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RESUMO

PESSOTTI, R. C. Estudo quimico-biolégico do metabolismo secundario de micro-organismos.
2016. 177f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

A crescente resisténcia dos micro-organismos patogénicos aos fairmacos ja existentes gera intensa
demanda por novos agentes terapéuticos. Em contrapartida, a eficiéncia na descoberta de compostos
com novas estruturas quimicas diminuiu nos tltimos anos. Tendo em vista a vasta biodiversidade
existente de micro-organismos, a reducdo da efici€ncia na descoberta de novos produtos naturais
ndo indica que todos compostos existentes ja foram descritos, mas sim que as metodologias para
isolamento dos mesmos devem ser aperfeicoadas e diversificadas, ¢ novos nichos devem ser
explorados. Esta tese compreende trés capitulos, que trazem abordagens que podem ser utilizadas
na busca por produtos naturais. O capitulo 1 aborda a aplicacdo de conhecimentos de biologia
molecular na pesquisa de produtos naturais, através da metagendomica. O capitulo 2 aborda o
conceito de quimica ecologica para estimular o metabolismo secundario, através da utilizacdo de
interacdes microbianas. O capitulo 3 aborda o uso de genome mining para entender a capacidade
metabolica de uma linhagem bacteriana, bem como o uso de variagdes nos parametros da cultura
para alterar o metabolismo desta. Metagendmica: a triagem anti-parasitiria das bibliotecas
metagendmicas detectou clones bioativos contra Leishmania major. As analises quimicas e
biologicas das culturas destes clones ndo permitiram a identificacdo dos compostos responsaveis
pelas atividades observadas. Esta abordagem apresenta grandes desafios técnicos e tem passado por
ajustes envolvendo sequenciamento e bioinformatica para aumentar a taxa de sucesso em seu uso.
Interagdes microbianas: esta metodologia mostrou-se promissora para a busca por compostos
bioativos, tendo em vista que diversos pares exibiram nova atividade antibiotica, corroborando a
hipotese que interagdes microbianas podem levar a expressdo diferenciada do metabolismo
secundario. Foi escolhida para caracterizagdo quimica ¢ bioldgica a interagdo entre uma
actinobactéria rara (Krasilnikovia sp. TO82) e uma actinobactéria endossimbionte de besouro
(Streptomyces sp. SPB78). Esta interagdo é robusta e estimula a biossintese de um antibiotico polar
capaz de inibir o crescimento de uma bactéria multirresistente. Diversas técnicas foram testadas
para o isolamento do composto indutor e do antibiotico induzido. Este processo foi desafiador
devido ao carater polar de ambos compostos e pelo fato da atividade antibidtica ser instavel. Foi
demonstrado que o antibidtico induzido é capaz de inibir o crescimento do micro-organismo
indutor, sugerindo importancia ecologica deste composto. A utilizacdo desta abordagem
metodologica permitiu a identificagdo de uma linhagem pertencente a um género de actinobactéria
rara que nunca teve seu metabolismo secundario estudado (Krasilnikovia). Isto foi realizado através
da investigag@o de seu genoma e também através do isolamento de compostos produzidos por esta
linhagem. Esta linhagem demonstrou potencial para a produg¢do de metabdlitos secundarios,
apresentando pelo menos 21 potenciais clusters génicos biossintéticos detectados pelo antiSMASH
em seu genoma. Esta linhagem foi cultivada em dois meios de cultura (ISP2 e TSB) e diferentes
metodologias de extracdo foram empregadas. O metabolismo secundario desta linhagem ¢ expresso
de maneira diferente de acordo com a metodologia de cultivo, evidenciando a importancia da
variagdo da composi¢do do meio de cultura para o acesso da real capacidade metabolica de micro-
organismos. Foram identificadas algumas dicetopiperazinas, que sdo conhecidas por seu amplo
espectro de atividades biologicas, e trés compostos pertencentes a uma classe de peptideos néo-
ribossomais ndo usuais com atividade antibidtica, que possuem estrutura quimica complexa e
incomum para produtos naturais.

Palavras-chave: Produtos naturais. Compostos bioativos. Actinobactéria. Interagdes microbianas.
Metagendmica.
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ABSTRACT

PESSOTTI, R. C. Chemical-biological study of microbial secondary metabolism. 2016. 177p.
Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Increasing drug resistance among microbial pathogens is a public health threat; therefore, new
antibiotics are needed. On the other hand, the rate of discovering new compounds has diminished.
Considering the wide biodiversity of microorganisms, reduced efficiency on the discovery of new
natural products does not indicate that all existing compounds have been described, but that
methods for isolation should be improved and diversified and new niches should be explored. This
thesis comprises three chapters that demonstrate approaches that can be used in the search for
natural products. Chapter 1 demonstrates the application of molecular biology tools on the search
for natural products through metagenomics. Chapter 2 discusses the concept of chemical ecology
for the stimulation of secondary metabolism by the use of microbial interactions. Chapter 3
discusses the use of genome mining to understand the metabolic capacity of a bacterial strain as
well as the use of different culture parameters to alter bacterial metabolism. The anti-parasitic
metagenomic screening on metagenomic libraries detected bioactive clones against L. major.
Chemical and biological analysis of cultures of these clones did not permit identifying the
compounds responsible for the observed activities. This approach faces diverse technical challenges
and is currently being improved by the use of sequencing and bioinformatics analysis in order to
increase its hit rate. Microbial interactions: this approach has shown to be promising in the search
for bioactive compounds, considering that several pairs exhibited new antibiotic activity, supporting
the hypothesis that microbial interactions can stimulate differential expression of secondary
metabolism. It was chosen for chemical and biological characterization the interaction between a
rare actinobacteria (Krasilnikovia sp. T082), which belongs to a genus that its secondary
metabolism has not yet been studied in the literature, and an endosymbiont actinobacteria of beetle
(Streptomyces sp. SPB78). This interaction is robust and stimulates the biosynthesis of a polar
antibiotic capable of inhibiting the growth of multi-resistant bacteria. Several techniques have been
tested for the isolation process of the inducer compound and the induced antibiotic. This process
has been particularly challenging due to the polar character of both compounds, and because the
antibiotic activity is unstable. It has been shown that the induced antibiotic is capable of inhibiting
the growth of the inducer microorganism, suggesting an ecological importance of this compound.
The use of this co-culture approach led to the identification of a strain belonging to a rare
actinobacteria genus whose secondary metabolism has never been studied before (Krasilnikovia).
This was accomplished through sequencing and analysis of its genome and also by isolating
compounds produced by this strain (chapter 3). This strain has shown great potential for the
production of secondary metabolites, exhibiting at least 21 biosynthetic gene clusters detected by
antiSMASH in its genome, and only four of them showed high similarity to any known gene cluster.
This strain was cultured in two different culture media (ISP2 and TSB), and different methods of
extraction were used. The secondary metabolism of this strain is expressed differently according to
the method of cultivation, showing the importance of variation in the composition of the culture
medium to access the actual metabolic capacity of microorganisms. Some diketopiperazine were
isolated, which are known for their wide spectrum of biological activities, and also three compounds
belonging to a class of non-ribosomal peptides known for their high bioactivity, which have
complex and unusual chemical structures for natural products.

Keywords: Natural products. Bioactive compounds. Actinobacteria. Microbial interactions.
Metagenomics.
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Figura 34: Linhagem Krasilnikovia sp. T082 cultivada isoladamente (A) e em
interacdo com a linhagem Streptomyces sp. SPB78 (B), em meio de cultura TSA
0,5x (7 dias, 30 °C). Em ambos os casos a cultura foi coberta com uma camada
de LB soft-agar inoculado com a linhagem Amycolatopsis sp. AA4 ap6s 7 dias.
(B) mostra o halo de inibi¢do contra Amycolatopsis sp. AA4 nas colOnias mais
proximas de Streptomyces sp. SPBT78. ...c.oooiiiiiiiiee et
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Figura 35: A: Linhagem Krasilnikovia sp. T082 cultivada isoladamente por 6
dias, sobreposta com Amycolatopsis sp. AA4 e incubada por mais um dia. Nao
foi observado halo de inibicdo. B: Linhagem Krasilnikovia sp. T082 cultivada
isoladamente por 4 dias, 40 pL de filtrado foram adicionados e a placa incubada
por mais dois dias e entdo sobreposta com Amycolatopsis sp. AA4 e incubada por
mais um dia. Amycolatopsis sp AA4 ndo foi capaz de crescer, indicando a
producdo do composto antibidtico. C: Apenas filtrado adicionado ao meio de
cultura, que foi incubado por 6 dias, sobreposto com Amycolatopsis sp. AA4 e
incubado por mais um dia, como controle negativo para a atividade observada
€I (B oo e e e et a e e e e raaeeeeanees
Figura 36: Cromatograma obtido por analise em HPLC-DAD da amostra com
atividade indutora em coluna HILIC-Diol, apds limpeza com resinas XAD-4 e
XAD-16. As marcagdes no cromatograma indicam as fragdes coletadas. Vazao:
4mL/min. Gradiente (ACN:H,0): 2 min em 90%, 90-85% em 3 min, 9 min em
85 %, 85-50% em 2 min, 4 min em 50%, 50-20% em 1 min, 5 min em 20%, 20-
90% em 2 min, 5 MIN €M D0V0....ccoiiueeiiiiiiii et
Figura 37: Atividade contra Amycolatopsis sp. AA4 observada quando a fracao
F3 6 foi testada, com respectivos controles positivo (amostra pré-fracionamento)
e negativo (apenas solvente foi adicionado a cultura). ........ccccceceveeiiiiniencnnene.

Figura 38: Cromatograma obtido por andlise em HPLC-DAD-ELSD (A 190 nm)
analitico da amostra com atividade indutora F3_6 em coluna HILIC-Diol (10 cm
X 4,6mm, 2,6 um). Vazio: 0,85 mL/min. Gradiente (ACN:H,0): 85% por 2
minutos, 85-65% em 6 minutos, 65% Por 6 MINULOS.........cceevvueerrierreerirerieeieenne.
Figura 39: Espectro de RMN de 'H (D,0, 500 MHz) da amostra F3_6, que
apresenta atividade indutora da atividade antibidtica observada em Krasilnikovia

Figura 40: Cromatograma obtido por analise em HPLC-DAD (A 190 nm) semi-
preparativo da amostra com atividade indutora F3_6 em coluna HILIC-Diol (250
mm x 10mm, 5 um). Gradiente (ACN:H,0): 85% por 2 minutos, 85-65% em 6
minutos, 65% por 10 minutos, 65-85% em 2 minutos, 85% por 5 minutos. Vazao:
4 mL/min. As marcagdes em vermelho indicam as fragdes coletadas......................
Figura 41: Compara¢do de diferentes meios de cultura na inducdo de
bioatividade contra Amycolatopsis sp. AA4 em Krasilnikovia sp. T082. A:
controle negativo. B: TSB. C: M9. D: ISP4-modificado. ........c.ccoeceevueriinienennnene
Figura 42: Comparagdo da bioatividade contra Amycolatopsis sp. AA4 das
fragdes F2 e F3 da Sephadex G-25 realizada com a cultura de Streptomyces sp.
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Figura 43: Espectros de RMN de 'H (D,0, 500 MHz) das amostras F2 (linha
vermelha) e F3 (linha verde), que apresentam atividade indutora da atividade
antibiotica observada em Krasilnikovia sp. TO82.........cccccvevieiciieiiiiiiieiienieeiens
Figura 44: Cromatograma obtido por analise em HPLC-DAD-ELSD analitico
das fragcdes com atividade indutora F2 e F3 em coluna HILIC-Diol (10 cm x 4,6
mm, 2,6 pum). Gradiente (ACN:H,0): 90% por 3 minutos, 90-20% em 15
minutos, 20% por 3 minutos, 20-90% em 1 minuto, 90% por 4 minutos. Vazio:
0,85 mL/min. Linha azul: fragdo F2 (A 200 nm). Linha preta: fragdo F3 (A 200
11110 ) RSO TSPPRTUTPPRSTPPUTRO
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Figura 45: Cromatograma obtido por analise em HPLC-UV-RID da amostra
com atividade indutora F2 (A) e F3 (B) em coluna Shodex Asahipak GS-310
20G. Modo isocratico com 5% MeOH:H,0O. Vazao: 3,0 mL/min. Linha rosa:
deteccdo do RID. Linha preta: detecgd@o em A 200 nM. ....cc.eevververeienienienieniennene
Figura 46: Fracdes coletadas no fracionamento da fragdo F2, mostrando
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Figura 47: Espectros de RMN de 'H (D,0, 500 MHz) das amostras F2_Sh_F1
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observada em Krasilnikovia sp. T082. Integrais foram anotadas apenas para fins
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Figura 49: Espectro de RMN de 'H (D,0, 500 MHz) da amostra F2_Sh_F3 F2,
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Krasilnikovia sp. T082. Integrais foram anotadas apenas para fins comparativos
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Figura 52: A: Streptomyces sp. SPB78 controle. B: Streptomyces sp. SPB78
crescendo em meio de cultura contendo filtrado de cultivo liquido puro de
Krasilnikovia sp. T082. C: Streptomyces sp. SPB78 nao foi capaz de crescer em
meio de cultura contendo filtrado de cultivo liquido induzido de Krasilnikovia

Figura 53: Co-cultivo em meio ISP2 soélido entre Krasilnikovia sp. T082 e
Streptomyces sp. SPB78, depois de 10 e 20 dias, evidenciando a lise da face da
colonia de SPB78 mais proxima de T082 apos 20 dias de cultivo. ........ccceeeeene.
Figura 54: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, D,0) da amostra resultante da
precipitagdo com sulfato de amdnio, que apresenta atividade antibidtica. ............
Figura 55: (A) placa contendo as culturas em meio so6lido a serem analisadas por
MALDI-TOF. (B-E) imagens geradas através do software Flex/maging 3.0
(Bruker Daltonics) durante a analise por MALDI-TOF em modo positivo. .........
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Introducadao Geral






A crescente resisténcia aos farmacos em diversos organismos como bactérias, fungos
e parasitas gera intensa demanda por novos agentes terapéuticos (BERENDONK et al., 2015;
LAXMINARAYAN etal., 2016; TAUBES, 2008). Em contrapartida, a eficiéncia na descoberta
de compostos com novas estruturas quimicas diminuiu nos ultimos anos, sendo a grande
maioria dos novos compostos resultante de variagdes de elementos estruturais ja conhecidos
(BROWN e WRIGHT, 2016; WALSH e FISCHBACH, 2010).

Produtos naturais ainda representam importante papel na pesquisa de novos fdrmacos
devido a sua grande diversidade de atividades bioldgicas NEWMAN e CRAGG, 2016). Dentre
todas fontes de produtos naturais, micro-organismos se destacam. Por exemplo, dentre todos os
agentes antibacterianos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) entre 1981-2014,
73% sao derivados de micro-organismos (NEWMAN e CRAGG, 2016). Tendo em vista a
ampla biodiversidade existente deste grupo, a reducdo da eficiéncia na descoberta de novos
produtos naturais nao indica que todos compostos existentes ja foram descritos, mas sim que as
metodologias para isolamento dos mesmos devem ser aperfeicoadas e diversificadas, e novos
nichos devem ser explorados (QIN et al., 2011).

Andlises independentes de cultura microbiana sugerem que ainda ha muita
biodiversidade a ser explorada. Métodos usados tradicionalmente na busca por esses
metabolitos, baseados no isolamento e cultivo de micro-organismos, tém negligenciado a
maioria dos micro-organismos existentes na natureza. Estima-se que cerca de 99% das bactérias
e 95% dos fungos ndo crescem quando utilizadas metodologias classicas de cultivo in vitro
(DEMAIN e SANCHEZ, 2009). Além disso, conhecimentos advindos do progresso das
técnicas de sequenciamento e anota¢do génica para diversas linhagens microbianas tém
evidenciado que hd também uma grande perda da capacidade metabodlica das proprias linhagens
facilmente cultivaveis, limitando ainda mais a descoberta de novos metabodlitos de origem
microbiana (KATZ; HOVER; BRADY, 2016). O numero de clusters génico biossintéticos
(CGB) encontrado nesses estudos ¢ muito maior do que os metabdlitos conhecidos para a
respectiva linhagem, sugerindo que o potencial biossintético de produtos naturais microbianos
tem sido sub-explorado pelos métodos tradicionais. Acredita-se que alguns CGB que codificam
produtos naturais ficam silenciados ou pouco expressos em condicdes laboratoriais,
necessitando talvez de influéncias ambientais para serem ativados, como por exemplo
nutrientes especificos ou até mesmo interagdes microbianas (BERTRAND et al., 2014).

Esta tese compreende trés capitulos, que trazem diferentes abordagens que podem ser
utilizadas para diversificar a busca por produtos naturais. Na abordagem mais classica,

linhagens sdo isoladas do meio ambiente, comumente de solo, e cultivadas de forma axénica



para a obtencdo de produtos naturais. O capitulo 1 desta tese aborda a aplicagdo de
conhecimentos de biologia molecular na pesquisa de produtos naturais, através da técnica
conhecida como metagendmica. O capitulo 2 aborda o conceito de quimica ecologica para
estimulagdo do metabolismo secundario, através da utilizacao de interagdes microbianas (co-
cultura). O capitulo 3 aborda o uso de genome mining para entender a capacidade metabolica
de uma linhagem bacteriana, bem como o uso de variacdes nos parametros da cultura para
alterar o metabolismo desta.

E vélido destacar que todos os capitulos trazem o estudo de linhagens que ndo sdo
usualmente exploradas: metagendomica aborda micro-organismos de dificil cultivo, as
interagdes microbianas foram realizadas entre linhagens endofiticas e linhagens de
actinobactérias raras pertencentes a gé€neros pouco estudados, e o capitulo 3 mostra o estudo
mais aprofundado do metabolismo secundario de um género de actinobactéria rara nunca

estudada quimica- ou geneticamente.



Capitulo 1

Metagenomica de Produtos Naturais






1. Introduciao

A metagenOmica apresenta-se como uma estratégia diferenciada na busca por produtos
naturais por dispensar o isolamento de linhagens microbianas (SINGH ¢ MACDONALD,
2010). Metagendmica ¢ o estudo do metagenoma, nome dado ao conjunto dos genomas presente
em uma amostra. Essa abordagem ¢ baseada no isolamento de DNA diretamente de amostras
ambientais, sendo este chamado de eDNA (do inglés “environmental DNA”). Ou seja, essa
abordagem permite estudar e explorar micro-organismos sem passar pela etapa de cultivo
destes, evitando assim a perda de biodiversidade que este passo impde (HANDELSMAN et al.,
1998).

Na abordagem metagenémica o eDNA pode ser expresso de forma heteréloga em
hospedeiros facilmente cultivaveis como Escherichia coli, e assim os respectivos produtos
naturais codificados pelo metagenoma de micro-organismos de dificil cultivo podem ser
expressos, isolados, determinados e avaliados biologicamente (FENG; KALLIFIDAS;
BRADY, 2011; KATZ; HOVER; BRADY, 2016). Ao contrario dos métodos dependentes de
cultivo, em que apenas uma linhagem ¢ analisada por vez, a metagendmica oferece ainda a
vantagem de se investigar diversos genomas microbianos simultaneamente (BANIK e
BRADY, 2010).

Uma das formas de analisar o metagenoma ¢ através de triagem fenotipica/funcional,
que visa a detec¢ao de alteracdes fenotipicas e/ou atividades biologicas de interesse através do

cultivo e anélise dos clones que constituem a biblioteca metagendmica (EKKERS et al., 2012).

1.1. Triagem fenotipica/funcional de bibliotecas metagenomicas

Na triagem fenotipica buscam-se clones com caracteristicas morfologicas diferentes do
hospedeiro e na funcional sdo detectados clones com diferentes atividades bioldgicas, como
antibiotica e enzimatica. A probabilidade de isolar compostos utilizando-se triagem
fenotipica/funcional depende de varios fatores como: sistema vetor-hospedeiro, tamanho do
eDNA inserido, método de ensaio biologico para avaliagdo da atividade biologica e a eficiéncia
da expressdo heterdloga no hospedeiro de escolha (KATZ; HOVER; BRADY, 2016;
UCHIYAMA e MIYAZAKI, 2009).

Um exemplo de um experimento simples de triagem funcional ¢ a busca por metabdlitos
com atividade antimicrobiana. A biblioteca metagendmica a ser ensaiada ¢ semeada em
diversas placas de Petri contendo meio de cultura adequado (cerca de 1.500 clones sdo
semeados simultaneamente em cada placa) e a bactéria indicadora de bioatividade ¢ semeada

sobre esta biblioteca na forma de fop-agar. Caso o clone tenha atividade contra esta bactéria,



um halo de inibi¢ao ¢ formado em volta da respectiva colonia (BANIK e BRADY, 2010). Esta
abordagem permitiu o isolamento e caracterizacdo, por exemplo, de novas aminas de cadeia
longa N-aciladas, bem como um antibiético inddlico (BRADY e CLARDY, 2000; BRADY e
CLARDY, 2005), violaceina (BRADY et al., 2001), indigo (LIM et al., 2005), petideos ciclicos
como nocardamina (WANG et al., 2000) e patelamida D (LONG et al., 2005) (Figura 1), e o
polieno metatricicloeno (IQBAL et al., 2016).
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Figura 1: Exemplos de compostos bioativos que foram isolados empregando-se triagem
fenotipica/funcional: aminas de cadeia longa N-aciladas, antibidtico inddlico, violaceina, indigo,
nocardamina, patelamida D, metatricicloeno.

1.2 Leishmaniose cutinea

Leishmaniose cutdnea ¢ uma doenca parasitiria que causa sérias lesdes na pele,
provocada por diferentes protozoarios pertencentes ao género Leishmania, como por exemplo
Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania infantum (EIRAS; KIRKMAN;
MURRAY, 2015). O parasita ¢ transmitido através do mosquito hematofago pertencente as



espécies Phlebotomys spp. ou Lutzomyia spp.(ANDRADE-NETO et al., 2016). A incidéncia
desta doenca ¢ de cerca de 0,7 - 1,3 milhdes de novos casos a cada ano (ALVAR et al., 2012).

Atualmente s3o utilizados para o tratamento desta doenca antimoniais pentavalentes,
pentamidina, anfotericina B, paromomicina e miltefosine (RATH et al., 2003). Entretanto,
ainda ndo ha disponivel nenhum tratamento satisfatdrio para nenhuma forma de leishmaniose
cutanea. Portanto, ha grande necessidade de pesquisa por farmacos que possam combater este
parasita. (MEARS et al., 2015). Este fato motivou o desenvolvimento de uma triagem

antiparasitaria utilizando a técnica metagendmica.

2. Objetivos

Testar a triagem funcional antiparasitaria das bibliotecas metagendmicas pertencentes
ao LQMo (de eDNA de solo de Mata Atlantica do campus da USP de Ribeirdo Preto e de solo
de Cerrado do estado de Goids) como ferramenta para a busca por clones promissores para o
isolamento e identificagdo de produtos naturais bioativos. Isolar eDNA de solo bioma Cerrado
do estado de Sdo Paulo (Parque Estadual de Vassununga — Santa Rita do Passa Quatro),
sequencia-lo e analisar seu potencial para a constru¢do de biblioteca metagenémica para o

estudo de produtos naturais microbianos.

3. Material e Métodos
3.1. Material
3.1.1. Reagentes e equipamentos

Agar. LB 4gar. LB caldo. Caldo nutriente. Extrato de levedura. Brometo de cetil trimetil
de aménia (CTBA). EDTA. Acido bérico. Tris-HCI. SDS. Triptona. Alga de Platina. Palitos de
madeira. Centrifuga Eppendorf® modelo 5810R. Etanol 70%. Eletroporador BioRad®.
Espectrofotometro ODggo Ultrospecl0 GE Healthcare®. NanoDrop®. Estereomicroscopio.
Microscépio Optico. Microtubos de 1,5 mL. Tubos de 15 mL e 50 mL. Freezer -80 °C. Glicerol.
Glicose. KCl. NaCl. MgCl. MgSO4. HiSpeed Plasmid Midi e Miniprep Kit (Qiagen).
Isopropanol. Incubadoras (30 °C e 37 °C) com controle de umidade Nova Etica®. Agitador
orbital com controle de temperatura Innova New Brunswick”. Micropipetas. Placas de Petri 15
cm e 10 cm de didmetro. Pipetas graduadas 5 mL e 10 mL descartaveis e estéreis. Pipetadores
automaticos de 0,5-10 pl, 10-20 pL, 100-200 pL, 100-1000 pL. Ponteiras p10, p200 e p1000.

Seringa de vidro de 50 mL. Tetraciclina. Irgasan. Gentamicina. Piplartina. Soro fetal bovino.
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Meio de cultura M199 (Sigma-Aldrich). Eritrosina B. Camara de Neubauer. Cubas de
eletroforese com fonte. ANTP. Enzima de restricao HINDIII. Papel filtro. Filtro com membrana
de poros com 0,2 pm. Placas de 96 pogos. Dimetilsulfoxido. GelRed™ (Biotium). FastDigest”
Scal (Fermentas). Marcador de peso molecular Lambda DNA/HindIII (Fermentas). FastAP™
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas). GeneRuler™ [ kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). Tubo de didlise com grampos. Tubo concentrador do tipo Amicon (30.000

MWCO). Transiluminador. Metanol. Acetato de etila. n-butanol. Rotaevaporador acoplado a

chiller.

3.1.2. Bibliotecas metagenomicas

Bibliotecas metagenomicas de solo de Mata Atlantica do campus da USP de Ribeirdo
Preto (250.000 clones) e do solo do Cerrado do estado de Goias (500.000 clones) em hospedeiro
Escherichia coli EC300, construidas durante o projeto de pds-doutorado da Dra. Denise
Oliveira Guimaraes (processo FAPESP 09/13861-9) em colaboragdo com o Prof. Dr. Sean F.
Brady da Rockefeller University, New York, NY, EUA.

As bibliotecas utilizadas neste trabalho foram construidas utilizando o cosmideo pJSS
(figura 2). Este cosmideo suporta inser¢do de DNA de até cerca de 40 Kb, e possui o sistema
de plasmideo RK2, que ¢ capaz de se replicar e se manter estdvel em baixas copias na maioria
das espécies de bactérias gram-negativas e em algumas gram-positivas também, bem como
leveduras e células de mamiferos (CRAIG et al., 2010). Portanto, apesar das bibliotecas aqui
utilizadas terem sido construidas em hospedeiro E. coli, estas bibliotecas podem ser inseridas

em outros hospedeiros para diferentes triagens.
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Figura 2: Mapa do cosmideo selecionado para as bibliotecas metagendmicas deste trabalho.

3.1.3. Linhagens microbianas
Escherichia coli EC300, Ralstonia metallidurans CH34, Bacillus subtilis 1E9
(resistente a tetraciclina), Leishmania major MHOM/IL/81/Friedlin.

3.2. Métodos
3.2.1. Transferéncia das bibliotecas para os hospedeiros R. metallidurans CH34:
preparacio de células eletrocompetentes e eletrotransformacao

A biblioteca de solo de Cerrado pertencente ao LQMo estava em hospedeiro E. coli
EC300. Para aumentar a chance de expressao heterdloga do eDNA essas bibliotecas foram
transferidas para hospedeiro R. metalidurans CH34. Foram preparadas células
eletrocompetentes de R. metallidurans CH34 de acordo com o protocolo de SHARMA &
SCHIMKE (1996) (SHARMA e SCHIMKE, 1996). Para realizar a eletroporagdo, foram
adicionados cerca de 500 ng de DNA do estoque de cosmideos purificados contendo o eDNA
a 80 uL de células eletrocompetentes. Esta mistura foi resfriada em gelo por alguns minutos e
transferida para uma cuveta de eletroporagio de 0,2 cm (Bio-Rad”™) também resfriada. Apos um

pulso de 1,8 V por 6 ms, foi adicionado imediatamente 1 mL de SOC (triptona 2%, extrato de
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levedura 0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSOs, glicose 20 mM). Esta
suspensao celular foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e a 30 °C por 3 h. Para calcular
a eficiéncia do processo, uma dilui¢do seriada desta suspensdo celular foi plaqueada em placas
de Petri contendo meio LB-4agar com tetraciclina 20 ng/mL para sele¢do das bactérias contendo
os cosmideos. Estas foram incubadas nas respectivas temperaturas, e no dia seguinte foram
contadas as colonias para estimar a eficiéncia da eletrotransformagdo para garantir que todos

os clones fossem de fato inseridos nos novos hospedeiros.

