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Resumo

Silva, L. H. F. Avaliacdo da producdo de fitotoxinas por actinobactérias isoladas da
Caatinga. 2015. Tese de Mestrado - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

Metabolitos secundarios produzidos por actinobactérias sao uma inesgotavel fonte de
compostos com potentes atividades bioldgicas e estruturas intrinsecas. O desenvolvimento em
instrumentacdo analitica tem contribuido significantemente para acelerar o processo de
identificacdo e caracterizacdo desses metabolitos bioativos. Sem duvida alguma, a
espectrometria de massas (MS) e o seu acoplamento com técnicas de separacéo,
especialmente a cromatografia liquida (UHPLC-MS), tem sido reconhecida como a técnica
mais “eficiente” em analises de produtos naturais. Nesta dissertacdo foi explorado o potencial
da espectrometria de massas como ferramenta analitica para a identificacdo e caracterizacdo
estrutural de fitotoxinas produzidas por actinobactérias isoladas da rizosfera de plantas da
caatinga. Foram produzidos noventa extratos de actinobactérias, dos quais quinze
apresentaram alguma atividade para o bioensaio da Lemna minor e seis apresentaram
atividade para o bioensaio da Chlorella vulgaris. Os extratos brutos ativos das actinobactérias
Caat 7-38, Caat 8-6 e Caat 5-29 foram selecionados para caracterizacdo dos compostos ativos,
0s quais foram isolados empregando o fracionamento guiado por bioensaios. No extrato bruto
Caat 7-38, a actinomicina D foi identificada como fitotoxina, ao passo que para o extrato
bruto Caat 8-6, foi possivel inferir a atividade fitotdxica a presenca do griseorhodin A. Ja para
0 extrato bruto Caat 5-29, o composto identificado com atividade fitotoxica apresenta uma
estrutura inédita, provavelmente pertencente a classe das anguciclinonas. Foi realizado ainda
um estudo para avaliar o efeito da adigéo de terras raras ao meio de cultivo da actinobacteria
Caat 7-38. Para 0s meios de cultivos contendo neodimio e, principalmente, lantanio ocorreu
uma superproducdo da actinomicina D, indicando assim, o grande potencial da aplicacdo das

terras raras nos estudos de micro-organismos.

PALAVRAS-CHAVES: Actinobactérias, fitotoxinas, espectrometria de massas sequencial,

actinomicina D, griseorhodin A e terras raras.
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Abstract

Silva, L. H. F. Phytotoxins production evaluation by actinomycetes isolated from the
Caatinga biome. 2015. Tese de Mestrado - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2015.

Secondary metabolites produced by actinomycetes are an inexhaustible source of
compounds with potent biological activities and intrinsic structures. The development
analytical instrumentation has contributed significantly to accelerate the identification and
characterization of these bioactive metabolites. Undoubtedly, mass spectrometry (MS) and its
coupling with separation techniques, especially liquid chromatography (UHPLC-MS) has
been recognized as the most "efficient” technique in natural product analysis. In this work was
explored the potential of mass spectrometry as an analytical tool for identification and
structural characterization of phytotoxins produced by actinomycetes isolated from the
rhizosphere of plants from the Caatinga biome. Ninety actinomycetes extracts were produced,
of which fifteen showed some activity for the bioassay with Lemna minor and six showed
activity for the bioassay with Chlorella vulgaris. The crude active extract of actinomycetes
Caat 7-38, Caat 8-6 and Caat 5-29 were selected to characterize the active compounds, which
were isolated using bioassay-guided fractionation. In the crude extract Caat 7-38, actinomycin
D was identified as phytotoxin, while for crude extract Caat 8-6, it was possible to infer
phytotoxic activity to the presence of griseorhodin A. For the crude extract Caat 5-29, the
compound identified with phytotoxic activity presents a new structure, probably belonging to
the class of anguciclinones. A study to evaluate the effect of addition of rare earths to the
culture medium of actinobacteria Caat 7-38 was also carried out. To the culture medium
containing neodymium and especially lanthanum occurred overproduction of actinomycin D,
thus indicating the great potential of application of rare earths in the studies of

microorganisms.

KEYWORDS: Actinomycetes, phytotoxins, tandem mass spectrometry, actinomycin D,

griseorhodin A and rare earths.
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1. Introducgéo
1.1 A importéancia da busca de novos herbicidas naturais

Os produtos naturais inspiraram a maioria dos principios ativos na medicina, de modo
que cerca de 80% dos medicamentos sdo derivados ou foram inspirados por um produto
naturall. Uma analise mais abrangente confirma ainda a importancia continua dos recursos
naturais para a descoberta de novos medicamentos, principalmente devido a sua alta
diversidade quimica e aos efeitos da pressao evolutiva para criar moléculas biologicamente
ativas®. Entretanto, é importante destacar que os produtos naturais, sobretudo o de origem
microbiana, ndo tém sido utilizados apenas como medicamentos para a humanidade, mas
também como agroquimicos para o combate de pragas nas lavouras®

O elevado aumento no rendimento das culturas foi possivel, em parte, pela descoberta
e utilizacdo de produtos quimicos para controle de pragas. O advento da monocultura
extensiva e as préaticas agricolas intensivas do século XX foram acompanhadas por aumentos
significativos nos rendimentos de producdo. Novas culturas foram selecionadas com base
exclusivamente em suas produtividades, ndo levando em consideracdo fatores ambientais e
nem a menor resisténcia as pragas por grande parte dessas culturas®. O uso recorrente de
determinados herbicidas ou mecanismos de a¢do na mesma area tem levado a selecéo de ervas
daninhas com resisténcia multipla, bem como campos com misturas de espécies com
resisténcia a diferentes herbicidas com distintos modos de acdo. Este nivel de resisténcia
maultipla reduz significativamente as opcbes dos agricultores para uma gestdo eficaz e
econdmica de plantas daninhas®. Desse modo, ha uma necessidade iminente de classes
verdadeiramente inovadoras de herbicidas que explorem espacos quimicos e interajam com
sitios moleculares ndo previamente explorados.

Existem dezenas de milhares de variedades de ervas daninhas distribuidas ao redor do
planeta®. Ervas daninhas sdo plantas que crescem em localidades indesejaveis, competindo
com a cultura principal por agua, luz e nutrientes. O seu controle representa o principal fator
de elevacdo dos custos da producdo de alimentos na agricultura moderna, uma vez que 0s
gastos com herbicidas correspondem a praticamente metade dos gastos com pesticidas em
lavouras ao redor do mundo’. A cada ano, a perda liquida causada por essas plantas soma
quase 10% da producdo mundial total, correspondendo a perdas de quase 1 bilhdo de
toneladas de alimentos®. Embora seja considerado eficaz no controle de um ndmero

consideravel de ervas daninhas, o uso de herbicidas sintéticos tem sido questionado quanto ao
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seu impacto ambiental, j& que a probabilidade de contaminacdo de alimentos, do solo e da
agua € menor com os herbicidas naturais do que com os sintéticos. Por este motivo, a busca
por herbicidas naturais que ndo apresentem os efeitos nocivos dos herbicidas sintéticos é de
fundamental importancia, visando principalmente, minimizar o impacto ambiental causado
por essas atividades. Além dos problemas ambientais, alguns problemas relacionados a satde
humana também sdo descritos como alergias, problemas relacionados com a reproducgéo e
reducio de crescimento®.

As pesquisas aplicadas ao desenvolvimento de herbicidas de fontes naturais podem
fornecer novas estruturas, modos de acdo e alvos moleculares contra ervas daninhas,
especialmente aquelas que ja apresentam algum grau de resisténcia aos herbicidas atualmente
utilizados, o que é altamente necessario ja que pouco avango nessa area tem sido observado
nas Ultimas duas décadas. Nenhum herbicida com um novo mecanismo de acdo foi
comercializado em quase vinte anos, sendo que antes deste periodo, aproximadamente a cada
trés anos, um novo herbicida com um mecanismo de acdo diferente era introduzido no
mercado, o que totaliza hoje um total de cerca de 20 modos de acdo conhecidos. Alguns
exemplos destes modos de acao estdo contidos na Tabela 1. Os poucos herbicidas derivados
de produtos naturais existentes hoje (tricetonas, bialafos e glufosinato) representam alvos
moleculares até entdo inexplorados®. Quando comparados aos herbicidas sintéticos, herbicidas
provenientes de fontes naturais geralmente apresentam toxicidades mais baixas a mamiferos
(por serem nocivos a estruturas e enzimas exclusivas de plantas ndo presentes em animais de
maior porte); por ndo terem estruturas sintéticas, sao biodegradaveis; e sdo mais seletivos,
uma vez que possuem alvos enzimaticos especificos e, portanto, podem apresentar maior
resposta bioldgica a menores concentragdes™?.

Um relatério recente examinando a diversidade estrutural de todos os compostos
disponiveis no registo CAS confirmou que a maioria dos 24 milhdes de compostos organicos
existentes na base de dados podem ser classificados em tdo poucos como 143 grupos
estruturais basicos!?. Por outro lado, um estudo sobre a complementaridade entre
farmaco6foros sintéticos e naturais indicou que os produtos naturais tém geralmente uma
elevada diversidade estrutural, possuindo mais centros quirais, 4&tomos de carbono com
hibridizacdo sp® e anéis que os compostos sintéticos®. Além disso, poucos produtos naturais
contém halogénios (CI, F e Br), mas eles tendem a ser ricos em oxigénio e nitrogénio, e
podem conter grupos sulfato ou fosfato?. Essa complexidade estrutural dos produtos naturais é

o0 resultado de inimeras permutacdes que foram sintetizadas pelos variados organismos em
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um tempo extremamente longo para selecionar compostos com atividade bioldgica
apropriada. Além disso, uma vez que estes produtos sdo derivados quase que exclusivamente
a partir de vias associadas com o metabolismo secundario, ha uma alta probabilidade destes
compostos possuirem alguma atividade biologica contra outros organismos, frequentemente

através de novos mecanismos de acdo**.

Tabela 1. Sitios alvos de agdo de herbicidas e suas respectivas classes quimicas.

Sitio alvo de a¢éo do herbicida

Processo inibido

Classe quimica

Proteina Qs

Transporte de elétrons
fotossintético

triazinas, feniluréias,
uracilas

Aceptor de elétrons no FSI

Transporte de elétrons
fotossintético

bipiridilios

Fitoeno desaturase

Biossintese dos carotenoides

varios grupos

Protoporfirinogénio
oxidase

Biossintese da porfirina

nitro-difeniléteres,
oxadiazonas

Acetolactato sintase

Biossintese dos aminoacidos de
cadeia ramificada

sulfoniluréias,
imidazolinonas,
triazolopirimidinas

Enol-piruvilchiquimato-3-
fosfato sintase

Biossintese dos aminoacidos
aromaticos

glifosato

Glutamina sintase

Biossintese da glutamina

glufosinato

Acetil-CoA carboxilase

Biossintese dos &cidos graxos

ciclohexanedionas,
ariloxifenoxipropionatos

Complexo ‘elongase’

Elongacéo da cadeia dos acidos
graxos

tiocarbamatos

a-,B-Tubulina

Divisdo celular

dinitroanilinas,
carbamatos

Proteina de ligagdo da
auxina

acidos fendxiacéticos,
acidos benzoicos

Hidréxifenilpiruvato
dioxigenase

Biossintese da homogentisato
oxidase

isoxazols
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1.2 Metabolismo secundario e processos fermentativos de micro-organismos

Todos os organismos Vvivos crescem e se reproduzem utilizando rotas metabdlicas
muito semelhantes, ou até idénticas, para a geracao de energia. Essas reacdes fazem parte do
metabolismo primério. Os metabdlitos essenciais para o crescimento, manutencéo da vida e
reproducdo dos seres vivos sdo pertencentes a este metabolismo, como os aminoécidos,
acucares, acidos nucleicos e acidos graxos, estando presentes em toda forma de vida. No
entanto, existem outras rotas metabolicas que possibilitam os organismos a produzirem 0s
mais diversos tipos de compostos, alguns inclusive restritos a certos géneros ou espécies.
Essas rotas constituem o metabolismo secundario, que desempenha um papel fundamental na
sinalizacdo, protecdo e interacdo do ser vivo com o ambiente em que se encontra e com 0s
outros organismos a sua voltal®.

Os produtos naturais microbianos derivados do metabolismo secundario representam
uma importante via para a descoberta de novos produtos utilizados em aplicacGes agricolas e
terapias clinicas. Em geral, a biossintese desses metabdlitos é ativada na fase final do
crescimento logaritmico ou ja na fase estacionaria da fermentacao, quando a diviséo celular e
a producdo celular de biomassa ocorrem em niveis muito baixos'®. Metabélitos secundarios
produzidos por micro-organismos podem ser obtidos em grandes quantidades por processos
fermentativos, uma vez que ha a possibilidade do controle sobre as condi¢cdes dos meios de
cultivo para a producdo desses metabolitos. A selecdo do meio de fermentacdo, a
concentracdo de seus constituintes, transferéncia de oxigénio, temperatura de incubacéo,
tempo de fermentacdo e pds-tratamentos requerem intensa investigacdo para determinar as
condigdes 6timas que proporcionam uma grande populacdo microbiana, estavel e eficaz!!.

As fermentacGes microbianas em laboratorio sdo geralmente realizadas em frascos tipo
Erlenmeyer contendo meio liquido com ou sem agitacdo, ou em culturas estaticas de meios
solidos ou semissolidos. No entanto, tais fermentacfes, na maioria dos casos, ndo
correspondem fielmente a realidade do ambiente de onde o micro-organismo foi isolado, o
gue normalmente gera discrepancias entre a conhecida capacidade genémica do micro-
organismo para produzir determinados metabdlitos e a acessibilidade relativamente pequena a
esses compostost’. Além disso, existem outras dificuldades potenciais na utilizagio de micro-
organismos em laboratorio, uma vez que até mesmo dentro de uma espécie ou linhagem, os
organismos podem variar consideravelmente, independentemente do ambiente, sua

capacidade de produzir seus metabolitos®e.
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Novos metabdlitos secundarios para avaliagdo da bioatividade podem ser conseguidos
por meio de uma andlise mais profunda na diversidade bioldgica, utilizando, por exemplo,
uma triagem com fontes previamente inexploradas, tais como micro-organismos de linhagens
raras e habitats “exdticos”®. Estes micro-organismos podem ser encontrados nas condicdes
mais extremas de temperatura, presséo, salinidade e pH. Estima-se que menos de 1% da biota
microbiana do planeta tenha sido explorada®. Isso significa que ainda existe um grande
numero de metabdlitos secundarios desconhecidos provenientes de novas rotas biossintéticas
de espécies de micro-organismos ainda ndo descobertas. Ao mesmo tempo, a diversidade
quimica proporcionada pelas fontes bioldgicas atualmente empregadas também merece uma
analise mais criteriosa, ja que as técnicas de triagem e isolamento apresentam o problema
frequente da “redescoberta” de compostos ja descritos na literatura, deixando assim, um
namero significativo de novos compostos a serem descobertos através de uma melhoria nas
estratégias de isolamento e deteccdo??.

Além das limitagcGes nas tecnologias analiticas empregadas, deve-se tomar cuidado
com o0s organismos utilizados nos estudos. Novos antibidticos foram isolados de
actinobactérias, particularmente a partir do género Streptomyces, entre o final dos anos 1940 e
1960, um periodo que veio a ser conhecido como a ldade de Ouro da descoberta de
antibidticos. No entanto, a taxa de novas descobertas despencou depois disso, devido em
grande parte a redescoberta frequente de compostos altamente abundantes existentes. Desse
modo, é possivel sugerir que a distribuicdo das espécies microbianas é provavelmente similar
a de outros organismos, ou seja, ha um pequeno nimero de espécies muito ricas e essas
espécies podem também ser aqueles que sao facilmente cultivadas, representando entdo, uma

pequena fracdo de toda a diversidade disponivel??.

1.3 Actinobactérias

Atualmente, uma grande variedade dos metabdlitos utilizados em aplicacdes agricolas
e terapias clinicas sdo produzidas por fermentacdo microbiana ou derivados obtidos por
modificacdo quimica. Neste contexto, as actinobactérias sdo os procariontes mais econdémica e
biotecnologicamente viaveis e mantém uma posicdo de destaque devido a sua diversidade e
capacidade comprovada para produzir novos compostos com atividade bioldgica?®. Dos cerca
de 200.000 a 250.000 metabdlitos que mostram alguma atividade bioldgica, mais de 22.000

sdo produzidos por micro-organismos. Dos 22.500 metabdlitos microbianos, cerca de 17%




Introducéo

(3.800) s@o metabdlitos de bactérias unicelulares (especialmente Bacillus e Pseudomonas
spp.); 45% (10.100) sdo produzidos pela fermentacdo de actinobactérias; e cerca de 38%
(8.600) séo de origem fungica. Entre as actinobactérias, cerca de 75% (7.600) dos metabdlitos

sdo produzidos por espécies do género Streptomyces?®.

I 1 milhdo de compostos naturais

4

200-250 mil compostos bioatives

.

Mais de 22 mil compostos
bioativos derivados de

microrganismos
8600 metabolitos 3800 metabolitos
bioativos de fungos bioativos de bactérias
unicelulares

10100 metabolitos bioativos de actinobactérias

7600 metabolitos bioativos 2500 metabdélitos
de Streptomyces bioativos de
actinobactérias raras

Figura 1. Distribuicdo dos compostos bioativos descobertos de acordo com a sua origem biolégica.

