimica deste composto.

a3 29 /’23\02? O;

0

W Lisolipina |
T 25[,]1| Oas FM: CagH24CINO+4
i X MM: 597 g.mol™

Figura 30. Estrutura quimica da lisolipina I.

Assim, para confirmar se 0 composto ativo era realmente lisolipina | foram realizadas
analises de RMN 1D e 2D da reunido das fracdes Fr32-35. O espectro de *H RMN obtido foi

ilustrado na Figura 31.
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Figura 31. Espectro de RMN de tH (CD30D, 500 MHz) das Fr32-35 provenientes do extrato bruto Caat 1-54 obtido da fermentacdo de meio BD.
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As Figura 32-33 mostram os resultados obtidos nas analises de RMN 2D.
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Figura 32. Espectro de HMQC (CDsOD, 500 MHz) das Fr32-35 do extrato bruto produzido pela actinobactéria

Caat 1-54.
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Figura 33. Espectro de HMBC (CD3sOD, 500 MHz) das Fr32-35 do extrato bruto produzido pela actinobactéria

Caat 1-54.

A Tabela 6 sumariza todos os resultados tantos do experimento 1D, quanto dos 2D,

mostrando as correlacfes e deslocamentos quimicos observados, que estdo de acordo com o

observado na literatura.48°
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Tabela 6. Dados de RMN para Fr32-35 do extrato bruto produzido pela actinobactéria Caat 1-54.

Posicio H 1C HMBC HMQC
o (ppm), m (J, Hz) o (ppm) Correlacdo (ppm) Correlacdo (ppm)

1 - 1345 - -

2 - 120,8 - -

3 7,98d (8,6) 120,9 149,7 120,9
4 7,41.d (8,6) 125,6 144,9; 120,9 125,6
5 - 149,7 - -

9 - 109,9 - -

10 - 181,8 - -

11 - 151,5 - -

12 - 127,5 - -

13 - 133,2 - -

14 - 1515 - -

15 5,0-5,1 m 75,4 - 67,9; 75,4
16 4,47d (3,1) 78,6 127,5 78,6
18 - 118,9 - -

19 711s 116,0 118,9; 109,9; 78,6 116,0
21 - 109,9 - -

22 - 159,1 - -

23 5,0-5,1 m - - 67,9; 75,4
24 4,72d (4,2) 91,7 - 91,7
26 - 168,2 - -

5,42d (5,7) 75,4
28 91,2 91,2
5,65d (5,7) 133,2; 75,4

31 13,02 s - 151,5; 109,9 -

33 3,365 57,8 78,6 57,8
35 4,17s 61,9 1449 61,9
36 13,16 s - 159,1; 118,9; 109,9 -

37 3.37s 36,7 168,2; 91,7 36,7
40 3,56 s 57,8 91,7 57,8

*s = singleto; d = dubleto; m = sem multiplicidade definida.

A Figura 34 apresenta algumas correlagcbes na molécula de lisopina | observadas no

espectro de HMBC.
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Figura 34. Correlagdes entre os nlcleos de H e 13C observadas no espectro de HMBC da lisolipina I, produzida
pela actinobactéria Caat 1-54.

Diante dos resultados obtidos, o composto ativo presente nas Fr32-35 do extrato bruto
produzido pela fermentacdo de meio liquido BD pela actinobactéria Caat 1-54 foi identificado
como sendo a lisolipina .

Foi realizado também o estudo de fragmentacao da lisolipina | através de experimentos
de CID. Para tal, os ions de m/z 598 e 600 foram fragmentados, sendo o ion de m/z 598
referente & molécula substituida com o isétopo *Cl e o ion de m/z 600 do is6topo *'Cl. Os

espectros de massas obtidos sdo apresentados na Figura 45.
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Figura 35. Espectros de CID da lisolipina | substituida com os isétopos 3Cl (m/z 598) e 3'Cl (m/z 600),
respectivamente.
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Nota-se nos que ha uma diferenca de 2 Da entre os fragmentos formados em cada um
dos espectros, o que corresponde a diferenca de massa entre os isotopos de cloro. Além disso,
observa-se a formacédo de poucos fragmentos, devido a porcao central aromatica da molécula,
sendo assim as principais perdas neutras que ocorrem sdo de 30 e 61 Da em relacdo a
molécula protonada. A perda de 61 Da pode resultante da perda de 31 Da sequencial a perda
de 30 Da. Com base nestas duas principais perdas neutras foi feita uma proposta de

fragmentacdo para a lisolipina I, ilustrada na Figura 36.

m/z 598

- NH2CHs
-

Figura 36. Proposta de fragmentag&o para a lisopilina 1.

Portanto, a atividade bioldgica do extrato bruto Caat 1-54 esta relacionada a presenca de
compostos da classe das lisolipinas, especialmente lisolipina I. As lisolipinas sdo xantonas
policiclicas antibioticas com atividade antibacteriana, principalmente contra bactérias Gram-
positivas. Como tais moléculas apresentam alta afinidade por lipideos, sugere-se que Seu

mecanismo de acdo esteja envolvido com a biossintese de parede celular. Sendo assim, tais
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compostos surgem como uma nova alternativa para o tratamento de doencas infecciosas

diante de seu potencial de a¢do antibidtico.8488

3.5. Estudo do perfil metabolico da actinobactéria Caat 1-54 cultivada na presenca de

sais de bromo e agua do mar

3.5.1. Avaliacédo da influéncia do cultivo empregando agua do mar no perfil metabolico da

actinobactéria Caat 1-54

As lisolipinas tem uma forte atividade biologica contra uma variedade de patdgenos
resistentes e, por isso, sdo importantes policetideos antimicrobianos que podem servir de
modelo para o desenvolvimento de farmacos contra diversas doencas infecciosas. A
biossintese desta classe de compostos é baseada na via de sintese dos policetideos (PKS, do
inglés Polyketide Syntase) do tipo Il. Uma caracteristica estrutural importante da lisolipina é a
presenca de uma amida ciclica (anel F), o é raramente observada em policetideos aromaticos.
Além disto tém-se a presenca de um atomo de cloro no anel A e uma ponte dioximetileno que
forma o anel G.%

Com relacdo as vias biossintéticas que levam a formacdo a lisolipina |1 ha duas
possibilidades; uma se inicia a partir da condensacdo de 11 unidades de malonil-CoA a uma
molécula de malonamida, e outra na qual 12 moléculas de malonil-CoA sdo condensadas e a
adicdo do grupo amino ocorre posteriormente. ApOs estas etapas a via torna-se Unica,
ocorrendo ciclizacdo e reducdo do policetideo precursor. O intermediario formado é entdo
halogenado e metilado, formando Lisolipina X, que ap6s sofrer uma eliminacdo espontanea
de 4gua seguida da aromatizac&o do anel C forma a lisolipina 1.8 A Figura 37 representa estas

possiveis vias biossintéticas.
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Figura 37. Via hipotética para a biossintese das lisolipinas. A via em azul representa a formagdo da cadeia do
policetideo a partir de malonamida e malonil-CoA. Alternativamente, a via em vermelho inicia-se pela
condensacdo de malonil-CoA.

Deste modo, considerando que a insercdo de cloro na lisolipina | é mediada por uma
halogenase, o cultivo da actinobactérias Caat 1-54 na presenca de sais de halogénio ou
cofatores enzimaticos pode resultar na formacao de diferentes lisolipinas.

Como a grande maioria dos metabdlitos secundarios microbianos halogenados é
proveniente do ambiente marinho,® a influéncia da 4gua do mar no cultivo da actinobactéria
Caat 1-54 foi avaliada, de forma a serem testados meios de cultivo contendo 0, 25, 50, 75 e
100% de agua do mar na composicdo final. O experimento realizado mostrou que com a
adicdo de agua do mar no meio de cultura liquido BD nenhuma alteracdo visual entre os
diferentes meios de cultivo fermentados, no entanto, a quantidade de micélio produzida

diminuiu com o aumento da concentracdo de dgua do mar, de forma que ndo foi possivel
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observar a crescimento da actinobactéria Caat 1-54 em 100% de 4gua do mar, como mostra a

Tabela 7.

Tabela 7. Massa seca obtida na fermentacéo de meio BD com diferentes porcentagens de 4gua do mar pela

actinobactéria Caat 1-54.

% de Agua do Mar Massa Seca (g)
0 0,0400
25 0,0305
50 0,0258
75 0,0289
100 -

Os perfis quimicos dos extratos brutos obtidos na fermentacdo com agua do mar foram

avaliados por LC-PDA-MS e DI-MS. A Figura 38 apresenta os cromatogramas de LC-PDA

obtidos.
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Figura 38. Cromatogramas de LC-PDA dos extratos brutos provenientes da fermentacdo de meio liquido BD
contendo agua do mar nas concentracBes de (a) 0%, (b) 25%, (c) 50%, (d) 75%, (e) 100% pela actinobactéria
Caat 1-54.