3.2.2. Triagem antiparasitaria

O ensaio antiparasitario in vitro com as bibliotecas foi realizado no IFSC-USP, sob
supervisdo do Prof. Dr. Otavio H. Thiemann e Profa. Dra. Izaltina Silva Jardim Cavalli, como
parte das atividades do INCT-INBEQMeDI (Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em
Biotecnologia Estrutural e Quimica Medicinal de Doengas Infecciosas).

Foram plaqueados aproximadamente 1.500 clones por placa de Petri contendo meio LB-
agar com tetraciclina 20 ng/mL, que foram incubadas a 30 °C por 1 dia, e depois transferidas
para 24 °C por 4 dias. Apos esse periodo de incubacao, foi feito o overlay das colonias com
soft-dgar contendo promastigotas de Leishmania major (cepa MHOMY/IL/81/Friedlin). As
placas foram entdo incubadas a 24 °C por 48h e analisadas em busca de halos de inibi¢do ao
redor das colonias. As colonias que apresentaram halo foram isoladas com auxilio de um palito
de madeira, previamente esterilizado, e transferidas para placas de Petri contendo meio LB-
agar suplementado com tetraciclina 20 ng/mL. Essas placas foram incubadas a 30 °C (R.
metallidurans) ou 37 °C (E. coli) por 1 dia e 4 dias a 24 °C, e foi feito o re-teste antiparasitario
para confirmar a atividade. Os clones com atividade comprovada foram estocados em glicerol

15% em freezer -80 °C.

Preparacdo do soff-agar contendo o parasita: as formas promastigotas de L. major foram

cultivadas em meio M199 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 50 pg/mL de
gentamicina e incubadas em estufa a 24 °C por 5 dias. Para a determinacdo do nimero de
parasitas, uma aliquota da cultura em fase estacionaria de crescimento foi diluida em eritrosina
B 0,04% e contada em cdmara de Neubauer espelhada utilizando microscopio Optico (aumento
de 400X). Os parasitas corados de vermelho foram considerados mortos e aqueles
birrefringentes e moveis foram considerados vivos. Para o célculo do nimero de parasitas em

1 mL de cultura foi utilizada a férmula;:
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n° de parasitas = n° de parasitas vivos x fator da diluigdo x 10"

Uma solugdo contendo 3 x 107 parasitas/mL foi adicionada a uma solugio estéril de
agarose 1%, na propor¢do de 1:1 e adicionadas as placas contendo as coldnias de bactérias ja

crescidas na forma de top-agar.

3.2.3. Cultivo dos clones bioativos e obtenciao dos extratos brutos

3.2.3.1. Cultivo em meio liquido

Os clones bioativos obtidos nas triagens das bibliotecas metagenomicas foram
cultivados em duas etapas: primeiro em pré-inoculo 16 h, 37 °C, 300 rpm e depois fermentagao
em meio LB-liquido por 48 horas, 37 °C, 300 rpm. Apds este tempo de incubagdo as culturas
foram centrifugadas (4.000 g, 15 min). As células foram extraidas por macera¢do em metanol
e o fluido da cultura foi particionado com acetato de etila e n-butanol. As diferentes fases, bem

como a agua restante, foram secas para obtencdo do extrato bruto para testes posteriores.

3.2.3.2. Cultivo em meio solido

Os clones bioativos obtidos nas triagens das bibliotecas metagendmicas foram também
cultivados em placa de Petri contendo meio LB-agar suplementado com tetraciclina 20 ng/mL,
que foram incubadas a 30 °C por 1 dia, e depois transferidas para 24°C por 4 dias. Apos esse
periodo de incubag@o o meio de cultura foi macerado de duas formas diferentes: em acetato de
etila por 1 hora ou e MeOH/H,O (1:1) também por 1 hora. O macerado foi entdo filtrado e o

solvente rota-evaporado para obteng@o do extrato bruto.

3.2.4. Analise do perfil quimico dos extratos dos clones bioativos

3.2.4.1. Extrato do cultivo liquido

Os extratos obtidos foram analisados em cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) em fase normal com revelagao sob luz UV (254 nm e 365 nm) e em vanilina sulfarica
seguida de aquecimento. Cada extrato foi analisado utilizando trés fases moéveis diferentes:
Hex: AcOEt 7:3, Hex:AcOEt 1:1. Foi realizada também CCDA em fase reversa, utilizando
como fase mével MeOH:H,0 7:3 e MeOH 100%.

Foram realizadas também andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector DAD (HPLC-DAD: Shimadzu® Shim-Pak com detector arranjo de diodos UV/VIS

SPD-M10AVP Shimadzu®) em coluna analitica de fase reversa Cis. Foi utilizado gradiente de
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fase movel crescente de 10% a 100% de acetonitrila (ACN) em dgua em 30 min (vazao: 1
mL/min). Foram injetados 20 uL de cada extrato (1 mg/mL) solubilizado em H,O:ACN (1:1).
Algumas amostras selecionadas foram também analisadas por HPLC com detector de massas
(HPLC-MS) (API 1200L Quadrupole MS/MS - Varian), utilizando gradiente de fase movel
crescente de 10% a 97% de metanol (MeOH) em agua (suplementada com 10mM de acetato de
amonio) em 35 min com vazdo de 1 mL/min, utilizando coluna Luna Phenomenex® C g 250 x
4.6 mm, 5 pm e ionizagdo por eletrospray. As analises foram feitas em modo positivo e

negativo.

3.2.4.2. Extrato do cultivo sdlido
Os extratos obtidos foram analisados por HPLC-DAD em coluna analitica de fase
reversa Ce-Fenil. Foi utilizado gradiente de fase mével crescente de 5% a 100% de acetonitrila

(ACN) em agua em 34 min (vazdo: 1 mL/min). Foram injetados 20 pL de cada extrato (1

mg/mL) solubilizados em H,O:ACN (1:1).

3.2.5. Analises bioldgicas dos clones bioativos

3.2.5.1. Analise dos extratos brutos frente a L. major

Os extratos brutos provenientes do cultivo liquido dos clones bioativos e controle pJSS
(bactéria contendo o cosmideo sem eDNA) foram testados quanto a sua citotoxidade frente a
cultura de L. major através do teste colorimétrico com MTS, utilizando para isso o kit da
Promega CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, de acordo com o
protocolo do fabricante. Os extratos foram solubilizados em DMSO na concentracdo de 10
mg/mL e depois diluidos para 1 mg/mL em meio de cultura LB-liquido. Desta solu¢ao final, 50
pL foram adicionados a 50 pL de cultura prévia de L. major (24 °C por 5 dias em meio M199
suplementado com 10% de soro fetal bovino, contendo 50 pg/mL de gentamicina) em placas
de 96 pogos para realizacdo do teste. Como controle positivo foi utilizado o medicamento

pentamidina. Este teste foi feito em triplicata.

3.2.5.2. Analise do fluido das culturas frente a L. major

Além dos extratos brutos foram também testados diretamente os fluidos das culturas.
Os seis clones bioativos e o controle pJSS foram cultivados por cinco dias (1 diaa 37 °C e 4
dias a 24 °C, ambos a 200 rpm) em meio LB-liquido suplementado com tetraciclina. Apds esse

periodo de incubagdo, a cultura foi centrifugada por 15 min a 3000 rpm, o sobrenadante



15

coletado e filtrado em membrana estéril (poro de 0,2 pm) para eliminar as células. Em placas
de 96 pocos foram adicionados em cada poco 50 pL. do sobrenadante da cultura do clone e 50
uL da cultura de L. major (cultura: 24 °C por 5 dias em meio M 199 suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 50 pg/mL de gentamicina). Apds 72 h foi realizado teste colorimétrico de
citotoxicidade com MTS, utilizando para isso o kit da Promega CellTiter 96® AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay, de acordo com o protocolo do fabricante. Este teste foi

feito em triplicata.

3.2.5.3. Antibiograma dos extratos brutos frente a B. subtilis

Os extratos brutos dos cultivos liquidos dos seis clones bioativos obtidos no ensaio
antiparasitario e do controle pJSS foram submetidos ao ensaio antibiograma frente a B. subtilis
para ver se apresentariam também atividade antibacteriana. Os extratos foram testados na
concentragdo de 400 pg/mL (solubilizados em metanol). Esta solu¢ao foi aplicada em discos
de papel de filtro (0,5 cm de didmetro, 10 pL). Apds secagem dos discos, estes foram dispostos
em placa de Petri contendo cultura fresca de B. subtilis em meio LB-agar. As placas foram

incubadas por 16-24 h a 30 °C e entdo analisadas quanto a presenca ou nao de halo de inibicao.

Placas de Petri contendo cultura fresca de B. subtilis em meio LB-agar: B. subtilis foi cultivado

em meio LB-liquido/tetraciclina por 16 h a 30 °C 120 rpm. Apds este periodo de incubagao, 5
mL deste cultivo foram inoculados em 50 mL de LB-liquidol e incubado a 30 °C, 120 rpm, até
que atingisse ODggo 0,5 (aproximadamente 4 h). Esta solugdo de bactérias foi diluida em sof-

agar LB/tetraciclina (1:100) e plaqueada.

3.2.6. Analises moleculares dos cosmideos dos clones bioativos
3.2.6.1. Mapa de restricao dos clones bioativos e controle pJSS

A restri¢ao enzimatica dos cosmideos isolados dos clones bioativos foi feita com a
enzima de restricio HindIII (New England BioLabs™). A reagdo de restri¢do foi feita em
microtubo de 1,5 mL de acordo com o protocolo do fabricante. As reagdes foram analisadas em

gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

3.2.7. Biotransformacao
Um dos clones bioativos contra B. subtilis em hospedeiro R. metallidurans CH34

pertencente a colegdo do LQMo (R_CA20) foi cultivado em meio LB-liquido suplementado
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com tetraciclina contendo o produto natural piplartina para ver sua capacidade de
biotransformacao deste composto.

O clone R_CA20 foi cultivado em 50 mL de LB/tetraciclina como pré-indculo por 16
h, 30 °C, 250 rpm. Deste pré-indculo, 16 x 1 mL foram inoculados em 16 tubos com 20 mL de
meio LB/tetraciclina cada. Estes foram incubados novamente por 16 h, 30 °C, 250 rpm. Apos
este periodo, foram feitos 4 grupos de 4 tubos cada, em que foi adicionado:

Grupo 1) 1 mL de piplartina (2 mg/mL em DMSO): para anélise da biotransformagao;

Grupo 2) Duplicata do grupo 1

Grupo 3) 1 mL de LB/tetraciclina: para diferenciar os produtos de biotransformacgao dos
compostos produzidos naturalmente pelo clone R CA20;

Grupo 4) 1 mL de LB/tetraciclina com 1% de DMSO: para controle do efeito do DMSO

na cultura.

Como controle para saber se os compostos eventualmente observados ndo sdo produto
do hospedeiro e/ou cosmideo pJSS, a bactéria R. metallidurans CH34 contendo o cosmideo
pJSS sem eDNA também foi cultivada nas mesmas condi¢des que o grupo 1. Como controle
da estabilidade da piplartina, um tubo contendo apenas meio LB/tetraciclina foi incubado nas
mesmas condigdes que o grupo 1, entretanto ndo foi inoculada nenhuma bactéria.

Os cultivos dos grupos 1, 2, 3 e 4 e o do controle do hospedeiro foram feitos em
quadruplicata para analise apds quatro tempos diferentes: ap6s 3 h de cultivo, apos 12 h, apos
24 h e apos 48 h. O cultivo para controle da estabilidade da piplartina foi realizado em apenas
uma unidade que foi retirada apds 48 h.

Os fluidos das culturas (obtidos apds centrifugacdo a 4.000 g por 15 min) foram
submetidos a particdo liquido-liquido com acetato de etila (2 x 11 mL) e esta fase foi
posteriormente concentrada em rotaevaporador sob pressdo reduzida. Os extratos brutos
obtidos foram analisados por UHPLC-DAD-MS (ACQUITY UPLC-MS Waters), utilizando
coluna Ci3 ACQUITY 1,7 um BEH (Ethylene Bridged Hybrid) de 2,1 x 50 mm. Como fase
movel foi utilizado um gradiente crescente de 10% a 100% em 4 min de acetonitrila em agua,
ambos com 1% de &cido acético (v/v), com vazdo de 0,3 mL/min. Foram injetados 5 pL de cada
extrato (0,1 mg/mL) solubilizado em H,O:ACN (1:1). A anélise por espectrometria de massas
foi realizada utilizando fonte de ionizagdo por eletrospray e detector triplo quadrupolo no modo

positivo e negativo (TQ Detector, Waters).
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3.2.8. Coleta de solo e isolamento de eDNA

A coleta do solo do bioma Cerrado foi realizada no Parque Estadual de Vassununga (na
gleba Pé-de-Gigante), localizado no Km 245 da Rodovia Anhanguera (SP-330). Para
amostragem foi escolhido um ponto afastado de trilhas e da rodovia (localizagdo: 21° 36' 35.7"
S, 47° 37" 22.4" O). Foram amostrados 12 pontos separados a dois metros entre si, totalizando
uma area de 24 m? Estes pontos foram separados em dois subtipos: proximos a arvore e
afastado de arvores. Foram amostradas duas faixas de profundidades: 0-10 cm e 10-20 cm. Ao
final, o solo coletado de todos os pontos foi misturado de maneira a obter uma amostra
homogénea. Em seguida a amostra de solo foi levada para o laboratério para isolamento do
eDNA, seguindo o protocolo descrito por BRADY (2007) (BRADY, 2007). Resumidamente,
as células sao rompidas através do uso de detergente e aquecimento, seguido de posterior
purificagdo do eDNA obtido utilizando a técnica de precipitagdo com isopropanol. Para selecao
de eDNA de alto peso molecular e melhor purificagdo, o eDNA foi submetido a eletroforese
em gel de agarose, seguido corte do gel regido de interesse e eletroelui¢ao deste para obten¢do

do eDNA. Para concentragdo do eDNA a amostra obtida ¢ filtrada em tubo do tipo Amicon®.

3.2.9. Purificacdo de eDNA para sequenciamento

O eDNA obtido foi purificado utilizando o kit PureLink® Genomic DNA (Life
Technologies) e sequenciado utilizando a plataforma Roche 454 GS Junior, de acordo com o
protocolo do fabricante. Resumidamente, primeiro foi construida uma biblioteca do tipo
shotgun de eDNA utilizando o GS Titanium Rapid Library Prep Kit (Roche™), com 500 ng de
eDNA purificado. Em seguida foi preparada a emulsdo para PCR utilizando o GS Junior
Titanium emPCR Kit (Roche™). O produto obtido foi entdo submetido ao sequenciamento,

utilizando o GS Junior Titanium Sequencing Kit (Roche®).

4. Resultados e Discussao
4.1. Ensaio antiparasitario frente a L. major

Este ensaio foi realizado em dois hospedeiros: E. coli EC300 e R. metallidurans CH34.
Como havia em estoque apenas a biblioteca em E. coli, foi necessaria a eletrotransformagao da
biblioteca para R. metallidurans. Para ensaios funcionais ¢ de extrema importancia utilizar
diferentes hospedeiros, pois cada um tem uma determinada capacidade metabolica que pode
levar tanto a expressdo génica diferencial do eDNA inserido quanto a modificagdes pds-

transcricionais de seu produto gé€nico original. Neste caso especifico, E. coli ¢ uma gama-
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proteobactéria e R. metallidurans ¢ uma beta-proteobactéria. Portanto, espera-se que R.
metallidurans seja capaz de expressar diferencialmente a biblioteca metagendmica (CRAIG;
CHANG; BRADY, 2009).

O ensaio antiparasitario foi realizado em parceria com o colaborador Prof. Dr. Otavio
Henrique Thiemann (IFSC-USP), com auxilio da entdo pds-doutoranda Dra. Izaltina Silva-
Jardim, como parte das atividades do INCT-INBEQMeDI. Para a biblioteca de Mata Atlantica
foram encontrados 45 clones com halo de inibi¢cdo no ensaio com a biblioteca em E. coli ¢ R.
metallidurans, como exemplificado na figura 3. Entretanto, nenhum clone repetiu a atividade
observada. Para a biblioteca do Cerrado foram encontrados 84 clones com halo de inibi¢do no

ensaio com a biblioteca em E. coli e R. metallidurans CH34. Em re-teste, seis clones (em

hospedeiro E. coli) mantiveram a atividade observada.

A B C

Figura 3: A: Exemplo de clones que ndo apresentaram atividade contra L. major. B: exemplo de um
clone que apresentou halo de inibi¢do contra L. major. C: coldnia sem atividade vista em microscopio
(100 x). D: colonia com halo de inibi¢do vista em microscopio (100 x), comprovando a auséncia de
parasitas. Clones em hospedeiro E. coli da biblioteca de Mata Atlantica.

Um dos fatores determinantes para o sucesso em triagens de bibliotecas metagenomicas
¢ o tamanho destas. Quanto maior a biblioteca, mais representativa ela serd do ambiente
(DANIEL, 2004) e maiores as chances de ocorrerem fragmentos de eDNA com clusters génicos
completos, aumentando as chances de encontrar/expressar compostos de interesse.
Comparando os resultados das duas bibliotecas testadas contra L. major foi possivel demonstrar
esta influéncia do tamanho da biblioteca no sucesso da triagem: a biblioteca maior (500.000
clones) apresentou mais clones bioativos que a outra biblioteca com a metade deste tamanho,
sendo que apenas para a biblioteca maior alguns clones positivos tiveram sua bioatividade
confirmada em posterior re-teste.

Em um trabalho realizado por BRADY e colaboradores (2004), um em cada 10.000-
20.000 clones apresentaram resultado positivo em ensaios funcionais contra B. subtillis
(BRADY; CHAO; CLARDY, 2004). CHUNG e colaboradores em 2008 realizaram ensaio

antifingico em uma biblioteca com 110.000 fosmideos, obtendo apenas um clone com
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resultado positivo (CHUNG et al., 2008). CRAIG e colaboradores (2010) analisaram trés
bibliotecas (totalizando 750.000 clones) em cinco hospedeiros diferentes, e apenas oito clones
apresentaram halo de inibi¢do contra B. subtilis, sendo que apenas dois mantiveram a atividade
em re-teste (CRAIG et al., 2010). Portanto, o baixo numero de clones com atividade confirmada
no presente trabalho est4 de acordo com a literatura.

O baixo niimero de clones bioativos geralmente encontrado em triagens funcionais de
bibliotecas metagenomicas pode ser explicado por uma série de fatores envolvendo a questao
da expressdo do eDNA inserido. Alguns destes fatores sdo: diferencas do uso preferencial de
certos coddons entre o hospedeiro e o organismo de origem do eDNA, problemas com o
reconhecimento de regides promotoras da expressdo génica e/ou auséncia dos fatores de
iniciacdo e co-fatores necessarios, auséncia de precursores, modificagdes pods-traducionais
inadequadas, degradagdo do produto génico, toxicidade do composto para o hospedeiro,
inabilidade de exportar o composto, entre outros (EKKERS et al., 2012). Por isso a utilizacdo

de diferentes hospedeiros aumenta o sucesso das triagens funcionais.

4.2. Cultivo e analises quimicas e biologicas dos clones bioativos contra L. major
4.2.1. Analises quimicas das culturas em meio liquido

Em estudos de metagendmica o interesse estd voltado apenas para os compostos
biossintetizados exclusivamente pelos clones bioativos. Portanto, a analise do perfil quimico
sempre ¢ feita de maneira comparativa entre os clones bioativos e respectivo controle
(hospedeiro contendo o cosmideo utilizado sem eDNA inserido). No caso de andlise por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) busca-se por manchas exclusivas dos
clones, em andlises por cromatografia liquida e espectrometria de massas busca-se por bandas
cromatograficas exclusivas dos clones.

Inicialmente foi realizado cultivo em pequena escala (50 mL de cada clone) para
verificar se era possivel visualizar alguma diferenga quimica entre os clones e o controle. As
analises feitas por CCDA (em luz UV de 254 e 365 nm e apds revelagdo em vanilina sulfurica
seguida de aquecimento) ndo evidenciaram nenhuma diferenca entre os clones, como ilustrado

na figura 4.
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Figura 4: Fotos retiradas de CCDA feita com os extratos brutos de acetato de etila do controle (letra C
nas placas) e trés dos clones bioativos contra L. major (23, 24 e 29). Fase mével utilizada: Hex:AcOEt
1:1. A: analise sob luz UV de 254 nm. B: andlise sob luz UV de 365 nm. C: andlise apos revelacdo com
vanilina sulftrica seguida de aquecimento.

Os extratos foram entdo analisados por uma técnica mais sensivel, o HPLC-DAD. Nesta
analise, os seis clones exibiram uma discreta banda cromatografica exclusiva no extrato de
acetato de etila com tempo de retengdo de 12,20 min (figura 5).

Como todos os clones apresentaram a mesma banda, foi escolhido o clone que exibiu
banda mais intensa, o clone 24 (figura 5C), para prosseguir as andlises. Na tentativa de
caracterizar esta banda exclusiva, os extratos de acetato de etila do clone 24 e do controle pJSS
foram enviados para andlise por HPLC-MS, em que a banda cromatografica exclusiva seria
entdo selecionada para analise por espectrometria de massas (MS). Entretanto, neste outro
equipamento ndo foi possivel visualizar nenhuma banda exclusiva no cromatograma obtido,
conforme mostra a figura 6. Decidiu-se entdo analisar esses mesmos extratos por MS por
inser¢do direta (ionizagdo por eletrospray e analisando em modo positivo e negativo).
Entretanto, como pode ser visto nos espectros de MS da figura 7, novamente ndo foi possivel

observar diferenga significativa entre o clone e controle.
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Figura 5: Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD (A 198 nm) dos extratos brutos de acetato de etila
do controle (A) e dos seis clones bioativos contra L. major (B-G). Foi utilizada coluna de fase reversa
Cis e gradiente de fase mdvel crescente de 10% a 100% de acetonitrila (ACN) em dgua em 30 min com
vazdo de 1 mL/min. Foram injetados 20 uL de cada extrato (1 mg/mL) solubilizado em H,O:ACN (1:1).



22

A) Controle pJSS

GCounts!

B) Clone 24

190.0:1000.0> GCounts]
190.0-1000.0
10.04

1253

50 r

Y, Y 'S h

. r T y T T T
1
Y P) % e 5 1) 2 3 B3 e

Figura 6: Cromatogramas dos extratos de acetato de etila do controle pJSS (A) e do clone 24 (B),
obtidos em analise pelo equipamento API 1200L Quadrupole MS/MS — Varian, utilizando gradiente de
fase movel crescente de 10% a 97% de metanol (MeOH) em 4gua (suplementada com 10 mM de acetato
de amoénio) em 35 min com vazao de 1 mL/min, utilizando coluna Luna Phenomenex® Cis250x 4.6
mm, 5 pm.
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Figura 7: Espectro de massas dos extratos de acetato de etila do controle pJSS (A) e do clone 24 (B),
obtidos em analise pelo equipamento APl 1200L Quadrupole MS/MS — Varian, utilizando insergdo
direta e ionizag@o por eletrospray. A analise foi feita em modo positivo.
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Decidiu-se entdo realizar um novo cultivo do controle pJSS e clone 24 para analisar
novamente seus extratos brutos de acetato de etila por HPLC-DAD, para ver se a banda
diferencial era reprodutivel. Foi realizado novamente cultivo em pequena escala sob as mesmas
condi¢des e também em escala ampliada (3 x 150 mL) para fins comparativos. Os extratos
obtidos foram analisados por HPLC-DAD sob as mesmas condi¢des utilizadas na analise do
primeiro cultivo. Entretanto, neste momento, o pico exclusivo observado inicialmente foi
também visualizado no controle, tanto nos extratos do cultivo em pequena escala como nos
cultivos em grande escala (figura 8). Portanto, nesta segunda etapa de cultivo ndo foi mais

possivel observar diferencas entre o clone 24 e controle.
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Figura 8: Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD (A 198 nm) dos extratos brutos de acetato de etila
do controle (A, C) e clone 24 (B, D) ambos em pequena (A, B) e grande escala (C, D). Foi utilizada
coluna de fase reversa C;s e gradiente de fase movel crescente de 10% a 100% de acetonitrila (ACN)
em agua em 30 min (vazdo de 1 mL/min). Foram injetados 20 pL de cada extrato (1 mg/mL)
solubilizados em H,O:ACN (1:1).

Na tentativa de visualizar alguma diferenga foi realizada uma nova analise por HPLC-
DAD para esses mesmos extratos do controle pJSS e clone 24, desta vez utilizando método
isocratico 20% de ACN:H,O na tentativa de separar melhor os picos da regido em que foi
observada inicialmente a banda exclusiva. Como pode ser observado nos cromatogramas da

figura 9, novamente ndo foi observada nenhuma diferenca significativa.
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Figura 9: Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD (A 198 nm) dos extratos brutos de acetato de etila
do controle (A) e clone 24 (B). Foi utilizada coluna de fase reversa C,g e fase movel isocratica de 20%
de acetronitrila em agua (vazdo de 1 mL/min). Foram injetados 20 uL de cada extrato (I mg/mL)
solubilizado em H,O:ACN (1:1).

4.2.2. Analises quimicas das culturas em meio solido

Tendo em vista que ndo foi possivel obter compostos produzidos exclusivamente pelos
clones bioativos, o clone 24 foi selecionado para cultivo em meio sélido na tentativa de
submete-lo a uma condi¢do de cultivo mais proxima aquela realizada durante os ensaios (o
controle pJSS também foi cultivado nas mesmas condig¢des para fins comparativos). Os extratos
obtidos foram submetidos a HPLC-DAD. Novamente, ndo foi obtida nenhuma banda
cromatografica exclusiva do clone bioativo (figura 10).

Portanto, ndo foi possivel isolar o composto responsavel pela atividade antiparasitaria
observada nas triagens funcionais realizadas. Isto demonstra que este processo ndo ¢ algo
trivial. Vérios pontos podem ser destacados nesta problematica. Em termos quimicos, talvez o
composto ndo apresente as caracteristicas que permitam sua revelagdo em vanilina sulfurica e
ndo possua cromoforos (impedindo sua visualizagdo por luz UV). Além disso, ha a questdo das
metodologias de cultivo e extragdo, talvez as utilizadas ndo sejam as mais adequadas para
obten¢do do composto bioativo. Em termos biologicos, ¢ valido lembrar que o processo de
expressao génica dos clones ¢ complexo, e questdes como interagdes entre os clones cultivados
na mesma placa e interagdes entre os clones e parasitas podem interferir na expressao génica
do eDNA inserido (SCHERLACH e HERTWECK, 2009). A atividade antiparasitaria foi
inicialmente visualizada em co-cultivo com L. major e com diferentes clones em uma mesma
placa, ja para obtengdo dos extratos foi utilizado cultivo puro dos clones, sem a presenca do
parasita e de outros clones. Portanto, ¢ plausivel propor que as condi¢des utilizadas para
obtencdo dos extratos brutos ndo tenham sido propicias para a biossintese adequada do

composto bioativo.
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Figura 10: Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD (A 220 nm) da analise dos extratos brutos dos
cultivos em meio s6lido do controle pJSS e do clone 24 de acetato de etila (A) e de MeOH+H,O (B).
Foi utilizada coluna de fase reversa Cs—Fenil e gradiente de fase movel crescente de 5% a 100% de
acetonitrila em dgua em 34 min (vazao de 1 mL/min). Foram injetados 20 pL de cada extrato (1 mg/mL)
solubilizados em H,O:ACN (1:1).