As actinobactérias sdo bactérias gram-positivas, que possuem alto contetdo de
guanina e citosina (g+C) em seu DNA?, sendo encontradas em muitos habitats. No solo, s&o
numericamente menos dominantes do que outras populacdes bacterianas, porém mais
numerosos do que populacfes fungicas. Normalmente, 10 a 50% da comunidade microbiana
do solo é constituida por populacdes destes micro-organismos?®. No entanto, elas podem estar
presentes nos mais diversos ambientes, como aguas, plantas e, até mesmo, em associa¢do com
liquens®’. Essas bactérias sio muito versateis metabolicamente, o que possibilita a utilizagdo
de diferentes fontes de carbono. Ao contrario do que foi observado em fungos filamentosos,
nos quais os metabolitos podem ser associados com familias caracteristicas, a producdo dos
compostos que ocorrem em varias familias de actinobactérias é generalizada, ndo estando
relacionada com uma linhagem especifica?®. A grande importancia das actinobactérias no
ambiente é o seu papel na degradacdo de materia organica, além de possuirem atividade
proteolitica, funcdo na decomposicdo de queratinas, quitinas, celulose, amido e também

participacdo no ciclo de aminoacidos e nitrogénio?.
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As actinobactérias pertencentes ao género Streptomyces apresentam uma alta
proporcédo de grupos de genes encontrados em seu metabolismo secundario, o que demonstra
assim, a sua especificidade na producdo dos mais variados metabdlitos. Sdo normalmente
encontradas no solo, com filamentos semelhantes aos fungos (eucariotos), diferenciando-se
morfologicamente deles pela formacdo de uma camada de hifas que podem se diferenciar em
uma cadeia de esporos®®. As Streptomyces spp. sdo produtoras de praticamente metade dos
antibioticos e agentes anticancer comercializados®, além de muitos outros compostos com
potentes atividades bioldgicas, como antifingicos®?, imunossupressores® e pesticidas®, o que
torna esse género muito interessante biotecnologicamente e alvo de muitos grupos de pesquisa
ao redor de todo o mundo.

Fitotoxinas de actinobactérias sdo especialmente atraentes devido a grande diversidade
de seus modos de a¢do, como mostra a Tabela 2, adaptada de uma revisdo sobre fitotoxinas de
fontes naturais, publicada por Duke e Dayan (2014).%° A atividade herbicida dos metabdlitos
secundarios produzidos por espécies de Streptomyces ou Actinomyces sdo certamente o centro
das atencdes da pesquisa agroquimica, em especial apos a descoberta do bialafos, isolado de
Streptomyces hygroscopicus e Streptomyces viridochromogenes. Na realidade, o Bialafos (um
tripeptideo constituido por dois residuos de alanina e por um analogo do &cido glutdmico
chamado fosfinotricina) ndo é a substancia ativa. Dentro da planta, 0 composto € convertido
em fosfinotricina (Figura 2), que inibe a enzima glutamina sintase, responsavel pela
assimilacdo de nitrogénio, fotorrespiracdo e o balanco de carbono nas plantas. A inibicdo
desta enzima resulta numa reducé@o da concentracdo celular de glutamina e um aumento de
amonia a niveis toxicos, interrompendo a fotossintese e levando o organismo a morte dentro

de poucos dias®®.
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Tabela 2. Alvos moleculares de algumas fitotoxinas produzidas por actinobactérias.

Modo/Sitio de agao Molécula

Fonte bioldgica

Sintese de aminoacidos

Glutamina sintase Fosfinotricina

S. hygroscopicus e S.
viridochromogenes®’
Streptomyces sp.%®
S. sumanensis®

Fosalactina

Aspartato transaminase Gostatina
Transferéncia de energia

Nigericina

Fotofosforilacéo

Transferéncia de elétrons no o o
Piridazocidina

fotossistema |

S. hygroscopicus*

Streptomyces sp.*

Sintese de Clorofila

Deoxixilulose-5-fosfato redutase Fosmidocina
Glutamato 1-semialdeido .
. Gabaculina
aminotransferase
Gabaculina

Acido aminolevilinico desidratase

S. lavendulae®?
S. toyacaenis*®

S. toyacaenis*

Sintese de lipidios

Nocardia sp. e Streptomyces sp.*®

B-cetoacil-ACP-sintase Tiolactomicina

Expressdo e regulacdo de genes

Adenilsuccinato sintase Hidantocidina

S. hygroscopicus*®
Actinomyces MG848-hF6*

Peptideo deformilase Actinonina
Aminopeptidase Bestatina Actinomyces sp.*®
Macroestrutura
Sintese de celulose Taxtomina A S. scabies*
Ciclo celular

Interferéncia proteassomica Lactacistina

Streptomyces spp.*°

o] o] o] o O
B N P
® NH, o)

Fosfinotricina

Bialafos

|

|

%MP‘,?HO
-

P._N
HO™ | > H
OCI)H O

Glifosato

Streptomyces hygroscopicus
Streptomyces viridochromogenes

Inibicao da
Glutamina Sintase .
aromaticos

Inibicio da EPSP

Sintese de aminoacidos

Figura 2. Esquema simplificado destacando as estruturas da Fosfinotricina a partir do Bialafos, a qual inspirou a

estrutura do herbicida Glifosato.
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O bialafos e a fosfinotricina sdo herbicidas pds-emergentes de largo espectro que
podem ser usados para o controle total da vegetacdo em muitos ambientes agricolas ou em
areas ndo cultivadas e para dessecacéo de culturas antes da colheita®l. A fosfinotricina foi o
composto modelo que inspirou a sintese de um dos herbicidas mais utilizados ao redor do
mundo, o glifosato que, diferentemente do composto que o inspirou, tem modo de agéo
inibindo a sintese de aminoacidos aromaticos, essenciais para a vida da planta4. Por ser um
herbicida de largo espectro (pouca ou nenhuma selectividade), o glifosato é muitas vezes
comercializado juntamente com culturas resistentes geneticamente modificadas (soja, milho e
algodéo).

Importantes fitotoxinas consideradas como promissores herbicidas séo as taxtominas
(Figura 3), dipeptideos ciclicos produzidos por Streptomyces scabeis e Streptomyces
acidiscabies, os agentes causadores de lesdes em batatas®?. Estudos de atividade-estrutura
demonstraram que a presen¢a do grupo 4-nitroindol é fundamental para a manutengdo da
fitotoxidade desses metabdlitos. Bioquimicamente, as taxtominas inibem a sintese de
celulose, sendo que as respostas fenotipicas tipicas de plantas expostas a esses compostos
incluem a reducdo do crescimento das mudas, inchaco das células e lignificacdo das paredes

celulares?®.

R = OH Taxtomina A
R=H TaxtominaB

Figura 3. Fitotoxinas produzidas pelos fitopatégenos Streptomyces scabeis e Streptomyces acidiscabies.

Outro exemplo é a anisomicina, um composto também isolado de Streptomyces spp,
que apesar de possuir atividade fitotoxica, ndo € empregado diretamente como herbicida.
Entretanto, alteragbes sintéticas resultaram no herbicida NK-049, (3,3’-dimetil-4-
metoxibenzofenona), o qual é comercializado e amplamente utilizado em plantacdes de arroz
(Figura 4)°. Sendo assim, com base nesses e outros exemplos, percebe-se claramente que as

actinobactérias possuem uma capacidade comprovada para a producdo de metabolitos
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secundarios com atividade fitotoxica e potencial para serem usados diretamente como

herbicidas, ou como prot6tipos para a descoberta de novos herbicidas sintéticos®.

H.CCOO  OH

HaCO@CwAZ:X H,CO co
H

Anisomicina NK-049

Figura 4. Anisomicina, (2R,3S,4S)-4-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-pirrolidin-3-il acetato, fitotoxina produzida por

Streptomyces spp e o herbicida sintético NK-049.

1.4 O papel da Espectrometria de Massas nos estudos de desreplicacdo

Os avancos tecnoldgicos na instrumentacdo analitica tornaram possivel o acoplamento
das técnicas de separacdo com 0s metodos espectroscopicos, possibilitando assim, uma
melhora significativa na velocidade com que os produtos naturais sdo descobertos e avaliados
para as atividades bioldgicas. E fato que uma Unica técnica analitica ndo é capaz de cobrir
sozinha toda a variedade molecular produzida pelo metabolismo secundéario dos seres vivos,
de modo que a quantificacdo e caracterizacdo desses compostos contam com uma variedade
de técnicas analiticas que auxiliam nesses estudos. Nos dias atuais, ha alguns métodos de
primeira escolha para a identificacdo de metabodlitos em extratos brutos de micro-organismos
e plantas, tais como GC-MS para compostos volateis e termicamente estaveis, HPLC-DAD,
HPLC-NMR e HPLC-MS para outros compostos que ndo sdo volateis e termicamente
instaveis®. Neste contexto, a Espectrometria de Massas tem um papel importante na
aceleracdo da elucidacdo estrutural dos compostos ativos, seja fornecendo resultados
relevantes para buscas em bancos de dados, ou complementando as informacGes obtidas
atraves de outras técnicas para que se realize a completa caracterizacéo do ativo.

A aplicacdo da MS em andlises e caracterizagdo de produtos naturais tem ganhado
destague ao longo das Ultimas décadas devido principalmente a sua alta sensibilidade e
seletividade, o que torna esta técnica uma importante ferramenta para analise de metabdlitos
em matrizes biologicas complexas®™®®. Dada a complexidade dos extratos metabdlicos
microbianos, em algumas situacGes hd necessidade de uma separacdo cromatografica para
reduzir os interferentes que causam a supressdo de ions (espécies mais facilmente ionizaveis

mascarando a presenca de espécies menos ionizaveis)®’. Desse modo, o acoplamento da MS
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com técnicas cromatograficas, em especial a cromatografia liquida (HPLC-MS e HPLC-
MS/MS), permite a identificacdo e a quantificacdo de metabdlitos secundarios, até mesmo
quando tais compostos estdo presentes em concentragcdes relativamente baixas em uma
amostra®. As informagcdes das massas moleculares dos analitos obtidos em equipamentos de alta
e baixa resolugdo, bem como as informagdes estruturais que sdo deduzidas a partir dos padroes
de fragmentagdo dos compostos®® sdo utilizadas como ponto de partida no processo de
desreplicacdo, acelerando o estagio de descoberta de novas substancias, como também de
compostos ja caracterizados, mas que ndo apresentam todas as suas atividades bioldgicas
descritas na literatura®®.

Um problema custoso do processo de isolamento e caracterizacdo advém da
“redescoberta” de compostos ja descritos na literatura. Depois de caros e demorados
processos de isolamento e elucidacdo estrutural, encontrar uma estrutura com atividade
bioldgica ja descrita pode ser comum e indesejado. Desse modo, na pesquisa voltada para
produtos naturais, a identificacdo de novos metabdlitos e os compostos conhecidos séo
objetivos igualmente importantes, sendo o ultimo fator um pré-requisito fundamental para a
desreplicacdo bem-sucedida®.

A desreplicacdo consiste em um processo de reconhecimento e eliminacdo prévia de
substancias isoladas presentes em um extrato com a finalidade de economizar tempo de
pesquisa e dinheiro e tem sido um consenso na quimica de produtos naturais deste o inicio da
pesquisa de antibidticos®. Esta metodologia é um passo crucial na busca de metabolitos
secundarios bioativos inéditos ou para a confirmacdo de uma atividade biolégica ndo
caracterizada. O processo de desreplicacdo é também importante porque ajuda a priorizar
extratos para isolamento quimico, além de possibilitar o agrupamento de amostras que contém
componentes ativos desconhecidos com perfis de desreplicacdo similares. Assim que o
componente ativo do extrato € identificado, o perfil obtido por MS/MS pode ser utilizado para
estabelecer a presenca do composto em outros extratos®?.

Para uma desreplicagdo eficiente é altamente desejavel identificar ndo apenas 0s
compostos conhecidos, mas também os seus parentes proximos desconhecidos. Notavelmente,
0s organismos responsaveis pela producdo de muitos metabdlitos secundarios microbianos
normalmente produzem uma gama de produtos muito semelhantes, obtidos por modificagdes
posteriores efetuadas por enzimas com seletividade variavel. No entanto, a desreplicacdo de
compostos estruturalmente semelhantes usando somente espectros de MS" ndo é simples,

podendo-se obter resultados enganosos, ja que pequenas mudangas na estrutura podem
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acarretar mudancas significativas no padrdo de fragmentacdo. Além disso, a fragmentacéo
depende do tipo de espectrometro de massa e 0s parametros instrumentais utilizados. Desse
modo, novos metodos que possibilitem uma robusta comparagdo de um elevado nimero de
espectros de MS", a fim de avaliar a semelhanca estrutural dos compostos analisados, sdo

urgentemente necessarios'’.

1.6 Versatilidade Analitica da Espectrometria de Massas

Em estudos de desreplicagéo, os espectrometros de massas com analisadores do tipo
Triplo Quadrupolo séo os mais interessantes, por se tratar de uma técnica altamente seletiva e
sensivel. Valendo-se de dois analisadores quadrupolares em linha (Q1 e Q3), interligados por
uma cela de colisdo (g2), os equipamentos com analisadores do tipo Triplo Quadrupolo
(Q’g”Q) apresentam uma maior versatilidade analitica, pois possuem a capacidade de realizar
diferentes modos de varreduras que restringem o tipo de ions a serem detectadas, gracas a
uma variagdo dos valores de RF e DC dos quadrupolos Q1 e Q3. Nestes equipamentos, a cela
de colisdo (g2) propicia a fragmentacdo dos ions selecionados no primeiro quadrupolo (Q1),
através da colisdo com um gas inerte (geralmente argdnio), com energia controlada. Esta
colisdo usualmente produz fragmentos que s@o analisados no quadrupolo (Q3), processo
identificado como dissociagdo induzida por colisdo CID (do inglés “Collision — induced
dissociation”). Essas qualidades auxiliam no aumento da sensibilidade da analise, tornando
esse equipamento adequado para realizar a deteccdo e também quantificacdo de analitos em
concentragdes tdo pequenas quanto fmol L. Os principais modos de varredura com um
equipamento Triplo Quadrupolo s&o: lon Precursor, fons Produto, Perda Neutra e
Monitoramento de Reagdes Multiplas (MRM)®2. A Figura a seguir mostra um esquema desses
modos de varredura.

Nos experimentos de ions produtos (CID), o primeiro quadrupolo é programado para
que apenas um ion de relacdo m/z especifica atinja a cela de colisdo, filtrando-se os demais
ions presentes. Desta forma, os ions fragmentos podem ser analisados no terceiro quadrupolo,
possibilitando a caracterizagdo estrutural do ion selecionado. Nos experimentos de ions
precursores, por sua vez, o terceiro quadrupolo é focalizado em um ion fragmento selecionado
enquanto ocorre uma varredura de massas no primeiro quadrupolo. Dessa maneira, todos 0s
ions que produzem como fragmento o ion selecionado sdo detectados. No modo de analise

empregando o0 monitoramento de reagbes mdultiplas (MRM — do inglés “Multiple-reaction
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monitoring”), um ion precursor ¢ selecionado no primeiro analisador de massas (Q1) para ser
fragmentado por CID. Para cada ion precursor apenas um unico ion produto é selecionado em
Q3 e ird para o proximo estagio de deteccdo. A combinacdo da selecdo dos dois eventos
confere a alta seletividade, bem como a excelente sensibilidade do meétodo. Por fim, os
experimentos envolvendo perda neutra sdo empregados na identificacdo de perdas de
moléculas conhecidas e também apresentam uma excelente seletividade. Esta técnica pode ser
empregada na analise de variados extratos brutos, através da fragmentacdo especifica de uma
determinada classe quimica. Neste modo, o primeiro e o terceiro quadrupolo fazem a
varredura simultaneamente, com uma diferenca de massa constante entre eles. Assim, para
uma diferenca em masssa de a, quando um ion de massa m atinge o primeiro quadrupolo, a

deteccdo ocorre se este ion produzir um ion fragmento de massa (m—a) quando deixar a célula

de colis&o®?
Fu|.1ta tie Q1 q2 Q3 Detector Muflt,' de
lonizagéo analise
[ .LI [ ]
— > full scan
I-’ 1 [ ] ]
warredura
[ [ ] ] s
—g g » ] (Manitaramento
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' ' Products ions
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Figura 5. Modos de varredura realizados por analisadores do tipo triplo quadrupolo (QgQ).
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1.7 Bioensaios como guia no isolamento de fitotoxinas

As estratégias utilizadas na descoberta de novas fitotoxinas, independente da classe a
que pertencem, ndo sdo diferentes das usadas na descoberta de outras moléculas bioativas
como farmacos e pesticidas. A estratégia dominante €, sem davidas, um ‘“screening”
sistematico de um grande nimero de moléculas®. Em grandes programas de descobertas de
novos compostos com atividades de interesse biotecnoldgico ha necessidade crucial de que 0s
“screenings” sejam eficientes, rapidos e, preferencialmente, que tenham baixo custo de
execugdo. O processo pelo qual um grande nimero de amostras € testado, até mesmo de
forma totalmente automatizada, é chamado de Monitoramento de Alto Desempenho (HTS, do
inglés High Throughput Screening)®.