A partir dos espectros de massas obtidos foi possivel observar que mesmo na presenca
de &gua do mar a actinobactéria Caat 1-54 continua a produzir o composto lisolipina I.
Entretanto, com o aumento da concentracdo de dgua do mar verifica-se uma diminuic¢do na
area do pico referente a este composto (tr = 4,79), indicando que a agua do mar ndo leva a

producéo de outras lisolipinas pela actinobactéria Caat 1-54.
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3.5.2. Estudo da influéncia dos sais NaBr e KBr no perfil quimico da actinobactéria

Caat 1-54

A actinobactéria Caat 1-54 é capaz de produzir lisolipina I, e tal composto halogenado
apresenta propriedades antimicrobianas pronunciadas, tornando-o muito atrativo. A
halogenacao é uma caracteristica importante para a atividade biolégica de um grande nimero
de produtos naturais, sendo a cloracdo mais frequentemente encontrada, seguida por
bromacdo, enquanto que iodacdo e fluoracdo sdo mais raras na natureza. A maioria destes
compostos tem sido relatados como provenientes de organismos marinhos, por exemplo,
algas, esponjas, invertebrados, cianobactérias e bridfitas.®®

A halogenacdo pode ocorrer via enzimatica ou ndo-enzimatica, através incorporacao de
anions haletos presentes no meio de cultivo.®® E, embora um grande nimero de metabdlitos
secundarios halogenados ja tenham sido isolados, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos
quais os atomos de bromo, cloro, iodo ou flor sdo incorporados nestas moléculas. Entretanto,
algumas vias sdo catalisadas por enzimas com especificidade para o substrato e
regiosselectividade, como ocorre para a formagcéo de clorotetraciclina.®!

Como a incorporacdo de atomos de halogénio em farmacos é uma estratégia comum
para modificar moléculas com a finalidade de se obter melhor eficacia dos mesmos é de
grande interesse investigar a capacidade de um micro-organismo em produzir metabolitos
halogenados, uma vez que as reagdes de halogenacdo vias ndo-enzimaéticas requerem
condigdes severas e resultam na formagéo de produtos indesejados.®?

A substituicdo do atomo de cloro através da suplementacdo do meio de cultivo com
outros anions haletos € uma estratégia comum para tentar aumentar a diversidade estrutural
dos compostos halogenados, e estudos desta natureza levam principalmente a biossintese de

bromo-derivados.® Deste modo, foram procedidos estudos com adi¢do de sais de bromo ao
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meio de cultivo BD para avaliar a influéncia destes no perfil metabdlico apresentado pela
actinobactéria Caat 1-54.

Para avaliar a influéncia da adicdo de sais de bromo no perfil metabolico produzido pela
actinobactéria Caat 1-54, um estudo foi realizando adicionando-se NaBr ou KBr, nas
concentracdes de 50 ou 100 mM, ao meio de cultivo liquido BD. A adi¢do do brometo foi
realizada de dois modos distintos: a) no momento de inoculo da actinobactéria (t=0) ou b)
apos 5 dias de crescimento da actinobactéria (t=5). Além dessas variaveis, 0 processo
fermentativo foi monitorado em diferentes intervalos de tempo: 7, 12 e 20 dias, empregando
LC-PDA-MS e DI-MS para a analise dos perfis quimicos dos extratos brutos obtidos. As
Figura 39 e 40 apresentam os resultados obtidos para o processo de fermentacdo mantido por

7 dias.
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Figura 39. Cromatogramas de LC-PDA dos extratos brutos da actinobactéria Caat 1-54 provenientes da
fermentacdo em 7 dias de (a) meio liquido BD e meio BD suplementado com (b) KBr 50 mM t=0,
(c) NaBr 50 mM t=0 e (d) NaBr 100 mM t=0.

Baseados nos cromatogramas obtidos pode-se notar que a presenca dos sais de bromo
no meio de cultivo inibiu a formacdo da lisolipina I (tr = 4,84) e levou a producéo de um perfil

quimico diferente daquele observado para o controle (Figura 39a).
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Figura 40. Espectros de DI-MS (ESI+) dos extratos brutos da actinobactéria Caat 1-54 provenientes da
fermentacdo em 7 dias de (a) meio liquido BD e meio BD suplementado com (b) KBr 50 mM t=0,
(c) NaBr 50 mM t=0 e (d) NaBr 100 mM t=0.

A partir dos resultados observados nos espectros de DI-MS nota-se, diante do padrdo
isotopico, a formacdo de compostos bromados, que de acordo com as razes m/z 642 e 644
correspondem a substituicdo do cloro na lisolipina | por bromo, correspondente a massa
molecular esperada.

Ainda sobre a fermentacéo de 7 dias (Figura 39 e 40) é possivel inferir que a troca do
cloro por bromo na estrutura da lisolipina | ocorreu para todas as concentracdes do sal
avaliadas, quando o indéculo foi concomitante a adicdo do sal. Entretanto a produgdo dos
compostos bromados foi inferior a do composto clorado (presente no controle), de acordo

com as areas dos picos observadas nos cromatogramas, cujo tempo de retencéo da lisolipina |



Ana Paula Ferranti Peti Tese de Doutorado

é tr = 4,84 min e da lisolipina bromada t- = 4,65 min. A producéo da lisolipina bromada foi
maior para a fermentacdo empregando 100 mM de NaBr (Figura 39d).

Apds 12 dias de fermentacdo novos extratos brutos foram gerados e a Figura 41
apresenta os resultados de LC-PDA obtidos para adi¢do dos sais de bromo no momento do

in6culo da actinobactéria.
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Figura 41. Cromatogramas de LC-PDA para os extratos brutos produzidos pela actinobactérias Caat 1-54 a
partir da fermentacéo em 12 dias de (a) meio BD (controle) meio BD com adigéo de NaBr nas concentracdes de
(b) 50 mM e 100 mM, ambos inoculados simultaneamente a adi¢éo do sal (t=0).

Observa-se neste caso que a adicdo do sal inibiu a formacdo da lisolipina I, mas
favoreceu a producdo de um novo composto, a lisolipina bromada, com t; = 4.65. A condigéo

empregando 100 mM de NaBr foi aquela responsavel pela maior producdo da lisolipina
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bromada entre as avaliadas para 12 dias de fermentacdo com adicdo do sal juntamente ao
indculo da actinobactéria no meio de cultivo.
Também foi estudada a influéncia da adicdo dos sais de bromo apds 5 dias de

crescimento da actinobactérias Caat 1-54. A Figura 42 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 42. Cromatogramas de LC-PDA dos extratos brutos da actinobactéria Caat 1-54 provenientes da
fermentacdo em 12 dias de (a) meio liquido BD e meio BD suplementado com NaBr nas concentracdes de
(b) 50 mM e (c) 100 mM, sendo o sal adicionado apés 5 dias do indculo da actinobactéria (t=5).

Para este estudo foi vista a producdo lisolipina X (m/z 616) e da lisolipina
ndo-halogenada (m/z 564), além de um composto de m/z 677 que corresponde a molécula de
lisolopina I adicionada de um bromo, com tempo de retengédo de tr = 5,15 min. Tal molécula

foi sugerida a partir do perfil isotopico observado, apresentado na Figura 43.
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Figura 43. Ampliacéo dos espectros de (a) full scan do extrato bruto que contém a lisolipina clorada e bromada
(m/z 677) e (b) simulag&o da lisolipina | substituida também com um bromo.

Baseado no padrao isotopico tedrico e no perfil de fragmentacdo (Figura 48) observado
para este composto conclui-se que 0 mesmo corresponde a lisolipina | substituida por atomo
de bromo.

O terceiro intervalo de tempo de fermentacdo monitorado foi de 20 dias. A Figura 44
apresenta 0s resultados obtidos para a adicdo dos sais simultaneamente ao indculo da

actinobactéria no meio de cultivo.
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Figura 44. Cromatogramas dos extratos brutos da actinobactéria Caat 1-54 provenientes da fermentacdo em 20
dias de (a) meio liquido BD e meio BD suplementado com KBR nas concentra¢des de (b) 50 mM (c) 100 mM e
suplementado com NaBr nas concentracbes de (d) 50 mM e (e) 100 mM, sendo os sais adicionados
simultaneamente ao inéculo da actinobactéria.

A partir da fermentacdo durante 20 dias com a adicdo dos sais de bromo
concomitantemente ao inoculo dos meios de cultivo foi possivel notar que lisolipina I
(t- = 4,84 min) ndo foi produzida e que houve a formacéo da lisolipina ndo-halogenada de m/z
564 (t: = 4,22 min).

Para a fermentacdo em 20 dias com adi¢do dos sais de bromo decorridos 5 dias do

processo fermentativo tém-se os resultados apresentados na Figura 45.
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Figura 45. Cromatogramas dos extratos brutos da actinobactéria Caat 1-54 provenientes da fermentacdo em 20
dias de (a) meio liquido BD e meio BD suplementado com KBR nas concentra¢des de (b) 50 mM (c) 100 mM e
suplementado com NaBr nas concentragdes de (d) 50 mM e (e) 100 mM, sendo os sais adicionados ap6s 5 dias
do in6culo da actinobactéria.

Nota-se que com a adi¢do do sal decorridos 5 dias do processo fermentativo a producao

de lisolipina I diminuiu com o aumento da concentracdo do sal, tanto para NaBr quanto para

KBr. Ndo se observa a a formacdo da lisolipina clorada e bromada, como ocorreu na

fermentagdo em 12 dias, e nem mesmo da lisolipina bromada.

As massas secas dos micélios de cada fermentacdo foram medidas e ndo houve variacédo

significativa. Assim, pode-se garantir que todas os dados obtidos fossem resultantes apenas
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das variacdes metabolicas induzidas pela composicdo do meio de cultivo e periodo de
fermentacao.

De maneira geral, os resultados obtidos permitiram concluir que a formacdo da
lisolipina bromada (m/z 642) é favorecida pela adicdo de NaBr no momento do indculo da
actinobactéria Caat 1-54 em meio de cultivo empregando a concentracdo de 100 mM e
mantendo-se o processo de fermentacdo por 12 dias. A formacéo da lisolipina clorada e
bromada (m/z 676) é favorecida pela adi¢cdo de 100 mM de NaBr apds 5 dias do indculo da
actinobactéria no meio de cultivo, mantendo-se o processo fermentativo por 12 dias.