4.2.3. Analise do perfil bioldgico
4.2.3.1. Mapa de restricio enzimatica

Para analisar se os clones bioativos sdo diferentes entre si ou copias de um mesmo clone,
os cosmideos extraidos dos clones foram digeridos com a enzima de restrigdo HINDIII e
analisados em eletroforese em gel. Conforme pode ser visto na figura 11, aparentemente trata-

se de clones diferentes entre si. Entretanto, eles apresentam algumas bandas semelhantes entre
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si, o que pode indicar que, apesar dos fragmentos inseridos ndo serem idénticos, talvez haja
algum(ns) gene(s) que seja(m) coincidente(s) entre eles. Ou seja, pode-se propor que o(s)
gene(s) responsavel(is) pela bioatividade observada sejam os mesmos entre os clones, o que

varia ¢ o tamanho do fragmento de eDNA inserido em cada um deles.
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Figura 11 : Foto de gel de eletroforese em agarose 1% corado com brometo de etidio. Foram aplicados
os produtos de digestdo enzimdatica com a enzima de restrigdo HINDIII do cosmideo controle pJSS e
dos cosmideos referentes aos clones bioativos 23, 24, 29, 30, 36 ¢ 67. MW: padrdo de peso molecular.
*imagem gentilmente cedida pela Profa. Izaltina Silva-Jardim.

4.2.3.2. Teste dos extratos brutos frente a L. major
Os extratos brutos de acetato de etila, n-butanol e metanol dos clones bioativos 24 € 29
e controle pJSS foram testados contra L. major. Como pode ser visto nos graficos da figura 12,

nenhum extrato apresentou atividade significante em relagdo ao controle.



27

A B
100 - 100 -
—=—pJss
—e—CL 24 . —=—plJSS

S 80 —A—CL 29 : 30 —o—CL 24
> < —a—CL29
» AcOEt »

2 £ ol MeOH
2 60 + -

s =}

= £

z g w

g 40 E

[ ~ 204

E‘ 20 =]

o .
o 4 2 - Py Y Y
T T T T T T T T T T T T T T
100 50 25 125 6,25 312 156 100 50 25 125
Concentracio (ng/mL) Concentracio (ngmL)

(:‘

100 -

80 +

60

40 -

20 H

Parasitas mortos (%0)

iﬁ—k—ii}—a

—&— pJSS
—o— CL 24
—A— CL 29

#n-Butanol

T
100

2|5 125
Concentracio (ng/mkL)

Figura 12: Resultado do teste de atividade contra L. major dos extratos de acetato de etila (A), metanol

(B) e n-butanol (C) dos clones 24, 29 e controle pJSS.

4.2.3.3. Teste dos fluidos das culturas frente a L. major

Apos a constatagdo de que os extratos brutos dos clones bioativos 24 e 29 e do controle

pJSS ndo apresentam atividade relevante contra L. major, levantou-se a hipdtese de que talvez

a metodologia de extracdo ndo seja a mais adequada para obter o(s) composto(s) bioativos

contra L. major. Portanto, decidiu-se testar diretamente os fluidos das culturas contra L. major.

Como pode ser observado na figura 13, novamente nenhum clone apresentou atividade

significante. Portanto, este resultado corrobora a discussdo de que a metodologia de cultivo

talvez ndo propicie as condi¢des necessarias para a biossintese adequada do(s) composto(s)

bioativo(s) responsaveis pela atividade observada no ensaio antiparasitario em placa de Petri.
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Figura 13: Resultado do teste de atividade contra L. major dos fluidos dos clones 24, 29 e controle
pJSS.

4.2.3.4. Teste dos extratos brutos frente a B. subtilis (antibiograma)
Os extratos de acetato de etila dos clones bioativos contra L. major foram testados
através do ensaio de antibiograma contra B. subtilis. Entretanto, nenhuma atividade foi

detectada.

4.3. Biotransformacao

O LQMo possui em sua colecdo de clones bioativos contra B. subtilis um clone
proveniente de ensaio funcional da biblioteca de eDNA de solo de Cerrado que apresentou uma
regido correspondente a sintetases de peptideos ndo-ribossomais, de aproximadamente 27 kb,
codificado como R _CA20. Este clone, obtido pela pesquisadora Dra. Denise O. Guimaraes
durante seu pds-doutoramento no laboratdrio, foi utilizado no presente trabalho em um ensaio
de biotransformacao do produto natural piplartina (figura 14), para verificar se essas enzimas
codificadas pelo eDNA seriam capazes de realizar modificagdes estruturais nessa molécula. A
piplartina ¢ um alcaloide isolado de Piper tuberculatum que apresenta diversas atividades
bioldgicas, como citotdxica, antiflingica, antitumoral, antileishmanicida e ansiolitica

(BEZERRA et al., 2012).
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Figura 14: Estrutura quimica da piplartina.

A figura 15 apresenta os cromatogramas obtidos na analise por UHPLC-MS dos

extratos de acetato de etila dos diferentes cultivos realizados. Nao foi possivel identificar

nenhum produto de biotransformagao da piplartina que fosse exclusivo do clone em questao.

Entretanto, foi observado dois produtos de biotransformacao com m/z 366 que estava presente

em todos os extratos de biotransformacao, o que indica que o hospedeiro R.metallidurans CH34

pode biotransformar outras substancias.
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Figura 15: Cromatogramas obtidos por UHPLC -EM dos extratos brutos de acetato de etila dos
seguintes cultivos: A: clone R_CA20 com piplartina; B: controle R. metallidurans/pJSS com piplartina;
C: controle da estabilidade da piplartina (meio LB/tetraciclina + piplartina); D: clone R_CA20. Fase
movel utilizada: gradiente crescente de 10% a 100% em 4 min de acetonitrila em agua, ambos com 1%
de acido acético (v/v), vazao de 0,3 mL/min, em coluna C;s. Foram injetados 5 pL de cada extrato (0,1
mg/mL) solubilizados em H,O:ACN (1:1).
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A fragmentagdo do ion de m/z 366 formou o ion acilio com m/z 221 (figuras 16 e 17).
Essa fragmentacao permite a proposicao das posi¢des da molécula onde as alteracdes estruturais
ocorreram. A presen¢a do ion de m/z 221 no espectro do UHPLC-MS/MS (figura 17) indica
que a diferenga de 48 Da observada ¢ devida a alguma alteragdo estrutural no anel lactamico da
piplartina. Isso porque quando a ligacdo amida que une o anel lactamico e a parte derivada do
acido 3,4,5-trimetoxicinamico da piplartina protonada (m/z 318) ¢ rompida ¢ formando o ion
acilio de m/z 221 (figura 17), que ¢ observado como pico base no espectro de ESI-MS/MS
obtido, evidenciando que esta parte da piplartina ndo foi alterada. Tendo em vista que este

produto ndo foi derivado do clone, ndo foi realizada investigacao da estrutura deste.
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Figura 16: Espectros obtidos por MS/MS dos picos visualizados em 2,84 min (A) e 3,10 min (B) na
analise por UHPLC-EM dos extratos brutos de acetato de etila do cultivo do clone R CA20 com
piplartina, sendo A e B produtos de biotransformacao da piplartina. O espectro C refere-se ao MS/MS
do pico visualizado em 2,42 min (piplartina) no controle de estabilidade da piplartina.
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Figura 17: Fragmentacgdo da piplartina formando o ion acilio (m/z 221).
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Apesar do clone selecionado ndo ter sido capaz de biotransformar a piplartina, este
trabalho ilustrou um novo tipo de aplicagdo para a metagendmica, que ¢ a utilizacao de enzimas

codificadas no eDNA visando a diversificacdo de produtos naturais via biotransformacao.

4.4. Isolamento de eDNA de solo para sequenciamento

Foi obtido com sucesso eDNA com fragmentos de alto peso molecular (acima de 23
Kb). A concentragdo obtida foi de 82,0 ng/uL, em um volume final de I mL. A razao 260/280,
que indica contaminagdo por proteinas, ficou em 1,65 e a razdo 260/230, que indica
contaminac¢do por acido humico, em 0,57. Idealmente, ambos valores deveriam ficar por volta
de 1,80. Portanto, apesar de ter sido obtido grande quantidade eDNA de alto peso molecular,
este apresenta grande quantidade de contaminantes. Apos diversos protocolos de purificacdo
testados e uma etapa final de precipitagdo por gravidade, conseguiu-se melhorar a qualidade do
eDNA, obtendo valores finais de 1,72 para a razdo 260/280 e 1,51 para a razao 260/230, em
concentragdo final de 71 ng/uL de DNA de alto peso molecular (figura 18).

A B

23.Kb «—=*

Figura 18: Gel de eletroforese (1% agarose, corado com GelRed"™) do eDNA isolado. A: marcador
molecular. B: eDNA purificado.

4.5. Analise do sequenciamento Roche 454 do eDNA isolado
O sequenciamento realizado obteve 6tima qualidade. Foram obtidos cerca de 45 Mb
contendo 98954 sequéncias de tamanho médio de 450 pb, resultados que estdo acima da

qualidade oferecida pelo equipamento, indicando a boa qualidade do eDNA obtido. Os dados
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obtidos foram analisados através na ferramenta livre on/ine MG-RAST, que fornece uma ampla
visdo dos dados tanto em termos taxondmicos quanto funcionais (MEYER et al., 2008). A
distribuicao taxondmica mostra que a maioria das sequéncias obtidas sdo de origem bacteriana,
sendo que proteobactérias, actinobactérias e acidobactérias predominam nesta populagdo

(figura 19).

Dominios
I Bacteria B Acidobacteria
Eukarva I Actinobacteria
I Archaea I Proteobacteria

Figura 19: Diversidade taxonomica presente no eDNA isolado e sequenciado.

Em uma pesquisa feita com 31 diferentes solos essas trés classes também foram as mais
abundantes (JANSSEN, 2006), evidenciando que a metodologia para extracdo de eDNA
utilizada provavelmente ndo apresentou viés para algum tdxon especifico. Estes dados sdo
promissores, tendo em vista que bactérias possuem em seu genoma um grande nimero de
clusters génicos biossintéticos (CGBs) dedicados ao metabolismo secundario. Actinobactérias
em especifico sdo conhecidas por sua grande capacidade metabolica, sendo produtora de
diversos compostos bioativos (GUNATILAKA, 2006).

Esta ferramenta online também permite a busca por genes especificos. Foi realizada
uma rapida busca por genes relacionados a policetideos (PKS) e peptideos ndo-ribossomais
(NRP) para ter uma visdo geral do potencial desta amostra de eDNA para constru¢do de
biblioteca metagenomica para estudo de produtos naturais. Nestas buscas foram encontrados
diversos genes relacionados a dominios de PKS e NRPS, como aciltransferases,
metiltransferases e adenilases, indicando que esta amostra ¢ rica em CGBs relacionados a
metabolismo secundario.

Tendo em vista que CGBs de compostos com atividade antibidtica possuem geralmente
genes de resisténcia a estes para evitar auto-intoxicagdo (HOPWOOD, 2007), foi também

realizada uma busca por genes relacionados a resisténcia a antibidticos por ser indicativo de
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presenga de CGBs que codificam compostos bioativos. Foram encontrados diversos genes
relacionados a resisténcia a antibioticos, como polimixina, acriflavina, meticilina e tetraciclina,
indicando a possivel presenga destes antibidticos no eDNA sequenciado.

Portanto, os resultados de analises preliminares do eDNA coletado evidenciaram que
esta amostra ¢ promissora para a busca por produtos naturais, evidenciando a relevancia de
utilizar solos de Cerrado em estudos metagendmicos dedicados a busca por produtos naturais.
A continuidade dos estudos com este material (andlise mais aprofundada dos CGBs por
bioinformatica e constru¢do de biblioteca metagendmica) foi dada pelo aluno de doutorado

direto Ulysses A. de Frias (processo FAPESP 2012/16139-5).

4.6. Perspectivas para o uso de metagendmica no campo de pesquisa de produtos naturais

Como visto e discutido neste capitulo, chegar a um composto utilizando a
metagenomica funcional ndo ¢ algo trivial. Ha ainda poucos compostos relatados na literatura
que foram isolados utilizando esta técnica. Além disso, as referéncias destes sdo antigas (entre
2000-2005). Isso se da pelo fato de que a comunidade cientifica percebeu estes desafios e
comegou a desenvolver na ultima década outras metodologias mais modernas, envolvendo a
parte de engenharia genética, sequenciamento e bioinformatica mais intensamente, o que esta
sendo atualmente desenvolvido em nosso laboratério pelo aluno de doutorado Ulysses A. de
Frias (Processo FAPESP 2012/16139-5) em colaboracdo com o Dr. Sean Brady (Rockefeller
University).

Com o avanco do sequenciamento de DNA, aliado ao seu preco cada vez mais reduzido,
a metagenomica de produtos naturais entrou em uma era de busca guiada por genes especificos
para aumentar a probabilidade de encontrar compostos de interesse (CHARLOP-POWERS;
MILSHTEYN; BRADY, 2014; CHARLOP-POWERS et al., 2015; KATZ; HOVER; BRADY,
2016; TRINDADE et al., 2015). Por exemplo, compostos da classe dos policetideos tém sido
um alvo comum. Isto se da devido a sua facilidade em prever genes de acordo com sua estrutura,
bem como presenga de areas conservadas em seus clusters génicos, o que facilita sua busca em
metagenomas (CHARLOP-POWERS et al.,, 2015). Além disso, pesquisas tém sido
desenvolvidas para utilizagdo de hospedeiros e vetores mais eficazes (GAIDA et al., 2015;
IQBAL et al., 2016; XU et al., 2016) e engenharia genética tem sido utilizada para construg¢ao
de clones contendo todos os genes necessarios para a permitir e facilitar a expressao correta dos
clusters biossintéticos encontrados (KALLIFIDAS e BRADY, 2012).

Portanto, a abordagem moderna em metagendmica de produtos naturais consiste em

procurar clones pertencentes a bibliotecas metagendmicas que possuam genes conservados da
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classe de compostos de interesse, sequenciar o clone, caracterizar o seu eDNA e, se preciso,
utilizar engenharia genética para montar o CGB completo a partir de dois ou mais clones, e
expressa-lo em vetores e hospedeiros mais adequados de acordo com o CGB de interesse.

E possivel também realizar estudos exploratérios acerca da diversidade de classes de
produtos naturais presentes em uma amostra ambiental, sem necessidade de isolamento quimico
de composto ou de constru¢do de bibliotecas metagendmicas. Neste caso a bioinformatica
representa papel principal no estudo. Um exemplo € o trabalho publicado em 2015 pelo grupo
do nosso colaborador Dr. Sean Brady, com co-autoria da Profa. Monica T. Pupo, Profa. Denise
Oliveira Guimaraes (ex-pés-doutoranda do grupo) e atual aluno de doutorado do grupo Ulysses
A. de Frias (CHARLOP-POWERS et al., 2015). Neste estudo foram processados solos de
diversas partes do mundo e realizada amplificagdo de genes conservados de policetideos
(referente ao dominio cetosintase) e peptideos ndo-ribossomais (referente ao dominio de
adenilacdo). Os dados obtidos no sequenciamento desses dominios foram analisados e
comparados entre si, de forma que foi possivel analisar e comparar a diversidade de policetideos
e peptideos ndo-ribossomais presentes em diferentes biomas ao redor do mundo. Esta
metodologia, além de trazer um conhecimento global da capacidade metabdlica de um lugar
especifico, também ¢ valiosa para ajudar na priorizagdo de locais para estudos metagenomicos

visando o isolamento de produtos naturais de interesse (CHARLOP-POWERS et al., 2015).

5. Conclusoes

O ensaio funcional realizado com as bibliotecas metagendmicas pertencentes a colecdo
do laboratorio foi capaz de detectar clones bioativos contra L. major, através de um ensaio
inovativo ainda ndo descrito na literatura para a abordagem metagendmica (ensaio
antiparasitario). Contudo, a andlise quimica dos extratos brutos obtidos das culturas destes
clones ndo permitiu a identificacdo do(s) composto(s) responsavel(is) pelas atividades
observadas. Talvez a metodologia utilizada para cultivo e obtencdo dos extratos ndo tenha
propiciado a biossintese do(s) composto(s) bioativo(s). As andlises biologicas corroboraram
esta hipotese, pois ndo foi possivel detectar a mesma atividade antiparasitiria nem nos extratos
nem no filtrado das culturas. Portanto, o ensaio funcional mostrou-se promissor na busca por
clones bioativos contra L. major; entretanto, nao foi possivel obter o composto ativo.

O sequenciamento e analise do eDNA isolado de solo de Cerrado evidenciou a qualidade
do protocolo utilizado em termos de quantidade de sequéncias bacterianas obtidas, bem como

a quantidade de genes relacionados a produtos naturais e resisténcia a antibioticos. Portanto, o
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eDNA isolado de solo de Cerrado pode ser considerado promissor para a constru¢do de novas
bibliotecas metagendmicas visando a busca por produtos naturais.

Para um maior sucesso na utilizacdo desta abordagem na busca por novos produtos
naturais ¢ preciso utilizar técnicas mais modernas envolvendo engenharia genética,
sequenciamento e bioinformatica. A metagenomica estd adentrando uma era em que € possivel
realizar buscas guiadas por genes conservados de classes especificas de produtos naturais,
montar CGBs completos a partir de diferentes clones de uma biblioteca metagendmica,
construir vetores e hospedeiros mais eficazes na expressdo do CGB de interesse, o que esta

revolucionando a utiliza¢do desta abordagem.






Capitulo 2

Aspectos biologicos e quimicos no estudo de

interacoes microbianas
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1. Introduciao

Com o avango das técnicas de sequenciamento e da bioinforméatica diversos genomas
de micro-organismos estdo sendo sequenciados e analisados em relagdo ao metabolismo
secundario. Estes dados tém evidenciado o vasto potencial metabolico ainda desconhecido até
mesmo de linhagens ja bem estudadas (BALTZ, 2008; SMANSKI; SCHLATTER; KINKEL,
2016). Para a maioria dos CGBs identificados nos genomas nao se sabe o que eles codificam,
apesar da analise dos genes permitir a proposi¢ao das classes desses compostos. Isso porque
estes compostos ndo sdo detectados nas culturas laboratoriais — seja pela sua baixa expressao e,
portanto, baixa quantidade produzida, prejudicando assim sua identificag¢do, ou pelo fato destes
CGBs de fato ndo estarem sendo expressos nestas condigdes de cultivo (ZHU; SANDIFORD;
VAN WEZEL, 2014). O entendimento da regulacdo e fung¢do destes compostos para os micro-
organismos pode ajudar a estimular sua expressao génica, sendo, portanto, de grande valia no
estudo de produtos naturais (BIBB, 2013; SMANSKI; SCHLATTER; KINKEL, 2016; ZHU;,
SANDIFORD; VAN WEZEL, 2014).

Produtos naturais de origem microbiana sido originados do metabolismo secundario
destes organismos, que, ao contrario do metabolismo primario, ndo ¢ considerado vital para o
organismo. Considera-se que compostos originarios do metabolismo secundario aumentam o
fitness do organismo no ambiente no qual este esta vivendo (JENKE-KODAMA; MULLER;
DITTMANN, 2008). Estes compostos estdo codificados em complexos CGBs presentes no
DNA ou em plasmideos, e sua expressdo envolve diversas enzimas e reagcdes quimicas com
grande gasto energético e de precursores. Portanto, estes CGBs ndo sdo expressos
constitutivamente e estdo sob regulagdo de mecanismos ainda pouco conhecidos, mas que
devem estar relacionados a fatores presentes no meio ambiente em que as linhagens evoluiram
tendo em vista a fun¢do destes compostos (ZHU; SANDIFORD; VAN WEZEL, 2014).

Condigdes laboratoriais classicas de cultivo para obtencdo de produtos naturais sdo
diferentes das condigdes existentes no ambiente natural dos micro-organismos, sendo menos
desafiadoras e mais propensas ao bom e rapido desenvolvimento do micro-organismo
(DAVIES e RYAN, 2012). Em seu nicho natural, os micro-organismos estdo imersos em um
ambiente complexo com parametros abiodticos varidveis e em constante relagdo com os demais
seres vivos circundantes através de interacdes antaglnicas, sinérgicas, regulatorias e
modulatorias (BERDY, 2005; BERTRAND et al., 2014). Tendo em vista as atividades
biologicas evidenciadas em diversos estudos, produtos naturais podem ter papel importante
nessas interagdes, representando uma estratégia importante na sobrevivéncia dos individuos.

Assim sendo, essas interagdes sdo possivelmente necessdrias para ativar certas rotas
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metabolicas que ndo sdo vitais ao individuo (BERTRAND et al., 2014; SCHERLACH e
HERTWECK, 2009).

Quando duas ou mais linhagens microbianas dividem o mesmo micro-ambiente estas
podem competir por nutriente e espago, gerando um estresse no crescimento dos individuos.
Esta interacdo pode ser mediada por produtos naturais que, por exemplo, podem agir inibindo
o crescimento do competidor como forma de elimind-lo. Assim sendo, a presenc¢a de outros
organismos em um mesmo meio de cultivo (co-cultura) pode aumentar ou até mesmo ativar a
expressdo de CGBs que permanecem silenciosos quando a linhagem cresce em um ambiente
de baixo estresse como o seu respectivo cultivo puro, levando ao isolamento de diferentes
produtos naturais (BERTRAND et al., 2014; MARMANN et al., 2014; PETTIT, 2009; ZHU;
SANDIFORD; VAN WEZEL, 2014).

1.1. Interacoes interespecificas: o uso da co-cultura

Um recente estudo desenvolvido por TRAXLER e colaboradores (2013) evidenciou a
relevancia da utilizacdo de interagdes microbianas como ferramenta para acessar a capacidade
metabodlica de micro-organismos. Isto foi demostrado através do estudo metaboldmico por
nanoDESI e redes moleculares (molecular networking) da actinobactéria Streptomyces
coelicolor quando co-cultivada aos pares com outras linhagens. Apesar de S. coelicolor ja ter
sido vastamente estudada e ser bem caracterizada na literatura, TRAXLER ¢ colaboradores
mostraram que o seu co-cultivo com outras actinobactérias ¢ capaz de estimular a biossintese
de diversos compostos que ainda ndo haviam sido descritos para esta linhagem, como um grupo
de acil-desferroxaminas (figura 20), sendo que cada par apresentou compostos exclusivos
decorrentes da interagdo especifica, além de diversos outros compostos ainda nao descritos na
literatura (TRAXLER et al., 2013). Portanto, esse estudo mostra que mesmo linhagens ja
conhecidas e caracterizadas podem ser fonte de novos compostos através do uso de ferramentas
que sejam capazes de ativar rotas metabolicas silenciadas no cldssico cultivo simples,
evidenciando o potencial deste tipo de abordagem para o estudo de produtos naturais.

Outros exemplos de compostos obtidos utilizando esta metodologia sdo: alchivemicina
A (figura 20), composto antibacteriano e antifingico produzido pelo fungo Tsukamurella
pulmonis quando em co-cultura com Streptomyces lividans ou Streptomyces endus (ONAKA
et al., 2011); os compostos fumiformamida e N,N'- ((1Z,3Z)-1,4-bis(4-metoxifenil)buta-1,3-
dieno-2,3-dilil)di-formamida (figura 20), produzidos quando o fungo Aspergillus fumigatus ¢é
co-cultivado com Streptomyces peucetius (ZUCK; SHIPLEY; NEWMAN, 2011); e o

compostos N-demetilofiosetina, pallidorosetina A e pallidorosetina B (figura 20), produzidos
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quando o fungo Fusarium pallidoroseum ¢ co-cultivado com a actinobactéria

Saccharopolyspora erythrae (WHITT et al., 2014).
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Figura 20: Exemplos de compostos que foram isolados utilizando a técnica de co-cultura.

1.2. Taxon Actinobacteria e linhagens pouco exploradas: endofiticas e raras

O sucesso do estudo de produtos naturais, principalmente quando se busca por
bioatividade e novidade estrutural, depende em parte da escolha adequada dos organismos a
serem explorados. O taxon Actinobacteria ¢ conhecido por sua ampla capacidade metabolica
(GUNATILAKA, 2006), sendo responsavel por cerca da metade de todos os antibioticos ja

descobertos, como por exemplo a estreptomicina, tetraciclina e neomicina (BERDY, 2005;
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ZERIKLY e CHALLIS, 2009), representando, assim, uma importante fonte de produtos
naturais. Portanto, o estudo de linhagens de actinobactérias ainda pouco exploradas, como, por
exemplo, aquelas de origem endofitica e de géneros considerados raros, pode ser considerado

como promissor para o isolamento de novas substancias bioativas.

1.2.1. Actinobactérias endofiticas

Endofiticos podem ser definidos como micro-organismos simbiontes que passam toda
ou parte de sua vida colonizando tecidos da planta inter- ou intracelularmente de forma
harmoénica (SCHNEIDER; MISIEK; HOFFMEISTER, 2008). Nesta simbiose a planta oferece
nutrientes, protecao e substrato; os micro-organismos, por sua vez, apresentam um metabolismo
secunddrio diverso, podendo conferir protecdo contra patogenos e herbivoria, e até mesmo
influenciar no desenvolvimento, crescimento e produtividade de seu hospedeiro, aumentando,
assim, sua adaptabilidade e competitividade no meio ambiente (GUNATILAKA, 2006; GUO
et al., 2008; TAN e ZOU, 2001). Considerando esta hipdtese como verdadeira, espera-se que
ao longo da evolucdo haja uma selecdo para micro-organismos endofiticos que tenham uma
grande producdo de metabolitos secundarios biativos (SMANSKI; SCHLATTER; KINKEL,
2016), tornando este ambiente de grande interesse para produtos naturais com potencial
terapéutico.

De fato, estudos de micro-organismos endofiticos t€ém levado a caracterizacdo quimica
de um grande niimero de metabdlitos secundarios pertencentes a diversas classes, como por
exemplo, terpenoides, alcaloides, esteroides, flavonoides, lactonas, lignanas, fenilpropanoides,
entre outros, com diversas atividades bioldgicas: antibidticas, antitumoral, anti-viral,
antioxidantes, imunossupressores, anti-helminticos, inseticidas etc. (BRADER et al., 2014;
GUO et al., 2008; NEWMAN e CRAGG, 2015; STROBEL e DAISY, 2003; ZHANG; WEI,
TAN, 2015). Fungos endofiticos tém sido estudados mais frequentemente, entretanto, bactérias
endofiticas ainda permanecem pouco exploradas.

Alguns exemplos de compostos isolados de actinobactérias endofiticas sdo: o composto
antifungico saadamicina, produzido pela linhagem Streptomyces sp. Hedaya48 isolada de
Aplysina fistularis (EL-GENDY e EL-BONDKLY, 2010); o terpenoide com atividade
antibacteriana kandenol A (figura 21), produzido pela linhagem Streptomyces sp. HKI0595
isolada de Kandelia candel (DING et al., 2012); o composto com atividade antibacteriana
heraclemicina D (figura 21), produzido pela linhagem Streptomyces sp. Y3111 isolada de
Heracleum souliei (LIU et al., 2014); a antraciclina com atividade antibacteriana e citotoxica

misamicina (figura 21), produzida pela linhagem Streptomyces sp. YIM66403 (LI et al., 2015);
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e o composto com atividade antibacteriana e citotdxica 2,3-diidro-2,2-dimetil-4(1H)-
quinazolinona (figura 21), produzido pela linhagem Streptomyces sp. RLe 8 isolada de

Lychnophora ericoides (CONTI et al., 2016).
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Figura 21: Exemplos de compostos isolados de actinobactérias endofiticas.