Por muitos anos, os quimicos de produtos naturais se preocuparam em isolar e elucidar
as estruturas dos metabolitos secundérios sem se interessarem por suas atividades bioldgicas.
Mas, com os modernos avangos em técnicas espectroscopicas, espectrométricas e de
separacdo, que produziram ferramentas para purificacdo e andlises estruturais com niveis
extraordinarios de sensibilidade e sofisticacdo, 0s mesmos quimicos se aventuraram nos
isolamentos guiados por bioensaios®®, os quais passaram a ter papel de destaque em todo
“screening” e estratégia de isolamento e desreplicacdo. Tais estratégias de isolamento
conectam as informacgdes dos perfis quimicos dos extratos e fracbes com as atividades
observadas nos bioensaios realizados em microescala, com o objetivo de obter respostas
rapidas e de alta capacidade, reduzindo significativamente o tempo para a descoberta de
compostos ativos®*. O tipo de bioensaio utilizado para realizar os “screenings” de diferentes
extratos ou fracfes dependerd, obviamente, da atividade biolégica desejada pelo estudo e,
principalmente, do nimero de extratos a serem testados, da quantidade de extrato disponivel
para 0 ensaio e dos recursos do laboratério para arcar com os custos do mesmo, uma vez que
existem bioensaios com diversos niveis de sofisticacio e custos®,

Os bioensaios detectam compostos com atividades bioldgicas especificas e por isso
devem ser especificos, sensiveis, simples de operar, robustos, rapidos, de baixo custo, com
boa reproducéo e preferencialmente passivos de automagio®. Através de ensaios bioldgicos é
possivel avaliar a potencialidade da amostra testada, mesmo antes de se obter qualquer
informacdo sobre a sua composic¢do. Isso € muito importante, principalmente quando se
procura atividade bioldgica em matrizes complexas, como extratos brutos de fermentacdes

microbianas. Entretanto, alguns fatores podem complicar a realizacdo dos bioensaios. O mais
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comum esté relacionado com a solubilidade limitada de alguns extratos brutos ou fragdes,
fazendo com que a aliquota da amostra ndo represente o extrato original. Podem ocorrer
também mudancas quimicas durante a extracdo e a manipulacdo dos extratos, além de efeitos
de sinergia ou antagonismo®?,

Os bioensaios de fitotoxicidade consistem em ensaios que determinam a atividade
fitotoxica dos compostos testados e tém ganhado bastante destaque ultimamente,
principalmente devido a evolugdo crescente da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas
comerciais existentes e a necessidade inerente de novas fitotoxinas. Tais bioensaios avaliam
se um determinado extrato pode inibir o crescimento, causar murchamento, necroses totais ou
parciais, cloroses ou matar a planta utilizada como alvo, apresentando potencialidade para ser
usado como herbicidas®®. Os bioensaios mais comumente utilizados sio aqueles que
envolvem germinacio de sementes e/ou crescimento de mudas®’. As espécies-modelo
geralmente testadas em ensaios de germinacdo sdo sementes de alface (Lactuca sativa) e de
erva-fina (Agrostis stolonifera L.), representando dicotileddneas e monocotileddneas,
respectivamente, para detectar uma possivel seletividade dos compostos ativos®. Outras
sementes utilizadas em “screenings” para herbicidas sdo de agrido-da-india (Lepidium
sativum), capim-arroz (Echinochloa crusgalli) e pepino (Cucumis sativum)®,

Outros bioensaios de fitotoxidade frequentemente utilizados por agéncias reguladoras
federais, por industrias e por laboratorios empregam espécies de pequenas plantas aquaticas
(Lemna minor) e microalgas (Chlorella vulgaris). A Lemna minor é uma espécie de planta
flutuante com alta capacidade adaptativa pertencente a familia Lemnaceae, presentes em
varios ambientes aquaticos, como lagos, rios, efluentes e sedimentos. As plantas sdo coloniais
e formam agregados de duas ou mais pétalas, sendo estas pequenas e de rapido crescimento.
A Lemna minor é sensivel a contaminantes organicos toxicos e por esse motivo é utilizada
para testes de herbicidas e monitoramento de efluentes®. Por sua vez, a Chlorella vulgaris é
uma microalga verde pertencente a familia Oocystaceae de tamanho entre 2 a 4 um. Possuem
um papel significante como produtores primarios nos ecossistemas aquaticos e por esta razao,
sdo usadas em estudos ambientais para avaliar a toxicidade de varios produtos quimicos e
descargas de residuos’®"*. Devido & sua simplicidade estrutural, abundancia na natureza e alta
sensibilidade a pequenas quantidades de amostra’?, suspensdes de células de microalgas s&o
cada vez mais usadas na pesquisa agroquimica para triagem de herbicidas’, principalmente

em estudos relacionados a herbicidas inibidores de fotossintese’#75:76.77.78,79.80,
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Figura 6. Imagem da planta aquéatica Lemna minor (& esquerda) e microalga Chlorella vulgaris (a direita).
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2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo principal identificar e caracterizar fitotoxinas
produzidas por actinobactérias isoladas da rizosfera de plantas da caatinga, realizando a
identificacdo dos compostos ativos por meio do isolamento guiado pelos bioensaios de

fitotoxicidade com Lemna minor e microalga Chlorella vulgaris.

2.2 Objetivos Especificos

e Preservar e manter as actinobactérias estudadas em glicerol;

e Produzir um banco de extratos de actinobactérias, utilizando o meio de cultivo BD;

e Realizar 0 “screening” bioldgico dos diferentes extratos produzidos frente & Lemna
minor e Chlorella vulgaris;

e Aplicar a estratégia de desreplicacdo para os extratos brutos gerados;

e Isolar, identificar e/ou elucidar estruturalmente os compostos bioativos provenientes
das actinobactérias Caat 7-38, Caat 8-6 e Caat 5-29;

e Auvaliar o efeito da adicdo de algumas terras raras (lantanio, escandio e neodimio) ao

meio de cultivo da actinobactéria Caat 7-38.
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3. Materiais e Métodos
3.1 Reagentes e solventes
o Dextrose (Difco) para preparacdo do meio de cultivo BD;
o Acetato de etila PA (Synth) para as extracoes liquido-liquido;
o Sulfato de sddio (Synth) como agente secante da fase organica apds a extracao;
o Metanol HPLC (Panreac) como eluente em coluna Sephadex e como fase movel em
HPLC-UV;
o Acetonitrila (Panreac) como fase mével em HPLC-UV;
o Metanol e acetonitrila grau HPLC (Merck ou J.T. Baker) para as analises em
espectrometro de massas (insercdes diretas e LC-MS);
o Agua ultrapurificada em sistema Milli-Q da Millipore para as analises em
espectrometro de massas;
o Acido formico e acetato de amonio (ambos Sigma-Aldrich) como aditivos da fase

movel em espectrometria de massas;
o Glicerol (Synth) para preservacdo dos micro-organismos;

o Hidroxido de aménio PA (Synth) e &cido fosférico PA (Synth) para alterar o pH dos
meios de cultivo para extracdo em diferentes pHs;

o Todos os sais utilizados para o preparo de meio SIS e BBM s&o da marca Synth;

o Dimetilsulfoxido (Synth) para solubilizar os extratos para 0s bioensaios;

o Metanol e acetona deuterados (ambos Sigma-Aldrich) para obtencdo dos espectros de
RMN.

o Atrazina (Sigma-Aldrich) como controle positivo para os bioensaios da Lemna minor

e Chlorella Vulgaris.
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3.2 Esquema geral da metodologia utilizada nesta dissertagéo

b
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Figura 7. Metodologia do fracionamento guiado por bioensaios.

3.3 Isolamento, caracterizacdo e manutencdo das actinobactérias

As actinobactérias estudadas nesse trabalho foram gentilmente cedidas pelo grupo de
pesquisa do Dr. Itamar Soares de Melo da Embrapa Meio Ambiente (Jaguariina-SP). A
grande maioria das actinobactérias utilizadas foi isolada da rizosfera de cactaceas pertencentes
ao bioma Caatinga do semiarido nordestino, de modo que os sitios de coleta dos micro-
organismos foram distribuidos ao longo dos estados da Bahia (BA), Ceara (CE), Paraiba (PB),
Piaui (PI) e Rio Grande do Norte (RN). A determinacdo dos géneros e espécies da maior parte
desses micro-organismos foi realizada atraveés do método do gene 16S do rDNA.

Cento e oito cepas foram repicadas e preservadas em tubos criogénicos (Axygen)
contendo 1 mL de solucdo de glicerol 20% (v/v em &gua). Inicialmente, a solucdo e o0s
microtubos foram esterilizados em autoclave vertical (Phoenix, modelo AV 150) a 120°C e
alta presséo por 20 minutos. Uma alca de platina foi utilizada para transferir o micélio dos
meios semissélidos para os tubos criogénicos, os quais foram devidamente fechados,
etiquetados e vedados com filme PVC. As caixas contendo 0s microtubos com micélios
preservados em glicerol 20% foram armazenadas em freezer a -20°C. Deve-se ressaltar que as

actinobactérias foram preservadas em triplicata. Todo o manuseio de micro-organismos foi
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realizado dentro de capela de fluxo laminar (Esco SC2 Class Il Biological Safety Cabinets) e

a alca de platina esterilizada em esterilizador infravermelho (Biothec).

3.4 Preparo dos meios de cultivo, fermentacéo e extracio

Os extratos brutos gerados neste trabalho foram obtidos da fermentacdo das
actinobactérias em meio liquido BD (Batata-Dextrose). Para a preparacdo de 1000 mL desse
meio, utilizou-se 800 mL de agua destilada, 200 mL de caldo de batata e 20 g de dextrose.
Para a preparacdo do caldo de batata usado no meio BD, foram utilizadas 400 g de batata sem
casca picadas em cubos pequenos. As batatas foram cozidas em 1 litro de &gua por
aproximadamente 15 minutos, sendo o volume de &gua evaporado durante 0 cozimento
completado no final.

As fermentagdes para o “screening” inicial dos micro-organismos foram realizadas
adicionando 30 mL do meio de cultivo BD em Erlenmeyers de 125 mL. Desse modo, a
proporcdo méaxima de 1/3 (um terco) de meio de cultura em relacdo ao volume total do
Erlenmeyer foi sempre obedecida. Todos os meios de cultura foram esterilizados em
autoclave vertical (Phoenix, modelo AV 150) a 120°C e alta presséo por aproximadamente 20
minutos antes de serem inoculados os micro-organismos. As fermentagdes foram mantidas
por um periodo de 10 dias em shaker Marconi (Incubadora refrigerada MA 830) com agitacdo
de 150 rpm a temperatura de 30°C.

Apbds a fermentacdo, o meio liquido foi filtrado a vacuo para remoc¢do dos micélios e
extraido com igual volume de acetato de etila por 3 vezes. Por fim, a fase orgénica foi seca
com sulfato de sddio e concentrada em evaporador rotativo sob pressdo reduzida (BUCHI
Rotavapor R-114, equipado com banho BUCHI Waterbath B-480). Deve-se ressaltar que uma
vez verificada a atividade biologica de interesse, os micro-organismos selecionados foram
fermentados novamente em escala ampliada, utilizando frascos Erlenmeyer de 500 ou 1000
mL de capacidade ou fermentador New Brunswick (Bioflo/Celligen 115).

3.5 Bioensaios de fitotoxicidade com Lemna minor
No laboratorio, as plantas aquaticas para utilizagcdo nos bioensaios foram mantidas em

meio rico em sais denominado SIS® (Swedish Standard), cuja composigio esta apresentada

na Tabela a seguir. O meio SIS foi preparado pela adicdo de 20 mL de cada uma das solugdes
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estoque n° 1, 2, 3, 4 e 6 e 2 ml da solugéo estoque n° 5, sendo o volume de 1 litro completado
com agua destilada. O meio foi mantido sob agitacdo para a completa mistura das solugdes e,
em seguida, mantido sob-refrigeracdo a 10 ‘C. As solucBes estoque possuem validade de 6
meses, com excec¢do da solucdo n° 5 que apresenta validade de apenas 1 més. As pétalas eram
lavadas a cada 15 dias com intuito de garantir as boas condigdes nutricionais para crescimento
e manutencdo das plantas. Para isso, as pétalas visualmente sadias eram cuidadosamente
transferidas, com o auxilio de espatulas, para placas de Petri (20 cm) contendo agua destilada,
onde permaneceram em repouso por aproximadamente 30 minutos. Em seguida, eram
transferidas para outra placa de Petri (20 cm) contendo meio de cultura recentemente
preparado.

Tabela 3. Composi¢éo nutricional do meio SIS.

Solucdes estoque Massa de reagente (mg)
1) NaNOs 4250 mg
KH2PO4 670 mg
2) MgSOs .7 Hz0 3750 mg
3) CaCl,2 H,0 1800 mg
4) Na2COs; 1000 mg
5) HsBO; 500 mg
MnCl,.2 H,0O 100 mg
Na;Mo00..2 H,0 5 mg
ZnS04.7H.0 25mg
CuS04.5H,0 2,5mg
CoCl; 5mg
6) FeCls.6 H,O 42,5 mg
Na;EDTA.2 H,0O 70 mg

Os bioensaios com Lemna minor foram realizados em placas de polipropileno com 12
pocos (3x4), de modo que cada extrato ou controle foi bioensaiado em triplicata, em um
volume final estabelecido de 3 mL por poco. Foram empregados como controles negativos de
inibicdo o meio SIS (3000 pL de meio SIS) e 0 meio SIS + DMSO 1% (2970 pL de meio SIS
+ 30 pL de DMSO), ja que este é o solvente utilizado para solubilizacdo dos extratos. Para o
controle positivo foi preparada inicialmente uma solugéo estoque do herbicida atrazina, um inibidor
de fotossintese, na concentragdo de 10 mg mL™ em DMSO. Assim, em cada poco da triplicata

referente a esse controle foi adicionado 30 pL da solucéo estoque preparada + 2970 pL de meio
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SIS, de forma que a concentragdo final do herbicida foi de 100 ug mL™. Foram preparadas
também 100 pL das solucdes dos extratos ou fragBes na concentragio de 10 mg mL? em
DMSO, as quais foram posteriormente bioensaiadas mediante procedimento analogo ao controle
positivo utilizado.

Por ultimo, em cada pogo foi adicionado um par de pétalas da Lemna minor,
procurando manter sempre a uniformidade no tamanho e na coloragdo. Apds um periodo de
sete dias incubadas em estufa de fotoperiodo a temperatura controlada em 28 + 2°C e ciclos

2 sl provenientes de duas lampadas

de iluminacdo claro/escuro 16/8h de 80 umol m
fluorescentes de 40 W, foi realizada uma analise visual comparando os resultados dos extratos
testados com os controles positivo e negativo, observando a ocorréncia de necrose (tecidos
mortos), clorose (auséncia de clorofila), quebra de coldnia, destruicdo da raiz e a capacidade

da fitotoxina em inibir a multiplicacdo das pétalas ou mata-las.

3.6 Bioensaios de fitotoxicidade com Chlorella vulgaris

A microalga C. vulgaris utilizada neste experimento foi cultivada em meio BBM
(Bold’s Basal Medium), segundo composicdo de Cafiizares-Villanueva e colaboradores®. A
composicdo do meio BBM se encontra na Tabela 4. A cada 10 dias, a cultura de algas foi
repicada de forma asséptica, através da diluicdo de 1 mL de cultura em 30 mL de meio BBM
recém preparado, em frascos Erlenmeyers de 125mL, sendo posteriormente incubadas em
estufa, sob as mesmas condi¢des de temperatura e fotoperiodo descritas acima.

Os bioensaios com as microalgas foram realizados em placas de ELISA de 24 pogos
(6x4), de forma que cada extrato ou controle foi bioensaiado em triplicata, em um volume
final estabelecido de 1 mL por poco. Foram empregados como controles negativos de inibicédo
0 meio BBM (900 pL de meio BBM + 100 pL da suspensdo de C. vulgaris) e 0 meio BBM +
DMSO 1% (890 pL de meio BBM + 100 uL da suspensdo de C. vulgaris por poco + 10 pL
DMSO), ja que este é o solvente utilizado para solubilizacdo dos extratos. Para o controle
positivo foi preparada inicialmente uma solugéo estoque do herbicida atrazina na concentragédo de
1 mg mL em DMSO. Assim, em cada pogo da triplicata referente a esse controle foi adicionado
10 pL da solucéo estoque preparada, 100 pL da suspensdo de C. vulgaris e 890 uL do meio de
cultivo BBM, de forma que a concentracdo final do herbicida foi de 10 ug mL® Foram
preparadas também 100 pL das solucdes dos extratos e fragdes na concentracio de 1 mg mL™

em DMSO por meio da dilui¢do das solugbes restantes utilizadas no bioensaio da L. minor, sendo
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posteriormente bioensaiadas mediante procedimento andlogo ao controle positivo utilizado. Por
fim, as placas foram incubadas por cinco dias em estufa e a confirmacdo de inibicdo de

crescimento foi feita visualmente comparando aos controles.

Tabela 4. Composi¢édo do meio de cultivo BBM para manutencao da Chlorella vulgaris.

Nutrientes Quantidades (mg L™)
NaNO3 250,00
KH2PO4 175,00
CaCl.. 2H20 25,00
MgSQO4. 7TH20 75,00
K2HPO4 75,00
NaCl 25,00
EDTA 50,00
FeSO4. 7TH20 4,98
HsBO3 11,42
ZnS0s. TH20 8,82
Na:Mo0Oa4. 2H20 0,72
CoCl. 6H20 0,38
MnCl.. 4H20 1,44
CuSO0s4. 5H20 1,57

3.7 Fracionamento dos extratos brutos ativos

Os extratos brutos ativos no “screening” inicial foram fermentados em escala
ampliada para obtencdo de maior massa a fim de realizar o fracionamento e isolar os
compostos ativos. As separacfes por HPLC foram feitas utilizando um cromatégrafo
Shimadzu com controladora CBM-20A, duas bombas LC-6AD, degaseificador DGU-20A5,
detector UV-Vis SPD-20A, injetor manual Rheodyne e coletor automatico de fracdes. Foi
utilizada a coluna preparativa C1g Shim-Pack Shimadzu (250 x1 9 mm, 5 pum) e a coluna
semipreparativa Zorbax Eclipse XDB Cig Agilent (250 x 9,4 mm, 5 um). Para cada extrato
fracionado foi previamente desenvolvido um método de separa¢do com coluna analitica C1sg
Shim-Pack Shimadzu (250 x 4,6 mm, 5 um), que foi em seguida transposto para a coluna de
maior diametro®. O fracionamento em coluna aberta foi feito utilizando a resina Sephadex
LH20 (Sigma-Aldrich) como fase estacionaria e 0 metanol como eluente, para a simplificagéo

dos extratos.
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3.8 Analises por espectrometria de massas

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas de duas maneiras, uma
acoplada a separacdo cromatografica (LC-MS, do inglés liquid chromatography — mass
spectrometry) e a outra por meio da insergédo direta da amostra no equipamento (DI-MS, do
inglés direct insertion — mass spectrometry). Assim, 0s extratos brutos na concentra¢do de 50
pg/mL foram solubilizados em metanol e injetados em um sistema de LC-MS Acquity
UPLC® Xevo TQ-S equipado com bomba quaternaria, auto injetor e fonte de ionizacdo por
eletrospray operada em modo positivo e negativo. Os espectros foram analisados através do
software Masslynx versdo 4.1.

Os parametros empregados no espectrometro de massas foram: voltagem do capilar de
3,2 kV para o modo positivo e 2,0 kV para 0 modo negativo; voltagem do cone de 40 V,
temperatura da fonte de 150°C, temperatura de desolvatacdo de 350°C e faixa de m/z de 150-
1400. Nos experimentos de espectrometria de massas sequencial a melhor energia de coliséo
foi determinada para cada experimento. Na DI-MS, a fase movel empregada foi uma mistura
de metanol:agua (7:3) acidificada com 0,1% de acido férmico.