Para confirmar a caracterizacdo das outras lisolipinas encontradas nos extratos brutos
foram feitos experimentos de CID e realizada a comparacdo com o perfil de fragmentacdo da
lisolipina I. Assim, foram avaliados quatro compostos, sendo estes a hidroxi-lisolipina
(m/z 616) e a lisolipina bromada (m/z 642), aléem da lisolipina ndo-halogenada (m/z 564) e
contendo cloro e bromo (m/z 616).

No caso da lisolipina bromada, os ions referentes aos dois is6topos de bromo foram
fragmentados (m/z 642 e 644) e para a lisolipina ndo-halogenada o ion de m/z 564 foi

analisado. A Figura 46 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 46. Espectros de CID dos ions de m/z 616 (hidroxi-lisolipina), m/z 564 (lisolipina ndo-halogenada),
m/z 642 (lisolipina substituida com 7°Br) e m/z 644 (lisolipina substituida com 8'Br) presentes nos extratos brutos
da actinobactéria Caat 1-54.

Foram identificadas as mesmas perdas neutras, de 30 e 61 Da, para as lisolipina
bromada e ndo-halogenada, bem como a formacdo de poucos fragmentos, uma vez que
tratam-se de estruturas policiclicas aromaticas, como ocorre para o perfil de fragmentacdo da
lisolipina 1. Assim foi possivel caracterizar duas outras xantonas antibioticas, a lisolipina
bromada, a qual corresponde troca do cloro da lisolipina | por bromo, e a lisolipina
ndo-halogenada, tanto pela da razao isotopica do substituinte halogenado, quanto pelo perfil
de fragmentacdo da classe quimica. A hidroxi-lisolipina foi caracterizada como lisolipina X,
um dos precursores biossintéticos da lisolipina 1. As estruturas destes compostos Ssao

apresentadas na Figura 47.
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Figura 47. Estrutura quimica da lisolipina X e das lisolipinas bromada e ndo-halogenada.

Para a outra lisolipina contendo bromado e clorado. Também foram realizados
experimentos de CID. De acordo perfil de fragmentacdo observado, o qual apresentou as
mesmas perdas neutras de 30 e 61 Da, o composto foi identificado. O espectro de CID desta

molécula para a uma energia de colisdo de 35 eV ¢é apresentado na Figura 48.
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Figura 48. Espectros de CID (energia de colisdo de 35 eV) para os ions de m/z 676 e 678, referentes a uma
lisolipina clorada e bromada produzida pela actinobactéria Caat 1-54.

Assim, através dos perfis de fragmentacdo foi possivel determinar as estruturas

quimicas das lisolipinas encontradas.

3.5.3. Estudo da influéncia de diferentes concentracdes de NaBr no perfil quimico da

actinobactéria Caat 1-54

A partir dos resultados apresentados no item 4.8.2, um novo experimento foi realizado,
no qual foram testadas as concentragfes de 100, 200 e 300 mM de NaBr (adicionado no
momento do indculo da actinobactéria) e intervalos de tempos variados para a fermentacéo: 7,
12 e 20 dias. A fim de avaliar os perfis metabdlicos obtidos e, principalmente, comparar a
producéo das lisolipinas, bromadas e ndo-halogenadas, todos os extratos brutos obtidos foram

analisados por DI-MS e LC-PDA-MS. As Figura 49 a 51 apresentam os resultados obtidos.



Ana Paula Ferranti Peti Tese de Doutorado 23

Caat_1-54_amostra_1 Diode Array
(a) 4_30\ Range: 2.539e+1
o, G Lisolipina I
:(
Controle
0.0
2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Caat_1-54_amostra_2 v Diode Array
(b) Lisolipina nao-halogenada LIS/OllPlﬂa Br Range: 5.345
.0 4.27 5.48
2 25 .
NaBr 100 mM
0.0 e e
2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Caat_1-54_amostra_3 Diode Array
c 2R Range: 5.427
() 50 LlSOllpl[la\X 6 10588
- 417
< 259 194217238
158 N\ AL
NaBr 200 mM
00 LA LR AL PUTL AL ELEL LA N PLELELELN) RLERGLE P LA AL AL R FLANT] PLAR DAL T) FERLIL AT PR L I AL R Rl PR
2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Caat_1-54_amostra_4 Diode Array
(d) - Range: 5.256
X 25 2.162.38
NaBr 300 mM
0.0 LB ELRN PP 0 PO LR LI PLOLE) L LA ""|'-"|-"*|“H|""|H"?"I-"l"'li[:"'Tim
200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

Figura 49. Cromatogramas de LC-PDA dos extratos brutos da actinobactéria Caat 1-54 proveninetes da
fermentacdo por 7 dias de (a) meio BD e meio BD suplementado com (b) 100 mM, (c) 200 mM e (d) 300 mM de
NaBr.
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Figura 50. Cromatogramas de LC-PDA dos extratos brutos da actinobactéria Caat 1-54 proveninetes da
fermentacdo por 12 dias de (a) meio BD e meio BD suplementado com (b) 100 mM, (c) 200 mM e (d) 300 mM
de NaBr.
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Figura 51. Cromatogramas de LC-PDA dos extratos brutos da actinobactéria Caat 1-54 proveninetes da
fermentacdo por 20 dias de (a) meio BD e meio BD suplementado com (b) 100 mM, (c) 200 mM e (d) 300 mM
de NaBr.

A partir da analise dos cromatogramas de LC-PDA é possivel notar que, para a
fermentagdo mantida por 7 dias, 0 aumento da concentracdo de NaBr diminuem a biossintese
da lisolipina bromada (m/z 642) e da lisolipina ndo-halogenada (m/z 564). Ja para a
fermentacdo em 12 dias, a producédo da lisolippina ndo-halogenada (m/z 564) e da lisolipina
bromada (m/z 642) s&o mais favorecidas na concentragdo de 200 mM. No caso da
fermentacdo por 20 dias, as concentracfes de 200 e 300 mM favorecem a formacéo da

lisolipina n&o-halogenada (m/z 564) e da lisolipina bromada (m/z 642), n&o diferindo
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significativamente nas areas dos picos encontradas para cada uma das concentracdes.
Entretanto, em todas as concentracdes e periodos testados a producéo de lisolipina I € inibida.

Todas as alteracfes observadas para 0s extratos brutos gerados sédo resultantes apenas de
variacdes metabolicas induzidas pela composicdo do meio de cultivo, uma vez que as massas
secas dos micélios foram medidas e mantiveram-se proximas, indicando que ndo houve
diferenca no crescimento da actinobactéria entre os meios estudados.

Desta forma, a adicdo de sais para a producdo das lisolipinas bromada (m/z 642) é
preferencialmente favorecida quando utiliza-se 200 mM NaBr e o mesmo € adicionado no
momento de indculo da actinobactéria Caat 1-54 no meio de cultivo BD, sendo o0 processo
fermentativo mantido por 12 dias. Para 20 dias de fermentacdo tem-se também producdo da

lisolipina bromada, entretanto ha maior formacao da lisolipina ndo-halogenada (m/z 564).

3.6. Desreplicacdo do extrato bruto proveniente da fermentacdo de meio BD pela

actinobactéria Caat 2-63

A actinobactéria Caat 2-63 mostrou-se muito ativa (de acordo com a Tabela 1) quando
cultivada em meio BDA e também em meio TSBA. Este micro-organismo foi capaz de inibir
0 crescimento por completo de muitas das linhagens de bactérias alvo, como pode ser

observada na Figura 52.
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Figura 52. Resultado do bioensaio de antagonismo da actinobactéria Caat 2-63 frente as bactérias isoladas do
leite de vacas contaminadas (Placa 1) em (a) meio BDA e (c) TSBA e contra as linhagens tipo (Placa 2) em (b)
meio BDA e (d) TSBA.

O extrato bruto produzido a partir de fermentacdo de meio liquido BD pela
actinobactéria Caat 2-63 também foi considerado muito ativo (segunda a Tabela 4) contra as
bactérias alvo Gram-positivas, como demonstrado na Figura 22.

Desta forma, para proceder com o fracionamento guiado por bioensaio e a identificacdo
foi realizada uma fermentagdo em escala ampliada de 3 L de meio de cultivo e, apds extracdo
do meio de cultivo (315 mg), desenvolveu-se uma metodologia de LC-UV em escala analitica
monitorando os comprimentos de onde de 240 e 350 nm. O cromatograma de LC-UV obtido

para o extrato esta representado na Figura 53.
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Figura 53. Cromatograma de LC-UV para o extrato bruto obtido a partir da fermentagdo de meio BD pela
actinobactéria Caat 2-63.

Com base na metodologia desenvolvida por LC-UV em modo analitico, o
fracionamento de aproximadamente 100 mg do extrato bruto Caat 2-63 foi realizado em
escala preparativa. Foram coletadas fracbes a cada minuo do desenvolvimento
cromatografico, totalizando 48 fragdes. Em sequéncia, cada fracdo foi ensaiada contra a
bactéria Staphylococcus aureus 211 para identificar a presenca ou ndo de compostos ativos
em cada uma delas. A Figura 54 mostra o resultado do fracionamento e screening das fragoes

coletadas.
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Figura 54. Esquema dos resultados obtidos para o fracionamento guiado por bioensaio para extrato bruto produzido pela actinobactéria Caat 2-63
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Para este extrato foi possivel observar 2 conjuntos de fracdes com atividade
antimicrobiana com caracteristicas quimicas bem distintas quanto a polaridade, uma vez que
0s tempos de retencao sdo diferentes, alem da absorcéo de luz diferente para os comprimentos
de onda monitorados no fracionamento, indicando a presenca de grupos cromoéforos para
apenas uma delas.