1.2.2. Actinobactérias raras

Sao consideradas actinobactérias raras aquelas de géneros diferentes de Streptomyces,
que possuem frequéncias menores de isolamento quando utilizadas metodologias classicas
(TTWARI e GUPTA, 2013). Alguns exemplos sdo os géneros Actinoplanes, Amycolatopsis,
Actinomadura, Kutzneria e Krasilnikovia. Estudos de actinobactérias raras também tém levado
a caracterizacdo quimica e bioldgica de varios metabdlitos bioativos de diversas classes.

Exemplos e mais detalhes sobre este grupo estdo presentes no capitulo 3 desta tese.

2. Objetivos
Analisar a diversidade e possiveis relagdes ecologicas presentes na comunidade de

actinobactérias endofiticas da raiz da planta medicinal Tithonia diversifolia. Estudar ambientes
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pouco explorados como fontes produtos naturais bioativos: actinobactéria endofiticas e raras.
Testar interagdes microbianas como metodologia para alteragdo do metabolismo de
actinobactérias. Descrever sob aspectos quimicos e bioldgicos a interagdo que se mostrar mais

interessante e promissora em relacdo a biossintese de compostos antibacterianos.

3. Material e Métodos
3.1. Linhagens microbianas:

Foram estudadas 27 linhagens de actinobactérias endofiticas isoladas da raiz de Tithonia
diversifolia pertencentes a colecdo de micro-organismos do Laboratorio de Quimica de Micro-
organismos (LQMo) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP. Foram
também usadas trinta e oito linhagens de actinobactérias raras de solo (envolvendo géneros
como Krasilnikovia, Asanoa e Actinoplanes, dentre outros) e seis linhagens de actinobactérias
com genoma completamente sequenciado pertencentes a colecdo de micro-organismos do
laboratério do Dr. Roberto Kolter (Harvard Medical School): Amycolatopsis sp. AA4,
Streptomyces  coelicolor, Streptomyces albus, Streptomyces sp. El4, Streptomyces
viridochromogenes, Streptomyces sp. SPB78. Para indicagdo de bioatividade foram utilizadas
duas bactérias Gram-negativas: Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas syringae pv
syringae B728a, duas bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Bacillus
subtilis ATCC 6051, e uma levedura: Candida albicans MY A-2876.

3.2. Meios de cultura utilizados
Foram utilizados os meios de cultura:

1) ISP2-liquido: 10 g extrato de malte, 4 g dextrose, 4 g extrato de levedura para 1 L de 4gua Milli-
Q;

2) ISP2-sélido: ISP2 liquido adicionado de 1,8% de agar bacteriologico;

3) TSB0,5x: 15 g de caldo triptico de soja para 1 L de dgua Milli-Q;

4) TSA 0,5x: TSB 0,5x adicionado de 0,9% de agar bacteriol6gico;

5) LB-liquidor: 25 g de LB (Himedia") em 1 L de 4gua Milli-Q,

6) LB-soft-agar: 25 gde LB (Himedia™) em 1 L de dgua Milli-Q, 0,7 % agar bacterioldgico;

7) MO9: para 1 L de agua Milli-Q: 6,78 g de Na,HPO,.7 H,0, 3 g de KH,PO,4, 0,5 gde NaCl, 1 g
de NH4CI; apds autoclavar adicionar: 4 g de dextrose, 2 mL de solugdo 1M MgSO,, 100 uL de
solucdo 1M de CaCl,, 1 mg de FeSO, .7 H,0O, 1 mg de MnCl, .4 H,0, 1 mg de ZnSO, .7 H,0;

8) ISP4-modificado: para 1 L de meio de cultura: 1 g de K,HPO,, 1 g de NaCl, 2 g de (NH4),SOu,
2 g de CaCOs; apds autoclavar adicionar: 10 g de dextrose, 1 g de MgSO,, 100 puL de solugdo
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IM de CaCl,, 1 mg de FeSO,4 .7 H,0, 1 mg de MnCl, .4 H,O, 1 mg de ZnSO, .7 H,O 10 g de
dextrose.

9) R2YE+Fe-liquido: 103 g sacarose; 0,25 g K,SOy; 10,12 g MgCl, .6 H,O; 10 g glicose; 0,1 g
casaminoacidos; 5 g extrato de levedura, 800 mL agua Milli-Q. Depois de autoclavar adicionar:
10 mL KH,PO4 0,5 %; 80 mL CaCl, .2 H,0 3,68 %; 15 mL L-prolina 20 %; 100 mL TES 5,73
%, pH 7,2; 2 mL de solugdo de elementos traco sem ferro; 5 mL NaOH 1 M; 1,5 mM FeCl; .6
H,0), ambos liquido e solido.

10) R2YE+Fe-so6lido: R2YE+Fe liquido adicionado de 2,2% de agar bacteriolégico.

3.3. Identificacido das linhagens endofiticas e distincia filogenética entre elas

A identificacado foi feita por sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. A extra¢do do
DNA genomico foi feita utilizando o kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen), de acordo com o
protocolo do fabricante. O DNA genomico foi submetido a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) para amplifica¢do da regido de interesse utilizando o conjunto de primers 1492R (5°-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") e 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’). O produto
de PCR foi purificado utilizando o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) de acordo com o
protocolo do fabricante. Este foi enviado para sequenciamento utilizando o primer 27F, e a
sequéncia obtida analisada utilizando os bancos de dados GenBank (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov) (ALTSCHUL et al, 1997) e EzTaxon-e (http://ez-taxon-
e.ezbiocloud.net/ezt_identify) (KIM et al., 2012).

Para andlise da distancia evolutiva entre as linhagens as sequéncias génicas obtidas
foram primeiramente alinhadas utilizando o sofiware BioEdit v7.1.3 (HALL, 1999). A arvore
filogenética foi construida utilizando o software MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013). Foram
utilizadas as sequéncias obtidas no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA das linhagens
endofiticas e as sequéncias mais similares a estas encontradas nos bancos de dados GenBank e
EzTaxon-e, e Pseudomonas aeruginosa (KX548262) como grupo externo. A arvore foi
construida utilizando o método de Maximum Likelihoood baseado no modelo Jukes-Cantor com
distribuicdo discreta Gamma permitindo alguns sites serem evolutivamente irrelevantes

(método JC+G+I), e bootstrap de 1000 repeticdes.

3.4. Condicoes de cultivo
3.4.1. Cultivo em meio solido
As linhagens foram plaqueadas isoladamente e aos pares (1 pL. do estoque de esporos

em glicerol), utilizando meio ISP2, R2YE+ferro, TSA 0,5x em placas de 12 pogos. Quando aos
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pares, as linhagens foram aplicadas a 1 cm de distancia entre si. As placas foram incubadas por
sete dias a 30 °C. Pares realizados: 1) todos possiveis entre as linhagens endofiticas, 2)
actinobactérias raras versus seis actinobactérias que possuem seu genoma completamente
sequenciado (Streptomyces albus, Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces sp. E14,
Streptomyces sp. SPB78, Amycolatopsis sp. AA4, Streptomyces coelicolor). O total de
combinacdes foi de 418 (190 entre linhagens endofiticas e 228 entre actinobactérias raras e

actinobactérias com genoma sequenciado).

3.4.2. Cultivo liquido e analise do filtrado

As interacdes selecionadas foram cultivadas em meio liquido para testar se a mesma
atividade seria observada. Inicialmente foi feito cultivo em pequena escala (10 mL), testando-
se diferentes metodologias. Apos o tempo de cultivo as culturas foram filtradas para obtengao
do meio de cultura livre de células para posterior teste de bioatividade do filtrado de acordo
com a atividade originalmente observada. As condi¢des que apresentaram boa atividade foram

ampliadas para estudos posteriores.

3.5. Analises de atividade antibacteriana
3.5.1. Analise direta em cultivo solido

Ap0s sete dias de cultivo as culturas foram cobertas com uma camada de LB soff-agar
inoculado com cultura de Staphylococcus aureus (1:500), Pseudomonas syringae (1:400),
Escherichia coli (1:1000), Bacillus subtilis (1:1000), Candida albicans (1:1000) ou
Amycolatopsis sp. AA4 (1:500) (cultura em meio liquido, 16 h, 30 °C, 230 rpm) para a andlise
de bioatividade decorrente do co-cultivo. Apdés o tempo de incubagdo, as placas foram
analisadas em busca de halos de inibicdo que s3o observados apenas quando a linhagem ¢

cultivada com outra linhagem.

3.5.2. Extracio e analise do cultivo em meio so6lido

A zona de inibigdo foi cortada da placa de cultivo, macerada e extraida utilizando ou
metanol ou acetato de etila (agitando por 3 h, 130 rpm). O solvente organico foi filtrado e seco
para obtencao do extrato bruto. O extrato foi re-solubilizado em metanol:dgua (1:3) para testes

de verificagdo da atividade antibacteriana.
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3.5.3. Extracao e analise do cultivo em meio liquido

O cultivo liquido das linhagens endofiticas (15 mL) foi extraido com 2 volumes de
acetato de etila, que foi evaporado para obtencdo do extrato bruto. Este foi solubilizado em 15
pL de DMSO, e 1 pL foi adicionado a 9 uL de 4gua e aplicado sobre uma camada de soft-agar
contendo o organismo bioindicador (ensaio de spot-on-lawn). A placa foi entdo incubada por

16 h a 30 °C e analisada em busca de halos de inibigao.

3.6. Analises do perfil quimico das amostras e isolamento do composto bioativo

Foi realizado fracionamento guiado por atividade bioldgica. Os extratos dos cultivos
que exibiram a atividade esperada foram fracionados através de diversas metodologias na
tentativa de purificagcdo: extragdo em fase solida, cromatografia em coluna classica e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Foram utilizados cartuchos de extra¢io em fase solida: Cis (Waters”™), tC2 (Waters”™),
Accell Plus CM (Waters), DSC-NH2 (Supelco®™) e HILIC (Chromabond®). Também foram
utilizadas resinas XAD-4 e XAD-16.

Na cromatografia em coluna cldssica foi utilizada resina de exclusdo molecular
Sephadex G-25. Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram utilizadas colunas
analiticas, semi-preparativas e preparativa. Detectores utilizados: luz UV, ligth-scattering
(ELSD) e de indice de refracdo (RID). Colunas utilizadas: colunas analiticas C6-Fenil
(Ascentis”, 250 x 10 mm, 2,7 pm) e HILIC-Diol (Phenomenex” 250 x 10 mm, 3 um), colunas
semi-preparativas C6-Fenil e HILIC-Diol (Phenomenex® 250 x 10 mm, 5 pm), e coluna
preparativa Shodex Asahipak GS-310 20G (500 x 20 mm). Foram utilizados ACN ou MeOH

como fase movel em sistema binario com agua.

3.7. Imageamento por espectrometria de massas (MALDI-TOF)

As linhagens foram cultivadas em meio s6lido isoladamente e aos pares por seis dias
(30 °C). Para o imageamento destas colonias bacterianas foi utilizado o protocolo descrito por
YANG e colaboradores (2012). Resumidamente, as regides de interesse foram cortadas e
dispostas em uma placa de ago (MSP 96 farget ground steel BC, Bruker Daltonics), e cobertas
com uma matriz composta de 1:1 acido 2,5-diidroxibenzoéico (DHB) e &cido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA) (Universal MALDI Matrix, Sigma-Aldrich) Apds incubacdo de 16
horas a 37 °C para desidratacdo da amostra, a placa foi inserida no equipamento para andlise
utilizando os softwares FlexControl 3.0 e FlexImaging 3.0 (Bruker Daltonics) (YANG et al.,
2012). Para calibracdo do equipamento foi utilizado Peptide Calibration Standard (Bruker
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Daltonics). Foram realizadas analises em modo positivo e negativo, na faixa de m/z entre 200
e 3000. Estas analises foram realizadas no laboratdrio do Dr. Pieter Dorrestein (University of

California, San Diego).

3.8. Analise direta das colonias em placa utilizando espectrometria de massas com fonte
de ionizac¢do do tipo nanoDESI e analise dos dados gerados

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas diretamente da placa de
cultivo, utilizando a fonte de ionizagdo nanoDESI (ND-MS). Apds o respectivo tempo de
cultivo, as placas foram colocadas no equipamento de ND-MS e sua posi¢do foi ajustada
manualmente para inicio das andlises. Foram obtidos diversos espectros (MS e MS/MS para os
ions mais abundantes) em diferentes posi¢des da coldnia e seus arredores. Foram feitas analises
das culturas simples e aos pares para realizar a caracteriza¢do da influéncia que uma linhagem
exerce sobre o perfil metabolico da outra. Estas andlises foram realizadas no laboratério do Dr.
Pieter Dorrestein (University of California, San Diego).

As centenas de espectros gerados foram analisados através de uma metodologia
computacional descrita por WATROUS e colaboradores (2012). Brevemente, os espectros
foram submetidos a uma série de comandos computacionais que os compila de acordo com sua
similaridade, gerando espectros consenso. Esses espectros compilados foram entdo submetidos
a comandos no software MATLAB que os compara e gera ligacdes entre grupos de espectros
consenso semelhantes (considerando o padrao de fragmentagdo e massa do ion precursor dos
respectivos espectros de MS/MS), gerando ao final uma rede molecular que ¢ visualizada
através do software Cytoscape. O grafico gerado demonstra os resultados na forma de uma rede
de moléculas que representa o perfil quimico da amostra analisada (WATROUS et al., 2012).
Esta metodologia ¢ automatizada e esta disponivel online através da plataforma Global Natural

Products Social molecular networking (GNPS) (https://gnps.ucsd.edu/).

4. Resultados e Discussio
4.1. Linhagens endofiticas
4.1.1. Identificacio das linhagens

As sequéncias obtidas no sequenciamento do gene 16S rRNA foram analisadas em dois
bancos de dados disponiveis online: GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) e EzTaxon-e
(http://ez- taxon-e.ezbiocloud.net/ezt identify). As linhagens mais similares em cada banco de

dados, juntamente com a porcentagem de similaridade com as linhagens em estudo (codigo
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RTd) podem ser vistas da tabela 1. Esta tabela também indica de qual individuo cada linhagem

foi isolada (planta 1 = P1, planta 2 = P2, planta 4 = P4 e planta 5 = P5).

Tabela 1: Linhagens pertencentes aos bancos de dados GenBank e EzTaxon-e que apresentaram maior
similaridade (representada em porcentagem) com as linhagens endofiticas isoladas de Tithonia
diversifolia utilizadas neste estudo (codigo RTd).

Tamanho
Hospedeiro  Linhagem do read GenBank % EzTaxon-e %
analisado (pb)
Strep tgmy ces Streptomyces
P2 RTd 1 155 cai‘;gle Z?ZSP 97 neopeptinius 97
(NR _043492) (EU258679)
Streptomyces Streptomyces
P2 RTd 2 147 chartreusis 97 chartreusis 97
(NR 041216) (AB184839)
Streptomyces Streptomyces
P1 RTd 4 957 arenae 99 arenae 99
(NR 112609) (AB249977)
Streptomyces Streptomyces
P1 RTd S 623 shaanxiensis 98 shaanxiensis 99
(NR 116681) (FJ465151)
Streptomyces Streptomyces
P1 RTd 7 173 shaanxiensis 88  kebangsaanensis 90
(NR 116681) (HM449824)
Streptomyces Streptomyces
P1 RTd 8 1033 ciscaucasicus 98 shaanxiensis 99
(NR 041085) (FJ465151)
Streptomyces Streptomyces
P1 RTd 9 871 arenae strain 99 arenae 99
(NR 112609) (AB249977)
Streptomyces Streptomyces
P1 RTd 10 911 shaanxiensis 97 shaanxiensis 98
(NR 116681) (FJ465151)
Streptomyces Streptomyces
P1 RTd 11 895 malachitospinus 99  malachitospinus 99
(NR 041423) (AB249954)
Streptomyces Streptomyces
P1 RTd 12 882 aureofaciens 95 aburaviensis 97
(NR 119261) (AY999779)
Streptomyces Streptomyces
P1 RTd 13 835 shaanxiensis 98 shaanxiensis 99
(NR _116681) (FJ465151)
Streptomyces Streptomyces
P1 RTd 14 792 bottropensis 98 bottropensis 99
(NR _115571) (KB911681)
Streptomyces Streptomyces
P2 RTd 15 775 bottropensis 98 bottropensis 99
(NR 115571) (KB911681)
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Streptomyces Streptomyces

P4 RTd 16 808 shaanxiensis 99 shaanxiensis 99
(NR 116681) (FJ465151)
Streptomyces Streptomyces

P4 RTd 17 955 cyaneofuscatus 95 pratensis 98
(NR 115383) (JQ806215)
Streptomyces Streptomyces

P4 RTd 18 774 cyaneofuscatus 96 pratensis 99
(NR _115383) (JQ806215)
Streptomyces Streptomyces

P4 RTd 19 804 lincolnensis 97 lincolnensis 99
(NR 041104) (X79854)
Streptomyces Streptomyces

P4 RTd 22 774 ramulosus 95 ramulosus 98
(NR 043503) (DQ026662)
Streptomyces Streptomyces

P4 RTd 23 848 shaanxiensis 97 shaanxiensis 98
(NR 116681) (FJ465151)
Streptomyces Streptomyces

P4 RTd 24 374 pratensis 97 pratensis 99
(NR 125621) (JQ806215)
Streptomyces Streptomyces

P4 RTd 25 881 shaanxiensis 98 shaanxiensis 98
(NR 116681) (FJ465151)
Streptomyces Streptomyces

P5 RTd 26 852 shaanxiensis 98 shaanxiensis 99
(NR 116681) (FJ465151)
Streptomyces Streptomyces

P5 RTd 27 767 shaanxiensis 96 shaanxiensis 98
(NR 116681) (FJ465151)
Streptomyces Streptomyces

P5 RTd 28 813 shaanxiensis 98 shaanxiensis 99
(NR 116681) (FJ465151)

P5 RTd 29 100 nada - nada -
Streptomyces Streptomyces

P5 RTd 30 190 shaanxiensis 90 shaanxiensis 97
(NR 116681) (FJ465151)
Streptomyces Streptomyces

P5 RTd 31 830 neyagawaensis 97 ossamyceticus 99
(NR 112498) (IN566029)

Como pode ser visto, todas linhagens sdo pertencentes ao género Streptomyces;
entretanto, estudos mais especificos de fendtipo e outros genes sdo necessarios para chegar a
uma conclusdo mais precisa a respeito da espécie. Portanto, todas essas linhagens devem ser
identificadas como Streptomyces sp. seguido do cddigo da linhagem (exemplo: Streptomyces

sp. RTd 1). A unica excegdo ¢ a linhagem RTd 29, pois o sequenciamento do DNA obtido ndo
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ficou bom, apresentando apenas 100 pb, o que ndo permitiu sua identificagdo. Entretanto, esta
linhagem ¢ morfologicamente muito semelhante as linhagens que foram identificadas como
sendo Streptomyces shaanxiensis, portanto, provavelmente esta linhagem também pertence ao
género Streptomyces.

Nota-se que varias linhagens (44,4%) foram mais similares a espécie Streptomyces
shaanxiensis. Portanto, pode-se inferir que linhagens desta espécie possam ter alguma
importancia ecologica/evolutiva para a planta hospedeira (7. diversifolia), ou talvez tenha
vantagem ao colonizar as raizes da planta em questdo. Buscas na literatura mostraram que de
fato esta linhagem esta relacionada a efeitos positivos em rizosferas. Esta espécie foi descrita
em 2012 e recebeu este nome por ter sido isolada de solo da cidade de Shaanxi (China) (LIN et
al., 2012). Uma pesquisa realizada em 2013 por Lopes e colaboradores demonstrou a
dominancia desta linhagem em microbiotas de solo capazes de biodegradar molinato, um
tiocarbamato utilizado como herbicida (LOPES et al., 2013). Esta linhagem também foi isolada
do solo da rizosfera de banana, tendo sido destacada como tendo alta capacidade de
solubilizagdo de potassio (YUFENG et al., 2015). Micro-organismos capazes de solubilizar
potéssio sdo de grande relevancia na rizosfera por aumentar a disponibilidade deste nutriente
para a planta, causando, portanto, efeitos positivos em seu crescimento (MEENA; MAURYA;
VERMA, 2014).

As sequéncias génicas obtidas para cada linhagem endofitica, bem como as sequéncias
mais similares depositadas nos bancos de dados acessados foram utilizadas para montar a arvore
filogenética para analisar a distdncia evolutiva entre as linhagens em estudo (figura 21). A
arvore obtida corrobora as similaridades fenotipicas observadas bem como a andlise por
similaridade nos bancos de dados acessados. Pode-se observar proximidade entre certas
linhagens, como por exemplo: RTd 17, 18 € 24; RTd 5,10 e 13; RTd 4 ¢ 9; RTd 14 e 15; e RTd
2 e 11, sendo que na maioria dos casos essa proximidade também ¢ corroborada por
similaridade fenotipica entre essas linhagens. Dentre todas as linhagens, a RTd 19 foi a unica

que ndo apresentou grande proximidade com alguma outra linhagem endofitica.
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Figura 22: Arvore filogenética construida com as sequéncias obtidas no sequenciamento parcial do
gene 16S rRNA das linhagens endofiticas e com as sequéncias mais similares encontradas nos bancos
de dados GenBank e EzTaxon-e, utilizando Pseudomonas aeruginosa (KX548262) como grupo externo.
A arvore foi construida utilizando o método de Maximum Likelihoood baseado no modelo Jukes-Cantor
com distribui¢do discreta Gamma permitindo alguns sites serem evolutivamente irrelevantes (método
JC+G+I). Valores de bootstrap (com 1000 analises) acima de 50% estdo listados na arvore.
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4.1.2. Potencial antimicrobiano das linhagens em estudo

Visando conhecer melhor as linhagens endofiticas foram realizadas triagens qualitativas
de atividade antimicrobiana (contra levedura, bactérias Gram-negativas e Gram-positivas) das
linhagens. Para isso, utilizou-se o meio de cultura mais comum para Streptomyces, o ISP2, e
foram feitos testes em meio de cultivo liquido e solido para acessar de maneira mais abrangente
o potencial de cada linhagem. Os cultivos liquidos foram extraidos com acetato de etila e extrato
bruto obtido foi submetido ao ensaio. No caso do cultivo em meio solido as colonias foram
ensaiadas diretamente quanto a produ¢do de compostos bioativos, sem passar por etapa de
extra¢ao de metabolitos. Ambos cultivos foram testados contra S. aureus, B. subtilis, E. coli, P.
syringae e C. albicans.

Os resultados obtidos (tabela 2) mostram que de fato micro-organismos endofiticos sdo
boas fontes de produtos naturais bioativos, ja que 85,2% das linhagens exibiram atividade
contra pelo menos uma das linhagens microbianas testadas em pelo menos uma condicao de
cultivo. Apenas as linhagens RTd 4, RTd 5, RTd 7 e RTd 12 ndo apresentaram nenhuma
atividade em nenhuma condicao testada.

Foi observada maior atividade contra bactérias Gram-negativas. E importante ressaltar
que P. syringae pode trazer ao ensaio um contexto ecoldgico com relagdo a simbiose com a
planta hospedeira. P. syringae ¢ uma bactéria Gram-negativa amplamente estudada como um
fitopatogeno de diversas espécies de plantas, causando diversos sintomas (FEIL et al., 2005;
O'BRIEN e WRIGHT, 2011). Curiosamente, esta foi a linhagem que foi mais inibida pelas
linhagens endofiticas: 70,4% das linhagens inibiram P. syringae em pelo menos uma condi¢do

de cultivo.
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Tabela 2: Atividade antimicrobiana das linhagens endofiticas cultivadas em meio ISP2 liquido e s6lido.
ISP2

Linhagem Liquido Sélido
B.S. S.A. E.C. PS. CA. B.S. S.A. E.C. PS. CA.

RTd 1 +
RTd 2 + +
RTd 4
RTd 5
RTd 7
RTd 8 + + + + + +
RTd 9 + + +
RTd 10 + + + + +
RTd 11 + +
RTd 12
RTd 13 +
RTd 14 + +
RTd 15 +
RTd 16 + + + +
RTd 17
RTd 18 +
RTd 19
RTd 22 + + +
RTd 23 + + +
RTd 24 + + + + +
RTd 25
RTd 26
RTd 27
RTd 28
RTd 29
RTd 30
RTd 31 + + + +

% 22,2 40,7 444 259 18,5 37,0 37,0 40,7 55,5 74

[+ ]+

|+ |+ |+
|+ |+ |+
[+ |+ ]+ |+
|+ |+ [+ ]+ |+

S.A.: Staphylococcus aureus ATCC 6538; B.S.: Bacillus subtilis ATCC 6051; E. coli ATCC 25922;
P.S.: Pseudomonas syringae pv syringae; C.A.: Candida albicans MY A-2876.

+: linhagem apresentou atividade.

%: porcentagem de linhagens que apresentaram atividade.

4.1.3. Ensaio fenotipico das co-culturas entre linhagens endofiticas
Para realizacdo deste ensaio foi escolhido um meio rico em nutrientes, o R2YE+Fe, para

eliminar a0 méximo a competicao passiva por influéncia da deple¢@o de nutrientes no fendtipo
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analisado (competi¢do exploradora) e tentar atribuir o resultado obtido a competi¢ao ativa entre
as linhagens devido a interagdes quimicas entre as estas através da producdo de compostos
antimicrobianos (competi¢ao por interferéncia) (GHOUL e MITRI, 2016). Foram selecionadas
20 linhagens para realizagdo desses ensaios de acordo com uma desreplicacdo fenotipica
realizada em diversos meios de cultura.

Houve um grande niamero de casos de inibi¢do no crescimento das colonias, e algumas
interagdes também inibiram ou estimularam o crescimento de hifas aéreas. As figuras 23 e 24
mostram estes dados. As linhagens exibiram alta taxa de intera¢do, sendo a maioria delas
negativas para o desenvolvimento da linhagem pareada. Observou-se que 85% das linhagens
sdo capazes de inibir o crescimento de 95% das linhagens, enquanto 35% das linhagens sdo
capazes de inibir o desenvolvimento de hifas aéreas de 35% das linhagens. No caso de interacdo
positiva, apenas 15% das linhagens teve seu desenvolvimento de hifas aéreas estimulado por
25% das linhagens. Isto pode ser um indicativo que em de seu hospedeiro original possa haver
algum controle populacional, o que talvez seja importante para manter o equilibrio da relacdo

positiva entre o hospedeiro e os organismos endofiticos.
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Figura 23: Interacdes entre as diversas linhagens de actinobactérias endofiticas. Quadrados vermelhos
indicam que houve inibi¢do do crescimento da colonia.

Algumas linhagens tiveram uma resposta mais constante diante dos diversos
pareamentos. Por exemplo, as linhagens RTd 1 e RTd 19 tiveram seu crescimento inibido por
diversas linhagens (alguns exemplos podem ser vistos na figura 25). A linhagem RTd 4, por
sua vez, inibiu o crescimento e formag¢ao de hifas aéreas de varias linhagens (alguns exemplos
podem ser vistos na figura 26). A linhagem RTd 11 também inibiu o crescimento de diversas
linhagens e também foi capaz de estimular o crescimento de hifas aéreas em algumas linhagens
e inibir em outras, como ilustrado na figura 27 (no caso dos exemplos aqui mostrados, as hifas
aéreas sdo brancas). J4 as linhagens RTd 12, RTd 15, RTd 19 e RTd 31 ndo inibiram nenhuma
linhagem.
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Resposta

Figura 24: Interacdes entre as diversas linhagens de actinobactérias endofiticas. Quadrados vermelhos
indicam que houve inibi¢do do crescimento de hifas aéreas da colénia. Quadrados verdes indicam que
houve inducao do crescimento de hifas aéreas da colonia.