O espectro de massas de alta resolugédo foi obtido utilizando um equipamento
micrOTOF-Q Il - ESI-TOF, Bruker Daltonics. A calibracédo interna foi feita com uma solucéo
10 mg mL? de Na-TFA. Os pardmetros do equipamento foram: end plate 500 V; capilar -
3500 V; saida do capilar 120 V; skimmer 1 50V; skimmer 2 22 V; transfer 57us; temperatura
do gés secante 180 °C a 4,0 L min-1 (N2); e gas de nebuliza¢do N2 a 0,4 Bar.

3.9 Analises por Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de H RMN, *C RMN, COSY, ROESY, HMQC e HMBC foram
adquiridos em equipamentos Bruker DPX 300 e DRX 500 nas frequéncias de 500 MHz (*H) e
125 MHz (33C), utilizando o tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os solventes
deuterados utilizados para solubilizar as amostras foram metanol e acetona.

3.10 Estudo da influéncia das terras raras na producéo da actinomicina D

Para a realizacdo do experimento, a actinobactéria Caat 7-38 foi inicialmente

fermentada durante trés dias em 100 mL de meio BD, sendo esta cultura utilizada como pré-
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indculo. As culturas para analise, por sua vez, foram cultivadas em aliquotas de 20 mL de
meio BD, presentes em Erlenmeyers de 50 mL. Para a inoculagdo da actinobactéria, foi
adicionado 1 mL do pré-inéculo em cada frasco. Com base nos melhores resultados
apresentados na literatura, decidiu-se avaliar o efeito do escandio, neodimio e lantanio, sendo
entdo fermentadas sessenta culturas, distribuidas de acordo com a Tabela abaixo. A
concentracédo final das terras raras empregadas foi de 100 mM. O ensaio foi monitorado a
cada dois dias, de modo que era retirado, filtrado e congelado um Erlenmeyer de cada grupo,
para posterior analise.

Os cultivos foram descongelados e extraidos. Para isso, foi retirado uma aliquota de
500 pL de cada meio de cultura, a qual foi transferida para um microtubo, juntamente com 1
mL de acetato de etila. Os microtubos foram agitados por 15 segundos e centrifugados por 1
minuto. Apds a centrifugacdo, a fase organica foi transferida para outro microtubo, seca,
ressuspendida em metanol e injetada no espectrémetro de massas. E importante ressaltar que
foi necessario diluir as amostras em duas vezes, uma vez que os valores obtidos estavam fora
dos utilizados para construir a curva de calibragdo. O experimento foi monitorado por

espectrometria de massas operando no modo MRM.

Tabela 5. Distribuigdo das culturas fermentadas para a realizagdo do experimento de monitoramento da

producao da actinomicina D por MRM.

Quantidade []1final - Terras
Grupos Erlenmeyers Raras (mM)
1-Controle 15 0
2-Lantanio (La) 15 100
3-Escancio (Sc) 15 100
4-Neodimio (Nd) 15 100




4. RESULTADOS E DISCUSSAO




Resultados e Discussao
30

4. Resultados e Discussoes
4.1 Micro-organismos avaliados nesta dissertacao

As actinobactérias estudadas nesta dissertacdo foram isoladas e gentilmente cedidas
pelo grupo de pesquisa do Dr. Itamar Soares de Melo do Laboratério de Microbiologia
Ambiental da Embrapa-Jaguariina em trabalho de colaboragdo. Tais micro-organismos foram
obtidos, em sua maioria, da rizosfera de cactaceas do bioma caatinga. A rizosfera é a regido
do solo onde as raizes das plantas crescem e conseguem agua, sais minerais e nutrientes e
também estabelecem relagBes com as raizes de outros vegetais e micro-organismos®. O seu
estudo é de extrema importancia, pois € uma regido do solo caracterizada por possuir uma
intensa atividade microbiana, gracas a secrecdo de compostos denominados de exsudatos
pelas raizes, como ions, enzimas, e diversos outros metabdlitos®.

A Caatinga, por sua vez, ¢ um bioma singular que se concentra na regido semiarida do
nordeste brasileiro. As altas temperaturas associadas a alta intensidade luminosa provocam
uma grande demanda evaporativa e, consequentemente, a dessecacao do solo, o que justifica o
déficit hidrico dessa regido®. Devido a sua extensdo e ao sistema de ventos provenientes do
Nordeste e Sudeste, apresenta uma instabilidade nos padrdes de chuva, a qual é concentrada
em alguns poucos meses do ano. Por esses motivos, a Caatinga é constituida de uma floresta
sazonalmente seca composta de arbustos espinhosos, gramineas e por pequenas arvores, que
perdem a folhagem em época de seca, voltando a brotar e ficar verde nos curtos periodos de
chuvas (Figura 8).

Assim como as plantas, os micro-organismos deste bioma se encontram bem
adaptados as condi¢cdes impostas pelo clima, desenvolvendo uma série de caracteristicas e
mecanismos de protecdo celular, sobretudo contra o estresse hidrico, que 0s tornam Unicos.
Sendo assim, pode-se dizer que tais condi¢cbes ambientais extremas fazem a investigacao da
biodiversidade microbiana do solo deste bioma ser altamente promissora e por ser pouco
explorada, constitui uma grande oportunidade para a descoberta de actinobactérias produtoras

de metabdlitos secundarios de importancia biotecnoldgica.
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Figura 8. Transicdo entre o periodo chuvoso (A) e seco (B) na Caatinga, um dos fendbmenos mais interessantes
desse bioma. Fonte: Kavamura, V. N. Screening of Brazilian cacti rhizobacteria for plant growth promotion under
drought. Microbiological Research. 2012;168(4):183-191.

4.2 Preservacao das actinobactérias estudadas

As atividades de rotina e pesquisa aplicadas as linhagens resultam em uma quantidade
significativa de informacdes. Saber como preservar culturas bacterianas e dispor de técnicas
simples e eficientes para tanto se reveste da mais conspicua importancia em qualquer
laboratério onde se desenvolvem atividades de pesquisa. A importancia de se preservarem
culturas bacterianas advém da necessidade de se dispor do organismo ou espécime a qualquer
momento, quer para fins experimentais, quer para trabalhos de rotina ou para atendimento a
solicitages de outros pesquisadores, para fins didaticos, para estudos comparativos, etc®’.

Desse modo, a primeira etapa deste trabalho consistiu na preservacdo de cento e oito
actinobactérias em tubos criogénicos contendo solugdo de glicerol 20%, os quais foram
congelados e mantidos em freezer de -20°C. O objetivo de qualquer método de preservacgao é
garantir a sobrevivéncia das culturas pelo maior tempo possivel, bem como proporcionar
estabilidade aos micro-organismos, evitando assim, a formacdo excessiva de mutacdes que
alterem suas caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e genéticas®®. Deve-se ter em mente que
quando se inicia a preparacdo de uma nova linhagem celular que serd estocada, a cultura deve
ser minuciosamente examinada para verificacdo da correta identidade do micro-organismo,
como também da existéncia de algum tipo de contaminacdo, de modo que esta analise deve
ser repetida ap6s o descongelamento e cada vez que um novo lote de cultura for preparado®.
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Diferentes processos tém sido utilizados para preservacdo de micro-organismos, de
forma que a escolha do método depende das disponibilidades do laboratério, longevidade da
preservacdo e estabilidade genética das culturas. Dentre os processos comumente utilizados,
destacam-se: repiques peridédicos em meios solidos, preservacdo em Oleo mineral e agua
destilada e congelamento em glicerol. O método de preservacdo em glicerol, hoje
universalmente usado em quase todos os laboratdérios de Microbiologia e Bacteriologia do
mundo, foi escolhido por reunir quase todas as caracteristicas desejaveis de um bom método
de preservacao, ja que € simples, barato e pouco oneroso, além de oferecer uma boa seguranca
para 0 armazenamento dos micro-organismos por periodos de um a dois anos®. O glicerol,
por ser bioquimicamente compativel com as estruturas celulares, é utilizado para proteger as
células durante o congelamento, diminuindo assim, os danos provocados pela formacdo dos
cristais de gelo e a chance de ruptura da parede celular. Deve-se destacar que o metabolismo
celular dos micro-organismos cessa quando a agua de todo sistema é convertida em gelo,

recuperando suas fungdes normais quando a cultura for devidamente descongelada.

4.3 Geracdo dos extratos brutos

Depois de concluida a etapa de preservacdo, noventa actinobactérias, isoladas
principalmente da caatinga, foram selecionadas para fermentacdo, com intuito de gerar os
extratos que futuramente iriam ser utilizados nesse estudo. Em programas de “screening” em
larga escala, como o desenvolvido nesse trabalho, € aconselhavel a utilizacdo de um Unico
meio de cultivo que seja abrangente a um numero razoavel de metab6litos®, bem como a
utilizacdo de somente um solvente para a realizacdo das extracdes liquido-liquido. Mediante
trabalhos anteriormente desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa %29%% as fermentacdes
utilizando o meio BD, o qual é composto essencialmente por caldo de batata e dextrose, tem
demonstrado ser de grande eficiéncia na inducdo da producdo de metabodlitos ativos de
actinobactérias e por este motivo, foi o escolhido para as fermentacGes e producbes dos
extratos.

Conforme previamente discutido, sabe-se que os metabdlitos secundarios dos micro-
organismos possuem as mais diversas estruturas e propriedades fisico-quimicas. Desse modo,
a extragdo liquido-liquido com acetato de etila foi utilizada por este ser um solvente organico
capaz de solubilizar compostos de polaridades intermediarias de maneira muito eficiente,

além de ser o solvente que, na maioria dos casos, apresentou os melhores resultados em
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estudos prévios realizados em nossos laboratérios. Porem, € importante destacar que em um
programa de “screening” em larga escala € inevitavel o risco de perdas de alguns compostos
com atividades biologicas interessantes, quer seja pela sua pequena abundancia no extrato
bruto ou pela ndo eficiéncia do método de extracao escolhido. Com relacao a este ultimo fato,
pode-se citar como exemplo os compostos com propriedades acido-base que, dependendo do
pH final do meio, por estarem ionizados em fase aquosa, acabam ndo sendo extraidos pela
fase orgéanica e consequentemente, passam despercebidos no “screening” bioldgico. Sendo
assim, em alguns casos especificos, foi realizado um estudo sobre a influéncia da variacdo do

pH nas extracoes.

4.4 Bioensaios de fitotoxicidade com Lemna minor e Chlorella vulgaris

Nessa etapa do trabalho, foi realizado um “screening” bioldgico da atividade
fitotoxica de todos o0s extratos organicos de actinobactérias anteriormente obtidos,
empregando os bioensaios com L. minor e C. vulgaris. Estes bioensaios foram selecionados
por serem miniaturizados, rapidos, sensiveis a pequenas quantidades de amostra e de baixo
custo. Conforme descrito na parte experimental, é necessario apenas 1 mg de extrato bruto
para a realizacdo de ambos bioensaios. Tal fato é de extrema importancia quando se trabalha
com micro-organismos, ja que, na maioria dos casos, a quantidade de extrato obtido apds a
fermentacdo em escala reduzida é pequena, o que permite, portanto, a eficiéncia da estratégia
de “screening” bioldgico utilizada.

Apos a realizacdo dos ensaios de fitotoxidade, quinze extratos apresentaram atividade
para o bioensaio da L. minor, sendo eles provenientes da Caat 1-50, Caat 1-54, Caat 2-21, Caat
2-48, Caat 2-57, Caat 2-58, Caat 2-59, Caat 2-62, Caat 2-64, Caat 5-29, Caat 7-38, Caat 7-48,
Caat 7-51, Caat 7-52 e Caat 10-15 +(F). Como exemplo, a Figura abaixo apresenta 0s
resultados obtidos para trés diferentes extratos bioensaidos. As trés primeiras colunas da placa
a esquerda séo os controles, os quais ja foram mencionados na parte experimental (Segéo 3.5).
Por meio da comparagdo visual, tendo principalmente as pétalas em meio contendo atrazina
(controle positivo) e DMSO (controle negativo) como referéncia, percebe-se claramente que o
extrato da Caat 10-24 n&o apresentou nenhuma atividade fitotoxica, uma vez que o crescimento
da L. minor pdde ser comparado ao controle negativo DMSO (coluna 2). Ja o extrato da Caat
10-15 +(F) exibiu atividade fitotdxica moderada por apresentar um leve amarelamento, redugéo

de crescimento e menor nimero de pétalas que o controle, ao passo que, o extrato da Caat 7-52
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apresentou uma excelente atividade, ja que causou uma diminui¢cdo do crescimento da planta,
amarelamento, diminuicdo no numero de pétalas e necrose. Desse modo, pode-se concluir que
0S extratos testados apresentaram fitotoxidades distintas, o que demonstra o potencial do

bioensaio para a descoberta de fitotoxinas.

SIS DMSO  Atrazina Caat10-24 Caat 10-15(+)F Caat 7-52
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Figura 9. Resultado do bioensaio da L. minor, em que foram testados os extratos brutos da Caat 10-24, Caat 10-

15 +(F) e Caat 7-52, respectivamente.

Por sua vez, dentre 0s noventa extratos brutos analisados, seis extratos apresentaram
resultados promissores quanto a inibicdo do crescimento da C. vulgaris, sendo eles
produzidos pela Caat 7-38, Caat 7-52, Caat 8-6, Caat 8-12, Caat 8-18 e Caat 10-15 +(F). A
Figura abaixo apresenta um exemplo do resultado desse bioensaio, no qual foram testados
cinco extratos brutos diferentes. Apo6s analise da placa, fica evidente que apenas o extrato
proveniente da Caat 8-18 apresentou atividade, sendo sua fitotoxidade bastante pronunciada e
comparada com o controle positivo utilizado, no caso, a atrazina. No bioensaio em questéo, a
deteccdo da atividade fitotoxica é um pouco mais dificil de ser visualizada nos casos em que a
fitotoxidade é moderada. Nesses casos, para a visualizacdo da atividade, deve-se observar
cuidadosamente a parte inferior da placa do bioensaio contraluz, observando se houve ou néo

crescimento da microalga nas paredes inferiores de cada pogo.
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Figura 10. Resultado do bioensaio da C. vulgaris, em que foram testados os extratos brutos da Caat 2-43, Caat
4-55, Caat 8-18, Caat 5-29 e Caat 7-48, respectivamente.

Os resultados obtidos no “screening” inicial para ambos os bioensaios foram
resumidos na Tabela abaixo, de forma que, das noventa actinobactérias estudadas,
aproximadamente 20% delas foram consideradas ativas para pelo menos um dos bioensaios
testados. Todas as actinobactérias ativas foram isoladas do solo da caatinga, resultado este que
indica o grande potencial dos micro-organismos isolados de tal habitat na producdo de
metabdlitos secundarios com atividade fitotoxica. Na construgdo dessa Tabela 6, ndo foi
levado em consideracdo o grau de fitotoxidade dos extratos bioensaidos, de modo que foi
indicado apenas se houve ou ndo atividade. Conforme mencionado anteriormente, a atividade
foi basicamente atribuida por meio de comparagdes visuais entre os controles negativo e
positivo de ambos o0s bioensaios, podendo apresentar entdo, algumas variagdes de acordo com
os critérios utilizados por cada observador. Além disso, é importante ressaltar que o conceito
de maior ou menor fitotoxidade € relativo, uma vez que a concentragdo das fitotoxinas em

cada extrato € variavel, fato este que impede uma correlacdo inequivoca com a atividade.

Tabela 6. Atividade fitotoxica dos extratos brutos de actinobactérias frente a L. minor e C. vulgaris.

Extratos Atividade Atividade Extratos Atividade Atividade
Actinobactérias L. Minor C. Vulgaris Actinobactérias L. Minor C. Vulgaris
CAAT 1-32 - - CAAT 7-38 + +
CAAT 1-34 - - CAAT 7-43 - -
CAAT 1-35 - - CAAT 7-46 . -
CAAT 1-37 - - CAAT 7-48 + -
CAAT 1-45 - - CAAT 7-49 - -




Resultados e Discussao

36

CAAT 1-46

CAAT 7-51

CAAT 1-47

CAAT 7-52

CAAT 1-50

CAAT 7-60

CAAT 1-53

CAAT 8-2

CAAT 1-54

CAAT 8-3

CAAT 1-55

CAAT 8-4

CAAT 2-21

CAAT 8-5

CAAT 2-35

CAAT 8-6

CAAT 2-37

CAAT 8-12

CAAT 2-38

CAAT 8-16+

CAAT 2-40

CAAT 8-18

CAAT 2-41

CAAT 8-22

CAAT 2-43

CAAT 8-25

CAAT 2-48

CAAT 9-4

CAAT 2-54

CAAT 10-14+(F)

CAAT 2-56

CAAT 10-15+(F)

CAAT 2-57

CAAT 10-24

CAAT 2-58

SB005

CAAT 2-59

SB024

CAAT 2-61

SB034

CAAT 2-62

SB035

CAAT 2-64

SB037

CAAT 2-66

SB063

CAAT 2-67

SB099

CAAT 2-74

SB102

CAAT 3-40

SB103

CAAT 3-48+

SB104

CAAT 3-49

CS039

CAAT 3-55

CS044

CAAT 3-85

CS045

CAAT 4-46

CS060

CAAT 4-55

CS066

CAAT 5-29

CS072

CAAT 5-38

CS075

CAAT 5-40

CS083

CAAT 5-50

CS099

CAAT 6-4

IR004

CAAT 6-8

IR036

CAAT 6-7

CANV1-32F

CAAT 6-11

CANV3-08F

+ = ativo.
- = inativo.
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Outra forma de expressar os resultados obtidos no “screening” inicial é ilustrada na
Figura 11. Nesse grafico de conjuntos, percebe-se claramente que apenas trés extratos
apresentaram atividade simultanea para os bioensaios da L. minor e C. vulgaris, sendo eles
provenientes da Caat 7-38, Caat 7-52 e Caat 10-15+(F). Também ¢é possivel observar que o
nimero de extratos ativos para o bioensaio da Lemna foi consideravelmente maior,
apresentando uma frequéncia de atividade 40% superior quando comparado com o bioensaio
da microalga. Conforme consta na literatura, a C. vulgaris € mais susceptivel a herbicidas
inibidores de fotossintese, sendo por esse motivo, utilizada como organismo teste para
triagem de composto fitotoxicos com este mecanismo de acdo. Alids, também é relatada na
literatura a habilidade da microalga em adaptar-se e resistir ao efeito inibitério apds o contato

com determinados herbicidas®.