Além da triagem bioldgica, todas as fracdes foram analisadas por DI-MS para auxiliar
no processo de identificacdo dos compostos ativos. A Figura 55 apresenta 0s espectros de

massas por ESI das frac@es ativas Fr14 e Fr15, em modo positivo e negativo.
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Figura 55. Espectros de massas (ESI+ e ESI-) das fragdes ativas (a) Fr14 e (b) Frl5 do extrato bruto proveniente
da fermentagdo de meio BD pela actinobactéria Caat 2-63.
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A analise dos espectros de massas permite inferir que a fragdo Frl4 apresenta um
composto de massa molecular 1269 u, pois nos espectros de ESI+ observam-se os ions de m/z
1270 e 1292, referentes as espécies [M+H]* e [M+Na]*, enquanto que no modo ESI- tem-se a
espéecie [M-H], de m/z 1268. A partir destes ions pode-se observar também a formacéao das
espécies [M+2H]?* e [M+H+Na]?*, com m/z de 635 e 657. Na Fr15 nota-se uma mistura de
compostos, sendo um de massa molecular 1269 u (presente na Fr14) e outro 1255 u, uma vez
que estdo presente no espectro de ESI+ e ESI- as espécies, [M+H]", [M+Na]*, [M-H]", de
m/z 1256, 1278 e 1254, respectivamente, as quais permitiram identificar as espécias [M+2H]?*
e [M+H+Na]?*, com m/z de 628 e 650.

Para obter mais informagOes estruturais acerca dos compostos ativos presentes nas
fragdes Fr14-15, experimentos de CID foram realizados. A Figura 56 apresenta os perfis de

fragmentacdo obtidos para os dois ions, de m/z 1256 e 1270.
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Figura 56. Espectro de CID, empregando energia de colisdo de 40 eV, para os ions de m/z 1255 e 1270.
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Baseado nas informacbes sobre a massa molecular e comprimentos de onda de
absorcéo, bem como fonte bioldgica (Streptomyces sp.) foi realizada uma busca no banco de
dados Dictionary of Natural Products, a qual resultou em dois compostos da classe das
actinomicinas como candidatos mais provaveis. Deste modo, realizou-se uma busca na
literatura e segundo Liu e colaboradores os perfis de fragmentacéo apresentados pelos ions de
m/z 1256 e 1270 sdo 0s mesmos apresentados para actinimicina D e actinimicina V,
respectivamente, corroborando com os resultados da busca no banco de dados de produtos
naturais.

Assim, 0s compostos presentes nas fracGes ativas Fr14 e Frl5 foram identificados como
sendo actinomicina D e actinomicina V. As estruturas quimicas destas moléculas esta

representada na Figura 57.

HN o (0] NH HN o 0 NH
N NH; N NH;
x S
o o] o o]
Actinomicina V: Cg2HggN12016 Actinomicina D: CgaHgaN12047
MM: 1255 g.mol™ MM: 1269 g.mol™!

Figura 57. Estrutura quimica das actinomicinas D e V, presentes nas fragfes ativas Fr14-15 do extrato bruto
produzido pela actinobactéria Caat 2-63.

As actinomicinas sdo cromopeptideos antibidticos conhecidos por suas atividades tanto
antimicrobiana como antitumoral, e apresentam em sua estrutura base um anel fenoxazona,
que é o grupo cromoforo, ligado a dois depsipentapeptideos lactdnicos ciclicos. As

modificacfes nos aminodcidos destas cadeias peptidicas resultam na formac&o das diferentes
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moléculas que compdem esta classe quimica. Tais compostos sdo de grande interesse na area
da salde e por este motivo sdo muitos estudados por diversos grupos de pesquisa, 0 que
comprova sua importancia.’***® As actinomicinas ligam-se fortemente ao DNA, através da
intercalacdo do anel de fenoxazona entre pares de bases guanina-citosina, inibindo a sintese
de RNA, sendo a formacdo de RNA ribossdmico a mais sensivel a acdo do farmaco. Desta
forma, a replicacdo do DNA ndo é fortemente reduzida, porém a sintese de proteinas €
bloqueada. *® Como estes antibiticos antitumorais possuem anéis insaturados eles também
podem atuar na producdo de radicais livres reativos, além de atuarem também como
inibidores enzimaticos.®’

Com base nos espectros de CID apresentados na Figura 56, foi tracada uma proposta de
fragmentacdo para explicar a formacdo de alguns dos principais ions produtos observados,

representada na Figura 58.
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Figura 58. Proposta de fragmentacdo para a actinomicina D.

O ion produto de m/z 956 foi atribuido a perda dos aminoacidos Pro-Sar-MeVal (299
Da), o ion de m/z 857 foi atribuido a pedra dos aminoacidos Val-Pro-Sar-MeVal (398 Da).
Consequentemente, também foram observados os ions produtos referentes a estes
aminoacidos ionizados com m/z 300 e m/z 399. O ion de m/z 558 ¢é formado pelas perdas

consecutivas dos aminoacidos Val-Pro-Sar-MeVal e Pro-Sar-MeVal das duas cadeias
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peptidicas. Enquanto que o ion de m/z 459 é formado pela perda de Val-Pro-Sar-MeVal das
duas cadeias peptidicas.

Para o espectro de CID da actinomicina V foi observado o mesmo padrdo de
fragmentacdo da actinomicina D, com a formacéo dos ions de m/z 970 e 871, referentes as
perdas dos aminoacidos contendo oxo-prolina.

As actinomicinas sdo uma importante classe quimica formada pela via peptideo nédo
ribossomal (NRPS), com a ciclizagdo ocorrendo através da formacdo de uma lactona
utilizando a hidroxila do residuo de treonina, e a formacéo do anel fenoxazinona por meio da
fusdo de duas unidades de derivados de acido antranilico.%®°

Uma andlise mais detalhada dos ions observados nos espectros de ESI+, mostrou a
presenca de ions de m/z na regido de 550 a 800. Como a biossintese da actinomicina D
(Figura 59) envolve uma série de peptideos precursores ligados ao acido 3-hidroxi-4-metil-

antrnilico, esses ions podem estar relacionados com algum intermediario biossintético das

actinomicinas.
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Figura 59. Via biossintética da actinomicina D.

A Figura 60 apresenta os espectros de massas das fraces Fr7 e Fr8, que contém estes

possiveis intermediarios.
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Figura 60. Espectros de DI-MS das fracOes (a) Fr8 e (b) Fr 7, provenientes do fracionamento do extrato bruto
Caat 2-63.

Os ions assinalados foram submetidos a estudos de fragmentacéo e os espectros de CID

para energia de colisdo de 30 eV sdo apresentados na Figura 61.
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Figura 61. Espectros de CID (energia de colisdo de 30 eV) para os ions de (a) m/z 582, (b) m/z 597, (c) m/z 641,
(d) m/z 741, (e) m/z 755 e (f) m/z 783.

A parir dos resultados obtidos, nota-se que os ions analisados apresentaram em seu
perfil de fragmentacdo alguns ions observados no espectro de CID da actinomicina D

(Figura 55), especialmente os ions de m/z 203 e 300, além da perda neutra de 398 Da.
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Tal fato indica que estes compostos sdo possiveis intermediarios da via NRPS da sintese
da actinomicina D, uma vez que apresenta em sua estrutura uma parte conservada da cadeia
peptidica Pro-Sar-MeVal (398 Da).

O outro conjunto de fracGes ativas (Fr 30 a 36) presente no extrato bruto Caat 2-63 nédo
pode ainda ser identificado, pois uma pequena quantidade em massas foi obtida, de forma que

Serao necessarios experimentos posteriores para proceder com a caracterizacao.

3.7. Estudo empregando DESI-TLC-MS e bioautografia em TLC para avaliacdo do

extrato bruto Caat 2-63

Com a finalidade de acelerar o processo de identificacdo de substancias ativas presentes
em extratos brutos produzidos por actinobactérias, um ensaio de DESI-TLC-MS associado a
bioautografia em TLC foi realizado. Desta forma, um halo de inibicdo identificado por meio
do ensaio de bioautografia poderia ser avaliado por MS através da andlise in situ da placa de
TLC na qual o extrato esta fracionado.

Através dessa metodologia o extrato bruto proveniente da fermentacdo de meio liquido
BD pela actinobactéria Caat 2-63 foi estutado. Inicialmente foi realizado o ensaio de
bioautografia em TLC frente as linhagens isoladas SCN, Staphylococcus aureus 211,
Streptococcus agalactiae, além das linhagens tipo Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli como descrito no item 5.3.8. A Figura 62 apresenta 0s

resultados obtidos.
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Figura 62. Bioautografia em TLC do extrato bruto Caat 2-63 frente as linhagens (a) SCN, (b) Staphylococcus
aureus 211, (c) Streptococcus agalactiae, (d) Staphylococcus aureus, (e) Pseudomonas aeruginosa e
(f) Escherichia coli.

O extrato bruto apresentou apenas um halo de inibicdo contra as bactérias
Staphylococcus aureus 211, Streptococcus agalactiae e Pseudomonas aeruginosa. Entdo,
para identificar os compostos presentes no extrato bruto responsaveis pela atividade
antimicrobiana observada, uma placa de TLC referéncia (preparada com a mesma quantidade
de extrato bruto e eluida nas mesmas condigdes da placa utilizada na bioautografia) foi
analisada por DESI-MS. A anélise direta da regido correspondente ao halo de inibicdo

observado apresentou o espectro de massas da Figura 63.
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Figura 63. Espectro de DESI-TLC-MS para regido da placa de TLC correspondente ao halo de inibicdo
observado no ensaio de bioautografia do extrato bruto Caat 2-63.

Pode-se observar a presenca de actinomicina D e V no espectro de massas obtido, de
acordo com os sinais de m/z 1255-1277 e 1269-1291 referentes as espécies [M+H]" e
[M+Na]" de cada um dos compostos, respectivamente.