1 =RTd 1). As linhagens RTd 1 e RTd 19 tém seu crescimento inibido por varias outras linhagens.
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Figura 26: Interagdes entre linhagens endofiticas. Os nimeros se referem ao codigo das linhagens (ex:
4=RTd4). A linhagem RTd 4 inibe o crescimento e formacao de hifas aéreas de varias outras linhagens.

Figura 27: Interagdes entre linhagens endofiticas. Os nimeros se referem ao codigo das linhagens (ex:
11 =RTd 11). A linhagem RTd 11 estimula o crescimento de hifas aéreas nas linhagens RTd 7 e RTd
23, mas inibe o crescimento destas na linhagem RTd 15.

Esses dados sdo interessantes pois, além de indicarem uma possivel relacdo ecologica
entre as linhagens, ainda permitem a inferéncia de que os pares estdo de fato tendo seu
metabolismo alterado devido ao co-cultivo. Em especial quando a interacdo interfere no

crescimento de hifas aéreas, pois isto pode ser considerado como uma alteragdao no metabolismo
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secundario, tendo em vista que a regulacdo deste estad relacionada a regulagdo do
desenvolvimento de hifas aéreas (ambos os casos sdo controlados pelo regulador global DasR)
(RIGALI 2008). Além disso, a condi¢do de estresse de inibi¢do de crescimento pode ser
considerada como um desafio ambiental para o organismo, podendo levar a ativagdo de CGBs
silenciados sob condi¢des 6timas de cultivo. Portanto, os dados obtidos corroboram a hipdtese

de que interagdes microbianas influenciam no metabolismo das linhagens em co-cultura.

4.1.4. Ensaios antibacterianos

Tendo em vista a grande taxa de inibicdo observada entre as linhagens endofiticas,
suspeitou-se que a maioria das linhagens ja estivessem produzindo intrinsicamente antibidticos
contra bactérias Gram-positivas no meio utilizado (e por isso estariam inibindo as demais
linhagens, que sao todas Streptomyces), sem precisar de um estimulo proveniente da co-cultura.
Para avaliar isto, as linhagens foram triadas em cultivo puro em R2YE+Fe para atividade contra
S. aureus, por ser também uma bactéria Gram-positiva.

A tabela 3 mostra os resultados deste ensaio, juntamente com o resultado do ensaio
contra S. aureus das co-culturas, mostrando para estas apenas os casos em que houve indugdo
na produgdo de antibidticos. Esta tabela também mostra o numero de linhagens endofiticas que
cada uma das linhagens inibiu o crescimento quando em co-cultura. Como pode ser visto,
apenas 20% das linhagens apresentou atividade contra S. aureus, sendo que 85% das linhagens
foi capaz de inibir o crescimento de outra linhagem endofitica. A partir desta observagdo pode-
se inferir que os antibidticos que inibem o crescimento do par em co-cultura ndo seriam de
amplo espectro, mas sim especificos contra Streptomyces, revelando uma interacdo mais intima
entre as linhagens endofiticas, corroborando um status simbiodtico entre estas linhagens. E
valido salientar que a grande maioria dos fitopatogenos Gram-positivos descritos sdo do taxon
Actinobacteria, portanto esse resultado mostra também um potencial destas linhagens na

protecdo de seu hospedeiro (FRANCIS; HOLSTERS; VEREECKE, 2010).
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Tabela 3: Atividade contra S. aureus dos cultivos puros e co-cultivo das linhagens endofiticas
selecionadas em meio R2YE+Fe. A tabela também mostra o numero de linhagens endofiticas que cada
linhagem foi capaz que inibir quando em co-cultivo.

Atividade contra S. aureus Nimero de linhagens
endofiticas inibidas em co-
Linhagem Cultura pura Co-cultura* cultura
RTd 1 7
RTd 2 9
RTd 4 induzida (3) 15
RTd 5 2
RTd 7 2
RTd 8 induzida (1) 2
RTd 11 + 18
RTd 12 0
RTd 14 induzida (6) 2
RTd 15 induzida (1) 2
RTd 16 2
RTd 17 + 9
RTd 18 + 6
RTd 19 induzida (6) 0
RTd 22 + 8
RTd 23 1
RTd 26 2
RTd 27 2
RTd 30 2
RTd 31 0

* nameros em parénteses indicam quantas linhagens foram capazes de induzir a atividade observada.
+: linhagem apresentou atividade.

Os co-cultivos também foram triados em busca de pares que estimulassem atividade
inibitéria contra P. syringae. Alguns pares exibiram nova atividade antibidtica devido a co-
cultura, e foram também observados diversos casos em que a interagdo entre linhagens
endofiticas aumentou consideravelmente o tamanho do halo de inibi¢do (exemplo mostrado na
figura 28). Este ¢ um dado interessante ja que P. syringae ¢ descrita como fitopatdogeno para
algumas plantas (O'BRIEN e WRIGHT, 2011), podendo, portanto, ter alguma importancia

ecoldgica para este fendmeno observado.
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Figura 28: Exemplo de interagdo em que o halo de inibi¢do contra P. syringae ¢ aumentado devido a
presenca de outra linhagem (A) e o controle negativo deste experimento (B). Os cortes no agar foram
feitos para evitar a interagdo entre coldonias como controle negativo para o fendmeno observado.

Para esta abordagem de co-cultura foram encontradas dificuldades com relacdo a
reprodutibilidade dos resultados. Provavelmente a falta de reprodutibilidade dos resultados
observada ¢ devida ao fato do meio de cultura utilizado ser complexo (R2YE+Fe tem muitos
componentes), o que gera muita variabilidade durante seu preparo. Apos diferentes repeticdes
em diferentes meios de cultura de cada uma das interagdes que estimulam uma nova
bioatividade, foi escolhida uma interacdo que apresentou reprodutibilidade do resultado:

Streptomyces sp. RTd 5 x Streptomyces sp. RTd 8.

4.1.5. Interacao entre as linhagens Streptomyces sp. RTd 5 e Streptomyces sp. RTd 8
Essa interagdo foi escolhida devido ao fato de a) RTd 5 estimular atividade inibitéria
contra S. aureus em RTd 8, b) RTd 5 inibir a producao de um pigmento escuro em RTd 8, ¢)

RTd 8 inibir o crescimento da linhagem RTd 5 (Figura 29, 30).
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Figura 29: Cultivos simples e co-cultura das linhagens Streptomyces sp. RTd 5 e Streptomyces sp. RTd
8 (R2YE+Fe, 30 °C, 8 dias). As trés culturas foram sobrepostas no sétimo dia com uma camada de meio
LB soft-agar contendo S. aureus.

Figura 30: Co-cultura das linhagens Streptomyces sp. RTd 5 e Streptomyces sp. RTd 8 (R2YE+Fe, 30
°C, 7 dias). O agar foi cortado para evitar interagdo entre as colonias como controle negativo para o
fenomeno observado. Pode-se notar a influéncia da presenca da linhagem Streptomyces sp. RTd 5 na
producdo de pigmento escuro pela linhagem Streptomyces sp. RTd 8.

Inicialmente foram testadas algumas metodologias na tentativa de obter o composto
com atividade antibidtica em meio liquido: inoculando ambas linhagens ao mesmo tempo,
adicionando esporos da linhagem indutora ao cultivo da linhagem induzida, adicionando
diferentes concentracdes do sobrenadante da cultura da linhagem indutora no cultivo da
linhagem induzida. Como ndo foi obtido sucesso nessa abordagem, testou-se a extracdo do
composto bioativo da cultura em meio sélido, entretanto ndo foi obtido sucesso novamente.
Provavelmente a metodologia utilizada ndo foi adequada para isolar o composto bioativo.
Apesar de ndo ter sido possivel identificar o composto bioativo induzido em co-cultura, o fato
de haver inducdo deste composto, bem como a produ¢do diferenciada de pigmentos por uma
das linhagens corrobora mais uma vez a influéncia do co-cultivo no metabolismo secundario

microbiano.



63

Na tentativa de identificar o composto induzido sem passar pela etapa de purificagdo,
foi realizada uma analise metabolomica desta interag@o por espectrometria de massas utilizando
fonte de ionizag@o do tipo nanoDESI com posterior constru¢ao de uma rede molecular baseada
nos espectros de MS/MS obtidos (figura 31). Esta fonte de ionizagdo permite andlise direta das
interacdes ainda em placa de cultura, o que possibilita ter uma visdo global e rapida da alteracdo

do metabolismo secundario devido a interagao.

Figura 31: Rede molecular construida com dados obtidos da analise por nanoDESI das linhagens
selecionadas cultivadas de maneira simples e pareadas (R2YE+Fe, 30 °C, 5 dias). Verde: exclusivo RTd
5 e inibido em co-cultura; Azul: exclusivo RTd 8 e inibido em co-cultura; Roxo: produzido por ambas
linhagens; Vermelho: exclusivo RTd 5 e 8 em co-cultura; Rosa: produzido tanto em cultivo puro quanto
em co-cultivo. Tamanho dos nodos (clusters) refletem o ntiimero de espectros adquiridos para o
composto em questao.

A interagdo entre Streptomyces sp. RTd 5 e Streptomyces sp. RTd 8 foi entdo analisada
diretamente em placa de Petri apds cinco dias de cultivo em meio R2YE+Fe. Os espectros de
massas coletados foram analisados e compilados utilizando a plataforma GNPS a fim de gerar
a rede molecular observada na figura 31. Nodos (clusters) em cinza representam compostos
que compdem o meio de cultura utilizado apresentando grande prevaléncia na analise realizada,

evidenciando a complexidade deste meio de cultura. Demais nodos coloridos representam
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compostos produzidos pelas bactérias. Redes que interligam o meio de cultura aos compostos
microbianos podem indicar compostos metabolizados parcialmente pelos micro-organismos,
ou que os compostos microbianos em questdo apresentam similaridades com os compostos do
meio de cultura, como por exemplo compostos que apresentam cadeias glicosiladas.

De todos os compostos induzidos em co-cultura (nodos em vermelho) apenas um deles
foi detectado em duplicata, sendo este, portanto, um candidato ao composto antibidtico
induzido. Foi realizada uma busca manual do ion de m/z 285,94 referente a este composto
utilizando os bancos de dados online Dictionary of Natural Products

(http://dnp.chemnetbase.com) e o software Antibase, mas nenhum composto encontrado foi

compativel com o espectro obtido (figura 32).

R2YE_high_iron_RTdS_psir_lowMZ_2_DF_01#278 RT: 9.50 AV: 1 NL: 2.51E2 )
T: ITMS + p NSI d Full ms2 285.94@cid20.00 [€5.00-585.00]
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Figura 32: Espectro de massas correspondente a um nodo (cluster) da rede molecular que representa
um ion detectado apenas em co-cultura e em duplicata (m/z 285,94).

A andlise visual da rede gerada mostra a complexidade desta interagdo. Foram
observados casos de compostos que foram inibidos em co-cultura (nodos em verde e azul),
compostos que foram exclusivamente produzidos em co-cultura (nodos em vermelho), e
compostos que foram produzidos em ambas condi¢des (nodos em rosa). Nodos isolados que
nao formaram nenhuma rede molecular representam potenciais compostos novos, por nao terem
similaridade com nenhum outro composto analisado. O GNPS conta com um banco de dados
com cerca de 18 mil compostos depositados (WANG et al., 2016), e, durante a montagem da
rede molecular esse banco de dados foi acessado. Nenhum dos compostos representados pelos
nodos apresentou similaridade com os compostos depositados neste banco de dados,

evidenciando a grande chance desses micro-organismos biossintetizarem novos compostos.
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4.2. Actinobactérias raras de solo
4.2.1. Ensaios fenotipicos

As linhagens de actinobactérias de solo raras foram também cultivadas em ISP2 e
R2YE+Fe e testadas aos pares com seis diferentes actinobactérias que possuem seu genoma
sequenciado (Amycolatopsis sp. AA4, Streptomyces coelicolor, Streptomyces albus,
Streptomyces sp. E14, Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces sp. SPB78). Nao foram
observadas muitas interagdes neste caso. Este ¢ um dado interessante, pois sugere que linhagens
isoladas de um mesmo ambiente (no caso, endofiticos de uma mesma planta), sdo mais
propensas a interagir entre si.

Houve poucos casos em que uma linhagem interferiu no desenvolvimento da outra:
somente uma linhagem teve seu crescimento inibido e duas linhagens tiveram desenvolvimento
de hifas aéreas alterado. E interessante comparar este resultado com o resultado obtido no
ensaio de antagonismo entre as linhagens endofiticas. Como descrito anteriormente, houve uma
grande taxa de inibicdo de crescimento estre estas linhagens que habitam a mesma espécie de
planta. No caso das linhagens de actinobactérias raras, elas sdo provenientes de solos de
diversos locais do mundo e diferentes biomas, portanto, jamais teriam se encontrado em seu
ambiente natural, ao contrario das linhagens endofiticas, em que ha uma possibilidade delas co-
habitarem a rizosfera em seu ambiente natural. Isto pode corroborar a hipotese sugerida de que
a alta taxa de antagonismo tenha um papel ecoldgico neste sistema simbidtico, talvez como
controle populacional para manter uma relagdo harmonica com a planta.

Um resultado interessante, que ndo foi observado no caso de intera¢des entre linhagens
endofiticas, foi o estimulo de crescimento da coldnia: a linhagem Amycolatopsis sp. AA4
estimulou o crescimento da linhagem Asanoa sp. T033 (figura 33). O fluido filtrado da cultura
em meio liquido de Amycolatopsis sp. AA4 quando adicionado ao meio de cultura também ¢
capaz de estimular este crescimento (figura 33C). Este fluido foi particionado com acetato de
etila, e esta atividade foi observada na fracdo aquosa, indicando a natureza polar do composto

responsavel por este fenomeno observado.
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Figura 33: Linhagem Amycolatopsis sp. AA4 estimulou o crescimento da linhagem Asanoa sp. T033
(meio R2YE+ferro, 30 °C, 7 dias). A) Asanoa sp. T033 em cultivo puro. B) Co-cultura entre Asanoa sp.
T033 e Amycolatopsis sp. AA4. C) Asanoa sp. T0O33 em cultivo puro crescendo em meio de cultura em
que foi adicionado o sobrenadante filtrado de uma cultura em meio liquido de Amycolatopsis sp. AA4.

4.2.2. Ensaios antibacterianos

Foi observada apenas uma interagdo que exibiu nova atividade antibacteriana, que se
mostrou robusta (alta reprodutibilidade): entre a linhagem Krasilnikovia sp. T082 isolada de
solo e Streptomyces sp. SPB78, linhagem que possui genoma sequenciado que foi isolada de
um besouro (figura 34).

O género Krasilnikovia, pertencente a familia Micromonosporaceae, foi descrito pela
primeira vez em 2007 (ARA e KUDO, 2007), e ndo ha na literatura nenhum estudo quimico ou
bioldgico deste género. A interacdo entre esta linhagem e Streptomyces sp. SPB78 estimula em
Krasilnikovia sp. T082 a biossintese de um antibiotico capaz de inibir o crescimento de
Amycolaptosis sp. AA4 (figura 34), linhagem conhecida por ser resistente a pelo menos 15
antibioticos com diferentes mecanismos de agdo e pertencentes a classes distintas (D'COSTA
et al., 2006). Esta interacdo foi também testada contra E. coli, P. syringae, B. subtilis, S. aureus
e C. albicans, tendo sido observado halo de inibi¢do apenas contra bactérias Gram-positivas.

Inicialmente esta interagdo foi observada em meio R2YE+Fe, entretanto, apos testar
diferentes meios de cultura, decidiu-se estudar essa interagdo em meio TSA 0,5x 0,9% agar por
exibir maior halo de inibi¢do. Como pode ser visto na figura 34, o composto indutor secretado
por Streptomyces sp. SPB78 ¢ difusivel, alcangando até a segunda colonia de Krasilnikovia sp.
T082 (cerca de 2 cm de distancia de Streptomyces sp. SPB78). O fato da segunda colonia de
Krasilnikovia sp. T082 apresentar halo menor que a primeira mostra que nesta zona a
concentragcdo do composto indutor € menor, o que € esperado de um composto que esteja sendo

secretado pela coldnia indutora Streptomyces sp. SPB78.
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Figura 34: Linhagem Krasilnikovia sp. TO82 cultivada isoladamente (A) e em intera¢do com a linhagem
Streptomyces sp. SPB78 (B), em meio de cultura TSA 0,5x (8 dias, 30 °C). Em ambos os casos a cultura
foi coberta com uma camada de LB soft-dgar inoculado com a linhagem Amycolatopsis sp. AA4 apds
sete dias de cultivo. (B) mostra o halo de inibi¢do contra Amycolatopsis sp. AA4 nas coldnias mais
préximas de Streptomyces sp. SPB78.

4.2.3. Estudos quimicos e biologicos
Ao selecionar esta interagdo para posterior estudo foram levantadas duas perguntas
principais: qual o mecanismo de indugdo e qual antibidtico Krasilnikovia sp. T082 esta

biossintetizando.

4.2.3.1. Investigacido da atividade indutora

As primeiras perguntas feitas para comecar a desvendar o mecanismo de inducdo da
nova atividade foram se esta seria mesmo devido a algum composto secretado por Streptomyces
sp. SPB78 ou aconteceria devido a deple¢do de nutrientes, e, caso a primeira hipdtese fosse a
correta, se a presenca de Krasilnikovia sp. TO82 seria necessaria para que Streptomyces sp.
SPB78 secrete este composto indutor. Para testar estas hipdteses, Streptomyces sp. SPB78 foi
cultivado em meio liquido e seu filtrado (livre de células) foi adicionado préoximo a uma colonia
de Krasilnikovia sp. T082 e incubado. Como pode ser visto na figura 35, apenas o filtrado ja é
capaz de induzir esta atividade (o menor volume capaz de estimular esta bioatividade foi 10 pL
de filtrado). Portanto, a inducdo acontece via um composto que ¢ intrinsecamente
biossintetizado por Streptomyces sp. SPB78, sem a necessidade da interagao.

Para entender um pouco mais acerca das caracteristicas de estabilidade deste composto
indutor foram realizados alguns testes com o extrato: em pH extremos (1 e 14, por 3 horas) e
em alta e baixa temperaturas (85 °C e -80 °C, por 3 horas). O composto foi estavel sob pH
extremos e a baixas temperaturas, entretanto perdeu a atividade quando submetido a alta

temperatura.



68

+ filtrado de SPB78 + filtrado de SPB78

Figura 35: A: Linhagem Krasilnikovia sp. TO82 cultivada isoladamente por 6 dias, sobreposta com
Amycolatopsis sp. AA4 e incubada por mais um dia. Nao foi observado halo de inibi¢do. B: Linhagem
Krasilnikovia sp. TO82 cultivada isoladamente por 4 dias, 40 uL de filtrado foram adicionados e a placa
incubada por mais dois dias e entdo sobreposta com Amycolatopsis sp. AA4 e incubada por mais um
dia. Amycolatopsis sp AA4 nao foi capaz de crescer, indicando a produg@o do composto antibidtico. C:
Apenas filtrado adicionado ao meio de cultura, que foi incubado por 6 dias, sobreposto com
Amycolatopsis sp. AA4 e incubado por mais um dia, como controle negativo para a atividade observada
em (B).

Tendo em vista que a cultura liquida de Streptomyces sp. SPB78 foi capaz de induzir a
bioatividade observada, foi realizado cultivo em escala ampliada para iniciar os fracionamentos
para isolamento do(s) composto(s) responsavel(is) por este estimulo. Inicialmente foi realizada
parti¢do liquido-liquido com acetato de etila, e a atividade foi observada apenas na fase aquosa.
Na tentativa de obter a atividade na fase organica, foi também testada extragdo com este mesmo
solvente em diferentes pH (3 e 11), mas o composto permaneceu na fase aquosa.

Foi testada também extracao em fase solida, utilizando cartuchos C;g, HILIC e DSC-
NH,, bem como coluna classica com resina XAD-4 e XAD-16, utilizando gradiente crescente
de MeOH:H,O. Para todos os casos, exceto DSC-NH,, o composto ndo interagiu com a fase
estacionaria, tendo sido recuperado na primeira fracdo. Para DSC—NH;, o composto bioativo
interagiu fracamente com a fase estaciondria, tendo sido observada atividade na fracdo
proveniente primeira lavagem do cartucho com agua (segunda fracdo). Apesar de ndo permitir
fracionamento com solvente organico, essas técnicas ajudaram a reduzir a complexidade da
amostra para passos posteriores. Para prosseguir com o isolamento foram escolhidas as resinas
XAD, por ser um processo mais rapido e por permitir reutilizagao da resina.

Apds limpeza com as resinas XAD-4 e XAD-16, a amostra foi fracionada em HPLC-
DAD utilizando coluna Cg-Fenil, em gradiente de ACN:H,O (Vazao: 4mL/min. Gradiente: 6
min em 5%, 5-100% em 5 min, 10 min em 100%, 100-5% em 2 min, 7 min em 5%). O
fracionamento foi feito de acordo com o tempo, em intervalos de 5 em 5 minutos, e todas
fragdes obtidas foram concentradas e testadas. A fragdo com atividade foi a primeira,
evidenciando a natureza polar deste composto. Outro fracionamento foi entdo realizado,

coletando cada minuto separadamente, ¢ o minuto 4 mostrou a atividade (mostrando que o



69

composto com bioatividade ndo foi retido na fase estacionaria). Esta fragdo bioativa apresentou
60% da massa total do extrato, contendo, portanto, muitos compostos ainda em mistura.
Tendo em vista a natureza polar deste composto e impossibilidade de fraciona-lo em
coluna C¢-Fenil, foi realizado fracionamento em coluna HILIC (Phenomenex®, 25 cm x 10
mm, 5 pm) do extrato apos limpeza com as resinas XAD. Foi realizado um gradiente de
ACN:H,0 (vazao: 4mL/min. Gradiente: 2 min em 90%, 90-85% em 3 min, 9 min em 85 %, 85-
50% em 2 min, 4 min em 50%, 50-20% em 1 min, 5 min em 20%, 20-90% em 2 min, 5 min em
90%) e o fracionamento foi feito como mostrado na figura 36, que apresentaram massa mais
regularmente distribuida entre as fra¢des, evidenciando que esta coluna ¢ mais adequada para
o fracionamento desta amostra. As fracdes Ind-4 e Ind-5 mostraram atividade, e a combinagao
das fragdes Ind-2 e Ind-3 também exibiu uma fraca atividade. Este resultado revelou que a

atividade indutora ¢ devido a um conjunto de compostos.
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Figura 36: Cromatograma obtido por analise em HPLC-DAD da amostra com atividade indutora em
coluna HILIC-Diol, apés limpeza com resinas XAD-4 e XAD-16. As marca¢des no cromatograma
indicam as fragdes coletadas. Vazdo: 4mL/min. Gradiente (ACN:H,0O): 2 min em 90%, 90-85% em 3
min, 9 min em 85 %, 85-50% em 2 min, 4 min em 50%, 50-20% em 1 min, 5 min em 20%, 20-90% em
2 min, 5 min em 90%.

Durante as realizagdes destas analises o laboratorio adquiriu a resina Sephadex G-25,
que permite a realizacdo de cromatografia por exclusdo molecular (CEM) com baixa influéncia
de polaridade na separacdo, tendo capacidade de fracionar moléculas entre 1-5 kDa. Testou-se
entdo a utilizacao desta resina para pré-purificacdo da amostra antes de submeter 8 HPLC-DAD,
para diminuir o gasto de horas de equipamento e acetonitrila (esta cromatografia € realizada em
agua). No primeiro teste realizado foram coletadas apenas trés fragdes: uma de compostos

maiores que 5 kDa, outra de compostos entre 1-5 kDa e outra de compostos menores que 1 kDa.
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As duas ultimas fragdes apresentaram atividade, mostrando que os compostos responsaveis pela
bioatividade tém tamanhos diversos. Foi escolhida a fragdo de 1-5 kDa para dar continuidade.
Esta fracdo foi novamente submetida a fracionamento em Sephadex G-25. Desta vez foi
utilizada uma coluna maior e de menor didmetro, a fim de aumentar a capacidade de
fracionamento. Foram coletadas 12 fragdes, que foram analisadas por HPLC-DAD-ELSD,
combinadas de acordo com a semelhanga entre os cromatogramas e testadas. A fracdo F3 6
(total obtido de 31,8 mg proveniente de 1 litro de meio de cultura) exibiu atividade quando

foram testados 4 mg desta (figura 37). O perfil cromatografico desta amostra pode ser visto na

figura 38.

controle positivo controle negativo F3_6

Figura 37: Atividade contra Amycolatopsis sp. AA4 observada quando a fracdo F3_6 foi testada, com
respectivos controles positivo (amostra pré-fracionamento) e negativo (apenas solvente foi adicionado
a cultura).
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Figura 38: Cromatograma obtido por andlise em HPLC-DAD-ELSD (A 190 nm) analitico da amostra
com atividade indutora F3_6 em coluna HILIC-Diol (10 cm x 4,6mm, 2,6 pum). Vazao: 0,85 mL/min.
Gradiente (ACN:H,0): 85% por 2 minutos, 85-65% em 6 minutos, 65% por 6 minutos.
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Apesar de ainda apresentar certa complexidade, esta amostra foi enviada para analise
por RMN de 'H (500 MHz) para ter ideia da composi¢io da mesma. Os dados obtidos (figura
39) mostram que esta amostra ¢ de natureza glicosidica devido aos sinais presentes na regido

entre d 3,4-4,2 e a presenga de um sinal referente a hidrogénio anomérico de acticares em o
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Figura 39: Espectro de RMN de 'H (D,0, 500 MHz) da amostra F3_6, que apresenta atividade indutora
da atividade antibiotica observada em Krasilnikovia sp. T082.

Esta amostra bioativa foi submetida a fracionamento em coluna HILIC semi-
preparativa, que exibiu um perfil diferente da analise analitica (figura 40). Cinco fragdes foram
coletadas para teste, como mostrado na figura 40. Como as massas obtidas foram muito baixas
(tabela 4), ndo foi possivel testar todas as fragdes. Foi testada apenas a fragdo F3_6 5, que ndo

exibiu atividade.

Tabela 4: Fracdes obtidas no fracionamento por HPLC da amostra F3 6.

Fracao Massa obtida (mg)
F1 0,8
F2 0,4
F3 1
F4 1

F5 6,7
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Figura 40: Cromatograma obtido por analise em HPLC-DAD (A 190 nm) semi-preparativo da amostra
com atividade indutora F3_6 em coluna HILIC-Diol (250 mm x 10mm, 5 pum). Gradiente (ACN:H,0):
85% por 2 minutos, 85-65% em 6 minutos, 65% por 10 minutos, 65-85% em 2 minutos, 85% por 5
minutos. Vazao: 4 mL/min. As marcagdes em vermelho indicam as fragdes coletadas.

Uma grande dificuldade ao lidar com compostos polares ¢ que a massa para iniciar a
purificagdo ¢ muito grande devido ao fato de ndo ser possivel fazer uma limpeza inicial
consideravel para retirar os componentes do meio de cultura (por exemplo, parti¢do liquido-
liquido). Isso limita a quantidade de meio utilizada durante o fracionamento. Os fracionamentos
citados acima se referem a apenas um litro de cultura, o que € pouco parar isolar compostos
produzidos por micro-organismos, que muitas vezes sdo produzidos na ordem de microgramas
ou até nanogramas por litro. Portanto, iniciar fracionamento com apenas um litro de cultura
torna invidvel a purificagdo de compostos em quantidade suficiente para ensaios bioldgicos, o
que impossibilita continuar o fracionamento guiado por bioatividade. Tendo isso em mente,
decidiu-se testar dois meios de cultura minimos e definidos a fim de se reduzir a massa obtida
por litro de cultura, bem como delimitar qual agtcar ¢ proveniente do meio de cultura e da
bactéria, tendo em vista que a fragdo bioativas exibiu caracteristica glicosidica.