Ativos - Bioensaio L. minor

CAAT 154
Ativos - Bioensaio C. Vulgaris CAAT 1.50 T
CAAT 248
CAAT 257
|caaT 86| fcaaT 7 38
CAAT 258
CAAT 812 CAAT 7-52 CAAT 259
CAAT 262
CAAT 818  |[CAAT 10-15(+)F
CAAT 264
CAAT 529
CAAT 7-48
CAAT 7-51

Ativos — Ambos os Bioensaios

Figura 11. Diagrama de Venn, contendo os resultados obtidos nos bioensaios realizados. Em destaque, estéo as

actinobactérias selecionadas para posteriores estudos de desreplicacéo.
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4.5 Perfis quimicos dos extratos brutos

Apos o “screening” biologico inicial, todos os extratos brutos (ativos e inativos) foram
analisados por espectrometria de massas por insercao direta, através de andlises de full scan,
no qual foi utilizada a fonte de ionizagdo de electrospray (ESI) para a determinacéo do perfil
quimico dos extratos. As aquisi¢des foram realizadas no modo positivo e negativo. O objetivo
desta etapa foi determinar através de uma ferramenta rdpida e abrangente as massas
moleculares dos metabolitos secundarios produzidos pelas actinobactérias, com intuito de
submeté-los a um estudo de desreplicacdo e também realizar uma comparagéo entre os perfis
e a diversidade metabolica desses extratos.

ESI é considerada uma técnica branda de ionizacdo, possuindo como principal
caracteristica a producdo da molécula protonada [M+H]" ou desprotonada [M-H]" sem que
ocorra a fragmentacdo da mesma. Tal fato possibilita a identificacdo dos compostos baseada
em suas respectivas massas moleculares, uma vez que a deteccdo é dada a partir da razéo
massa/carga (m/z). O fator que determina a eficiéncia da ionizacdo é, principalmente, a
estrutura quimica dos analitos. Substancias que apresentam grupamentos basicos,
principalmente aminas, amidas e ésteres, normalmente sdo analisadas em modo positivo,
dadas a relativa facilidade de protonacdo desses grupos funcionais. Por outro lado, substancias
contendo funcdes &cidas, tais como 4&cidos carboxilicos e fendis, sdo mais facilmente
desprotanadas e, consequentemente, sdo analisadas em modo negativo. A natureza do
solvente utilizado e o pH da fase movel sdo igualmente importantes na geracdo de ions
positivos e negativos®®.

De acordo com os sinais de massas observados nos espectros, foi possivel observar a
quimiodiversidade dos compostos produzidos pelas diferentes actinobactérias estudadas, visto
que diversos ions foram detectados em cada espectro. Os espectros de ESI+ e ESI- foram
analisados cuidadosamente para que, de acordo com as diferengas de m/z entre os sinais
detectados, pudessem ser determinadas as especies ibnicas encontradas, isto €, se eles
correspondiam a moléculas protonadas, desprotonadas ou até mesmo coordenadas com
cations como Na*, K" e NH4". De modo geral, cada actinobactéria foi responsavel pela
producdo de metabdlitos distintos e 0s espectros de massas obtidos mostraram-se
caracteristicos para cada extrato bruto analisado. Tal diversidade metabolica pode ser

verificada através da analise da Figura abaixo, o qual apresenta 0s espectros de massas em
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modo positivo de alguns extratos que apresentaram atividade fitotdxica para pelo menos um

dos bioensaios realizados.
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Figura 12. Espectros de DI-MS em modo positivo de alguns extratos, demonstrando a diversidade quimica dos

extratos brutos produzidos.

Através das andlises por DI-MS, foi observado também que determinados extratos
possuiam o mesmo perfil metabdlico, como nos casos dos extratos obtidos da Caat 8-6 e 8-18.
As actinobactérias Caat 2-21, Caat 2-64 e Caat 10-15(+)F também apresentaram 0s mesmos
sinais em seus espectros de massas. Tais informacGes foram extremamente relevantes, visto
que elas impediram que actinobactérias com extratos similares fossem fermentadas em grande
quantidade com o mesmo intuito. Com base nisso e devido aos seus perfis metabdlicos
caracteristicos, bem como aos resultados promissores frente aos bioensaios realizados, as
actinobactérias Caat 7-38, Caat 8-6 e Caat 5-29 foram selecionadas para estudos posteriores
de fermentac@o em escala ampliada, desreplicagéo, isolamento e caracterizacao estrutural das
substancias com atividades fitotoxicas. Também foi realizado um estudo de desreplicacdo do
extrato da Caat 2-21, Caat 2-64 e Caat 10-15(+)F, no qual foi evidenciado o papel

fundamental da espectrometria de massas na identificacdo rapida de compostos j& conhecidos.
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4.6 Desreplicagédo do extrato bruto da Caat 2-21, Caat 2-64 e Caat 10-15(+)F

Através da imediata analise do espectro obtido em modo positivo e negativo da Caat
2-21, Caat 2-64 e Caat 10-15(+)F, actinobactérias estas que apresentaram atividade para pelo
menos um dos bioensaios realizados, foi possivel notar um conjunto de sinais caracteristicos
na faixa de massas de m/z 1008 a 1060. Mediante pesquisa na biblioteca de produtos naturais,
bem como por conhecimentos prévios do nosso grupo de pesquisa, foi possivel atribuir tais
sinais a presenca de surfactinas. O espectro de massas obtido em modo positivo dos extratos

dessas actinobactérias consta na Figura abaixo.
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Figura 13. Espectro de DI-MS obtido em modo positivo do extrato da actinobactéria Caat 10-15+(F). Deve-se

ressaltar que os ions de m/z 203, 304, 326, 338, 360, 419 e 647 representam contaminagdes.
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Figura 14. Estrutura da principal isoforma da surfactina. Fonte: Barros, F. F. C., et. al. Surfactina: propriedades

quimica, tecnolégicas e funcionais para aplica¢gdes em alimentos. Quim. Nova. 2007;30(2):409-414.
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A surfactina é produzida por diferentes micro-organismos e sua estrutura geral é a de
um lipopeptideo ciclico de sete aminoacidos ligados a uma cadeia de acido graxo B-hidroxi,
sendo que esta cadeia pode variar de treze a quinze atomos de carbono, o0 que permite assim, a
existéncia de diferentes compostos homologos e isdmeros®” %%, A estrutura tipica da
surfactina, demonstrada na Figura 14, consiste de um heptapeptideo de sequéncia Glu-Leu-
Leu-Val-Asp-Leu-Leu ligado por meio de uma ligagdo lactdnica entre o grupo —COO da Leu’
e 0 grupo B-hidroxi do acido graxo, ao passo que o grupo —COO do &cido graxo esta ligado ao
grupo a-NH: da Glu® por meio de uma ligagdo peptidica. A surfactina natural ¢ uma mistura
de isoformas que se diferenciam ligeiramente em suas propriedades fisico-quimicas devido as
varia¢des no tamanho da cadeia, a ligacdo do seu componente acido graxo e as substituicdes
dos aminoacidos componentes do anel®.

O espectro de ESI em modo positivo do extrato da Caat 2-21, Caat 2-64 e Caat 10-
15(+)F apresentaram os ions de m/z 1008, 1022 e 1036, os quais foram atribuidos aos
homologos da surfactina protonados [M+H]*, apresentando entre eles uma diferenca em
massa de 14 Da. E possivel também verificar a presenca dos fons de m/z 1030, 1044 e 1058
que correspondem aos adutos de so6dio dos homdlogos anteriormente citados [M+Na]*. Os
adutos ionicos de metais alcalinos tém sido uma caracteristica comum nos espectros de
massas das surfactinas, sendo os adutos de sédio e de potassio mais frequentemente
observados, uma vez que estes ions metélicos sdo ubiquos na natureza. O ion do metal
alcalino se liga na surfactina por meio do grupamento acido carboxilico, e conforme pode-se
verificar na Figura 13, possui, na maioria dos casos, uma intensidade menor do que
comparado aos analogos protonados®.

Posteriormente, os ions de m/z 1008, 1022 e 1036 foram selecionados e caracterizados
por meio da aplicacdo da espectrometria de massas sequencial, no qual foi utilizado o
processo de dissociacdo induzida por colisdo (CID). Neste processo, 0s lipopeptideos
ionizados foram acelerados para uma regido do espectrébmetro preenchida com um gas inerte
(argdnio), proporcionando, assim, a colisdo com essas moléculas. Como resultado, a energia
translacional transferida foi convertida em energia interna, culminando na desestabilizagéo
das ligagdes do esqueleto polipeptidico e, por consequéncia, induzindo a formacdo de dois
ions-fragmentos, que séo classificados como ions que retém a carga residual no lado N-
terminal (gerando fragmentos -a, -b e -c, dependendo da ligacdo que é fragmentada) e ions
gue retétm a carga residual na regido C-terminal (gerando os fragmentos -x, -y e -z,

dependendo da ligacdo que é fragmentada), segundo a nomenclatura proposta por Roepstorff—
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FohImann—Biemann. Nessa nomenclatura, os pares de ions -a/-x, -b/-y e -c/-z serdo sempre
correspondentes aos fragmentos opostos e complementares entre si. Considerando-se que as
ligacGes peptidicas sdo aquelas de menor energia, espera-se que a formacdo do par de
fragmentos -b/-y seja mais frequente que os demais, o que facilita muito a interpretacdo dos
resultados'®®. Os espectros de CID dos trés jons selecionados, bem como a Tabela que resume

os fragmentos obtidos estédo logo abaixo.

Tabela 7. Fragmentos obtidos dos espectros de ESI-MS/MS dos homoélogos da surfactina.

Homélogos (m/z)

Fragmentacdes 1008 (Cu13) 1022 (Cu4) 1036 (Cus)
(M+H-H20)* 990 1004 1018
(M+H-CO)* 980 994 1008
y1 114 114 114
y2 227 227 227
Y3 342 342 342
Y4 441 441 441
Ys 554 554 554
Y6 667 667 667
b (-H20) 342 (324) 356 (338) 370 (352)
b2 (-H20) 455 (437) 469 (451) 483 (465)
bz (-H20) 568 (550) 582 (564) 596 (578)
bs (-H20) 667 (649) 681 (663) 695 (677)
bs (-H20) 782 (764) 796 (778) 810 (792)

bs (-H20) 895 (877) 909 (891) 923 (905)
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Figura 15. Espectro de ESI-MS/MS em modo positivo dos sinais de m/z [M+H]+ a) 1008, b) 1022, c) 1036,

ressaltando as sequéncias peptidicas e os fragmentos obtidos.
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Conforme pode-se observar, o padrdo de fragmentacdo dos ions selecionados € similar
e dominado pelo ion comum de m/z 685. Tal ion, o qual é atribuido ao fragmento interno
protonado da cadeia peptidica [(H)Leu?-Leu3-Val*-Asp®-Leub-Leu’(OH)+H]", é onipresente
nos espectros de CID de todos os homologos protonados das surfactinas, sendo, portanto, o
ion diagnostico para a identificacdo dessa classe de compostos. Além disso, a presenca deste
fon também indica a abertura preferencial do anel peptidico na porcdo éster, conforme
esquema contido na Figura abaixo. Em todos os espectros de CID, nota-se a presenca de
fragmentos atribuidos a perda de H.O (M+H-H.O)* e CO (M+H-CO)" da molécula
protonada, além do jon de m/z 86 correspondente ao fon imonio da Leu. E possivel também
observar a presenca de fragmentos correspondentes a perda de H>O pelos ions b, fato este
condizente com resultados contidos na literatura. A presenca do grupo OH nesses ions sugere
a ocorréncia de um mecanismo de fragmentacdo diferente do que foi apresentado. Nesses
casos, apdés a protonacdo das moléculas na porgdo éster, ocorre uma simples clivagem
heterolitica guiada pela carga, resultando entdo, na formagdo do ion formalmente andlogo ao
b’ do heptapeptideo'®.
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Figura 16. Mecanismo proposto para a abertura preferencial do anel da surfactina na porgéo éster em condi¢des
de CID-MS/MS.
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Por meio da analise da Tabela 7 que contém os principais fragmentos obtidos nos
espectros de CID, fica evidente que os ions b correspondentes aos diferentes homdélogos
exibem uma diferenca em massa de 14 Da, enquanto os ions y gerados pela fragmentacao dos
homologos da surfactina protonados apresentam massas similares. Tal fato sugere que estes
metabdlitos apresentam a mesma composicao e sequéncia de aminoécidos na por¢do peptidica
e diferem unicamente no comprimento da cadeia do &cido graxo. Desse modo, os ions
precursores protonados de m/z 1008, 1022 e 1036 podem ser atribuidos aos homologos da
surfactina com 13, 14 e 15 atomos de carbonos na cadeia do &cido graxo R-OH,
respectivamente. Mediante as perdas de massas caracteristicas dos aminoacidos contidos nos
ions y, pode-se ainda comprovar a sequéncia peptidica das surfactinas presentes neste extrato
(4cido graxo R-OH-Glu!-Leu?-Leu3-Val*-Asp®-Leus-Leu’).

A identificacdo rapida de compostos pertencentes a esta classe em extratos
microbianos com auxilio da espectrometria de massas € extremamente importante, ja que
além da sua excepcional acdo surfactante, baixa toxidade e demasiada estabilidade a elevada
temperatura e pH®?, a surfactina apresenta diversas outras atividades bioldgicas altamente
atraentes. Experimentos realizados in vitro mostraram que a surfactina inativou eficazmente
uma larga gama de virus'®, inibindo também a formacao de biofilmes de varias bactérias, até
mesmo da patdgena Salmonella enterical®. Alias, o efeito letal da surfactina foi demonstrado
contra as fases de larva e pupa de Anopheles stephensi, Culex quinquefasciatus e Aedes
aegypti, o que sugere gue ela seja uma ferramenta promissora para aplicagdo em programas de
controle de mosquitos. Mostrou ainda atividade antitumoral contra células com carcinoma de
Ehrlich!®; atividade antiproliferativa em experimentos com células dos canceres de ovario,
renal, de prostata, de cdlon, de pulm&o, de mama, de mama residente e melanoma; atividade
citostatica e citotoxica a todos os carcinomas investigados*®®. Apesar dos mecanismos de ac&o
da surfactina ndo estarem plenamente elucidados, presume-se que essas caracteristicas sejam
devido a direta interacdo com a membrana celular, resultando na alteracdo das propriedades
de bicamada. Mais especificamente, parece claro que essas propriedades da surfactina estdo
principalmente relacionadas a sua capacidade de alterar a integridade da membrana, como
consequéncia do estabelecimento de fortes interagbes com 0s seus constituintes

fosfolipidicos'?’.
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4.7 Desreplicagdo do extrato bruto da Caat 7-38

O extrato bruto da actinobactéria Caat 7-38 foi submetido a analise por DI-MS. Como
foi observado na Figura 17, seu espectro de massas em modo positivo apresentou dois
conjuntos de sinais. Os ions de m/z 1255 e 1277 com uma diferenca de 22 Da entre os sinais
sdo relativos as espécies idnicas [M+H]" e [M+Na]*, respectivamente. Também foi observado
um sinal de m/z em 628, que corresponde a espécie ibnica com dupla carga do ion de m/z
1255, [M+2H]?*, ao passo que os ions de m/z em 639 e 650 foram atribuidos s espécies
ionicas [M+H+Na]** e [M+2Na]?*, respectivamente. Com base nos sinais de m/z obtidos no
espectro de ESI e a possivel fonte bioldgica, foi realizado entdo um estudo de desreplicacgéo.
Comparando os resultados obtidos com as possibilidades sugeridas pelo banco de dados de
produtos naturais (DNP), foi identificada a possivel presenca de um composto chamado
actinomicina D (Cs2HssN12016), um potente antibiético produzido por algumas espécies de
actinobactérias como Streptomyces chrysomallus e Streptomyces antibioticus!®.

628.5
639.5

[M+H+Na]2+

100+
| me2e™

650.5

M+2Na]” .
[M+Nal

+ 12777
[M+H]
1255.7

%

663.5
L 8856’\907.3
T \\\Ahwh\\\\\\mlz
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300

Figura 17. Espectro de DI-MS obtido em modo positivo do extrato da actinobactéria Caat 7-38.

Para a caracterizacdo final do composto, foi realizado um experimento de fragmentacao
(CID) (Figura 18), de modo que o espectro obtido foi comparado com o relatado na
literatura®®®. O fon de m/z 1255 foi selecionado como precursor para obtengdo dos espectros de
CID. A perda de 28 Da foi atribuida a perda neutra de CO ([M+H-CQ]"). As sucessivas perdas
de 202, 97 e 99 Da, geraram os ions produtos de m/z 1053, 956 e 857, indicando a existéncia de
uma cadeia de Val-Pro-Sar-MeVal (398 Da). Os ions produtos de m/z 657 e 558 indicaram a
ocorréncia de outro residuo Pro-Sar-MeVal, os quais foram obtidos por fragmentacdo
secundaria dos ions de m/z 956 e 857, respectivamente. A perda de outra cadeia de Val-Pro-
Sar-MeVal (398 Da) do ion de m/z 857, gerou o ion produto de m/z 459. Por fim, os ions de m/z

399, 300 e 203 também foram detectados, correspondendo as cadeias de aminoacidos
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fragmentadas dos ions [(H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH) + H]", [(H-Pro-Sar-MeVal-OH) + H]" e
[(H- MeVal-Sar-OH) + H]* (Tabela 8).

100 459.0
300.1
B3 203.2
376.1
132.1 558.2
100.0 282.1 309.1
169.2 | 2819 4311
268.1 3722 530.1 8574
476.9 956.1
ﬂ |l l M } l | 629%657_3 8293 928.4 1255.7
o JALL Lo ag gt b bla L it “ i WA RRRN 0 U TN A Lo Lo bl [u . [ L miz
e I o L B U syt o T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1300

Figura 18. Espectro de massas obtido da fragmentag¢&o do ion de m/z 1255 da actinomicina D, utilizando uma

energia de colisdo de 50 eV.