As regides da placa de TLC proximas ao halo de inibicdo observado no ensaio de
bioautografia também foram analisadas e foi possivel observar os demais peptideos
provenientes da biossintese da actinomicina D, encontrados nas Fr7 e Fr8, como mostram 0s

espectros da Figura 64.
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Figura 64. Espectros de DESI-TCL-MS de regides proximas ao halo de inibicdo identificado no ensaio de
bioautografia para o extrato bruto Caat 2-63.

Os resultados obtidos permitiram relacionar rapidamente quais compostos presentes no
extrato bruto eram responsaveis pela atividade antimicrobiana observada. Assim, a
metodologia empregada mostrou-se eficientes, demonstrando a potencialidade das analises
por DESI-TLC-MS aliadas a bioautografia em TLC no processo de desreplicacdo, uma vez
que tal protocolo atuou como uma importante ferramenta para acelerar a identificacdo de

moléculas bioativas em misturas complexas, como sao 0s extratos brutos.
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3.8. Desreplicacdo do extrato bruto proveniente da fermentacdo de meio BD pela

actinobactéria Caat 8-25

O extrato bruto produzido pela fermentacdo de meio liquido BD pela actinobactéria
Caat 8-25 foi considerado promissor dentre os extratos avaliados pelo bioensaio de disco-
difusdo por apresentar uma atividade pronunciada com as linhagens de bactérias Gram-
negativas, e ainda possuir atividade moderada contra bactérias Gram-positivas (Figura 20).
Tal atividade bioldgica torna o extrato bruto promissor diante do cenario atual, no qual ha
uma busca incessante por antibioticos capazes de combater linhagens de bactérias Gram-
positivas, entretanto o apelo maior reside em encontrar antibioticos capazes de tratar
eficazmente doencas infecciosas provocadas por bactérias Gram-negativas. %101

O perfil metabdlico obtido para este extrato mostrou a presenca de alguns ions, como

mostra o espectro de DI-MS, apresentado na Figura 65.
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Figura 65. Ampliacdo do espectro de DI-MS (ESI+) do extrato bruto proveniente da fermentacdo de meio
liquido BD pela actinobactéria Caat 8-25.

Sendo assim, meio BD foi fermentado em maior volume para producéo de mais extrato
bruto, a fim de fraciona-lo para identificar os compostos ativos. Apos a extracdo do meio de

cultivo e obtengéo do extrato, foi desenvolvida a metodologia de LC-UV a ser empregada no
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fracionamento. Para tal, primeiramente foram realizadas analises em escala analitica
empregando os comprimentos de onda maximo identificados nas analises de DI-PDA-MS,

260 e 370 nm. A Figura 66 apresenta o cromatograma de LC-UV obtido

mV(x100)
Detector A Ch1:260nm
1.50-Detector A Ch2:370nm

025
0.0 50 10.0 15.0 20.0 250 30.0 35.0 400 450 min

Figura 66. Cromatograma de LC-UV para o extrato bruto Caat 8-25 obtido a partir da fermentacdo de meio BD.

Utilizando a metodologia de LC-UV desenvolvida, o extrato bruto Caat 8-25 foi
fracionado em escala preparativa. Coletando-se fragcbes minuto a minuto, durante todo o
desenvolvimento cromatografico, sendo um total de 48 fragdes. Em seguida, cada uma delas
foi ensaiada contra as bactérias Staphylococcus aureus 211 e Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27.859 para identificar a presenca ou ndo de compostos ativos.
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Figura 67. Esquema dos resultados obtidos para o fracionamento guiado por bioensaio do extrato bruto Caat 8-25 obtido a partir da fermentacdo de meio BD
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Para este extrato foi possivel notar a atividade antimicrobiana das fracGes através de
halos de inibicdo de pequeno didmetro quando comparado aos demais extratos brutos triados
por meio do fracionamento guiado por bieonsaio. Observou-se que as fracdes Fr7 e Fr8
apresentaram atividade contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus 211 e bactéria
Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27.859, enquanto que a fracdo Fr9 foi ativa
somente contra a bactéria Gram-negativa.

Além da triagem bioldgica, todas as fracdes foram analisadas por DI-MS para que o
processo de desreplicacdo pudesse ser realizado. Os espectros de massas obtidos para as

fracdes ativas encontram-se na Figura 68.
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Figura 68. Espectros de massas (ESI+) obtidos paras as fracGes ativas (a) Fr7, (b) Fr8 e (c) Fr 9, provenientes do
fracionamento do extrato bruto Caat 8-25.
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A analise dos espectros de massas das fracGes ativas Fr7 a 9 permitiu identificar a uma
mistura de compostos, demostrando que a metodologia de LC-UV empregada ndo foi
eficiente para a separacdo cromatografica das moléculas ativas. Para as fracdes Fr7 e 8 pode-
se notar um ion de m/z 461 com grande intensidade, além dos sinais de m/z 454 e 522, todos
os 3 referentes as espécies [M+H]*. Diante da diminuicdo da intensidade do sinal de m/z 461
ao longo das Fr7 a 9 e da diminuicéo do halo de inibicédo para estas fracdes no ensaio contra a
bactéria Gram-positiva, inferiu-se a atividade antimicrobiana contra linhagens Gram-positivas
esta relacionada ao composto de massa molecular 460 u.

Para o composto de m/z 461 foi realizada uma busca no banco de dados Dictionary of
Natural Products e um dos resultados sugeridos foi o antibidtico oxitetraciclina. Para
confirmar a identidade da molécula foram entéo realizados experimentos de CID para o ion
presente na Fr7 e para o composto padrdo. A Figura 69 mostra os resultados obtido para

energia de colisdo de 20 eV.
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Figura 69. Espectros de CID (energia de colisdo de 20 eV) do ion de m/z 461 do (a) composto padrao e (b)
presente nas fracdes ativas do extrato bruto Caat 8-25.

O ion de m/z 461, presente nas fracOes ativas do extrato bruto Caat 8-25, apresentou o

mesmo perfil de fragmentagédo da oxitetraciclina, confirmando assim a proposta do banco de
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dados. Para identificar qual dos picos cromatograficos do extrato bruto eram referentes a
oxitetraciclina, foi realizada a analise por LC-UV do composto padréo e extrato bruto, como

mostra a Figura 70.
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Figura 70. Cromatograma de LC-UV (A = 370 nm) para o (m) extrato bruto Caat 8-25 e (m) oxitetraciclina.

Diante da coincidéncia dos tempos de retencdo entre o extrato e oxitetraciclina padrao,
bem como o mesmo perfil de fragmentagédo para ambos o composto de massa molecular 460 u
presente nas fracdes ativas foi identificado como oxitetraciclina. A Figura 71 apresenta a

estrutura quimica da deste composto.
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Figura 71. Estrutura quimica da oxitetraciclina.

A oxitetraciclina € um antibidtico pertencente a classe das tetraciclinas, que apresentam
atividade especialmente contra bactérias Gram-positivas, mas também contra algumas

linhagens Gram-negativas. Tal classe é caracterizada por um ndcleo base de quatro anéis
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fundidos, substituidos com os mais diversos grupos funcionais. As tetraciclinas sdo utilizadas
em larga escala mundialmente e foram os primeiros antibioticos a serem empregados na
agropecuaria, sua eficacia comprovada, baixo custo e alta solubilidade em agua favoreceram o
uso destes compostos, tornando-os muito atrativos para a indUstria farmacéutica.102103

Para confirmar a atividade antimicrobiana da oxitetraciclina contra as bactérias alvo
deste trabalho foi realizado o bioensaio de disco-difusdo, sendo o disco impregnado com
30 pg deste composto. Assim, foram observados halos de inibi¢do para as linhagens Gram-
positivas SCN, Staphylococcus aureus 211 e 213, além de Staphylococcus epidermis.
Entretanto, nenhum halo de inibicdo foi obervados para linhagens Gram-negativas, como

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27.859 e Escherichia coli FD2062 como mostra a Figura 72.

o

Oxitetraciclina

Figura 72. Bioensaio de disco-difusdo para oxitetraciclina contra as bactérias Gram-positivas (a) SCN,
(b) Staphylococcus aureus 211, (c) Staphylococcus aureus 213, (d) Staphylococcus epidermis, (e) Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27.859 e (f) Escherichia coli FD2062

A partir dos resultados obtidos ficou evidente que a oxitetraciclina (ion de m/z 461)

ndo é responsavel pela atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-negativas
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observadas para as fracOes ativas do extrato bruto Caat 8-25, uma vez 0 ensaio com 0
composto padrdo inibiu somente o crescimento de colénias Gram-positivas.

Desta forma, conclui-se que no extrato bruto Caat 8-25 h4 uma mistura de compostos
nas fracOes ativas Fr7 a Fr9, sendo um deles ativo contra bactérias do tipo Gram-positivas e
outro(s) capaz(es) de inibir o crescimento de bactérias Gram-negativas.

Como as Fr7 e Fr8 foram ativas tanto contra a bactéria Gram-positiva, quanto para a
Gram-negativa, e a Fr9 foi ativa apenas contra a bactéria gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27.853, a atividade bioldgica contra as bactérias Gram-negativas pode
estar relacionada aos compostos de m/z 454 e 522 ([M+H]*), uma vez estdo presentes nas trés
fracdes. Nota-se na Figura 68 que 0 composto de m/z 454 estd presente em maior intensidade
no espectro da Fr7, enquanto que o ion de m/z 522 é predominante no espectro da Fr9. Isto
justifica os halos de inibicdo serem maiores para a Fr 7 e Fr9 em relacdo a Fr8.