Foram testados dois meios de cultura: M9 e ISP4-modificado. Apos cultivo de sete dias
(200 rpm, 30 °C) as culturas foram filtradas e o filtrado foi testado para atividade indutora.
Conforme mostrado na figura 41, ambos meios de cultura apresentaram atividade semelhante
ao meio TSB. O filtrado da cultura de M9 gerou um extrato bruto de 13 g/L, e o de ISP4-
modificado de 4,2 g/L. Portanto, o meio ISP4-modificado foi escolhido para cultivo ampliado

e posterior fracionamento para purificagdo do composto indutor.
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Figura 41: Comparacao de diferentes meios de cultura na indugao de bioatividade contra Amycolatopsis
sp. AA4 em Krasilnikovia sp. T082. A: controle negativo. B: TSB. C: M9. D: ISP4-modificado.

Foram cultivados 4 L de Streptomyces sp. SPB78, que foi filtrado, seco e submetido a
separagdo em Sephadex G-25 (62 cm de altura, 2,3 cm de didmetro, volume de 260 mL, vazao

de 1 mL/min). Foram coletadas 5 fra¢des conforme indicado na tabela 5.

Tabela 5: Fracdes obtidas em fracionamento realizado com Sephadex G-25 da cultura com atividade
indutora.

Fracao Volume coletado (mL) Massa obtida (g)
F1 90 mL 0,057
F2 55mL 0,317
F3 55 mL 2,689
F4 50 mL 21,9
F5 50 mL 8,8

As fracdes de 2-5 foram analisadas em HPLC-DAD-ELSD analitico (utilizando coluna
HILIC-Diol) e testadas em diferentes concentragdes:
1) F2: 0,025 mg, 0,25 mg, 0,5 mg
2) F3: 0,1 mg, 0,5 mg, 1 mg
3) F4: 1 mg
4) F5: 1 mg

A analise em HPLC analitico evidenciou que a dextrose adicionada ao meio foi eluida
em F4 e F5. Como se trata de cromatografia por exclusdo molecular, pode-se inferir que todos

os componentes do meio foram eluidos apos a dextrose (devido ao menor peso molecular).
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Portanto, a massa obtida em FI1-F3 ¢ de compostos produzidos pela bactéria. O bioensaio
mostrou que as fracdes F2 e F3 sdo ativas, sendo que a maior atividade foi obtida para F2,

conforme mostrado na figura 42.

0,025mg 0,25mg 0,5 mg

Figura 42: Comparagao da bioatividade contra Amycolatopsis sp. AA4 das fragdes F2 e F3 da Sephadex
G-25 realizada com a cultura de Streptomyces sp. SPB78 em meio ISP4-modificado.

As fragdes F2 e F3 foram enviadas para analise por RMN de 'H (D,0, 500 MHz) para
ter ideia da composi¢do da mesma. Os dados obtidos (figura 43) mostram que estas amostras
tem composicdo parecida e apresentam natureza glicosidica devido aos sinais intensos

presentes na regido entre o 3-4,5. Como pode ser visto, se trata ainda de amostras complexas.
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Figura 43: Espectros de RMN de 'H (D,0, 500 MHz) das amostras F2 (linha vermelha) e F3 (linha
verde), que apresentam atividade indutora da atividade antibiotica observada em Krasilnikovia sp. TO82.

A andlise em HPLC-DAD-ELSD analitico utilizando coluna HILIC-Diol ndo exibiu
boa separa¢ao de compostos para a fragdo F2, como pode ser visto no cromatograma da figura

44,

wm Patal:F2-ISP4-1stSeph-prof2 lcd PDA Ch1 200nm 4nm
Data2:F3-1SP4-1stSeph-prof2.lcd PDA Ch1 200nm4nm

Figura 44: Cromatograma obtido por analise em HPLC-DAD-ELSD analitico das fracdes com
atividade indutora F2 e F3 em coluna HILIC-Diol (10 cm x 4,6 mm, 2,6 um). Gradiente (ACN:H,0):
90% por 3 minutos, 90-20% em 15 minutos, 20% por 3 minutos, 20-90% em 1 minuto, 90% por 4
minutos. Vazao: 0,85 mL/min. Linha azul: fracdo F2 (A 200 nm). Linha preta: fracdo F3 (A 200 nm).
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Este motivo, aliado ao fato das fracdes F2 e F3 apresentarem muita massa para
fracionamento em HPLC semi-preparativo (o laboratério ndo possui coluna HILIC
preparativa), decidiu-se fazer outra etapa de purificagdo utilizando CEM em HPLC preparativo,
utilizando a coluna Shodex Asahipak GS-310 20G (50 cm de altura, 2 cm de didmetro, vazao:
3 mL/min). A primeira andlise realizada evidenciou a necessidade de otimizar o fracionamento
em modo reciclante para separagdo dos compostos, tendo em vista que todos os compostos
foram eluidos em tempos proximos sem resolu¢cdo de bandas cromatograficas. A figura 45
mostra as andlises realizadas neste modo reciclante das fracdes F2 (figura 45A) e F3 (figura

45B), ja mostrando as fra¢des coletadas.
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Figura 45: Cromatograma obtido por analise em HPLC-UV-RID da amostra com atividade indutora F2
(A) e F3 (B) em coluna Shodex Asahipak GS-310 20G. Modo isocratico com 5% MeOH:H,0. Vazao:
3,0 mL/min. Linha rosa: deteccdo do RID. Linha preta: detec¢do em A 200 nm.
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A figura 46 mostra o rendimento e atividade das fragdes coletadas para a fracdo F2. As
fragdes obtidas no fracionamento de F3 ndo exibiram bioatividade. Como pode ser observado,
todas fracdes de F2 apresentaram atividade, corroborando a hipdtese de que varios compostos
sdo capazes de estimular a atividade observada. As fra¢des foram analisadas em HPLC-DAD-
ELSD em coluna HILIC-Diol e C8, que evidenciaram que estas fragdes ainda apresentam certa

complexidade.

F2 ~300mg
Fracionamento em
coluna SHODEX
F2 Sh F2
Controle Controle F2_Sh_F ]. ~5 1 I’Hg F2_Sh_F3 F2_Sh_FR
pOSitiVO negativo 1 O mg Perdeu-se amostra 14 mg 59 mg

Figura 46: Fragdes coletadas no fracionamento da fragdo F2, mostrando rendimento e atividade em
ensaio biologico contra Amycolatopsis sp. AA4.

Mesmo assim, as fracdes F2_Sh F1 e F2_Sh F3 foram enviadas para anélise de RMN
de 'H para verificar a natureza destes compostos. Os espectros obtidos (figura 47) mostraram
mais uma vez sinais na regido dos agucares (& 3-4,5), entretanto as integrais mostram uma
grande falta de proporcao entre esses sinais € os sinais de possiveis hidrogénios de carbonos
anoméricos (por volta de & 5-5,5), indicando que talvez essas fragdes ndo sejam apenas de
natureza glicosidica, mas também peptidica. Foram também observados sinais de um sistema
aromatico (6 6-7,5) na fracdo F2 Sh Fle a fracdo F2 Sh F3 mostra também vdrios outros
sinais de hidrogénios alifaticos na regido de 6 0,8-2,4. Portanto, essas fragdes evidenciam que
a atividade de indugdo ¢ algo complexo, em que possivelmente compostos de diversas naturezas

possam estar envolvidos.
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Figura 47: Espectros de RMN de 'H (D,0, 500 MHz) das amostras F2_Sh F1 (A) e F2_Sh _F3 (B),
que apresentam atividade indutora da atividade antibidtica observada em Krasilnikovia sp. T082.

Integrais foram anotadas apenas para fins comparativos (ndo representam o ntmero correto de
hidrogénios).

A fracdo F2_Sh_F1 foi submetida a mais um fracionamento em coluna semi-preparativa
C8, que foi separado em 3 fracdes. Estas foram testadas, mas nenhuma exibiu a atividade
esperada.

A fracdo F2_Sh_F3 foi submetida a mais um fracionamento em coluna semi-preparativa
HILIC-Diol, sendo separada em 3 fra¢des que foram submetidas a teste de bioatividade. A

figura 48 mostra o rendimento e atividade das fragdes coletadas. A fragdo F2 Sh F3 F2
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apresentou maior atividade e foi analisada em HPLC-analitico, que demonstrou que esta fragcao
ainda apresenta complexidade. Devido a complexidade de separacdo e baixo rendimento de
massa, ndo foi continuado o fracionamento desta amostra. Esta fracdo foi enviada para analise
de RMN de 'H para verificar a natureza destes compostos. O espectro obtido (figura 49)
evidenciou mais uma vez grande complexidade de sinais. Nao hé evidéncias de um composto
de natureza glicosidica como no espectro de RMN de 'H mostrado na figura 39. Neste caso

pode haver uma mistura de compostos de natureza glicosidica e peptidica.

F2 Sh F3
14 mg

Fracionamento em
coluna HILIC-Diol

F2 Sh F3 Fl F2 Sh F3 F2 F2 Sh F3 FR

Cogtl.'ole Contrple 1,6 mg 6,8 mg 2,8 mg
positivo  negativo

Figura 48: Fragdes coletadas no fracionamento da fracdo F2_Sh F3, mostrando rendimento e atividade
em ensaio bioldgico.
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Figura 49: Espectro de RMN de 'H (D,0, 500 MHz) da amostra F2 Sh F3 F2, que apresentou
atividade indutora da atividade antibidtica observada em Krasilnikovia sp. T082. Integrais foram
anotadas apenas para fins comparativos (ndo representam o numero correto de hidrogénios).

Apesar do uso de meio minimo para diminuir a complexidade dos extratos e aumentar
a capacidade de processamento destes, ainda assim encontrou-se dificuldades para trabalhar
com o fracionamento guiado por bioatividade do composto indutor de atividade antibidtica em
cultura de Krasilnikovia sp. TO82. Trata-se de extratos muito complexos mesmo apo6s diferentes
rodadas de fracionamentos utilizando exclusdo molecular e adsor¢ao, sendo de dificil separagao
pelas metodologias utilizadas por se tratar de compostos similares. Apesar de ndo ter sido
possivel chegar a compostos puros, os diversos espectros de RMN de 'H obtidos de diferentes
fragdes bioativas indicam que estes compostos podem ter natureza glicosidica e/ou peptidica.
Devido ao tamanho destes compostos (provavelmente acima de 1000 Da de acordo com
estimativa do primeiro fracionamento realizado em Sephadex G-25) e ao fato de varias fragdes
provenientes de fracionamento por exclusdo molecular apresentarem atividade, sugere-se que
diferentes compostos estejam envolvidos nesse fendmeno de indugdo, que ¢, portanto,

complexo.
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Ha relatos na literatura sobre diferentes oligossacarideos atuando como eliciadores em
culturas de células de plantas e micro-organismos (ARIYO et al., 1998; MURPHY et al., 2007,
VANHULLE et al., 2007). Ariyo e colaboradores demonstraram em 1998 que a adicdo de
oligomanuronato, oligoguluronato e oligossacarideos de manana aumentou a produ¢do de
penicilina G 47%, 49% e 69% respectivamente (ARIYO et al., 1998).

Apesar de haver diversos trabalhos na literatura mostrando que o co-cultivo ¢ uma
técnica promissora para estimular a biossintese de novos compostos, o grande foco tem sido as
novas moléculas; portanto, os mecanismos de inducdo permanecem pouco estudados. A
maioria dos trabalhos geralmente relata apenas se a indugdo ¢ obtida no filtrado ou extratos da
linhagem indutora ou se o contato fisico ¢ necessario (BERTRAND et al., 2014; MARMANN
et al., 2014). Alguns estudos podem ser destacados nesta area de inducdo de metabolismo
secundario campo e mostram a diversidade de mecanismos indutores.

O caso que mais se assemelha ao descrito nesta tese foi descrito em 2004 por Recio e
colaboradores, em que foi demostrado que a producao do polieno glicosilado piramicina (figura
50) ¢ induzida por um composto auto-indutor de Streptomyces griseus IFO1335, que foi
chamado de fator PI, e, assim como as butirolactonas, este composto atua como um fator de
quorum-sensing (RECIO et al., 2004). E produzido tanto em meio de cultivo complexo quanto
definido e ¢ um composto hidrofilico, caracteristicas similares ao composto indutor deste
trabalho. Neste caso, a bactéria ja produz piramicina em condi¢des normais, mas o estudo feito
por Recio e colaboradores utilizando linhagens mutantes demonstrou que o fator PI ¢ o

componente regulatorio da expressao deste composto.

OH O
2 NGO HO OH
H
Hooc N ° O ° HoN NH;
R HO OH
O
Q . Fator PI
HO NHo0H Piramicina

Figura 50: Piramicina produzido por Streptomyces griseus IFO1335 que possui o fator PI como
composto auto-indutor.
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ONAKA e colaboradores (2001) descreveram um oligopeptideo (goadsporina)
biossintetizado por uma linhagem de Streptomyces como sendo indutor de sintese de pigmentos
e de esporulagdo em diversos estreptomicetos (ONAKA et al.,, 2001). KUROSAWA ¢
colabolarores (2008) descreveram um caso em que houve possivel transferéncia horizontal de
genes entre as bactérias co-cultivadas, o que culminou na biossintese de dois novos compostos
(rhodostreptomicina A e B) (KUROSAWA et al., 2008). Em 2011 ONAKA e colaboradores
demonstraram que a presenga de adcido micdélico na parede celular ¢ um dos fatores envolvidos
na indugiio de biossintese de pigmentos em S. lividans (ONAKA et al., 2011). KONIG e
colaboradores (2013) demonstraram que a adi¢gdo de um modulador epigenético foi capaz de
induzir a biossintese do mesmo composto (fumiciclina A) em Aspergillus fumigatus quando em
co-cultivo com uma bactéria, porém nao foi comprovado se 0 mecanismo de indu¢do em co-
cultura ¢ o mesmo (KONIG et al.,, 2013). Estes exemplos demostram a diversidade de

mecanismos/compostos indutores de metabolismo secundério.

4.2.3.2. Especificidade da induciao em Krasilnikovia sp. T082

Para testar a especificidade da atividade indutora em Krasilnikovia sp. T082 foram
testadas culturas de organismos de grupos distantes: Escherichia coli (bactéria gram-negativa),
Bacillus subtilis (bactéria gram-postivia) e Candida albicans (levedura). Nenhum foi capaz de
induzir a bioatividade. Foram testadas entdo 20 linhagens pertencentes a diversos grupos dentro
do taxon Actinobacteria. Dentre estas, 12 foram capazes de induzir a bioatividade, em
diferentes intensidades, exemplificado na figura 51. Nao foi observado nenhum padrdo entre
esses grupos com atividade, sugerindo que a atividade indutora seja devido a diferentes
compostos que talvez sejam especificos deste taxon. Esta observacdo também sugere que a
inducdo nao seja devido a compostos comuns do metabolismo primdrio bacteriano por ndo estar

presente em todos os grupos do tdxon Actinobacteria.

Figura 51: Trés co-culturas com Krasilnikovia sp. T0O82 mostrando diferentes niveis de inducdo de
biossintese do composto com atividade antibidtica contra Amycolatopsis sp. AA4, sendo A o mais
induzido e C ndo induzido.
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4.2.3.3. Investigacdo da atividade antibidtica

A primeira questdo levantada para iniciar o processo de isolamento do composto
antibidtico foi se 0 mesmo seria também biossintetizado como resultado de interagdo em meio
liquido, por ser mais facilmente realizado em escala ampliada. Inicialmente foi realizado cultivo
em pequena escala (200 mL) de Krasilnikovia sp. T082 inoculado em meio TSB e de
Krasilnikovia sp. T082 inoculado em meio TSB + filtrado de Streptomyces sp. SPB7S.
Novamente, a bioatividade foi apenas detectada na segunda condicdo (o filtrado de
Streptomyces sp. SPB78 também foi testado e ndo apresentou bioatividade). O proximo passo
foi testar diversas condicdes de cultivo (diferentes tamanhos de frascos com diferentes volumes;
diferentes velocidades de agitacdo; frascos com e sem ranhuras; diferentes tempos de
incubagao).

A condigdo selecionada para escala ampliada foi: pré-inoculo de Krasilnikovia sp. T082
em TSB por sete dias, seguido de indculo por quatro dias em frascos de 500 mL contendo 180
mL de meio de cultura fresco + 20 mL de pré-indculo + 10 mL de filtrado de Streptomyces sp.
SPB78 concentrado 8 x. Foram cultivados 10 frascos, obtendo ao total apos filtragem cerca de
2 L de filtrado com atividade antibidtica.

Uma das hipoteses que fundamentam o uso do co-cultivo ¢ que o micro-organismo
produza compostos antibidticos como mecanismo para eliminar o potencial competidor por
nutrientes ou como um mecanismo de defesa tendo em vista que o outro micro-organismo
poderia biossintetizar antibioticos. Entretanto, esta hipdtese ndo tem sido corroborada, tendo
em vista que a maioria dos compostos induzidos em diversos trabalhos de co-cultivo ndo sdo
capazes inibir o crescimento do micro-organismo co-cultivado (MARMANN et al., 2014). Para
testar esta hipotese, o filtrado de Krasilnikovia sp. TO82 + indutor contendo a atividade
antibiotica, bem como o filtrado do cultivo puro de Krasilnikovia sp. T082 que ndo possui
atividade antibiotica contra Amycolatopsis sp. AA4 foram testados contra o micro-organismo
indutor Streptomyces sp. SPB78. Foi demonstrado que composto o antibiético induzido ¢ capaz
de inibir o crescimento do organismo indutor, sugerindo relevancia ecoldgica deste antibidtico

biossintetizado devido ao co-cultivo (figura 52).
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Figura 52: A: Streptomyces sp. SPB78 controle. B: Streptomyces sp. SPB78 crescendo em meio de
cultura contendo filtrado de cultivo liquido puro de Krasilnikovia sp. T082. C: Streptomyces sp. SPB78
ndo foi capaz de crescer em meio de cultura contendo filtrado de cultivo liquido induzido de
Krasilnikovia sp. T082.

Os procedimentos seguintes foram similares aos descritos para atividade indutora.
Foram realizados testes de estabilidade do composto ativo: pH extremos (1 e 14, por 3 horas) e
alta e baixa temperaturas (85 °C e -80 °C, por 3 horas). O composto foi estavel sob todas
condi¢des, perdendo um pouco da atividade apenas quando exposto a pH 14. Para estimar o
tamanho do composto, a amostra foi filtrada em tubos do tipo Amicon com poros de 3 kDa.
Ap0s filtragem e lavagem da membrana, a atividade foi observada na amostra correspondente
a > 3 kDa, levantando a hipotese de se tratar de um composto de origem peptidica. A amostra
também foi entdo tratada com proteinase K, e a atividade antibidtica foi perdida com este
tratamento, corroborando a hipdtese anterior. O tratamento da amostra com o agente redutor
DTT (ditiotreitol) levou a diminui¢cdo da bioatividade, o que pode ser indicativo de pontes de
dissulfeto no composto, que sdo mais comuns em peptideos. Outra caracteristica do composto

antibiotico € que ele apresenta atividade bacteriolitica, como demonstrado na figura 53.

20 dias

Figura 53: Co-cultivo em meio ISP2 sélido entre Krasilnikovia sp. T082 e Streptomyces sp. SPB78,
depois de 10 e 20 dias, evidenciando a lise da face da colonia de SPB78 mais proxima de T082 apos 20
dias de cultivo.
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Para iniciar o processo de fracionamento para obtencdo do composto bioativo foi
inicialmente realizada extracdo com acetato de etila sob diferentes pH (3 e 11), mas o composto
permaneceu na fase aquosa, evidenciando se tratar de um composto polar. Foi entdo testada
extracdo com diferentes solventes, comecando com hexano, seguido de cloroféormio e n-
butanol. Apds partigdo com hexano a atividade foi detectada na fase aquosa, entretanto, a
atividade ndo foi mais detectada em nenhuma outra fracdo (em nenhum dos solventes organicos
ou fases aquosas). Foi levantada a hipodtese de se tratar de um sistema com dois componentes,
e esta série de extragdo tivesse os separado. Entretanto, a jun¢do das fragdes ndo recuperou a
atividade. Foi entdo levantada a hipotese de que o(s) composto(s) fosse(m) instavel(is) a alguma
condigao utilizada.

Resolveu-se entdo testar fracionamento utilizando cartuchos C;g (Waters), tC, (Waters),
Accell Plus CM (Waters), DSC-NH, (Supelco), DSC-Ph (Phenomenex), DSC-Si
(Phenomenex) e coluna cléassica com resina XAD-4 e XAD-16, utilizando gradiente crescente
de 4gua:metanol. Para XAD-4, XAD-16, C;3, DSC-Ph e DSC-Si a atividade novamente nao foi
recuperada em nenhuma fracao ou jungao destas. Para os demais materiais testados o composto
bioativo ndo interagiu com a matriz, tendo sido observado na primeira fra¢ao, sendo que foi
observada atividade antibidtica menos intensa em comparacdo ao filtrado original,
evidenciando perda de atividade.

Tendo em maos a hipdtese de que se trata de um composto de natureza peptidica,
decidiu-se realizar uma etapa de purificacdo e concentragdo cléssica para compostos deste tipo:
precipitagcdo em sulfato de amonio. Foram testadas diferentes concentragdes (entre 15% e 80%)
em pH neutro e acido (pH 3). A condi¢do que mostrou melhor recuperagdo da atividade no
precipitado foi utilizando 25% de sulfato de amonio em pH 3.

Este precipitado foi entdo ressuspendido em 4gua e submetido a analise de RMN de 'H
(figura 54), que revelou poucos sinais, sendo os principais referentes a amostras de natureza
glicosidica (entre & 3,50-3,75). Tendo em vista que dados anteriores evidenciam que o
composto tem natureza peptidica e tamanho proéximo a 3 kDa, provavelmente estes sinais mais

intensos representam ainda agtcares do meio € ndo o composto antibiotico.
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Figura 54: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, D,0) da amostra resultante da precipitagdo com sulfato
de amonio, que apresenta atividade antibidtica.

O precipitado foi submetido a fracionamento em HPLC-DAD semi-preparativo
utilizando colunas C,3, Ce-Fenil e HILIC-Diol, utilizando gradientes de ACN:H,0. As amostras
foram fracionadas de acordo com o tempo de eluicdo (cada fragdo sendo equivalente a 5
minutos da analise). Entretanto, nenhuma fracao foi ativa, nem a combinagao destas. Um dado
relevante € que a amostra antes do fracionamento (apds a precipitacdo) apresenta cor escura, €
as fracdes obtidas apresentaram tonalidade mais clara, evidenciando que parte da amostra ndo
estd sendo eluida das colunas utilizadas. Para evitar eventuais danos as colunas esta amostra
ndo foi mais submetida a analise por HPLC-DAD.

Tendo em vista as dificuldades observadas utilizando técnicas que envolvem a
utilizagdo de solventes organicos e utilizam polaridade como principio de fracionamento,
decidiu-se testar cromatografia por exclusdo molecular utilizando Sephadex G-25 e 4gua como
fase movel. Novamente as fracdes obtidas foram testadas isoladamente e em combinagdo,
porém a atividade ndo foi detectada em nenhum caso. E possivel que o fracionamento da
amostra esteja separando permanentemente componentes que atuam de forma sinérgica para
que seja observada a atividade, de forma que mesmo apds recombinar as amostras, esta ndo

volta a apresentar atividade.
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4.2.3.4. Analise direta em placa de cultivo - Imageamento por espectrometria de massas

Adicionalmente aos ensaios em meio liquido, foi realizada andlise direta em meio
solido, através da técnica de imageamento por espectrometria de massas (IMS). Esta técnica
permite a visualizagdo da distribui¢do espacial dos compostos microbianos diretamente na
placa de cultivo, sendo, portanto, valiosa para estudos de interagdes (YANG et al., 2009).
Objetivou-se buscar nas imagens obtidas ions que apresentassem distribui¢do de acordo com a
bioatividade observada (em forma de halo nas duas primeiras colonias, sendo o halo da primeira
coldnia maior), e, assim, auxiliar na identificacdo do composto antibiotico.

Para esta técnica a interagdo foi analisada em meio ISP2, pois o meio TSA apresentou
um intenso numero de sinais, impossibilitando a analise da imagem obtida. Apesar de ndo ter
sido encontrado nenhum ion com a distribuicdo esperada para o antibiotico, a figura 55 mostra
alguns sinais observados que apresentaram distribui¢do espacial interessante, evidenciando a
influéncia da co-cultura no metabolismo secundario de ambas linhagens. Por exemplo, a figura
55B mostra um sinal observado para a linhagem Krasilnikovia sp. TO82 apenas para a colonia
mais proxima a linhagem Streptomyces sp. SPB78. Ja a figura 55C mostra um sinal observado
para a linhagem Krasilnikovia sp. TO82 apenas para as outras trés colonias mais distantes da
linhagem Streptomyces sp. SPB78. A figura 55D mostra um sinal que deixa de ser observado
em Streptomyces sp. SPB78 quando em co-cultura, e a figura 55E mostra um sinal observado

em Streptomyces sp. SPB78 apenas quando estd interagindo com Krasilnikovia sp. TOS2.
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Figura 55: (A) placa contendo as culturas em meio sélido a serem analisadas por MALDI-TOF. (B-E)
imagens geradas através do software Flex/maging 3.0 (Bruker Daltonics) durante a analise por MALDI-
TOF em modo positivo.

Os resultados obtidos revelam detalhes que dificilmente seriam observados através da
andlise do cultivo liquido, e evidenciam o qudo complexa ¢ a interag@o entre estas linhagens,
abrindo um leque de novas perguntas a respeito desta interagdo. Estes ions ndo foram
encontrados em andlises por LC/MS realizadas no cultivo em meio liquido, e a baixa resolugdo
do equipamento impede fazer afirmativas a respeito da identificagdo dos ions observados. Vale
lembrar que o cultivo em meio liquido, além de ter sido realizado em meio de cultura diferente,
apresenta condi¢cdes completamente diferentes do cultivo em meio s6lido, como por exemplo
diferente aeragdo, diferente capacidade de interacdo entre as linhagens e diferente

disponibilidade de nutrientes.
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S. Conclusdes

A comunidade estudada de actinobactérias endofiticas da raiz de 7. diversifolia ndo
apresentou grande diversidade taxondmica, sendo todas as linhagens isoladas pertencentes ao
género Streptomyces e quase metade similares a uma mesma espécie descrita na literatura como
exercendo potencial influéncia positiva em rizosferas, evidenciando entdo uma possivel relagdo
positiva entre as linhagens endofiticas e a planta hospedeira, estando de acordo com a teoria da
simbiose endofitica.

Ensaios biologicos de cultivos em meio sélido e liquido demonstraram grande potencial
das linhagens endofiticas para produgcdo de compostos bioativos. Vale destacar a elevada
bioatividade observada contra P. syringae, um fitopatdgeno Gram-negativo, reforcando uma
possivel relagdo positiva entre as linhagens isoladas e a planta hospedeira.

Os resultados aqui obtidos demonstram que interagdes microbianas sdo capazes de
alterar o metabolismo de micro-organismos. Interagdes entre as linhagens endofiticas sugerem
que linhagens relacionadas entre si sdo mais propensas a interagir entre si e ter seu
desenvolvimento alterado devido ao co-cultivo, comprovando a relevancia de se estudar este
ambiente. Foram observadas muitas relagdes antagonicas, o que pode representar um possivel
controle populacional que poderia ser relevante para manter o status endofitico destas linhagens
dentro do hospedeiro. Além disso, a maioria dos fitopatogenos Gram-positivos descritos sao do
taxon Actinobacteria, portanto este antagonismo entre actinobactérias endofiticas poderia
também proteger a planta contra estes fitopatdgenos. Portanto, as metodologias utilizadas
permitiram a realiza¢do de algumas inferéncias ecologicas da comunidade de actinobactérias
endofiticas isoladas da raiz de 7. diversifolia.