Tabela 8. Composi¢cdes moleculares propostas para os fragmentos do ion de m/z 1255 da actinomicina D.

Composigéo fons Propostos (m/z)
Ce2Hg7N12016 [M+H]* 1255
Ce1Hg7N12015 [M+H-CQOJ* 1228
Cs3HegN10013 [M+H-(H-Sar-MeVal-OH)]* 1053
CugHs2NgO12 [M+H-( H-Pro-Sar-MeVal-OH)]* 956
C47He2NgO11 [M+H-( H-Pro-Sar-MeVal -OH)-COJ* 928
Cu3Hs3NgO1q [M+H-( H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH)]* 857
C42Hs3NgO10 [M+H-( H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH)-COJ* 829
Ca4H37N6Osg [M+H-( H-Pro-Sar-MeVal-OH)- ( H-Pro-Sar-MeVal-OH)]* 657
Ca3H37NsO7 [M+H-( H-Pro-Sar-MeVal-OH)- ( H-Pro-Sar-MeVal-OH)-COJ* 629
Ca9H2sNs07 [M+H-( H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH)- ( H-Pro-Sar-MeVal-OH)]* 558
C24H19N4Og [M+H-( H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH)- ( H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH)J* 459
C19H3sN4O5 [(H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH) + H]* 399
CioH33N4O04 [(H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH) + H-H,O]* 381
CigH32N30, [(H-Val-Pro-Sar-MeVal-OH) + H-CO-NHs]* 354
C14H26N304 [(H-Pro-Sar-MeVal-OH) + H]* 300
Ci14H24N303 [(H-Pro-Sar-MeVal-OH) + H- H,O]" 282
C13H22N303 [(val-Pro-Sar) + HJ* 268
CoH19N,O3 [(H-MeVal-Sar-OH) + HJ* 203
C10H17N20; [(Pro-Vval) + H]* 197
CgH13N,0, [(Pro-Sar) + HJ* 169
CsHuNO, [(H-MeVal-OH) + HJ* 132
C4HeNO, [Thr + H]* 100
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4.7.1 Actinomicina D
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Figura 19. Estrutura tridimensional do complexo formado entre a actinomicina D (estrutura quimica a esquerda)

e o DNA. Fonte: www.atdbio.com/content/16/Nucleic-acid-drug-interactions.

A actinomicina D é um alcaloide, derivado do &cido 3-hidroxiantranilico, um
metab6lito da via degradativa do aminodacido triptofano®. A sua estrutura quimica contém
dois anéis peptidicos ciclicos com cinco aminoacidos ligados ao cromoforo fenoxazinona,
sendo por este motivo, classificada como cromopeptideo® (Figura 19). Todas as
actinomicinas naturais compartilham desse mesmo croméforo, variando apenas o conteido de
aminoacidos dos anéis depsipentapeptideos. A actinomicina D é parte integrante da terapia
multimodal para muitos tumores pediatricos, particularmente o Tumor de Wilms,
Rabdomiossarcoma e Sarcoma de Ewing, em que ela é usada em combinacdo com
radioterapia e outros agentes anticanceres, tais como vincristina e doxorrubicinal'!. Embora
raramente usada, a actinomicina D também é eficaz em alguns tipos de cancer em adultos, tais
como a Doenca Trofoblastica Gestacional*!?.

A actinomicina D atua na inibicdo da sintese do DNA e RNA por meio do blogueio do
alongamento da cadeia. Ela interage com os pares de bases nitrogenadas C-G, uma vez que
requere 0 grupo 2-amino da guanina para a ligagdo. A analise das estruturas obtidas pela
ligacdo da actinomicina D ao DNA revelam que o anel fenoxazona intercala-se entre a dupla
hélice, enquanto as cadeias laterais do depsipentapeptideo interagem com o sulco menor do
DNA através da formacdo de ligacfes de hidrogénio e interacdes hidrofdbicas, o que garante
assim, a formacdo de um completo bastante estavel*!® (Figura 19). Tal ligagdo provoca uma

distor¢do estrutural que altera severamente a interacdo DNA-proteina fundamental para a
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sobrevivéncia das células, ocasionando como consequéncia, o bloqueio da transcri¢do e da
replicacdo. Além disso, a actinomicina D também é conhecida por ser um potencial inibidor
da replicacéo do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), gracas a sua capacidade

comprovada em inibir a transcrigdo reversa''4,

4.7.2 Determinacdo do melhor método de extracdo da Actinomicina D do meio liquido

Apols a confirmacdo da presenca da actinomicina D, a actinobactéria Caat 7-38 foi
fermentada em escala ampliada a fim de obter uma massa maior de extrato bruto para realizar o
fracionamento guiado por bioensaio, e consequentemente, comprovar se a atividade atribuida
no “screening” biologico inicial era realmente devido ao referido composto. Para tal, foram
fermentados dez Erlenmeyers de 1 L, contendo 300 mL de meio BD cada, em um total de 3 L.
Decorrido o periodo de fermentacdo de 10 dias, foi feito um estudo para determinar o melhor
método de extragdo da actinomicina D do meio liquido. Dessa maneira, foram realizadas
extracOes liquido-liquido com acetato de etila em meio acido (pH 2), através da adi¢do de acido
fosforico e béasico (pH 10), através da adicdo de hidroxido de aménio. Também foram
realizadas extragdes em fase sélida, utilizando Cig e HLB como adsorventes. Posteriormente, as
fracOes extraidas foram analisadas no espectrometro de massas.

Através da analise dos perfis de metabodlitos das diferentes extragbes (Figura 20),
percebe-se claramente que as extracGes liquido-liqguido em meio &cido e basico foram mais
restringentes do que ambas as extracdes em fase sélida, visto que uma menor quantidade de
ions foi observada nos seus espectros de ESI. Apds realizada uma andlise comparativa de
cromatografia em camada delgada (Figura 21), no qual foi utilizado ainda um padréo
disponivel no laboratério, foi verificado que a fracdo extraida do meio basico apresentou um
perfil de separacdo semelhante ao padrdo. Para as demais extracdes foram observados uma
mancha na origem da placa. Desta forma, a extracdo em meio bésico foi mais seletiva para a
actinomicina D, sendo, portanto, o método escolhido para o prosseguimento das atividades. Tal
resultado obtido pode ser explicado analisando a estrutura quimica do composto (Figura 19), o
qual é caracterizada pela existéncia de diversos sitios basicos na molécula. Em meio &cido, tais
sitios estdo protonados e por isso, 0 composto apresenta uma maior afinidade pela fase aquosa,
ocasionando assim, uma menor eficiéncia da extracdo nessas condigdes. Apos a extracdo dos 3

L de meio, foi obtido aproximadamente 700 mg de extrato bruto.
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Figura 20. Espectros de massas do extrato bruto da Caat 7-38 extraido em diferentes condicdes. a) pH 2 (acido),
b) pH 10 (basico), ¢) SPE com HLB e d) SPE com C18.
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Figura 21. Placa de TLC, mostrando os perfis de separacao das fragGes ap0s aplicacédo dos diferentes métodos
de extragdo mencionados, em que foi utilizado o revelador a base de vanilina sulftrica.
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4.7.3 Fracionamento guiado por bioensaio para o extrato bruto da Caat 7-38

Posteriormente, foi realizada uma separacdo cromatografica do extrato bruto,
utilizando o HPLC-UV em modo analitico. Dentre as diversas condi¢des testadas, a que
apresentou o melhor resultado foi aquela em que se empregou um gradiente de eluicdo com
metanol e &cido férmico 0,1% (v/v) (gradiente de 60 a 98% de MeOH em 40 min e
manutencdo de 98% de MeOH até 60 min) em coluna C1g Shim-Pack Shimadzu (250 x 4,6
mm, 5 um), fluxo de 1 mL/min e detec¢do em 240 e 350 nm. De acordo com o cromatograma
obtido (Figura 22), constatou-se que a actinobactéria Caat 7-38 foi bastante seletiva na
producdo da actinomicina D, diferentemente de outros casos relatados na literatura, nos quais
sdo observados a producdo simultdnea de diferentes actinomicinas, visto que elas sdo
originadas da mesma rota biossintética. Tal informacdo € bastante relevante, ja que levando
em consideracdo a grande importancia da actinomicina D em terapias anti-cancer, o menor
esforgo necessario para sua purificacdo, bem como a relativa grande quantidade produzida de
extrato, faz da actinobactéria Caat 7-38 uma fonte potencial extremamente atrativa e

promissora para a aplicacao biotecnologica.

A partir da metodologia desenvolvida em modo analitico, foi possivel o fracionamento
do extrato bruto utilizando HPLC-UV em escala preparativa. Para tal, foi utilizado a coluna
C1s Shim-Pack Shimadzu (250x19 mm, 5 um) e fluxo de 13 mL/min. As demais condi¢fes
empregadas foram as mesmas do modo analitico. Foram coletadas um total de 59 fragGes,
minuto a minuto, durante todo o desenvolvimento cromatografico, de forma que cada fracdo
obtida foi submetida ao bioensaio da L. minor. Além da triagem bioldgica, todas as fracdes
foram analisadas por DI-MS para que o processo de desreplicacdo pudesse ser finalizado,
sendo desse modo possivel inferir os compostos responsaveis pela atividade fitotoxica. A
Figura abaixo contém o cromatograma do fracionamento, o espectro da fracdo ativa 28 e 0
resultado obtido do bioensaio da Lemna. Apos analise dos espectros das fracdes ativas, ficou
evidente que a atividade observada no extrato bruto da Caat 7-38 foi realmente devida a

presenca da actinomicina D.
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Figura 22. a) Cromatograma de HPLC-UV analitico do extrato bruto Caat 7-38, extraido em meio bésico. b)
Cromatograma de HPLC-UV preparativo do extrato bruto Caat 7-38, extraido em meio basico, juntamente com o
espectro de DI-MS da fracdo 28. Além disso, também é mostrado o resultado do bioensaio da L. minor das
fracdes ativas do extrato bruto da Caat 7-38.

4.7.4 Monitoramento da producéo da actinomicina D por MRM

A biossintese de metabdlitos secundarios frequentemente esta relacionada a algum tipo
de caréncia nutricional e ocorre na fase final do crescimento microbiano. Diversos estudos
indicam que a manipulacdo nutricional das fermentagOes de micro-organismos possui grande
influéncia na diversidade de metabdlitos secundarios excretados'’®>, de modo que
determinados componentes do meio de cultura podem atuar diretamente como cofatores
enzimaticos ou intermedidrios de sintese, promovendo a ativacdo e/ou desativacdo de
determinadas vias metabdlicas e orientando o tipo e a quantidade dos metabdlitos gerados.

Neste contexto, estudos inovadores realizados recentemente indicaram que a adi¢do de terras
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raras aos meios de culturas constitui uma nova alternativa no estudo dos eventos regulatorios
associados a producdo de metabdlitos secundarios por micro-organismos.

O grupo das terras raras € composto por dezessete elementos quimicos, dos quais
quinze sao lantanideos, além do escandio e o do itrio. Embora sejam abundantes, as terras
raras recebem esse nome por serem de dificil extracdo, devido, em parte, as suas
caracteristicas semelhantes. Suas propriedades quimicas e fisicas sdo utilizadas em uma
grande variedade de aplicacdes tecnoldgicas e estdo incorporadas
em supercondutores, magnetos, catalisadores, computadores, televisores, entre outrost®,
Apesar da importancia desse grupo de compostos na industria quimica em geral, pouco se
sabe sobre seus efeitos bioldgicos em células vivas. No entanto, estudos recentes mostraram
que tais elementos estdo diretamente envolvidos na producdo excessiva de determinados
antibidticos, bem como na ativagdo de genes silenciosos, especialmente em actinobactérias®!’.

Segundo Kawai e colaboradores!®, a utilizagdo do escandio, mesmo quando
adicionado em uma baixa concentragdo (10-100 mM) a culturas de Streptomyces coelicolor,
Streptomyces antibioticus e Streptomyces griseus, possibilitou uma superproducdo dos
antibidticos produzidos por essas linhagens (actinorodina, actinomicina e estreptomicina,
respectivamente), sendo esta producdo aumentada até por um fator de vinte e cinco vezes.
Uma provavel explicacdo desses resultados reside no fato das terras raras estarem
onipresentes em todo o mundo, sendo assim concebivel que os micro-organismos tenham
adquirido a capacidade de responder aos baixos niveis desses elementos ao longo de sua
historia evolutiva, possivelmente como forma de adaptar suas fisiologias as condi¢des pré-
existentes.

Com base nesses exemplos relatos na literatura, decidiu-se entdo realizar um estudo
com intuito de avaliar a influéncia de algumas terras raras (La, Nd e Sc) sobre a cultura da
actinobactéria Caat 7-38, o qual, conforme visto anteriormente, é responsavel pela producéo
da actinomicina D, analisando ainda a influéncia do tempo de fermentacdo na producéo deste
composto. Para isso, foi utilizada a técnica de UHPLC-MRM (Monitoramento de Reacdes
Mudltiplas). O objetivo de aplicar essa metodologia foi monitorar a producdo do composto
fitotoxico de uma forma rapida, robusta, sensivel e seletiva sem a necessidade de isolar o
analito. Neste modo de varredura, o ion precursor de interesse foi selecionado no quadrupolo
Q1, fragmentado em g2 com argdnio, e um unico ion fragmento foi selecionado em Q3 para

cada canal analisado, conforme mostra a Figura 23.



http://pt.wikipedia.org/wiki/Terra-rara
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Figura 23. Esquema do Experimento de MRM (Monitoramento de Reag¢des Mltiplas).

O experimento foi realizado de acordo com a metodologia descrita na parte
experimental (Secdo 3.10). O método de UHPLC-MRM foi desenvolvido empregando um
gradiente de eluicdo com metanol e acetato de amonio 0,1% (v/v) (gradiente de 90 a 100% de
MeOH em 1 min e manutengdo de 100% de MeOH até 2 min) em coluna Variant Polaris Cis
(50 x 2 mm, 2,7 um) e fluxo de 0,5 mL/min. As transicdes monitoradas foram 1255>459 e
1255>300, sendo a energia de colisdo empregada de 35 eV para ambos canais. Os parametros
de m/z dos ions-produtos monitorados nos canais e as energias de colisdes haviam sido
previamente otimizados em experimentos de Infusdo Direta no Espectrometro de Massas, de
modo que os sinais de m/z 300 e 459 foram selecionados por apresentarem uma maior
intensidade relativa nessas condi¢fes. Os dados do experimento foram analisados através de
uma curva construida a partir das areas dos cromatogramas obtidos para 0s canais
selecionados em funcdo do periodo de fermentacdo. Com intuito de relacionar tais areas com
a concentracdo, foi construida ainda uma curva de calibracdo, no qual foi utilizado um padrao
de actinomicina D obtido por meio da separacdo do extrato bruto da Caat 7-38 em Sephadex
LH-20. Para a construcdo da curva de calibracdo, foram feitas solu¢Ges de actinomicina D nas
concentracgoes de 1, 10, 50, 75 e 100 uL/mL, sendo cada medida realizada em triplicata. Um
exemplo de cromatograma de UHPLC-MRM obtido, bem como a curva de calibragdo
construida e o grafico do monitoramento da actinomicina D ao longo dos dias estdo expressos

na Figura abaixo.
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Figura 24. a) Cromatograma de UHPLC-MRM de um dos canais de MRM monitorados (1255>300) relativo a
analise da actinomicina D padréo na concentragdo de 1 ug/mL. b) Curva de calibragéo da actinomicina D. c)
Monitoramento da producgao da actinomicina D na fermentagao da actinobactéria Caat 7-38 em meio BD em

funcéo das terras raras adicionadas.
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Diferentemente das outras terras raras estudadas, a concentracdo final de 100 mM de
escandio foi quase letal para actinobactéria Caat 7-38, 0 que culminou como consequéncia, na
producdo muito baixa de actinomicina D ao longo dos dias. As curvas correspondentes ao
controle, lantanio e neodimio, em contrapartida, apresentaram comportamento crescente,
sendo que até aproximadamente o décimo sexto dia, ndo foi possivel notar uma diferenga
muito significativa entre tais curvas. Entretanto, conforme aumento do periodo da
fermentacao, foi possivel observar que as culturas que continham neodimio e, em especial, 0
lantanio, apresentaram um aumento na producdo de actinomicina D em comparacdo ao
controle. De modo que, no ultimo dia de fermentacdo (35 dias), a concentracdo de
actinomicina D na cultura contendo o lantanio foi mais de trés vezes superior a observada no
controle.

A Ultima etapa do experimento consistiu na comparacdo do perfil metabdlico obtido
entre os grupos do estudo com diferentes terras raras. Para tal, foi utilizada a técnica de
UHPLC-PDA-MS, em que foram analisadas as amostras com 6, 18 e 35 dias de fermentacédo
para cada grupo. Nesta analise, foi empregado um gradiente de eluicdo com metanol e &cido
formico 0,1% (v/v) (gradiente de 30 a 100% de MeOH em 10 min e manutencao de 100% de
MeOH até 17 min) em coluna Cig Ascentis (10x4,6 mm, 2,7 um) e fluxo de 0,5 mL/min. De
um modo geral, ndo houve mudangas significativas nos compostos produzidos pela
actinobactéria Caat 7-38 quando na presenca das diferentes terras raras, uma vez que 0S
cromatogramas obtidos foram muito similares. Conforme mencionado anteriormente, a
concentracdo utilizada de escandio foi praticamente letal para actinobactéria e por essa razao
ndo é observado em seu cromatograma o pico referente a actinomicina D com tempo de
retencdo em aproximadamente 11 min. Apesar de ndo alterar o perfil metabdlico, pode-se
concluir que as terras empregadas tiveram efeitos expressivos na cultura da Caat 7-38,
constituindo, portanto, uma alternativa interessante para o aumento da producdo da

actinomicina D.
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Figura 25. Cromatogramas de UHPLC-PDA dos extratos obtidos dos meios de cultivos contendo a) neodimio, b)
escandio, c) lantanio e d) sem terras raras (controle), respectivamente. Deve-se ressaltar que tais

cromatogramas sao referentes ao décimo oitavo dia de fermentagdo da actinobactéria Caat 7-38.