Para obtencdo de maiores informacGes a respeito da estrutura quimica dos compostos
presentes nas ativas experimentos de CID foram realizados. Além disso, o ion de m/z 536,
também teve seu perfil de fragmentacdo avaliado pois, embora ndo esteja presente nas fracdes
ativas ele foi o sinal de maior intensidade no espectro de DI-MS do extrato bruto Caat 8-25
(Figura 65). A Figura 73 mostra os resultados obtidos quando empregada energia de coliséo

de 30 eV.
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Figura 73. Espectro de CID dos ions de (a) m/z 454, (b) m/z 522 e de m/z 536, presentes no extrato bruto
Caat 8-25.

Os espectros de CID dos trés ions monitorados apresentaram o mesmo perfil de
fragmentacdo, que mostra a formagdo de um fragmento de m/z 136 com grande intensidade,
sugerindo que eles pertencam a mesma classe quimica. De acordo com a literatura, varios
adenina-nucleosideos antibioticos com diferentes massas moleculares produzem adenina
protonada (m/z = 136)!% como fragmento principal dos espectros de CID.!% Zong e
colaboradores mostraram que metodologias de LC-MS/MS para 0 monitoramento de adenina-
derivados pode ser realizado por meio do monitoramento da formacéo do ion de  m/z 136,
pois neste trabalho séo analisadas uma mistura de adenina, adenosina e cordicepina através da

transicio [M+H]* — 136.1% Os trabalhos de Magana e colaboradoes também confirmam que
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compostos de adenina apresentam em seu perfil de fragmentacéo a intensa formacao do ion de
m/z 136.1%
As fracbes ativas foram analisadas por LC-PDA-MS e a Figura 74 apresenta 0S

resultados obtidos.
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Figura 74. Espectros de LC-PDA das fragdes ativas (a) Fr 7, (b) Fr8 e (c) Fr9 provenientes do fracionamento do
extrato bruto Caat 8-25.

A partir dos cromatogramas de LC-PDA-MS obtidos pode-se inferir que a Fr7 esta
enriquecida com oxitetraciclina (m/z 461) e a Fr 9 enriquecida do composto de m/z 454. Desta
forma, a atividade contra bactérias Gram-negativas foi associada ao composto de m/z 454
Como dois sinais no cromatograma apresentaram m/z 454, uma anélise por LC-MS/MS foi

realizada e os resultados sdo apresentados na Figura 75.
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Figura 75. Cromatograma de LC-MS/MS para o ion de m/z 454, presente na fragdo ativa Fr9 proveniente do
extrato bruto Caat 8°25.

Os dois sinais de m/z 454 observados na Fr9 apresentam o mesmo perfil de
fragmentacdo, caracterizados pela formacédo do ion produto de m/z 136, indicando a presenca
de dois isdmeros na fracdo ativa pertencentes a mesma classe dos ions de m/z 522 e 536.

Assim, para a identificacdo dos compostos também foi realizada analise de
espectrometria de alta resolucdo. O espectro de HRMS do extrato bruto (do inglés High

Resolution - Mass Spectrometry) € apresentado na Figura 76.
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Figura 76. Espectro de HRMS em modo positivo (ampliacdo da faixa de m/z 450-550) do extrato bruto
proveniente da fermentacdo de meio BD pela actinobactéria Caat 8-25.

A partir da massa experimental obtida foram geradas algumas férmulas moleculares, de

acordo com a Tabela 8.

Tabela 8. Massas e formulas moleculares obtidas nas analises de HRMS para 0s compostos presentes no extrato
bruto Caat 8-25

Foérmula Molecular m/z experimental m/z tedrico Delta (ppm)
Ci8H2409Ns 454,15630 454,15748 1,22
C22H28010Ns 522,18283 522,1836 0,46
Ca23H290010Ns 536,19840 536,19935 0,59

A partir dos resultados de HRMS e MS/MS foi realizada uma busca no banco de dados
Dictionary of Natural Products para os trés compostos, a qual sugeriu herbicidina B para o
ion de m/z 454 e herbicidina F para o ion de m/z 536, enquanto que para o ion de m/z 522
nenhum composto foi encontrado. Entretanto, a busca na literatura permitiu a identificacdo do
composto de m/z 522 como 2'-O-Demetil-herbicidina F, de acordo com os trabalhos de Chai e

colaboradores.' A Figura 77 apresenta a estrutura quimica dos compostos identificados.
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Figura 77. Estrutura quimica das herbicidina B, 2'-O-Demetil-herbicidina F e herbicidina F, identificadas no
extrato bruto Caat 8-25.

Assim, a atividade contra bactérias Gram-negativas do extrato bruto Caat 8-25 foi
atribuida a presenca de herbicidina B. As herbicidinas sdo nucleosideos antibidticos, cuja
estrutura consiste num esqueleto triciclio furano-pirano-pirano substituido com adenina na
posicdo 1p-furano. Esta classe de compostos possui grande importancia na medicina ndo s
como farmacos, mas também como ferramentas de biologia molecular, além de demostrarem
atividade herbicida.0®11

Portanto, no extrato bruto produzidos pela actinobactéria Caat 8-25 foram identificados
mais de um composto com agdo antibidtica, oxitetraciclina e herbicidina B. Além dos
compostos bioativos foram identificadas a presenca de Herbicidina F e 2'-O-Demetil-

herbicidina F no extrato bruto.
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4. Conclusdes

Com base nos resultados obtidos nesta tese podemos concluir que as actinobactérias sdo
uma fonte extremamente viavel para a busca de compostos com atividade antimicrobiana, e
que as estratégias de screening e desreplicacdo foram desenvolvidas com sucesso, pois
possibilitaram a identificacdo rapida dos compostos ativo presentes nos extratos brutos.

Assim, para 0 ensaio de antagonismo foram triadas aproximadamente 120
actinobactérias contra 13 linhagens distintas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
onde 55% das actinobactérias estudadas foram consideradas ativas. Para este ensaio 0 meio de
cultivo BDA mostrou-se mais efetivo para a producdo de moléculas bioativas quando
comparado ao meio TSBA.

Para o bioensaio de disco-difusdo (antibiose) 70 extratos brutos produzidos a partir da
fermentacdo de meio liquido BD, foram triados e 60% deles apresentaram algum tipo de
inibicdo de crescimento das bactérias testadas. Em relacdo ao dois bioensaios empregados,
houve uma diferenca entre a resposta de atividade antimicrobiana entre 0s ensaios de
antagonismo e 0 ensaio de disco-difusdo para uma mesma actinobactéria. Tal fato pode ser
explicado pela diferenca nas condi¢fes de cultivos dos micro-organismos, uma vez que no
ensaio de antagonismo a actinobactéria é crescida em meio sélido e para o ensaio de
disco-difusdo a fermentacdo € realizada em meio liquido. Outra hipétese para explicar esta
diferenga é a de que os compostos bioativos ndo foram extraidos com eficiéncia do meio de
cultivo liquido.

Dentre todos os extratos brutos triados, aqueles considerados mais promissores foram
produzidos pelas actinobactérias Caat 1-54, Caat 2-63 e Caat 8-25. Para o extrato bruto
Caat 1-54 foi observada a maior atividade contra as linhagens de bactérias Gram-positivas
dentre todos os extratos estudos nesta tese. A atividade biologica do extrato foi atribuida a

presenca de lisolipina I. Estudos empregando fermentacdo de meio BD com adigéo de sais de
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bromo e 4gua do mar foram realizados em busca de encontrar a producao de diferentes perfis
quimicos. A adicdo de NaBr na concentragdo de 200 mM induziu a formacdo de uma
lisolipina bromada. A adicdo de NaBr apos 5 dias de cultivo da actinobactéria Caat 1-54
resultou na formacao de uma lisolipina clorada e bromada. Este extrato foi considerado muito
promissor devido a excelente atividade observada nos bioensaios e a possibilidade de
formacéo de outras lisopilipinas com a adicdo de sais de bromo no meio de cultivo.

Para a actinobactéria Caat 2-63 extrato bruto também foi ativo contra todas as linhagens
Gram-positivas, apresentando halos de inibi¢do superiores a 2 cm de didmetro. A atividade
antimicrobiana foi associada a presenca de actinomicina D e V no extrato. Através do perfil
de fragmentacdo por CID, outros peptideos presentes no extrato bruto foram identificados
como correlatos da biossintese das actinomicinas.

Analises de DESI-TLC-MS associadas ao ensaio de bioautografia foram empregadas
com eficiéncia para analise do extrato bruto Caat 2-63 e revelaram a potencialidade desta
metodologia em acelerar a identificacdo do composto ativo em misturas complexas.