A metodologia de co-cultivo mostrou-se promissora para a busca por compostos
bioativos. Entretanto, apesar de apresentar grande potencial para o estudo de metabolismo
secundario de micro-organismos, principalmente pela capacidade de estimular a expressdo de
clusters biossintéticos cripticos, esta técnica apresentou resultados nao-reprodutiveis com as
linhagens em estudo e condigdes utilizadas, provavelmente devido a variagdes naturais do
metabolismo bacteriano frente a parametros bidticos e abidticos.

Foi escolhida para caracterizacdo quimica e bioldgica a interacdo entre uma
actinobactéria rara, pertencente a um género que ainda ndo apresenta nenhum estudo na
literatura (Krasilnikovia sp. T082) e uma actinobactéria endossimbionte de besouro
(Streptomyces sp. SPB78). Analises por imageamento por espectrometria de massas revelaram
que esta interacdo ¢ complexa, representando, portanto, um rico material de estudo para

compreensdo de interacdes interespecificas. Foram selecionados dois compostos para
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isolamento: o antibidtico ¢ o composto que induz sua biossintese. Diversas técnicas foram
testadas para o processo de isolamento destes. Este processo apresentou grande complexidade
devido ao carater polar de ambos compostos, e pelo fato da atividade antibiotica ser instavel.
Apesar de ndo ter sido possivel elucidar a estrutura dos compostos propostos foi possivel
realizar diversas caracterizagdes quimicas e bioldgicas acerca do fendmeno observado.
Andlises biologicas demonstraram que o antibidtico induzido tem atividade bacteriolitica e ¢
capaz de inibir o crescimento do micro-organismo indutor, sugerindo importancia ecoldgica
deste composto, o que também ndo tem sido demonstrado com frequéncia em estudos de
interacdes interespecifica no campo de produtos naturais. Com relagdo ao composto indutor, os
dados obtidos sugerem natureza diversa deste, provavelmente sendo alguns compostos de
natureza glicosidica e/ou peptidica, e que ndo se trata de um unico composto especifico ja que
diversas outras linhagens de actinobactérias foram capazes de induzir o0 mesmo fendmeno e
diversas fragdes apresentaram atividade durante o fracionamento guiado por bioatividade.
Vale ressaltar que o uso da metodologia de co-cultivo permitiu neste estudo a selecao
de uma linhagem pertencente a um género de actinobactéria rara que nunca teve seu
metabolismo secundario estudado (Krasilnikovia). Isto foi realizado através da investigagdo de
seu genoma e também através do isolamento de compostos produzidos por esta linhagem, dados

que estdo descritos no capitulo 3 desta tese.



Capitulo 3

Estudo genomico e quimico do metabolismo

secundario de Krasilnikovia sp. T082






93

1. Introduciao

Grande parte da pesquisa em produtos naturais de micro-organismos tem sido realizada
com linhagens do género Streptomyces, dando origem a compostos pertencentes a diversas
classes de antibidticos: macrolideos, tetraciclinas, aminoglicosideos, polienos dentre outros
(KATZ e BALTZ, 2016). O género Streptomyces tem dominado o cendrio de produtos naturais
devido ao fato de ser mais facilmente isolado e cultivado dentre os géneros pertencentes ao
taxon Actinobacteria (TIWARI e GUPTA, 2013). Cerca de 76% dos compostos bioativos
isolados deste tdxon entre os anos de 1940-2010 sdo provenientes deste unico género, sendo o
restante isolado de linhagens pertencentes ao grupo das chamadas “actinobactérias raras”
(actinobactérias de outros géneros de isolamento mais dificil), que, apesar de ainda pouco
representadas na pesquisa de produtos naturais, compreendem uma vasta diversidade biologica
(BERDY, 2012; TIWARI e GUPTA, 2012).

O sequenciamento do genoma de diversas linhagens de actinobactérias raras tem
demonstrado que sua capacidade de metabolismo secundério ¢ tdo surpreendente quanto a de
actinobactérias do género Streptomyces. Portanto, este grupo representa uma importante fonte
de produtos bioativos (CHOI et al., 2015; TIWARI e GUPTA, 2012, 2013). Estudos de
actinobactérias raras tém levado a caracterizacdo quimica e bioldgica de varios metabolitos
bioativos de diversas classes, como lactonas, macrolideos, aminoglicosideos, piperidinas,
terpenoides, quinonas entre outros. Alguns exemplos de importantes compostos bioativos
isolados de actinobactérias raras sdo: teicoplanina (Actinoplanes teichomyceticus), gentamicina
(Micromonospora purpurea), vancomicina (Amycolatopsis orientalis) e eritromicina

(Saccharopolyspora erythraea) (figura 56) (TIWARI e GUPTA, 2012).
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Figura 56: Exemplos de produtos naturais bioativos isolados de actinobactérias raras: teicoplanina
(Actinoplanes  teichomyceticus),  gentamicina  (Micromonospora  purpurea), vancomicina
(Amycolatopsis orientalis) e eritromicina (Saccharopolyspora erythraea) (TIWARI e GUPTA, 2012).

1.1 Isolamento de actinobactérias raras

Tendo em vista que actinobactérias do género Streptomyces possuem crescimento mais
rapido, ha uma necessidade em utilizar métodos especificos para evitar o crescimento destes e
facilitar o crescimento/isolamento de actinobactérias raras (JOSE ¢ JEBAKUMAR, 2013).
Esses métodos levam em consideracdo caracteristicas especificas dos diferentes géneros de
actinobactérias, como resisténcia a altas temperaturas, a exposi¢do em luz UV e outros tipos de
irradiacdes, uso de fontes de carboidrato e nitrogénio especificas, antibidticos, etc (TIWARI e
GUPTA, 2013).

Alguns grupos de actinobactérias apresentam esporos moveis, sendo este um fendtipo
util no isolamento especifico de actinobactérias raras, tendo em vista que Streptomyces nao
possuem esta caracteristica. Alguns exemplos sdo Actinoplanes, Dactylosporangium,

Actinokineospora, Actinosynnema ¢ Kineosporia (HAYAKAWA et al., 2000). Hayakawa e
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colaboradores desenvolveram em 2000 um método de isolamento considerando esta
caracteristica, que foi chamado de “Reidratacdo-Centrifugacao” (RC). Este método também
leva em consideragdo o fato de que alguns grupos possuem esporos resistentes a desidratagao.
Em linhas gerais, este método consiste em desidratar a amostra de interesse e depois reidratar
para facilitar a liberagdo dos esporos moveis. Em seguida, esta solugdo contendo esporos passa
por uma série de centrifugacdes consecutivas em que apenas o sobrenadante ¢ coletado. Desta
forma, espera-se que a amostra final esteja enriquecida com esporos moveis, ou seja, com
linhagens de actinobactérias raras (HAYAKAWA et al., 2000).

1.2 Krasilnikovia sp. T082

No ano de 2011 o pos-doutorando Dr. Matthew Traxler (atual professor da University
of California, Berkeley) realizou um grande isolamento de actinobactérias raras de solo de
varias partes do mundo no laboratorio do Prof. Roberto Kolter (Harvard Medical School),
utilizando a técnica RC descrita no topico anterior.

As linhagens pertencentes a esta colecdo foram cultivadas aos pares, experimento no
qual a linhagem TO082 se destacou (capitulo 2 desta tese). Esta linhagem interagiu com diversas
outras linhagens, produzindo um composto com atividade antibiotica que foi somente detectado
durante essas interagdes (resultado descrito no capitulo 2 desta tese). Esta resposta evidenciou
que esta linhagem ¢ capaz de sentir seu micro-ambiente e responder a mudangas ajustando seu
metabolismo secundario.

A linhagem TO082 foi isolada de solo do estado de Oklahoma, EUA. Andlise da
sequéncia do gene do 16S rRNA evidenciou similaridade de 99% com a linhagem Krasilnikovia
cinnamonea, uma linhagem isolada de solo de Bangladesh (ARA e KUDO, 2007). Como a
linhagem TO082 ndo exibiu producdo de esporos em meio de cultura em que foi relatado
produgdo de esporos no artigo de descri¢do de Krasilnikovia cinnamonea (ARA e KUDO,
2007), decidiu-se denominar a linhagem T082 de Krasilnikovia sp. T082.

O género Krasilnikovia foi descrito pela primeira vez em 2007 e pertence a familia
Micromonosporaceae, sendo mais proximo filogeneticamente aos géneros Couchioplanes e
Actinoplanes (ARA e KUDO, 2007). Esta familia € descrita na literatura como importante fonte
de produtos naturais, tendo sido relatado o isolamento de compostos variados, como
macrolideos, lactonas, peptideos ciclicos, ribonuclueosideos, dentre outros. Dentro desta
familia destaca-se o género Micromonospora para produgdo de produtos naturais. Também ha
diversos metabolitos bioativos descritos para o género Actinoplanes, como a ja citada
teicoplanina (figura 56) a naftoquinona purpuromicina (figura 57, Actinoplanes ianthinogenes)
(CORONELLI et al., 1974) e a xantona SCh 42137 (figura 57, Actinoplanes sp. SCC 1906)
(COOPER et al., 1992).
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Figura 57: Produtos naturais bioativos isolados de actinobactérias raras pertencentes ao género
Actinoplanes.

Até o momento ha apenas uma espécie descrita para este género Krasilnikovia:
Krasilnikovia cinnamonea (ARA e KUDO, 2007). Esta ¢ a unica publicag@o a respeito deste
género. Portanto, ainda ndo hd nenhum estudo quimico ou gendmico a respeito do metabolismo

secundario deste género, o que desperta interesse no estudo deste.

2. Objetivos
Explorar a capacidade do metabolismo secundério de Krasilnikovia sp. TO82 através de
analise do genoma, isolamento e elucidacdo estrutural de compostos produzidos em cultivo em

meio liquido.

3. Material e Métodos
3.1. Linhagens microbianas

Para estudo quimico: Krasilnikovia sp. T082 (isolada de solo nos EUA) pertencente a
cole¢do de actinobactérias raras do laboratorio do Prof. Roberto Kolter (Harvard Medical
School).

Para indicacdo de bioatividade foram utilizadas bactérias Gram-negativa: Escherichia
coli ATCC 25922, Gram-positiva: Staphylococcus aureus ATCC 6538 e uma levedura:
Candida albicans MY A-2876.

3.2. Meios de cultura utilizados

Foram utilizados os meios de cultura ISP2 (10 g extrato de malte, 4 g dextrose, 4 g
extrato de levedura para 1 L de 4gua Milli-Q, pH 7,2), TSB 0,5x (15 g caldo triptico de soja
para 1 L de 4gua Milli-Q), e Luria-Bertani (LB, Novagen®) liquido e sofi-agar (0,7% agar).
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3.3. Material utilizado para isolamento de compostos organicos

Solventes: Acetato de etila, metanol, acetonitrila, cloroférmio deuterado, agua
deuterada, metanol deuterado.

Equipamentos: Rotaevaporadores acoplados a banhos quentes e a resfriador; bomba de
vacuo; sonicador Branson1200 (Branson Ultrasonics Corporation™). Cromatégrafo Liquido de
Alta Eficiéncia semi-preparativo/preparativo acoplado a detector de arranjo de diodos (HPLC-
DAD). Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia analitico acoplado a detector de arranjo de
diodos e detector de espalhamento de luz evaporativo (HPLC-DAD-ELSD).

Outros: Colunas para HPLC: C¢—Fenil analitica (Phenomenex”™ 5 pm, 250 x 4,6 mm) e
semi-preparativa (Phenomenex”™ 5 pm, 250 x 10 mm). Cartuchos C s (Supelco®™) para extragio

em fase solida (SPE). Tubos para RMN. Tubos do tipo Shigemi®.

3.4. Cultivo liquido de Krasilnikovia sp. T082

Krasilnikovia sp. TO82 foi cultivada em meio ISP2 e TSB 0,5x. Para ambos meios de
cultura esta actinobactéria foi primeiramente cultivada em meio s6lido por sete dias (em ISP2
e TSB 0,5x), 30 °C. O pré-inoculo em meio liquido (em ISP2 e TSB 0,5x) foi iniciado com
plugues retirados destas placas (de 0,5 cm de diametro), sendo utilizado um plugue para cada
10 mL de pré-inoculo. O pré-indculo foi incubado a 30 °C, 200 rpm, por sete dias. O cultivo
fermentativo foi entdo iniciado a partir deste pré-inoculo, inoculando 20 mL deste em 200 mL
de meio de cultura liquido estéril (em ISP2 e TSB 0,5x) em erlenmeyers de 500 mL, que foram

incubados a 30 °C, 200 rpm por 10 dias.

3.5. Obtenc¢do dos extratos brutos e isolamento de compostos

Apo6s o tempo de cultivo as culturas foram filtradas para obten¢do do meio de cultura
livre de células. O filtrado foi submetido a particdes em meio liquido, utilizando acetato de etila
(com o mesmo volume da amostra a ser particionada, sendo que este volume foi dividido em 3

particdes) e/ou extracdo em fase solida (SPE, cartucho: C,s, eluicdo com gradiente de MeOH).

3.6. Ensaios antimicrobianos
Os extratos/compostos foram testados em meio s6lido (método punch-hole) e extratos
ativos foram testados pelo método de diluicio em meio liquido para determinagdo da

concentragdo inibitéria minima (CIM).



98

3.6.1. Punch-hole

Para as andlises em meio so6lido, pogos de placas de 12 pogos foram preenchidos com 1
mL de LB soft-agar inoculado com cultura de Staphylococcus aureus ATCC 6538 (1:500),
Escherichia coli ATCC 25922 (1:1000), Candida albicans MYA-2876 (1:1000) ou
Amycolatopsis sp. AA4 (1:500) (cultura em meio liquido, 16 h, 30 °C, 230 rpm). Apds
solidificagdo, foi feito um pequeno pogo de 5 mm de didmetro para adicdo da amostra a ser
testada (solubilizada em agua ou 1:1 MeOH:H,O dependendo da solubilidade). A placa foi

entdo incubada a 30 °C ¢ analisada em busca de halos de inibi¢ao.

3.6.2. CIM (Concentrac¢ao inibitoria minima)

A determinagdo da CIM foi realizada em triplicata utilizando o método de dilui¢do em
meio liquido de acordo com o protocolo recomendado pela CLSI (CLSI, 2012), utilizando
resazurina para revelacdo do resultado.

O ensaio de CIM contra linhagens clinicas multi-resistentes foi realizado no laboratoério
da Profa. Dra. Ilana L. B. C. Camargo (IFSC-USP), colaboradora do CEPID-CIBFar, também
pela metodologia de diluicdo em meio liquido de acordo com o protocolo recomendado pela
CLSI de 2013 (CLSI, 2013). Foram utilizadas as linhagens S. aureus ATCC 25923, S. aureus
SA16 ST5-SCCmecll MRSA (origem clinica), S. aureus SA33 ST105- SCCmecll MRSA +
TIG R (origem clinica), S. aureus SA88 ST5-SCCmecll MRSA + DAP R (origem clinica), S.
aureus SA90 ST5-SCCmecll MRSA DAP S (origem clinica) e S. aureus Mu50 ST5, VISA.

3.7. Elucidacio estrutural
Foi utilizada ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, anélises bidimensionais
(gHMBC, gHSQC e gCOSY) e espectrometria de massas com fonte de ionizacdo do tipo

eletrospray com analisador do tipo quadrupolo-tempo de voo.

3.8. Sequenciamento e analise do genoma da linhagem Krasilnikovia sp. T082

O DNA genomico (gDNA) foi extraido da linhagem Krasilnikovia sp. TO82 de acordo
com o seguinte protocolo: 20 mL de cultura liquida de Krasilnikovia sp. T082 foram macerados
em nitrogénio liquido. O p6 obtido foi ressuspendido em 500 pL de tampao de lise contendo
lisozima (20 mg/mL lisozima, 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 2 mM EDTA, 1,2% Triton X-100) e
25 uL de proteinase K (Qiagen). Esta solucdo foi incubada por 15 minutos a 60 °C. Foi entdo
adicionado 1V de solugdo PCI (fenol/cloroféormio/dlcool isoamilico 25:24:1 pH 7,8-8,2),
misturado por inversdo e centrifugado por 5 minutos a 13000 rpm. A fase superior aquosa foi

transferida para um novo microtubo. Este procedimento com solugdo PCI foi repetido até obter
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fases claras. Foi entdo adicionado 1V de solug¢do cloroférmio/alcool isoamilico (24:1),
misturado por inversdo e centrifugado por 5 minutos a 13000 rpm. A fase superior aquosa foi
transferida para um novo microtubo. Foi adicionado 1/10 V de acetato de sodio 3 M pH 5,2, 2
V de etanol a 8 °C, e misturado por inversdo. Esta solucdo foi colocada a -20 °C por 1 h e entdo
centrifugada por 10 min a 8000 rpm e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido gentilmente em 500 uL de etanol gelado 80% e entdo centrifugado por 10 min a
8000 rpm e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o etanol residual foi removido com ponteira.
O DNA obtido foi secado em temperatura ambiente por 2 minutos e resusspendido em 100 uL.
de 4gua. A qualidade e concentracdo do DNA gendmico extraido foram medidos por nanodrop.

O g¢gDNA obtido foi enviado para sequenciamento na Duke University
(http://sites.duke.edu/sequencingatduke/pacbio-2/), onde foi realizado o sequenciamento pela
plataforma PacBio, utilizando a quimica P4-C2. A montagem do genoma foi também realizada
por esta universidade, utilizando a pipeline HGAP3 desenvolvida pela PacBio. O genoma foi
anotado através das ferramentas disponiveis online: RAST (AZIZ et al., 2008) (disponivel
online: http://rast.nmpdr.org/) e antiSMASH 3.0 A (WEBER et al., 2015) (disponivel online:

http://www.antismash.secondarymetabolites.org).

4. Resultados e Discussao
4.1. Sequenciamento e analise do genoma da linhagem Krasilnikovia sp. T082

O sequenciamento do genoma da linhagem Krasilnikovia sp. TO82 e subsequente
montagem obtiveram alta qualidade, sendo o genoma fechado em apenas um contig de 7,7 Mb
com cobertura de 106x. O genoma apresenta 71,5% de citosina e guanina, de acordo com o
esperado para o genoma de uma actinobactéria. A analise do genoma com a ferramenta online
BLAST mostrou que o genoma de maior similaridade com Krasilnikovia sp. T082 é o de
Actinoplanes friuliensis DSM7358 (GenBank CP006272.1), com 35% de cobertura do genoma
e 90% de identidade dentro desta cobertura.

O genoma montado foi anotado utilizando duas ferramentas disponiveis na internet:
RAST e antiSMASH 3.0. O mesmo foi realizado com duas outras actinobactérias para fins
comparativos: Actinoplanes friuliensis DSM7358, por ser o genoma mais similar, e
Streptomyces coelicolor A(3), por ser organismo modelo do tdxon Actinobacteria e ser
conhecido por sua alta diversidade de metabolismo secundério, sendo um dos mais estudados
e compreendidos dentre as actinobactérias (tabela 6).

A tabela 6 mostra que apesar do genoma de Krasilnikovia sp. T082 ser considerado

grande para uma bactéria, ndo ¢ tdo grande quando comparado a S. coelicolor e A. friuliensis.
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Apesar de alta similaridade com A. friuliensis DSM7358, aparentemente Krasilnikovia sp. TO82
apresenta metabolismo secundario mais diverso, pois apresenta 21 potenciais CGBs de acordo
com analise pelo antiSMASH (10,61% do genoma), sendo que A. fruiliensis apresenta apenas
12 (5,53% do genoma), apesar deste ter um maior genoma e maior nimero de sequéncias
codificantes. J& quando comparado a S. coelicolor A(3), este apresenta maior diversidade
metabolica, com 27 CGBs. Entretanto, Krasilnikovia sp. TO82 apresenta maior porcentagem de

seu genoma dedicada ao metabolismo secundario de acordo com dados do antiSMASH (tabela
6).

Tabela 6: Comparacdo entre o genoma de Krasilnikovia sp. T082, A. friuliensis DSM7358 e S.
coelicolor A(3).

Krasilnikovia sp. A. friuliensis

Organismo T082 DSM7358

S. coelicolor A(3)

Tamanho do genoma 7,70 Mb 9,38 Mb 9,05 Mb

Conteudo C+G 71,5% 70,4% 71,1%

Nuimero de sequéncias
codificantes (de acordo 7358 8687 8154
com RAST)
Tamanho médio das
sequéncias codificantes 932 pb 986 pb 974 pb
(de acordo com RAST)

Densidade codificante
(de acordo com RAST)

Numero de potenciais
CGB:s relacionados ao
metabolismo secundario 21 12 27
(de acordo com
antiSMASH)
Porcentagem do
genoma relacionado ao
metabolismo secundario 10,61% 5,53% 9,88%
(de acordo com
antiSMASH)

89,05% 90,03% 88,86%

A tabela 7 mostra os potenciais CGBs relacionados ao metabolismo secundario de
acordo com a andlise por antiSMASH. Cada cluster identificado teve sua sequéncia de
nucleotideos extraida para posterior analise no banco de dados GenBank, e a sequéncia de maior
similaridade esta indicada na mesma tabela. Pode-se observar que a maioria dos clusters possui

maior similaridade com o genoma de bactérias do género Actinoplanes.
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Tabela 7: Resultado da analise por antiSMASH do genoma de Krasilnikovia sp. TO82, mostrando os
potenciais CGBs encontrados e similaridades deles com sequéncias depositadas no GenBank até

Outubro de 2016.

Numero Tamanho Maior similaridade Cobertura Identidade
do Classe da com a
do cluster (GenBank) A . P
cluster sequéncia  sequéncia
s . Streptomyces sp. SirexAA-E o o
1 Nao identificado 25,0 Mb (CP002993.1) 16% 74%
. . Actinoplanes friuliensis DSM o o
2 Bacteriocina 10,9 Mb 7358 (CP006272.1) 61% 83%
Streptomyces sp. SNA15896
3 NRPS 65.3 Mb DNA, cluste;i 6g3en1co de SW- 51% 80%
(AB375771.1)
Actinoplanes missouriensis
4 Nao identificado 43,9 Mb 431 38% 82%
(AP012319.1)
Streptomyces venezuelae o o
S NRPS 35,3 Mb ATCC 10712 (FR845719.1) 21% 5%
- . Actinoplanes friuliensis DSM o o
6 Nao identificado 43,0 Mb 7358 (CP006272.1) 23% 81%
. . Actinoplanes sp. N902-109, o o
7 Sideroforo 13,3 Mb (CP005929.1) 58% 80%
Actinoplanes friuliensis DSM o o
8 NRPS 55,7 Mb 7358 (CP006272.1) 30% 81%
t2PKS- Actinoplanes friuliensis DSM o o
? butirolactona 45,8 Mb 7358 (CP006272.1) 21% 77%
. A Streptomyces albus DSM o o
10 Aminoglicosideo 21,2 Mb 41398, (CP010519.1) 19% 75%
NRPS - Actinoplanes missouriensis o o
11 sideréforo 50,7 Mb 431 (AP012319.1) 13% 80%
Micromonospora
12 Nao identificado 43,0 Mb purpureochromogenes DSM 8% 94%
43821 (LT607410.1)
. Actinoplanes friuliensis DSM o o
13 Melanina 10,4 Mb 7358 (CP006272.1) 57% 84%
Actinoplanes friuliensis DSM o o
14 NRPS-t1PKS 64,5 Mb 7358 (CP006272.1) 15% 91%
Actinoplanes friuliensis DSM o o
15 T1 PKS 51,9 Mb 7358 (CP006272.1) 73% 85%
Actinoplanes friuliensis DSM o o
16 T3 PKS 41,1 Mb 7358 (CP006272.1) 70% 88%
Micromonospora rifamycinica o o
17 Terpeno 20,9 Mb DSM 44983 (LT607752.1) 45% 94%
Streptomyces davawensis JCM o o
18 t3PKS 41,1 Mb 4913 (HE971709.1) 19% 79%
Butirolactona- 88,7 Mb Actinoplanes missouriensis o o
19 Lantipeptideo 431 DNA (HM193369.1) 12% 88%
NRPS - Micromonospora echinofusca o o
20 bacteriocina 50.2Mb oM 43913 (LT607733.1) 20% 85%
21 Nioidentificado 333 Mb ~ O/eplomyees sp SIeXAAE 540, 74%

(CP002993.1)
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A tabela 8 mostra uma analise realizada pelo antiSMASH em que os CGBs identificados

sdo buscados no banco de dados MIBiG (Minimum Information about a Biosynthetic Gene

cluster), que ¢ um banco de dados de CGBs cujo compostos por eles codificados ja foi

identificado.

Tabela 8: Resultado da analise por antiSMASH do genoma de Krasilnikovia sp. TO82, mostrando os
potenciais CGBs e similaridades destes com CGBs depositados no MIBiG até outubro de 2016.

Nimero Similaridade entre os
do Classe Maior similaridade (MIBiG)
genes
cluster
1 Nao identificado A33853 30%
2 Bacteriocina Limfostina 25%
3 NRPS SW-163 71%
4 Nao identificado Nanchangmicina 6 %
5 NRPS Albachelina 90%
6 Nao identificado Lipstatina 28%
7 Sideroforo -- --
8 NRPS Sch47554 / Sch47555 3%
9 t2PKS-butirolactona Pristinamicina 3%
10 Aminoglicosideo Acarbose 17%
11 NRPS BE-7585A 4%
12 Nao identificado -- --
13 Melanina -- --
14 NRPS-t1PKS Tubulisina 9%
15 T1 PKS Azinomicina B 4%
16 T3 PKS Alqull-(.)-.dndrogeraml- 1%
metoxihidroquinonas
17 Terpeno Sioxanthina 80%
18 t3PKS -- --
Butirolactona- . 0
19 Lantipeptideo Fluostatin 20%
20 NRPS -bacteriocina -- --
21 Nao identificado A33853 13%

O fato dos CGBs 1 e 21 apresentarem similaridade com o mesmo CGB depositado no
MIBig, que codifica o composto A33853 (figura 58), evidencia que se trata de um genoma ser
circular, pois estes dois CGBs identificados provavelmente sdo apenas um que foi separado
durante a montagem do genoma. Estes clusters foram agrupados manualmente e analisados
novamente no antiSMASH, apresentando 30% de similaridade com os genes do CGB do

composto A33853. Este CBG foi novamente analisado através da ferramenta Blast (banco de
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dados GenBank), que confirmou a maior similaridade com Streptomyces sp. SirexAA-E,

apresentando 36% de cobertura e 74% de identidade com a sequéncia analisada.

OH
N/
HO.__O 0
HN.  OH
N
\
0
A33853

Figura 58: Composto A33853 isolado previamente de Streptomyces sp. NRRL 12068 (MICHEL et al.,
1984) que mostrou similaridade com os CGBs 1 e 21 do genoma de Krasilnikovia sp. TOS2.

Dentre todos os CGBs identificados, apenas quatro apresentaram alta similaridade com
algum CGB depositado no MIBiG (clusters 3, 5, 16 e 17, descritos a seguir), indicando que esta
linhagem tem elevadas chances de ter codificado em seu genoma novos compostos,
aumentando as chances do antibidtico estimulado em co-cultura ser de fato um novo composto
(fendmeno descrito no capitulo 2 desta tese na pagina 66).