4.8 Desreplicagéo do extrato bruto da Caat 8-6

Para a desreplicacdo do extrato bruto da Caat 8-6, foi aplicada a mesma metodologia
descrita para a desreplicagdo do extrato bruto da Caat 7-38. Este extrato bruto apresentou uma
coloracdo vermelha caracteristica com uma atividade bastante pronunciada para o bioensaio
da C. vulgaris, possuindo uma fitotoxidade comparada com a atrazina, o controle positivo utilizado.
Como foi verificado na Figura 26, seu espectro de massas em modo positivo apresentou 0s
ions de m/z 523, 537 e 551, de modo que a diferenca de massas de 14 Da entre 0s sinais
observados sugere que tais ions pertencam a uma série homdloga. Através da busca no banco

de dados de produtos naturais (DNP), utilizando a massa molecular, origem bioldgica,
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coloracdo, bem como os espectros de fragmentacGes dos ions em questdo, foi possivel inferir

que tais compostos pertenciam a familia das rubromicinas.
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Figura 26. Espectro de DI-MS obtido em modo positivo do extrato da actinobactéria Caat 8-6. Deve-se ressaltar
gue os ions de m/z 203, 304, 326, 338, 360, 419 e 647 representam contaminacoes.

A confirmacédo da presenca de rubromicinas neste extrato se deu através da analise do
espectro de massas obtido da fragmentacao do ion de m/z 537 (Figura 27), ja que por meio de
uma proposta de fragmentacdo para p-Rubromicina, foi possivel atribuir os ions fragmentos
de maior intensidade relativa. Observando a proposta de fragmentacéo (Figura 28), percebe-se
que através de uma reacdo de Retro Diels-Alder, o ion precursor pode formar os ions de m/z
249 e 289. Além disso, mediante a perda de H20 (18 Da) e C2H4O (60 Da), 0 ion precursor
forma os ions-produtos de m/z 519 e 477, respectivamente. Outro indicativo da estrutura
proposta é a pouca incidéncia de fragmentos na faixa baixa de m/z, fato este caracteristico de

moléculas que apresentam uma grande aromaticidade, como no caso em questao.
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Figura 27. Espectro de massas obtido da fragmentagdo do ion de m/z 537, utilizando uma energia de coliséo de
30 eV.

H+
H+
OH O i
MeO o L OH O N
sesaliee!
OMe O Z >CcooMe
m/z 289 m/z 249

Figura 28. Proposta de fragmentacgao para 3-Rubromicina (m/z 537).

Posteriormente, a actinobactéria Caat 8-6 foi fermentada em escala ampliada, com a
finalidade de comprovar a existéncia das rubromicinas, e em caso positivo, verificar quais
componentes dessa classe eram responsaveis pela atividade fitotoxica observada no bioensaio
da C. vulgaris. Para tal, foram fermentados inicialmente cinco Erlenmeyers de 1 L, contendo
300 mL de meio BD cada, em um total de 1,5 L. A quantidade de extrato bruto obtido nessa
primeira etapa foi de apenas 70 mg, de forma que decidiu-se realizar outra fermentacdo, no

qual foi utilizado um fermentador contendo 8 L de meio BD. Somado as duas etapas, foi obtido




Resultados e Discussao
60

entdo aproximadamente 860 mg de extrato de bruto. Nesse caso, ndo houve a necessidade de
um estudo para determinar o melhor método de extracdo das rubromicinas do meio liquido,
pois, conforme apresentado na Figura 29, percebe-se a grande afinidade de seus constituintes

pela fase contendo acetato de etila.

=PYRE Y;‘

Figura 29. a) Morfologia da actinobactéria Caat 8-6. b) Meio de cultivo da actinobactéria Caat 8-6 antes (a
direita) e apos a filtragdo para retirada dos micélios (a esquerda). c) Extracdo do meio liquido obtido da

fermentacédo da Caat 8-6, utilizando acetato de etila.

4.8.1 Rubromicinas

As rubromicinas sdo uma familia de compostos estruturalmente relacionados com
caracteristicas Unicas isoladas de determinadas linhagens de actinobactérias. Tais compostos,
em sua grande maioria, S0 caracterizados por apresentar uma estrutura molecular
diferenciada, que consiste de uma unidade central de espirocetal fundido a porcBes de
naftoquinona e isocumarina. Uma exce¢do ¢ a a-Rubromicina, que exibe uma estrutura
baseada no anel furanico e é o analogo de cadeia aberta da B-Rubromicina. Cada composto é
distinguido por apresentar diferentes estados de oxida¢do no C-3°, C-3, C-4, e funcionalidade
no C-7'*° (Figura 30). Os membros mais conhecidos dessa classe s&o mostrados na Figura 31.
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Figura 30. Estrutura geral das rubromicinas.
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Figura 31. Policetideos aroméaticos representativos da familia das rubromicinas. Fonte: Atkinson, D. J.; Brimble,

M. A. Isolation, biological activity, biosynthesis and synthetic studies towards the rubromycin family of natural
products. Nat. Prod. Rep. 2015;32(6):811-40.
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Os griseorhodins s&o um pequeno subgrupo de compostos isolados dos meios de
culturas de vérias linhagems de Streptomyces de diferentes partes do mundo. Eles sdo um
subconjunto Unico das rubromicinas, ja que ndo possuem a funcionalidade metil éster no C-7
da porc¢éo isocumarina, diferentemente dos outros membros dessa familia. Tal subconjunto é
distinguido também pela densa funcionalidade de oxigénio localizada na porcéo espirocetal.
Os compostos DK, por sua vez, sdo outro subconjunto dessa familia, sendo isolados da
bactéria Dactylosporangium purpureum sp. Interessantemente, tais compostos compartilham
do mesmo padrao de funcionalidade de oxigénio no ndcleo espirocetal que os griseorhodins,
mas assim como as outras rubromicinas, apresentam o grupo metil éster na porcdo
isocumarina.

Embora conhecida ha mais de 50 anos, a familia das rubromicinas ainda constitui uma
classe fascinante de antibidticos antitumorais, possuindo propriedades bioldgicas altamente
atraentes!?. As rubromicinas sdo potentes agentes antimicrobianos, de modo que inibem o
crescimento de vérias bactérias e fungos até mesmo em concentragBes nanomolares, com
marcante atividade para Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis'?t. Apresentam também
propriedades citotoxicas unicas, sendo ativas contra células cancerigenas de estbmago, coldn,
mama e figado, mesmo em baixas concentracdes'??. Alguns membros dessa familia
apresentam ainda propriedades inibitdrias enzimaticas e citostaticas, com destaque para as
enzimas telomerase humana'?® e DNA polimerase de mamiferos?*. As diversas atividades
bioldgicas exibidas pelas rubromicinas tém estimulado um grande interesse no
desenvolvimento de suas sinteses quimicas, fato este que confirma ainda mais a relevancia

dessa classe de compostos nas pesquisas medicinais.

4.8.2 Fracionamento guiado por bioensaio para o extrato bruto da Caat 8-6

Depois de desenvolvido o método no HPLC-UV em modo analitico, foi realizado o
fracionamento do extrato bruto da Caat 8-6 utilizando o HPLC-UV em escala semipreparativa
(Figura 32). A melhor condicéo para separacdo cromatografica foi aquela em que se utilizou
um gradiente de eluicdo com acetonitrila e acido formico 0,1% (v/v) (gradiente de 20 a 98%
de ACN em 40 min e manutencdo de 98% de ACN até 50 min), fluxo de 1 mL/min (modo
analitico) ou 4 mL/min (modo semipreparativo), deteccdo em 315 e 350 nm, empregando a
coluna Shim-Pack Cig (4,6 x 250 mm, 5 um) para o modo analitico e a coluna Zorbax Eclipse
XDB Cig Agilent (250 x 9,4 mm, 5 um) para 0 modo semipreparativo. Cada uma das 49
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fragOes obtidas foi submetida somente ao bioensaio da C. vulgaris, pois tal extrato ndo foi
ativo para o bioensaio da L. minor.

Como pode ser observado na Figura 32, fica claro que as fracbes 14, 15, 20 a 26
apresentaram fitotoxidade bastante acentuada frente a C. vulgaris. Através da analise de
UHPLC-PDA-MS, em que foi empregado uma coluna Cig Ascentis (10 x 4,6 mm, 2,7 um)
com um gradiente de eluicdo utilizando acetonitrila e acido férmico 0,1% (v/v) (gradiente de
20 a 98% de ACN em 10 min e manutencdo de 98% de ACN até 15 min) e fluxo de 0,5
mL/min, concluiu-se que as fracdes ativas 14, 15 e 26 se encontravam praticamente puras, ao
passo que as fracOes ativas 20 a 25 apresentavam um perfil metabdlico diverso, com alguns
sinais caracteristicos das rubromicinas, existindo ainda na forma de mistura. Esta ultima
observacao é de extrema importancia, pois dificulta a possivel identificacdo dos compostos
responsaveis pela atividade fitotoxica nessas fracdes em mistura.
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Figura 32. a) Cromatograma de HPLC-UV analitico. b) Cromatograma de HPLC-UV preparativo. c) Resultado do

bioensaio frente a C. vulgaris das fra¢des ativas do extrato bruto da Caat 8-6.
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Analisando o espectro de massas em modo positivo das fragdes 14 e 15 (Figura 33),
foi possivel observar os ions de m/z 473, 491, 509 e 531. Mediante a diferenca de 18 e 22 Da
entre os sinais, esses fons foram atribuidos as espécies i6nicas [M+H-2H,0]", [M+H-H.0]",
[M+H]" e [M+Na]*, respectivamente. Desse modo, concluiu-se que todos os sinais
observados no espectro da fracdo se referiam ao mesmo composto de massa molecular 508
Da, 0 que indicou assim, a ocorréncia de fragmentacdo na fonte de ioniza¢do. Apos analisar as
possibilidades sugeridas pelo banco de dados de produtos naturais (DNP), juntamente com a
provavel presenca de outras rubromicinas no extrato e com os espectros de CID e UV (Figura

33), foi possivel atribuir a presenca do griseorhodin A nessas fragdes ativas 14 e 15.
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Figura 33. a) Espectro de DI-MS em modo positivo da fracdo 15 do extrato bruto da Caat 8-6. b) Espectro de
massas obtido da fragmentacao do ion de m/z 509, utilizando uma energia de colisédo de 30 eV. c) Espectro de
UV da fragdo 15 do extrato bruto da Caat 8-6.
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Conforme mencionado anteriormente, o griseorhodin A se difere das outras
rubromicinas no substituinte do carbono C-7 da porcéo isocumarina, j& que é ligado ao metil
ao invés de um grupo metil éster (Figura 31), apresentando ainda um grupo hidréxido no C-3’
e um epdxido unindo os C-3 e C-4. Analisando o espectro de CID do ion de m/z 508, foi
possivel observar, além do conjunto de sinais anteriormente citado, os ions fragmentos de m/z
455 e 427 com uma maior intensidade relativa, espécies ibnicas estas atribuidas a [M+H-
3H,0]" e [M+H-3H.0-CO]", respectivamente. O espectro de CID em questdo apresentou
poucos fragmentos, indicando assim, uma grande estabilidade do ion precursor. O ultimo
indicio da presenca do griseorhodin A nessas fracGes se deu por meio da visualizacdo do
espectro de UV do composto (Figura 33), visto que os valores obtidos de UV maximo sdo
similares com os relatados na literatura®?.

Por fim, a Tabela 9 apresenta os principais ions identificados nas demais fracdes
ativas, bem como algumas sugestGes dos possiveis compostos pertencentes a classe de
rubromicinas para esses ions, as quais foram inferidas exclusivamente por meio das
informacBes das massas moleculares obtidas nos espectros, bem como pelos seus espectros de
fragmentacbes. Como podemos observar na Tabela, alguns membros das rubromicinas
possuem a mesma massa molecular, circunstancia esta que indica a complexidade estrutural

dessa classe de compostos, como também do extrato bruto em questéo.

Tabela 9. Principais ions encontrados nas fracdes ativas 20 a 26 obtidas do extrato da actinobactéria Caat 8-6.

Fracéo 20 21 22 23 24 25 26
fons
Principais 551, 537, 539 ldem 573 537 Idem 523
(mlz) 587 21 24

537-> a-Rubromicina
Sugestoes - B-Rubromicina Idem - a-Rubromicina Idem y-Rubromicina
21 B-Rubromicina 24 y-lsorubromicina

539-> Purporomicina
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4.9 Desreplicacdo do extrato bruto da Caat 5-29

A Ultima etapa dessa dissertacdo consistiu no estudo para determinar 0s compostos
presentes no extrato da actinobactéria Caat 5-29 responsaveis pela atividade fitotoxica perante
0 bioensaio da L. minor. Por meio da analise dos espectros de DI-MS em modo positivo e
negativo deste extrato, foram observados diversos ions com variadas razées m/z (Figura 34).
Diferentemente dos outros dois casos, ndo foi possivel a identificacdo rapida de nenhum
composto utilizando apenas a espectrometria de massas, de forma que foi realizada uma
fermentagdo em escala ampliada a fim de obter uma massa maior de extrato para a realizacdo
do fracionamento guiado por bioensaio e, posteriormente, a analise de RMN das fracGes
ativas. Para tal, foi fermentado 1,5 L de meio BD, obtendo-se ao final do processo de

extracdo, um total de 250 mg de extrato bruto.
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Figura 34. Espectro de DI-MS em modo a) negativo e b) positivo do extrato bruto da Caat 5-29.

Anteriormente ao desenvolvimento dos métodos analitico e preparativo, foi realizada
uma andlise de UHPLC-PDA-MS, visando avaliar a quimiodiversidade do extrato bruto da
Caat 5-29. Para tal, foi utilizado um gradiente de eluicdo com metanol e acido férmico 0,1%
(v/v) (gradiente de 40 a 100% de MeOH em 10 min e manutencdo de 100% de MeOH até 15
min) em coluna Cig Ascentis (10 x 4,6 mm, 2,7 um) e fluxo de 0,5 mL/min. Conforme pode-

se observar no cromatograma da Figura abaixo, existem diversos picos nos mais variados
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tempos de retencdo, indicando desse modo, a grande capacidade dessa actinobactéria na

producdo de compostos com propriedades quimicas diferentes.

caat 5-29 extrato bruto
25062015_caat-5-29_27 1: Scan ES+

5.60 TIC
- 9.24
100 3.41e10
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O T T T T T T T T T T e T O e e e Time
0

Figura 35. Cromatograma de UHPLC-MS, obtido do extrato bruto da actinobactéria Caat 5-29.

4.9.1 Fracionamento guiado por bioensaio para o extrato bruto da Caat 5-29

O método de UHPLC-PDA-MS desenvolvido foi entdo transferido ao HPLC-UV
analitico, e em seguida, adaptado para a coluna preparativa equivalente. O método de
separacdo em coluna preparativa utilizou um gradiente de eluicdo com metanol e &cido
formico 0,1% (v/v) (gradiente de 40 a 100% de MeOH em 40 min e manutencao de 100% de
MeOH até 50 min), fluxo de 20 mL/min, deteccdo em 380 e 450 nm, empregando a coluna
C1s Shim-Pack Shimadzu (250 x 19 mm, 5 um). As fracdes foram coletadas a cada minuto de

analise, sendo todas posteriormente submetidas ao bioensaio com L. minor.
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Figura 36. a) Cromatograma de HPLC-UV analitico do extrato bruto da Caat 5-29. b) Cromatograma de HPLC-

UV preparativo do extrato bruto da Caat 5-29, contendo o resultado do bioensaio da L. minor da fragéo ativa.

Conforme ilustra a Figura 36, todas as fragdes foram bioensaidas e apenas a Fr-9

apresentou atividade fitotoxica. ApoOs realizada uma analise de UHPLC-PDA-MS, foi

verificado que a fracdo 9 apresenta um alto grau de

pureza. Por meio da visualizacdo de seu

espectro de massas obtido em modo positivo, foi possivel visualizar um conjunto de ions de

m/z 349, 367, 385, 407 e 791, os quais, devido a d

iferenca caracteristica de massa entre 0s

sinais, foram atribuidos as espécies i6nicas [M+H-2H,0]*, [M+H-H20]", [M+H]*, [M+Na]* e

[2M+Na]*, respectivamente. Com base nessa atribuicdo e similarmente ao caso do

griseorhodin A, foi constatada a ocorréncia de fragmentacdo na fonte de ionizacdo, sendo

todos os sinais obtidos referentes a0 mesmo composto de massa molecular 384 Da. Outra

informacao extremamente relevante foi a ionizacéo da fitotoxina também em modo negativo,

0 que indicou, portanto, a provavel presenca de hidrogénios &cidos em sua estrutura.
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Figura 37. Espectro de DI-MS em modo positivo da fragdo Fr-9 do extrato bruto da Caat 5-29.

Em seguida, foi realizada a fragmentacao do ion precursor protonado de m/z 385, a fim
de se obter maiores informagdes estruturais do composto. De acordo com o espectro de CID
obtido (Figura 38), verificou-se o aparecimento de um conjunto de fragmentos caracterizados
pela diferenca em massa de 18 ou 28 Da. O espectro em questdo apresentou poucos
fragmentos, mesmo quando se utilizou uma alta energia de colisdo (60 eV). Tal perfil quimico
é, geralmente, uma consequéncia direta da estabilidade do composto decorrente de uma

estrutura altamente aromatica e conjugada.
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Figura 38. Espectro de massas obtido da fragmentagdo do ion de m/z 385 do extrato da Caat 5-29, utilizando

uma energia de colisdo de 35 eV.
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4.9.2 Caracterizagao estrutural da fitotoxina presente no extrato bruto da Caat 5-29

O primeiro passo foi a submissdo da fracdo 9 ativa a uma andlise por espectrometria
de massas de alta resolucdo (Q-ToF) por insercéo direta. O espectro obtido apresentou como
sinal o ion de m/z 385.0910 como [M+H]", o qual corresponde a formula molecular C20H160s
com um erro de 2,0 ppm. Esta formula molecular apresenta uma estrutura com 13
insaturacdes. Por sua vez, o espectro de ultravioleta obtido da analise de UHPLC-DAD-MS
exibiu as seguintes bandas de absor¢do: 256, 285 e 448 cm™.