A actinobactéria Caat 8-25 também apresentou atividade no ensaio de antagonismo e o
extrato bruto produzido foi ativo nos ensaios de disco-difusdo. Diferente dos extratos
anteriores, foi observada uma atividade contra ambas as bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas. A atividade antimicrobiana contra as linhagens Gram-positivas foi associada
a presenca de oxitetraciclina e a atividade contra bactérias Gram-negativas foi correlacionada
a presenca de herbicidinas. Estudos de desreplicacdo tambem possibilitaram a identificacdo da
herbicina B, herbicidina F e 2'-O-Demetil-herbicidina F. Desta forma, o extrato bruto da
actinobacteria 8-25 mostrou-se bastante interessante, com grande potencial de aplicagéo, pois
contém compostos antimicrobianos capazes de inibir linhagens bacterianas Gram-negativas e

Gram-positivas.
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5. Parte Experimental

5.1. Materiais utilizados

5.1.1. Equipamentos

Durante o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 0s seguintes equipamentos:

Balanca analitica FA2104N;

Capela de Fluxo Laminar Esco Class 11 BSC Lobov® Modelo SC2;

Incubadora com controle de temperatura Fanem 502 modelo A;

Incubadora refrigerada Marconi modelo MA 830;

Sistema de puruficacio de agua Milli-Q Reference Merck®;

Cromatografo liquido Acquity-UPLC™ acoplado ao espectrometro de massas Xevo
TQ-S Waters equipado com fonte de ionizacdo por eletrospray operada em modo
positivo e negativo e detector PDA para as andlises de DI-MS e LC-MS;
Cromatégrafo liquido preparativo de alta eficiéncia LC Shimadzu equipado com
sistema de controle CBM-20A, bomba LC-6AD, degaseificador DGU-20A5 e
detector UV-Vis SPD-20A;

Espectrometro de Massas hibrido Quadrupolo-Orbitrap Q Exactive™ Thermo
Scientific acoplado a fonte de DESI Prosélia modelo 0S-3201;

Espectrometro de Ressonancia Magnética Bruker® Avance DRX-500

Evaporador rotativo Waterbath B-840 Buchi;

Evaporador centrifuge Speed-Vac 100 ECH Univapo;

5.1.2 Solventes e reagentes

Foram utilizados os solventes acetato de etila, metanol e hexano grau analitico

comprados da Synth para extracdo dos meios de cultivo e analises por TLC; metanol grau

110
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HLPC Merck® nos experimentos empregando LC-MS, bem como o sal brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT) da Sigma Aldrich® Nos ensaios

bioldgicos.

5.2. Metodologias cromatograficas e espectrométricas

% Nas anélises de TLC foram usadas cromatoplacas de Silica Gel 60 F2s4, 0,25 mm de
espessura, obtidas comercialmente da Merck®;

% As analises por insercdo direta em espectrdmetro de massas foram realizadas atraves
de introducdo da amostra, em um sistema LC sem coluna cromatografica, em fluxo
de 0,15 mL min ou via infusdo por bomba de seringa com fluxo de 5,0 pL mint. A
fase movel empregada consistiu de uma mistura de metanol e &gua (8:2) acidificada
com 0,1% de acido férmico. Os parametros empregados no espectrdmetro de massas
foram: voltagem do capilar de 3,2 kV para 0 modo positivo e 2,0 kV para 0 modo
negativo; voltagem do cone de 40 kV, temperatura da fonte de 150°C, temperatura de
desolvatacdo de 350°C e faixa de m/z de 150-1500. Nos experimentos de
espectrometria de massas sequencial a melhor energia de colisdo foi determinada
para cada ion fragmentado. Para o detector PDA foi utilizada varredura na faixa de
comprimento de onda de 210 a 780 nm. Os espectros foram analisados através do
software MassLynx verséo 4.1.

% As andlises por espectrometria de massas de alta resolucdo empregaram foram
realizadas empregando varredura para a faixa de m/z 200-1500. Para a fonte de DESI
as configuracGes foram setadas em: altura da saida do spray de 2,5 mm; altura da

entrada do MS de 0,1 mm; distancia da saida do spray a entrada do MS de 3,8 mm;

angulo do spray de 58°; voltagem do spray de 5.0 kV; temperatura da entrada do MS
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de 320°C, voltagem S-lens de 100 V; pressdo do gas nebulizador (N2) de 160 psi e

fluxo do solvente (MeOH) de 3,0 pL-min.

5.2.1. Fracionamento Guiado por Bioensaio

Para desenvolvimento da metodologia de LC-UV foram utilizados: gradiente de eluicdo
em fase reversa com metanol (%B) e agua (%A) contendo &cido formico 0,1% de acordo com
a Tabela 9; fluxo de 1 mL-min e coluna Shim-Pack C18 (4,6x250 mm, 5 pum). Para o
fracionamento dos extratos foi empregado fluxo de 16 mL-min? coluna Shim-Pack C18

(19x250 mm, 5 um) e 0 mesmo gradiente empregado no modo analitico.

Tabela 9. Gradiente de elui¢do usados nas analises de LC-UV dos extratos brutos.

Caat 1-54 Caat 2-63 Caat 8-25
T(min) %B T(min) %B T(min) %B
0 30 0 70 0 70
40 98 40 98 40 98
50 98 50 98 50 98
A(nm) 280,310 | A(nm) 240,350 | A(nm) 260,370

Apbs o fracionamento, todas as fracdes coletadas foram ensaiados por bioautografia

direta.

5.2.2. Metodologia de LC-PDA-MS

Para as analises de LC-PDA-MS foi utilizada coluna Ascentis® Express F5
pentafluorofenilpropil, (100 x 2,1 mm, 2,7 um). Foram empregadas como fase moével (A) e
acetonitrila (B) aditivadas com 0,1% de acido formico, como fluxo de 0,5 mL-mint. O

gradiente de eluicdo em fase reversa usado foi descrito na Tabela 10.
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Tabela 10. Gradiente de elui¢do usados nas analises de LC-PDA-MS dos extratos brutos Caat 1-54.

T (min)

% B

0
6
8
10
12

10
80
80
95
95

5.3. Metodologias empregadas nos ensaios biologicos

5.3.1. Bactérias alvos utilizadas em screening bioldgico

Os ensaios bioldgicos utilizados neste trabalho foram realizados empregando como alvo

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo algumas linhagens causadoras de mastite,

as quais foram cedidas em trabalho de colaboracdo com Laboratério de Pesquisa em

Qualidade do Leite QUALILEITE-FMVZ-USP, coordenado pelo Prof. Dr. Marcos Veiga dos

Santos da USP campus Pirassununga. As demais, foram linhagens tipo cedidas pela Dra.

Andresa Beretta da empresa Apis Flora®, totalizando 13 bactérias, listadas na Tabela 11.

Tabela 11. Descrigdo das linhagens de bactérias utilizadas nos bioensaios, indicando os codigos referente a cada

uma delas.
Identificacdo da Bactéria Descricao da Espécie
42 SCN (Staphylococcus chromogenes por MALDI)
a 97 Streptococcus agalactiae
% = 211 Staphylococcus aureus
g c_§ 212 Staphylococcus aureus
E’ = 213 Staphylococcus aureus
'5 270 Streptococcus uberis
14.990 Staphylococcus epidermidis
25.922 Escherichia coli ATCC 25.922
8 25.923 Staphylococcus aureus ATCC 25.923
% 2:‘ 27.853 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27.859
5__%’ 5—_:/ 43.300 Staphylococcus aureus ATCC 43.300
'5 FD1062 Escherichia coli resistente a Kanamicina
K12 Escherichia coli linhagem selvage

113
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As bactérias foram preservadas em solucéo de glicerol 20% mantidas em freezer -70°C
e, para proceder com os bioensaios, era realizado o cultivo em meio liquido TSB! (Caldo
Triptico de Soja) por 1 dia. Apos este periodo, as bactérias eram diluidas até a contagem de
aproximadamente 1.5-108 UFC (0,5 escala McFarland) e entio estriadas a suspensio
plaqueada no meio de cultivo solido.

A escala McFarland consiste em um padréo de turvacdo baseado na disperséo da luz
pelas bactérias em meio liquido, de forma que quanto maior o numero de bactérias, maior a
opacidade do meio de cultura. Tal escala consiste de uma série de 11 tubos numerados de 0,5
a 10, com diferentes proporcoes de BaCl, 1% e H>SO4 1% de modo a formar suspensées
turvas de BaSO4.'? Desta forma, o nimero de células bacterianas pode ser determinado em

aproximacdo, por comparacdo com os padrdes da escala.

5.3.2. Meios de cultivo empregados nos estudos bioldgicos

Foram avaliados os meios de cultivo: Meio Antibidtico N° 33 (MA3), Agar Malte-
Extrato de Levedural'* (ISP-2), Agar Glicose-Extrato de Levedural®® (GYEA), Agar Batata-
Dextrose!'® (BDA), Agar Amido-Caseina®'’ (ACA), Agar Malte!®® (Malte) e Agar Caldo

Triptico de Soja (TSBA), cujas composi¢des estdo listadas na Tabela 12.
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Tabela 12. Composi¢do dos meios de cultivo avaliados para o melhor crescimento bacteriano.

Nutrientes ACA BDA GYEA ISP-2 MA3  Malte TSBA
Agar 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Amido de Milho 1,0 - - - - - -
Amido de Batata (Infuséo) - 4,0 - - - - -
Caseina Hidrolisada 0,03 - - - - - 1,7
Dextrose - 2,0 2,0 0,4 0,1 - 0,25
Digestdo Papaica de Soja - - - - - - 0,3
Extrato de Carne - - - - 0,15 - -
Extrato de Levedura - - 2,0 0,4 0,15 - -
Extrato de Malte - - - 1,0 - 3,0 -
FeS04.7H,0 0,001 - - - - - -
K2HPO4 0,2 - - - 0,37 - 0,25
KH2PO4 - - - - 0,13 - -
KNO; 0,2 - - - - - -
MgS0..7H,0 0,005 - - - - - -
NaCl 0,2 - - - 0,35 - 0,5
Peptona - - - - 0,5 - -

*guantidades em g/100 mL de agua destilada; **meios BDA, MA3 e TSBA adquiridos comercialmente da Difco®.

Ja 0 meio liquido BD é composto de uma solucdo aquosa com 20% (v/v) de caldo de
batata e 2% (m/v) de dextrose. O caldo de batata é feito a partir do cozimento de 400 g de
batatas picadas em 1,0 L de agua destilada durante 30 minutos, seguido de filtragem em

gaze.116

5.3.3.Desenvolvimento de bioensaio de antagonismo entre actinobactérias e bactérias
causadoras de mastite

Um ensaio de antagonismo entre actinobactérias e as bactérias alvo foi otimizado para
avaliar as actinobactérias como potenciais produtores de compostos com agao antimicrobiana,
baseado nos trabalhos de Lingakumar e colaboradores.!'® Para tal, um modelo de estriamento
dos micro-organismo foi desenvolvido, de forma a dispor a actinobactéria no centro da placa
de Petri e, perpendicularmente a elas, as bactérias causadoras de mastite. Como 13 diferentes

linhagens bacterianas foram testadas, as mesmas foram dispostas em duas placas de Petri
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distintas, denominadas como Placa 1 (linhagens isoladas) e Placa 2 (linhagens tipo), como

ilustrado na Figura 78.

