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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
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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.
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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.



2. Objetives



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. Conclusoes

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 os ensaios de
antagonismo e 0 ensaio de disco-difusdo para uma mesma actinobactéria. Tal fato pode ser
explicado pela diferenca nas condi¢Ges 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
diferencga 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 producéo 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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