As analises de RMN!H foram realizadas em dois solventes diferentes, CD3OD e
Acetona-ds. Desta forma, o espectro de RMN de *H em 500 MHz (Figura 39) apresentou dois
sinais em 6 12,10 e 9,08, os quais foram atribuidos a presenca de duas hidroxilas fenolicas.
Também foi observado um conjunto de sinais na regido de aromaticos que sugere a presenca
de dois sistemas: ABC e AB. O sistema ABC foi caracterizado pela formagdo de um tripleto
em & 7,76 (J= 8,3 Hz) e dois dubletos em & 7,61 (J= 8,3 Hz) e 7,31 (J= 8,3 Hz), todos
integrando para 1 hidrogénio. O sistema AB foi caracterizado pela presenca de dois dupletos
em 6 7,04 ¢ 7,00 (J=7,3 Hz).
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Figura 39. Espectro de RMN*H da fragdo 9 (500 MHz em acetona-d6).

O espectro de RMN®C apresentou a formagcéo de 21 sinais, os quais foram atribuidos

com o auxilio do DEPT 135 (Figura 40). Foi observado um carbono metilénico (CH2) em dc
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68,5, dez carbonos metinicos (CH) e dez carbonos quaternarios (Co), sendo os carbonos em
189,9 e 186,3 atribuidos a carbonos de carbonilas.
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Figura 40. a) espectro de RMN!3C e b) espectro de DEPT 135 da fracdo 9 (125 MHz em acetona-ds).

A andlise do espectro de correlacdo heteronuclear HMQC possibilitou a identificacdo
de quatro carbonos ligados ao oxigénio na regido entre o6c 80 e 60, sendo trés carbonos

metinicos em 6¢c 74,15; 71,34 e 63,08 e um carbono metilénico em 8¢ 68,5.

i

F 60
/ E
5146448 f g
4.69,72.36 - 80
£ 100
7,116.93 E
7.33,124.47 E
I - 120
7.62,119.89 7.04,121.19 B
= 140
7.76,137.34 E
HH‘HHHH‘HHHH‘HHHH‘HHHH‘HHHH‘HHHH‘HHHH‘HHHH‘HH\?
12 11 10 9 8 7 6 5 4

Figura 41. Espectro de correlagdo HMQC do composto ativo, enfatizando a regido dos hidrogénios carbindlicos.
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Com base nestas informacdes preliminares de HRMS, UV e RMN, foi realizada uma
busca no banco de dados de Produtos Naturais (DNP) para identificar algum esqueleto basico
que pudesse satisfazer os dados espectroscopicos identificados até o momento. Assim, dois

esqueletos da classe das angluciclinas foram encontrados. (Figura 42)

HO
i

OH O H;CO O OH
Ocromicinone PMO070747

Figura 42. Esqueleto basico de duas angluciclinas.

OH

O composto ocramicinona satisfaz os dois sistemas aroméaticos ABC e AB observados
no espectro de RMN*H. No entanto, apresenta apenas uma hidroxila fendlica, enquanto que
duas hidroxilas fenolicas foram observadas no espectro de RMN*H (Figura 39). Da mesma
forma, o antibidtico PM070747 apresenta um sistema ABC aromético, uma hidroxila
aromatica (e uma metoxila aromética) e dois carbonos carbindlicos, porém ndo apresenta o
segundo sistema AB aromatico. Posteriormente, com base em estudos comparativos de
deslocamento quimicos de carbono e hidrogénio do antibiético PM070747, foi proposta uma

estrutura para o composto ativo isolado da fragéo 9 (Figura 43).

a)

12,10 OH (@] OH OH o OH

b)

4000 O  OH 650 O  OH

Antibidtico PM070747
Figura 43. a) Estrutura proposta para a fitotoxina presente no extrato bruto da Caat 5-29 e b) atribuicbes de

hidrogénio e carbono para o antibiético PM070747




Resultados e Discussao
73

A estrutura proposta na Figura acima foi baseada nas seguintes atribuigdes. Para o
espectro de correlacdo de longa distancia (HMBC), o hidrogénio em én 12,10 atribuido a
hidroxila fenolica esta correlacionando com o carbono quaternario em &¢ 115,5, o qual foi
atribuido ao carbono C-7a; com o carbono em dc 124,5, atribuido ao carbono C-9 e com o

carbono quaternério 6c 161,8, atribuido ao carbono C-8 (Figura 44).
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Figura 44. Ampliagcdo do espectro de correlagdo HMBC, enfatizando as correlagbes do hidrogénio em o4 12,10.

O hidrogénio em &n 7,32 (C-9, 6¢ 124,5) acopla com os carbonos em 6c 115,5 (C-7a);
120,0 (C-11); 134,9 (C-11a); 137,4 (C-10); 161,4 (C-8) e 189,7 (C-7). Estas correlacbes

sugerem a presenca de um sistema aromatico ABC para a estrutura proposta.
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Figura 45. Ampliagc&o do espectro de correlagcdo HMBC, enfatizando as correlag6es do hidrogénio em én 7,32.
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Para o dupleto em 61 7,62 (C-11, 8¢ 120,1) foram observadas correlacbes HMBC com
os carbonos em oc 1155 (C-7a); 124,5 (C-9); 137,4 (C-10) e 186,4 (C-12). Todas estas

correlagdes confirmam o sistema aromatico ABC para a estrutura proposta.

7.62,115.51

I

7.62,137.36

7.62, 186.02

L A L A B s s
7.65 7.60

Figura 46. Ampliagdo do espectro de correlagdo HMBC, enfatizando as correla¢ges do hidrogénio em on 7,62.

Com base nos deslocamentos quimicos observados para o antibiético PM070747, o
sinal de hidrogénio em én 5,1 foi atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono carbinélico C-6
(6c 64,6). As correlacbes a longa distancia corroboram com esta atribuicdo. Assim, este
hidrogénio em &4 5,1 se correlaciona com os carbonos em 6c 72,7 (C-5); 141,2 (C-12a); 144,8
(C-4a) e 189,9 (C-7).
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Figura 47. Ampliacédo do espectro de correlagdo HMBC, enfatizando as correla¢g6es do hidrogénio em &4 5,1.

O sinal em 6w 4,68 foi atribuido ao carbono carbindlico do diol vicinal em C-5 (dc
72,4). Este hidrogénio se correlaciona com os carbonos em &c 64,5 (C-6); 115,2 (C-12b);
121,1 (C-3) e 142,8 (C-6a).
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Figura 48. Ampliagcdo do espectro de correlacdo HMBC, enfatizando as correla¢des do hidrogénio em on 4,68.

Nesta mesma Figura, também é possivel observar a correlacdo do hidrogénio em 6n
4,72, o qual foi atribuido ao carbono carbindlico benzilico C-13 em &c 74,8, o qual se
correlaciona com o Unico carbono metilénico em &c 68,6 (C-14) e com o carbono quaternario
aromatico em dc 148,8 (C-4).

O hidrogénio em 41 9,10 foi atribuido a segunda hidroxila fenolica da molécula. Este
hidrogénio se correlaciona com os carbonos em 6¢ 115,2 (C-12b); 117,2 (C-2) e 156,8 (C-1).

9.09,11551 908, 117.08

9.08, 156.75

— T T T T T
9.10 9.05

Figura 49. Ampliagéo do espectro de correlagdo HMBC, enfatizando as correla¢ges do hidrogénio em dn 9,10.

O espectro de correlagdo homonuclear COSY apresentado na Figura abaixo mostra
uma correlagdo entre os hidrogénicos carbinolicos em oy 5,1 com 4,68, atribuidos ao diol
vicinal das posi¢des C-5 e C-6. Também foi observada a correla¢do entre os hidrogénios do
outro sistema diol nas posicdes C-13 e C-14 em o6n 4,7 com 3,6 e as correlagdes dos
hidrogénios aromaticos do sistema ABC. Sendo assim, estas interacdes reforcam ainda mais a

estrutura proposta.
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Figura 50. Ampliagdo do espectro de correlagdo homonuclear de hidrogénio COSY, destacando as intera¢des

existentes.

Também foi realizado um experimento de ROESY e o espectro obtido apresenta um

efeito nuclear Overhauser entre os hidrogénios do diol C-13 e C-14 com o hidrogénio em dn

1 TV

7.04, 4.69 4/3

7,05 do sistema aromatico AB.

4.71, 3.65

F1 Chemical Shift (ppm)

7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35
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Figura 51. Ampliagéo do espectro de ROESY, destacando as intera¢des existentes.

As anguciclinonas sdo uma classe de compostos pertencentes a familia das
anguciclinas que tém atraido a atengdo de inimeros pesquisadores devido as suas atividades
antitumorais, antibacterianas e de inibicdo enzimatica?®. As anguciclinas, de modo geral, s&o
antibioticos policetideos produzidos por actinobactérias que apresentam um esqueleto com
quatro anéis fundidos constituindo sua parte aglicona'?’. Estruturalmente, consistem de uma
porcdo benzantraquinona, o qual é usualmente C- ou O-glicosilada com agucares de variados

comprimentos de cadeia'?®.
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Um fato interessante observado é que as angluciclinas apresentam uma rota
biossintética caracteristica, com um padrdo de substituicdo 1,3 no anel A (Figura 42), no
entanto, este padréo biossintético ndo foi observado na atribuicéo realizada para a fitotoxina
da actinobactéria Caat 5-29. Desta forma, acreditamos que 0 composto ativo apresenta um
padrdo de substituicdo em sua estrutura diferente dos padrdes biossintéticos observados para
as angluciclinas. Deve-se ressaltar que compostos com padrdes de glicosilagdo também foram
observados no espectro de massas do extrato da actinobactéria 5-29, mais necessitam de uma

analise mais detalhada para as suas atribuicdes.
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5. Conclusédo

Neste trabalho, o estudo de fitotoxinas provenientes de actinobactérias foi realizado
empregando os bioensaios de fitotoxidade com L. minor e C. vulgaris. Tais bioensaios foram
selecionados por serem miniaturizados, simples, rapidos e sensiveis a pequena quantidade de
amostra. Das noventa actinobactérias submetidas ao “screening” inicial, aproximadamente
20% delas foram consideradas ativas para pelo menos um dos bioensaios testados. Apenas
trés extratos apresentaram atividade fitotoxica simultdnea para ambos os bioensaios, o que
demonstrou assim, a especificidade de agdo das fitotoxinas encontradas. Todas as
actinobactérias ativas foram isoladas do solo da caatinga, resultado este que indica o grande
potencial dos micro-organismos isolados desse habitat na producdo de metabdlitos
secundérios com atividade fitotdxica.

As andlises por DI-MS dos extratos brutos obtidos demonstraram a diversidade dos
compostos produzidos pelas actinobactérias, uma vez que diferentes perfis quimicos puderam
ser observados para cada espectro de massas analisado. A utilizacdo da espectrometria de
massas foi essencial na rdpida caracterizacdo dos compostos ativos, especialmente quando
acoplada a cromatografia liquida de alta e de ultra eficiéncia (HPLC-MS, UHPLC-MS) e
através de experimentos de fragmentacdo induzida por colisdo (CID). Esta metodologia foi
utilizada para a desreplicacdo dos extratos brutos e mostrou-se bastante eficiente e rapida,
uma vez que possibilitou a inequivoca identificacdo de surfactinas nos extratos da Caat 2-21,
Caat 2-64 e Caat 10-15(+)F, sem a necessidade de fracionamento ou purificacdo por técnicas
classicas de separacao.

O extrato bruto da Caat 7-38 foi submetido ao fracionamento guiado por bioensaio,
utilizando uma metodologia de HPLC-UV em escala preparativa. Nas fracOes ativas Fr-28 a
32, foi identificado e isolado 0 composto actinomicina D, um potente antibiético antitumoral
produzido por algumas espécies de actinobactérias. Esse composto elucidado, embora ja
descrito na literatura, ndo tinha sua acdo fitotoxica relatada. Foi realizado ainda um estudo
empregando o modo de varredura MRM com o objetivo de determinar a influéncia de
algumas terras na producao dos metabolitos secundarios. Nesta técnica, foi possivel monitorar
a producdo de actinomicina D em funcédo dos dias de fermenta¢do sem uma laboriosa extracéo
dos meios de cultura, demonstrando, portanto, a versatilidade analitica da espectrometria de
massas. Coerentemente com os resultados descritos na literatura, foi observado um aumento

da producdo da actinomicina D na presenca de terras raras, sobretudo o lantanio. Este
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resultado é de extrema relevancia, uma vez que demonstra a importancia das terras raras, até
entdo pouco utilizadas, nos estudos de metabolomica.

A mesma estratégia de isolamento e caracterizacdo foi também aplicada para o extrato
bruto proveniente da Caat 8-6, sendo possivel atribuir a atividade obtida nas Fr-14 e 15
devido a presenca do griseorhodin A, um membro da familia das rubromicinas. Por sua vez,
ndo foi possivel a atribuicdo inequivoca dos compostos responsaveis pelas atividades nas
demais fracGes ativas (20 a 26), em virtude da existéncia de mistura complexa ou isémeros
nessas fracdes.

Por fim, com relacdo ao extrato da Caat 5-29, foi identificada uma fitotoxina inédita,
provavelmente pertencente a classe das anguciclinas, por meio de variadas analises de RMN.
Este composto apresenta algumas caracteristicas Unicas quando comparado as outras
anguciclinas, sendo, portanto, necessaria uma investigacdo mais completa a cerca de suas

propriedades bioldgicas e estruturais.
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Figura S1. Espectro de RMN*H da fragdo 9 (500 MHz em CD3sOD).
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Figura S2. Ampliagdo do espectro de RMN'H da fragdo 9 (500 MHz em CD30OD), enfatizando os hidrogénios

aromaticos.
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Figura S3. Ampliagdo do espectro de RMN!H da fragdo 9 (500 MHz em CDsOD), enfatizando os hidrogénios

carbinélicos.
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Figura S4. Espectro de RMNH da fracdo 9 (500 MHz em acetona-d6).
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Figura S5. Ampliacdo do espectro de RMN!H da fracdo 9 (500 MHz em acetona-d6), enfatizando os hidrogénios
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Figura S6. Ampliagdo do espectro de RMN?*H da fragdo 9 (500 MHz em acetona-d6), enfatizando os hidrogénios

aromaticos.




Anexo

caat_5_29_fr9_prep.001.esp MO9(m)
MO07(d) Mo8(d)

<t m O MW O DO N0

4 N ©©©YOQInm © © 000

[roTe) < oSFosFSESESE oSS N wwmmm

= R SR <N
1.0
0.9
0.8

o
3

Normalized Intensity
o
(2]

o
o
Y PPPTY FYRTY (TTIIRTTY FRAYY FYTTA IRTTY FYRTY PRATA ITATI RYRTY RTRTY FAYY FTTA IYRTY FYRTY FYATI IYUTI PYRTY PYPY 1Y

0.4
0.3
0.2
0.1
0
1.13 2.710.97 0.71 1.29 1.70
1 S R — S | E—
L e e e B e e e e L i e e e e e e e LA o s o S o B e e R L S e s e s
55 5.0 4.5 4.0 35 3.0

Chemical Shift (ppm)

Figura S7. Ampliacdo do espectro de RMN!H da fracdo 9 (500 MHz em acetona-d6), enfatizando os hidrogénios
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Figura S8. Espectro de RMN®3C da fracdo 9 (125 MHz em acetona-ds).
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Figura S9. Espectro de DEPT 135 da fragédo 9 (125 MHz em acetona-ds).
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Figura S10. Espectro de correlagcdo homonuclear de hidrogénio COSY da fracéo 9 obtido em acetona-de.
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Figura S11. Ampliacdo do espectro de correlagdo homonuclear de hidrogénio COSY da fracdo 9 obtido em

acetona-ds, enfatizando as interagfes existentes entre os hidrogénios aromaticos.
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Figura S12. Ampliacdo do espectro de correlagdo homonuclear de hidrogénio COSY da fragdo 9 obtido em

acetona-ds, enfatizando as interagdes existentes entre os hidrogénios carbindlicos.
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Figura S13. Espectro de correlagdo HMQC do composto ativo obtido em acetona-de.
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Figura S14. Ampliagcdo do espectro de correlagdo HMQC do composto ativo obtido em acetona-ds, enfatizando a

regido dos hidrogénios aromaticos.
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Figura S15. Ampliacdo do espectro de correlagdo HMQC do composto ativo obtido em acetona-ds, enfatizando a

regido dos hidrogénios carbindlicos.
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Figura S17. Espectro de correlagdo HMBC do composto ativo obtido em CD30OD.

F1 Chemical Shift (ppm)

50

100

150

200

F1 Chemical Shift (ppm)




Anexo

104
12.1, 1155

T A 112
w 120
128
136
144
152
160

™
12.1, 161.82 168

124 12.3 12.2 12.1 12.0 11.9 11.8 11.7
F2 Chemical Shift (ppm)

91

F1 Chemical Shift (ppm)

Figura S18. Ampliagdo do espectro de correlagdo HMBC obtido em acetona-ds , enfatizando as correla¢des do
hidrogénio em & 12,10.
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Figura S19. Ampliagdo do espectro de correlagdo HMBC obtido em acetona-ds, enfatizando as correla¢des do
hidrogénio em &+ 9,08.
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Figura S20. Ampliacdo do espectro de correlagdo HMBC obtido em acetona-ds, enfatizando as correlacdes do
hidrogénio em dn 7,76.
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Figura S21. Ampliagdo do espectro de correlagdo HMBC obtido em CDs3OD, enfatizando as correla¢des do

hidrogénio em &+ 7,76.




Anexo

93

F 100
7.61, 115.51 £
; F 120
E €
g g
C 140 =
. e
7.61, 137.36 t @
F160 §
. L
C ()
= H
E [V
- 180
7.61, 186.02 3
765 760 755

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura S22. Ampliacdo do espectro de correlagdo HMBC obtido em acetona-ds, enfatizando as correlagdes do

hidrogénio em dn 7,62.
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Figura S31. Ampliagcdo do espectro de correlagdo HMBC obtido em CD30OD, enfatizando as correla¢des dos
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