Placa 1 Placa 2

f——————— N E

FD 1062

Figura 78. Representacdo esquematica do bioensaio de antagonismo e disposicdo das linhagens de bactérias nas
diferentes placas que compdem o screening biolégico. A Placa 1 (a esquerda) contém as linhagens isoladas,
enguanto que a Placa 2 (a direita), as linhagens tipo.

Os parametros avaliados para a padronizacdo do ensaio foram: meio de cultivo e
intervalo de tempo entre o indculo da actinobactéria e as bactérias alvo. Determinadas as
melhores condi¢bGes para proceder com o bioensaio, 0 potencial antimicrobiano de 120
actinobactérias foi estudado, sendo todas elas isoladas no laboratério de Microbiologia
Ambiental - Embrapa Jaguaritiina sob coordenacéo do Prof. Dr. Itamar Soares de Melo, com o

qual o grupo de pesquisa mantém colaboracéo.

5.3.4. Bioensaio de antagonismo mediado por compostos organicos volateis

O ensaio de antagonismo também foi realizado um experimento com placas de Petri
contendo uma divisdo fisica. Assim, um lado foi plaqueado com a actinobactéria (a esquerda)
e, apbs 7 dias, as bactérias alvo foram crescidas na outra metade da placa (a direita), como
exemplificado na Figura 79. Apds 24h de incubacdo das placas a 37°C o crescimento das

colbnias foi monitorado.
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Figura 79. Esquema do bioensaio de antagonismo mediado por VOCs.

5.3.5. Obtencéo dos extratos brutos

Para obtencdo dos extratos brutos empregados neste trabalho, meio de cultivo liquido
Batata-Dextrose (BD) foi fermentado com cada uma das actinobactérias de interesse, durante
12 dias a temperatura (30°C) e agitacdo (150 rpm) controladas. A proporcao entre o volume
de meio de cultivo e o volume do frasco Erlenmeyer no qual a fermentacéo foi realizada
manteve-se em 1:2.

Apo6s o periodo de fermentacdo, o meio de cultivo foi filtrado e extraido por meio de
extracdo liquido-liquido. Neste experimento, o meio de cultivo foi extraido com igual volume
de acetato de etila (AcOEt) por 3 vezes. A fase organica foi seca com sulfato de sédio e
concentrada em evaporador rotativo. A Figura 80 mostra uma representacdo esquematica

deste processo.

Fermentacdo Filtracdo Extragdo Concentragé-o

Figura 80. Representacdo esquematica do processo de obtencdo do extrato bruto.
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5.3.6. Bioautografia direta

Com o intuito de avaliar a capacidade de inibicdo dos extratos brutos produzidos pelas
actinobactérias consideradas ativas no bioensaio de antagonismo realizou-se o ensaio de
bioautografia direta.” Assim, os extratos foram ensaiados na concentracdo de 1 mg-mL™* em
dimetilsulféxido (DMSO), sendo aplicado 5 pL da solugdo nas placas de Petri contendo meio
solido BDA, totalizando 5ug de extrato bruto. Como o controle negativo do experimento foi
feita uma placa para cada bactéria contendo o solvente DMSO. As placas foram inoculadas
com 200 pL de uma suspensdo 0,5 McFarland de cada uma das 13 bactérias alvo e,
posteriormente a secagem da suspensao, o extrato bruto foi adicionado na superficie do meio
solido, na forma de uma gota. As placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas para
avaliacdo da atividade por meio da formacéo de halos de inibicéo.

Além de DMSO, outros solventes foram testados neste ensaio, para avaliar sua

toxicidade frente a cada bactéria alvo, como mostra a Tabela 13.

Tabela 13. Solventes testados na solubilizag8o dos extratos brutos.

Posicdo na Placa de Petri Solventes
1 Etanol
2 Acetona
3 N,N-DimetilAcetamida
4 Formamida
5 N,N-DimetilFormamida

O ensaio de bioautografia direta empregado no fracionamento guiado por bioensaio foi
realizado por meio da secagem de 2 mL das fragOes coletadas em HPLC preparativo para cada
um dos extratos brutos fracionados. As fragdes secas foram entéo ressuspendidas em 10 pL de
MeOH, exceto para as fragdes do extrato Caat 1-54, que foram ressuspendidas em 200 pL.
Entdo, uma aliquota de 5 pL de cada fracéo foi aplicada em uma placa de TLC, a qual néo foi

submetida a eluicdo cromatografica. Apds evaporacdo do solvente, a placa de TLC foi
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recoberta com 40 mL de meio de cultivo BDA e ap0s 24h, foi incubada com uma suspensao
de bactéria (0,5 escala McFarland). Os halos de inibicdo foram visualizados, por meio de

revelacdo com MTT, ap0s 24h da incubacdo da bactéria.

5.3.7. Bioensaio de Disco-Difusao contra bactérias causadoras de mastite

A triagem da atividade antimicrobiana dos extratos brutos frente as 13 bactérias alvo foi
realizada de acordo com o protocolo estabelecido por Bauer e Kirby.'?° Neste ensaio, cada
disco de papel de filtro (6 mm de didmetro) foi impregnado com 50ug de extrato bruto
solubilizado em metanol (MeOH). Tetraciclina (5 pg por disco) foi utilizada como controle
positivo e MeOH (5 pL por disco) como controle negativo. Os discos foram adicionados em
placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 12 mL de meio BDA. Apds 24h da insercdo dos discos
de papel, uma suspensdo de bactérias (0,5 escala McFarland) foi incubada. A revelacdo das
placas para visualizacdo dos halos de inibicdo foi feita usando MTT, um sal de tetrazélio,
decorridas 24h da inoculagdo das bactérias.

A Figura 81 apresenta a disposicdo dos discos de papel nas placas de Petri,

representando um esquema geral do bioensaio.

Figura 81. Representacdo esquematica do ensaio de disco-difusdo
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5.3.8. Bioautografia em TLC e DESI-TLC-MS para o extrato bruto Caat 2-63

O extrato bruto proveniente da fermentacdo de meio liquido BD pela actinobactéria
Caat 2-63 foi avaliado empregando-se bioautografia em TLC de acordo com protocolo
previamente estabelecido no nosso grupo de pesquisa.?! Desta forma, 2,0 ug do extrato bruto
foram cromatografados em placas de TLC (15 x 70 mm), utilizando-se como eluente acetato
de etila (AcOEt). Apos a eluicdo da fase mdvel e a sua evaporacdo da placa de silica, a mesma
foi colocada em uma placa de Petri (90 x 15 mm) e sobre ela foram vertidos cerca de 12,0 mL
de meio BDA. Posteriormente a solidificacdo do meio de cultivo, 300 pL de uma suspenséo
0,5 padrdo McFarland das linhagens SCN, Staphylococcus aureus 211, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ou Escherichia coli foram
plaqueadas. As placas foram incubadas a 37°C e, apds o crescimento das bactérias em 24
horas, estas foram reveladas com MTT.

Além das placas de TLC empregadas no bioensaio, outras duas placas do extrato bruto
cromatografado foram preparadas, a qual uma foi revelada com vanilina e a outra foi
submetida a analise por DESI-MS.

No estudo de TLC-DESI-MS empregou-se varredura manual da placa. Os demais

parametros espectromeétricos estdo descritos no item 5.2.

5.3.9. Estudo do metabolismo da actinobactérias Caat 1-54 cultivada em meio com adi¢ao

de sais de bromo

Para avaliar a influéncia de halogénios no meio de cultivo, realizou-se a fermentacéo de
meio BD suplementado com dois diferentes sais de bromo, NaBr e KBr, sendo estes
adicionados em dois tempos diferentes durante o processo fermentativo: no momento do
indculo da actinobactéria Catt 1-54 (t = 0) e também ap6s 5 dias de crescimento da mesma

(t =5). As concentragdes dos sais utilizadas foram de 50 e 100 mM (sendo estas baseadas no
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trabalho de Nenkep e colaboradores'??) e os periodos de fermentacdo foram monitorados por
7,12 e 20 dias.

Um segundo experimento foi realizado adicionando-se diferentes concentraces de
NaBr ao meio BD e mantendo-se a fermentagdo por 3 intervalos de tempo distintos (7, 12 e
20 dias). Neste estudo foram empregadas as concentrac6es de 100, 200 e 300 mM de NaBr.

Todos os meios foram inoculados a partir da adicdo de 200 pL de uma suspensao da
actinobactéria Caat 1-54. A fermentacdo foi realizada em condicbes de temperatura e agitacao
controladas, mantendo-se a propor¢do de 1:2 entre o volume de meio liquido e o volume do

frasco Erlenmeyer. Os extratos brutos foram obtidos como descrito no item 5.3.5.

5.3.10. Cultivo com 4gua do mar para Caat 1-54

Neste estudo foram feitos 5 meios de cultivo liquido BD contendo diferentes
concentracfes de agua do mar: 0, 25, 50, 75 e 100%. A &gua do mar foi adicionada para
substituir os correspondentes volumes de agua destilada na preparacdo dos meios de cultivo.
Os meios foram inoculados a partir da adicdo de 200 pL de uma suspensao da actinobactéria
Caat 1-54 e a fermentacdo foi mantida por 12 dias. Os extratos brutos foram obtidos como

descritos no item 5.3.5.
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