O CGB numero 3 codifica um composto que pertence a classe dos peptideos nao-
ribossomais (NRP) do tipo depsipeptideos com atividade intercalante de DNA. A tabela 9
mostra a similaridade deste CGB com CGBs de diferentes compostos pertencentes a esta classe,
j& com as respectivas estruturas quimicas. Este grupo de compostos € conhecido por apresentar
um amplo espectro de atividades biologicas, como antiviral, antibidtica e anticancerigena
(ZOLOVA; MADY; GARNEAU-TSODIKOVA, 2010), indicando que este CGB

potencialmente codifica um produto natural bioativo.
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Tabela 9: Compostos cujo CGB apresenta grande similaridade com o cluster nimero 3 do genoma de
Krasilnikovia sp. T082 (dados de acordo com busca no GenBank).

Nimero de Cobertura Identidade
Composto Estrutura do composto acesso no da com a
GenBank sequéncia sequéncia
AB375771 51% 80%
| O
| SN HN/H(N\KLN 2
2 N\Egoo = O © o
OH O o 0O NN ‘
Grupo o 0 \ T)H/NH N
1 K o}
SW-163 r’Hs SW-163C
(FERNANDEZ | *
. R
B i}_s_R? ’kf;&Me SW-163D
it
f}—s-a SW-163E
f:}sfi—Pr SW-163F
1fi>—$—sec—Bu SW-163G
AB366635 26% T7%
o}
o% N_O
Triostina A o | j
o
(OTSUKA NJ)LN/(fO s %H o
\: H r°
et al., 1976) N HNI S o XN
o7 N N o N
o}
AB211309 26% 75%
o}
o
Equino- J"‘ NIO
o} ° NH
micina Nj)LuLfO s Ogjﬂ o
(DELL et (IN/ HNI S o XN
al,, 1975) 07N NI% Nﬁj
o
AM11347 11% 71%
—s HO
Tiocoralina og\ 0 ! H )
(PEREZ I NJKESB/\N r
s S
BAZ et al., ‘N\ Nj}rﬁ\jﬁNjYN\(go
H \
1997) OH o s
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A andlise do CGB 5 evidenciou que os genes que compdem este cluster possuem alta
similaridade com genes de varios CGBs de NRPs que sdo descritos na literatura como
siderd6foros, dentre eles os compostos albachelina (90% de similaridade entre os genes) e
eritrochelina (60% de similaridade entre os genes) (figura 59). A andlise manual dos genes e
moédulos de NRP que compdem esses diferentes clusters evidenciou que o composto codificado
no genoma de Krasilnikovia sp. T082 possui a mesma sequéncia de modulos que eritrochelina,
e, portanto, incorpora os mesmos aminoacidos na mesma sequéncia, mas apresenta genes
diferentes fora desses modulos, que estdo presentes no cluster da albachelina. Um desses genes
¢ de modificagdo dos aminodcidos incorporados: se trata de uma formiltransferase, que ¢é
responsavel pela modificacdo do aminodcido nao-proteinogénico ornitina em hidroxi-formil-
ornitina na biossintese da albachelina (KODANI et al., 2015). Portanto, espera-se que esta
linhagem seja capaz de biossintetizar um sider6foro com estrutura intermediéria a estes dois

compostos.

HO
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N-© E
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Figura 59: Compostos que mostraram similaridade com o cluster 5 do genoma de Krasilnikovia sp.
T082: albachelina (KODANI et al., 2015) e eritrochelina (ROBBEL et al., 2010).

ritrochelina

O CGB numero 16 codifica um composto provavelmente similar aos lipidios fendlicos

alquil-O-diidrogeranil-metoxi-hidroquinonas descritos em 2011 por AWAKAUA e
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colaboradores (figura 60), apresentando 71% de similaridade com o CGB destes compostos

(AWAKAWA etal., 2011).

HO

alquil-O-diidrogeranil-metoxi-hidroquinonas
R=Cy6, C170uCyg

Figura 60: Estrutura quimica das alquil-O-diidrogeranil-metoxi-hidroquinonas (AWAKAWA et al.,
2011).

O cluster nimero 17 codifica um composto provavelmente similar ao carotenodide
glicosilado sioxanthina, descrito em 2015 por Richter e colaboradores (figura 61) como um
caroteno ndo-usual em actinobactérias, apresentando 80% de similaridade com o CGB deste
composto. Este cluster provavelmente estd relacionado ao pigmento que da coloragao as células
de Krasilnikovia sp. TO82, que sdo alaranjados, tendo em vista que a sioxanthina foi descrita
como responsavel pela pigmentacdo alaranjada tipica de Salinispora tropica (RICHTER,;

HUGHES; MOORE, 2015).

sioxanthina

Figura 61: Estrutura quimica da sioxanthina (RICHTER; HUGHES; MOORE, 2015).

4.2. Estudo quimico da linhagem Krasilnikovia sp. T082
Tendo em vista o interessante genoma de Krasilnikovia sp. T082 relacionado ao

metabolismo secundario descrito nos topicos anteriores, € o fato de ndo haver nenhum estudo
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quimico relatado para este género de actinobactéria rara, decidiu-se cultivar esta linhagem em
cultura pura e analisar os compostos produzidos por ela.

Foram escolhidos dois meios de cultura para cultivo: TSB 0,5x por ser o meio em que
foi estudada atividade indutora descrita no capitulo 2, e o meio ISP2 por ser o meio melhor
estabelecido na literatura para cultivo de actinobactérias. Antes de iniciar os cultivos foi
estudada a curva de crescimento nestes dois meios de cultura. Foram analisados 10 pontos: de
um a sete dias (a cada 24 h) e depois com 10, 15 e 20 dias. Em cada ponto analisado a cultura
foi filtrada com membrana 0,22 um, e a massa celular obtida secada em estufa para medigao
do peso seco e construir a curva de crescimento.

As curvas obtidas podem ser vistas no grafico da figura 62. A linhagem se desenvolveu
melhor em ISP2, tendo inclusive atingido uma segunda fase de crescimento a partir do quinto
dia. Em 2008 Manteca e colaboradores demonstraram que durante o cultivo liquido da
actinobactéria Streptomyces coelicolor também ¢ observada uma segunda fase de crescimento.
Foi demonstrado que durante esta fase um outro tipo de micélio ¢ formado, e ¢ nesta fase de
crescimento que os antibidticos undecilprodigiosina e actinorhodina sdo produzidos

(MANTECA et al., 2008).

Curva de crescimento
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Figura 62: Curva de crescimento de Krasilnikovia sp. T082 em dois meios de cultura: ISP2 e TSB.
Condigdes de cultivo: agitagdo em 200 rpm e 30 °C.
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4.2.1. Cultivo em TSB 0,5x

A linhagem foi cultivada em 1,75 L de meio TSB por 10 dias a 30 °C, 200 rpm. A
cultura foi entdo filtrada. Como a linhagem cresce menos neste meio de cultura, decidiu-se
utilizar SPE para obtengdo de extratos com maior rendimento de massa. O sobrenadante livre
de células foi concentrado e extraido utilizando cartucho C;s (Supelco®, 10 g) em um gradiente
de MeOH:H,O para eluigdo dos compostos: 10, 20, 30, 40, 50 e 100% MeOH. As fracdes
obtidas foram secadas sob pressdo reduzida em rotaecvaporador e a massa obtida foi pesada
(tabela 10). O meio de cultura TSB também foi submetido ao mesmo fracionamento para fins

comparativos.

Tabela 10: Massa obtida de cada fracdo proveniente da SPE e do macerado das células.

Fracao Massa obtida (mg)
10% MeOH 994
20% MeOH 736
30% MeOH 195
40% MeOH 106
50% MeOH 74
100% MeOH 70

4.2.1.1. Ensaio antimicrobiano do cultivo em TSB 0,5x
Todos extratos obtidos foram testados frente a bactérias Gram-negativas, Gram-
positivas e levedura na concentragdo de 100 pug/mL pelo método de punch-hole. Nenhum

apresentou atividade.

4.2.1.2. Fracionamento do cultivo em TSB 0,5x

As fragoes obtidas foram analisadas em HPLC-DAD-ELSD analitico utilizando coluna
Ce-Fenil (Phenomenex®, 25 cm x 4,6 mm, 5 um) em um gradiente de ACN:H,O (Vazao: 1
mL/min. Gradiente: 4 min 5%, 5-100 % em 20 min, 10 min em 100%, 100-5% em 2 minutos €
5 min a 10%). Os cromatogramas obtidos foram analisados em A 220 nm, 254 nm e 320 nm e
comparados com o meio de cultura utilizado. Os extratos escolhidos para purificagdo de
compostos foram as fracdes da SPE de 30% e 40% MeOH por apresentarem mais bandas

cromatograficas diferentes quando comparados a respectiva fragdo do meio de cultura.
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4.2.1.2.1. Fracao de 30% MeOH

O cromatrograma mostrado na figura 63 mostra as fracdes coletadas para posterior
purificagcdo. Esta andlise foi feita em HPLC-DAD semi-preparativo com coluna Cs-Fenil
(Phenomenex”, 25 cm x 10mm, 5 pm) e gradiente ACN:H,O, com um programa ajustado para
melhor separagdo entre os compostos (Vazao: 4 mL/min. Gradiente: 3 min em 10%, 10-20%
em 1 min, 2 min em 20%, 20-30% em 5 min, 2 min em 30%, 30-45% em 4 min, 45-100% em

1 min, 4 min em 100%, 100-10% em 1 min ¢ 5 min em 10%).

w

Data1:30MeOH_Fenil_ACN_c7.Icd PDA Ch1 220nm,4nm
70000 JNata2:30MeOH_Fenil_ACN_c7.lcd PDA Ch2 254nm,4nm
JData3:30MeOH_Fenil_ACN_c7.lcd PDA Ch3 320nm,4nm
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Figura 63: Cromatograma obtido por HPLC-DAD (A 220, 254 e 320 nm) da analise da fracdo de 30%
MeOH, mostrando as fragdes coletadas.

As fragdes obtidas foram submetidas a mais uma série de purificagdes em HPLC-DAD
semi-preparativo. A tabela 11 mostra as sub-fracdes obtidas a partir desta nova série de

purificacdes.
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Tabela 11: Fracdes obtidas apos purificacdo das fracdes coletadas do extrato 30% MeOH.

Fracao Sub-fracoes Massa (mg)
30 1 3011 0,5
3012 0,4
3013 0,8
30 2 descartada --
30 3 3031 0,3
3032 0,2
30 33 0,7
303 4 1,3*
3035 0,6
30 4 3041 3,0%
30 42 1,5%
30 5 3051 0,25
3052 0,5
3053 0,3
305 4 0,3
30 6 306 1 0,2
30 6 2 0,3
30 6 3 0,2
30 7 30 7 1 0,3

*fracdes selecionadas para determinagdo estrutural

4.2.1.2.2. Fracao de 40% MeOH

O cromatograma mostrado na figura 64 mostra as fragdes coletadas para posterior
purificagdo. Esta andlise foi feita em HPLC-DAD semi-preparativo, com coluna Ce¢-Fenil (25
cm x 10 mm, Sum) e gradiente ACN:H,0O, com um programa ajustado para melhor separacdo
entre os compostos (Vazao: 4 mL/min. Gradiente: 3 min em 10%, 10-20% em 1 min, 2 min em
20%, 20-30 % em 10 min, 30-100% em 1 min, 6 min em 100%, 100-10% em 1 min e 4 min em
10%).

As fragdes obtidas foram submetidas a mais uma série de purificagdes em HPLC-DAD
semi-preparativo. A tabela 12 mostra as sub-fracdes obtidas a partir desta nova série de

purificacdes.
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Figura 64: Cromatograma obtido por HPLC-DAD (A 220, 254 e 320 nm) da analise da fracdo de 40%
MeOH, mostrando as fragdes coletadas.

Tabela 12: Fracdes obtidas apds purificacdo das fracdes coletadas do extrato 40% MeOH.

Fracao Sub-fracoes Massa obtida (mg)
40 1 n/a 3,7
40 3 n/a 17,5
40 4 40 4 1 0,6

40 4 2 0,1

40 4 3 0,5
40 5 40 5 1 0,3

40 5 2 6,1%
40 6 n/a 0,9
40 7 n/a 0,8
40 8 n/a 0,9
40 9 n/a 0,8

*composto selecionado para elucidagdo estrutural
n/a: ndo se aplica

Foi observado um baixo rendimento para as fracdes obtidas nos fracionamentos dos
extratos de 30% e 40% MeOH. Um detalhe observado ¢ que esta linhagem produz muitos
pigmentos escuros, que eluem ao longo de todas as fragdes dificultando a purificacdo e
prejudicando o rendimento (maior parte da massa do extrato esta relacionada a este pigmento).
Foram escolhidas algumas amostras de maior rendimento para determinagdo estrutural, todas

determinadas como pertencentes a classe das dicetopiperazinas.
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4.2.1.3. Dicetopiperazinas

Os compostos isolados, descritos nos topicos seguintes, apresentaram sinais
caracteristicos de compostos da classe das dicetopiperazinas (DKPs) devido a sinais
caracteristicos de hidrogénio do carbono alfa de aminoécidos na regido entre 6 4,5-3,5, além de
sinais de hidrogé€nios metilénicos e metilicos na regido entre o 3,5-1,0 e presenca de sinais de
hidrogénios aromaticos entre 6 8,0-7,0, que caracterizam as cadeias laterais de aminoacidos
apolares. Todas as DKPs aqui isoladas ja estdo descritas na literatura, portanto, a determinagao
estrutural foi realizada comparativamente com dados disponiveis na literatura de RMN e MS.

Dicetopiperazinas formam uma ampla classe de metabdlitos secundérios que
apresentam varias atividades bioldgicas, como antibacteriana, antifungica, antiviral,
antitumoral, anti-inflamatdria e imunossupressiva (BELIN et al., 2012). Ainda faltam estudos
a respeito do papel bioldgico destes compostos para seus organismos produtores. Acredita-se
que estejam envolvidas em comunicacdo entre 0s micro-organismos (tanto intra como inter-

espécies), como por exemplo em guorum-sensing (BELIN et al., 2012).

4.2.1.3.1. Amostra 30_3 4: Ciclo-isoleucina-prolina (ciclo-ile-pro)

A amostra 30 3 4 (composto 1) apresentou os sinais caracteristicos mencionados de
DKPs. A presenga de seis hidrogénios metilénicos relativamente mais desblindados (8 3,7-1,8)
indicaram a presenca de uma prolina. A presenca de mais dois hidrogénios metilénicos mais
blindados (& 1,6-1,1) e dois sinais distintos de hidrogénios metilicos, sendo um tripleto e um
dupleto, indicaram que o outro aminoacido ¢ uma isoleucina. A analise por HR-ESI-MS
mostrou um ion de m/z 233,1255 (figura 94 do anexo 2), referente a este composto sodiado com
erro calculado de 4,7 ppm. O espectro de RMN de 'H pode ser visto no anexo 1 figura 83.

Portanto, a amostra 30 2 4 foi determinada como sendo uma ciclo-isoleucina-prolina
(figura 65). Os dados obtidos de RMN de 'H foram comparados com dados publicados na
literatura (tabela 13) (ADAMCZESKI; REED; CREWS, 1995). As diferengas observadas de
deslocamento quimico entre os sinais dos mesmos hidrogénios se devem ao fato dos espectros

terem sido obtidos em solventes diferentes.
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Figura 65: Estrutura da ciclo-isoleucina-prolina (1).

Tabela 13: Dados obtidos em andlise por RMN de 'H (500 MHz) da amostra 30 3 4, e comparacgdo
deste com dados obtidos na literatura para 0 mesmo composto.

RMN de 'H (300 MHz, CDCL5)
(ADAMCZESKI; REED; CREWS, 1995)

6"H (ppm) (mult.; J(Hz)

RMN de 'H (500 MHz, D,0)

6"H (ppm) (mult.; J(Hz);

int) Posicao int) Posicao
4.41-434 (m: TH) Hy- (Pro) 407 (. 7,5; 1H) Hy (Pro)
3,85 (d: 5,4; 1H) H, (Tle) 3,96 (sZ; 1H) H, (Tle)
3,64-3,56 (m, IH) Hs (Pro) 3’6_3,5 (m’ 2H) Hs ((II))II‘.(())); Hs
3,56-3,49 (m; 1H) Hs: (Pro)
2.39-2,30 (m; 1H) H, (Tle) 2,4-2,3 (m; 1H) H, (Tle)
2,11-2,01 (m; 1H) H- (Pro) 2,3-2,2 (m; 1H) Hy (Pro)
2,00-1,84 (m; 3H) (;%(’))(Plg?’(gg : 2,1-2,0 (m; 1H) Hy (Pro)
2,0-1,9 (m; 1H) H. (Pro)
1,9-1.8 (m: 1H) H. (Pro)
1,55-1,45 (m; 1H) H, (Tlc) 1,5-1.4 (m: 1H) H, (Tle)
1.26-1.15 (m: 1H) H, (Tlc) 1.3-1.1 (m: 1H) H, (Tle)
0,98 (d; 6,8; 3H) Ha (Ile) 1,05 (d: 7,2; 3H) Hs (Ile)
0,90 (1: 7,3; 3H) Hs (Tle) 0,92 (1; 7,4; 3H) Hs (Tle)

Esta relatado na literatura que este composto foi isolado de diferentes bactérias e fungos,
e apresenta atividade contra S. aureus, B. subtilis e E. coli (EL-GENDY BEL e RATEB, 2015).
Um estudo realizado por ABED e colaboradores (2013) mostrou que a ciclo-L-Pro-L-Ile

também apresenta atividade inibitoria de guorum sensing (ABED et al., 2013).

4.2.1.3.2. Amostra 30_4_1: Ciclo-leucina-prolina
A amostra 30 4 1 (composto 2) apresentou os sinais caracteristicos mencionados de

DKPs. A presenca de seis hidrogénios metilénicos entre 6 3,6 - 1,8 indicou a presen¢a de uma
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prolina. A presenca de mais dois hidrogénios metilénicos, um hidrogénio metinico e dois sinais
de hidrogénios metilicos com deslocamento muito proximos, sendo dois dupletos, indicaram
que o outro aminoacido ¢ uma leucina. A andlise por HR-ESI-MS mostrou um ion de m/z
233,1255 (figura 95 do anexo 2), referente a este composto sodiado com erro calculado de 2,4
ppm. O espectro de RMN de 'H pode ser visto no anexo 1 figura 84.

Portanto, a amostra 30 4 1 foi determinada como sendo a ciclo-leucina-prolina (figura
66). Os dados obtidos de RMN de 'H foram comparados com dados publicados na literatura
(tabela 14) (WANG et al., 2016).

Figura 66: Estrutura da ciclo-leucina-prolina (2).

Tabela 14: Dados obtidos em analise por RMN de 'H (500 MHz, D,0) da amostra 30 4 1, e
comparag¢do deste com dados obtidos na literatura para o mesmo composto.

RMN de 'H (500 MHz)

D,O CDCIl; (WANG et al., 2016)
1 R . 1 . .
o'H (ppm) .(mult., J(Hz); Posicio o H (ppm) .(mult., J(Hz); Posicio
int) int)

4,29-4,23 (t; 7,7; 1H) Hy (Pro) 4,13 (t; 8,3; 1H) Hy> (Pro)
4,15-4,10 (m; 1H) H, (Leu) 4,02 (dd; 3,9, 9,3; 1H) H; (Leu)
3,54-3,47 (m; 2H) Hs (Pro) 3,64-3,52 (m, 2H) Hs: (Pro)
2,34-2,25 (m, 1H) Hs: (Pro) 2,39-2,32 (m, 2H) Hs (Pro)

) Hs: (Pro), ) ,
2,07-1,97 (m; 2H) H (Pro) 2,18-2,0 (m, 2H) Hy4 (Pro)

Hy (Pro),

2,07-1,82 (m; 3H) Hy4 (Leu), 1,94-1,87 (m, 1H) Hy4 (Leu)
H; (Leu) 1,75 (m, 1H) H; (Leu)
1,56-1,47 (m; 1H) H; (Leu) 1,53 (m, 1H) H; (Leu)
0,96 (d; 6,0; 3H) Hs, (Leu)* 1,00 (d; 6,6; 3H) Hs (Leu)
0,95 (d; 6,0; 3H) Hs, (Leu)* 0,95 (d; 6,6; 3H) Hs (Leu)

* os valores destes hidrogénios podem ser intercambiaveis
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4.2.1.3.3. Amostra 30 4 2

A amostra 30 4 2 (composto 3) apresentou os sinais caracteristicos mencionados de
DKPs. A presenga de dois dupletos referentes a hidrogénios metilénicos em & 3,18 ¢ 8 2,98 ¢
sinais de cinco hidrogénios de anel aromatico -caracteristicos de anel benzénico
monossubstituido indicaram a presenca de uma fenilalanina (6 7,31-7,14). Os demais sinais
observados totalizam sete hidrogénios, sendo nenhum destes referentes a hidrogénio metilico,
sugerindo que o outro aminodcido seja uma prolina.

A anélise por HR-ESI-MS mostrou um ion de m/z 267,1108 (figura 96 do anexo 2), que
apresenta um erro calculado de 1,5 ppm quando comparado ao composto ciclo-fenilalanina-
prolina. Entretanto, os deslocamentos quimicos observados dos hidrogénios metilénicos nao
condizem com os valores esperados para uma prolina. Esta amostra foi entdo enviada para
analise por gHSQC e gHSBC (figura 86 do anexo 1). O gHSQC indicou que o hidrogénio ligado
ao carbono alfa do aminodacido (que possui caracteristicamente deslocamento quimico por volta
de & 60 por estar ligado a um nitrogénio) que seria uma prolina ¢ um duplo dupleto com
deslocamento quimico de & 2,59, o que ¢ considerado um valor muito blindado para um
hidrogénio alfa de aminoéacido. Buscas na literatura mostraram que a configuracdo absoluta da
fenilalanina e prolina influencia no deslocamento quimico do hidrogénio alfa da prolina. Wang
e colaboradores (2010) demonstraram essa influéncia ao analisar e comparar espectros de RMN
de 'H da ciclo-S-fenilalanina-S-prolina e ciclo-S-fenilalanina-R-prolina. No caso da
configuracdo trans (ciclo-S-fenilalanina-R-prolina) o hidrogénio alfa da prolina fica mais
blindado como observado para o composto 3 devido ao efeito anisotropico exercido pelo anel
benzénico da fenilalanina nesta configuracdo. Este efeito ¢ comum em dicetopiperazinas em
que um dos amino4cidos apresenta anel aromatico (GUIMARAES et al., 2010).

Portanto, a amostra 30 4 2 foi determinada como sendo uma ciclo-S-fenilalanina-R-
prolina (figura 67). Os dados obtidos de RMN de 'H (figura 85) foram comparados com dados
publicados na literatura (tabela 15) (WANG et al., 2010). Este trabalho de WANG e
colaboradores (2010) isolou a ciclo-S-fenilalanina-R-prolina de B. subtilis, e reporta como

sendo a primeira vez que este composto nesta configuracao foi isolado de uma fonte natural.
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Figura 67: Estrutura da ciclo-S-fenilalanina-R-prolina (3).

Tabela 15: Dados obtidos em andlise por RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) da amostra 30 4 2,e
comparac¢io deste com dados obtidos na literatura para o mesmo composto.

RMN de 'H (500 MHz)
CD;OD CDCIl; (WANG et al., 2010)
o'H (ppm) (mult.; J(Hz); int) Posicao o'H (ppm) i(nntl)ult.; J(Hz); Posicao
7,31-7,26 (m; 3H) Harom (Phe) 7,33-7,20 (5H) Harom (Phe)
7,20-7,14 (m; 2H) Harom (Phe)
4,21-4,14 (m; 1H) H, (Phe) 4,22 (m; 1H) H, (Phe)
3,57-3,54 (m; 1H) Hs (Pro) 3,65-3,59 (m; 1H) Hs- (Pro)
3,35-3,32 (m, 1H) Hs (Pro) 3,41-3,36 (1H) Hs- (Pro)
3,22-3,14 (m, 3H) H; (Phe) 3,15 (dd; 6,5, 13,5; 1H) H; (Phe)
3,01-2,94 (m, 2H) H; (Phe) 3,06 (dd; 4,0 , 13,5; 1H) H; (Phe)
2,63-2,56 (m, 1H) H> (Pro)  2,94-2,91 (dd, 6,5, 10,5; 1H)  Ha: (Pro)
2,07-1,96 (m, 1H) Hs- (Pro) 2,20-2,15 (m; 1H) Hs- (Pro)
1,94-1,83 (m, 1H) H (Pro) 1,96-1,90 (m; 1H) H- (Pro)
1,71-1,55 (m, 2H) 1;34 , ((llzrr‘(’))) 1,85-1,64 (m; 2H) 1;34 | ((I;rr‘(’)))

4.2.1.3.4. Amostra40 5 2

A amostra 40 5 2 (composto 4) apresentou os sinais caracteristicos mencionados de
DKPs. A presenca de oito hidrogénios metilénicos na regido de o 3,7-1,2 e auséncia de metilas
indicaram a presenc¢a de uma prolina, restando dois hidrogénios para o outro aminoacido. Estes
dois hidrogénios metilénicos restantes e sinais de cinco hidrogénios de anel aromatico
caracteristicos de anel benzénico monossubstituido indicaram a presenca de uma fenilalanina
(0 7,23-7,19). A analise por HR-ESI-MS mostrou um ion de m/z 267,1088 (figura 97 do anexo
2), referente a este composto sodiado com erro calculado de 5,99 ppm.

Portanto, a amostra 40 5 2 foi determinada como sendo uma ciclo-fenilalanina-prolina
(figura 68). Os dados obtidos de RMN de 'H (figura 87) foram comparados com dados
publicados na literatura (tabela 16) (STROM et al., 2002). Neste caso, os sinais observados para
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a prolina possuem deslocamentos quimicos caracteristicos para este aminoacido, indicando que
o composto 4 possui conformacdo cis, sendo, portanto, ou ciclo-S-fenilalanina-S-prolina ou
ciclo-R-fenilalanina-R-prolina.

Esta dicetopiperazina foi isolada pela primeira vez de Lactobacillus plantarum
(STROM et al., 2002), tendo sido também isolada posteriormente de actinobactérias. Esta

descrita na literatura como tendo atividade antitumoral moderada (FERREIRA et al., 2016).

(0]
5 3 H 5

6
2 l’\l 4'
H 3
8 o)

4

Figura 68: Estrutura da re/-(R,R)-ciclo-fenilalanina-prolina (4).

Tabela 16: Dados obtidos em analise por RMN de 'H da amostra 40 5 2 comparando com dados
obtidos na literatura para 0 mesmo composto.

RMN de 'H (CD;0D)
500 MHz 600 MHz (STROM et al., 2002)
o'H (ppm) (mult.; J(Hz); int) Posicao o'H (ppm) (int) Posicao
7,23-7,19 (m; 5H) Harom (Phe) 7,27 (2H) Hg e Hg (Phe)
7,24 (2H) Hs e Hy (Phe)
7,22 (1H) H- (Phe)
4,46-4,40 (m; 1H) H; (Phe) 4,44 (1H) H; (Phe)
4,07 (ddd; 6,3, 1,2, 10,0; 1H) H,> (Pro) 4,07 (1H) H,: (Pro)
3,57-3,48 (m, 1H) Hs: (Pro) 3,55 (1H) Hs: (Pro)
3,39-3,32 (m, 3H) Hs: (Pro) 3,37 (1H) Hs: (Pro)
3,20-3,10 (m, 2H) H; (Phe) 3,17 (2H) H; (Phe)
2,11-2,04 (m, 1H) Hs (Pro) 2,10 (1H) Hs (Pro)
1,84-1,74 (m, 2H) Hy4 (Pro) 1,81 (2H) Hy4 (Pro)
1,25-1,14 (qui, 1H) Hs (Pro) 1,25 (1H) Hs (Pro)

4.2.2. Cultivo em ISP2 liquido
A linhagem foi cultivada em 3 L de meio ISP2 por 10 dias a 30 °C, 200 rpm. A cultura
foi entdo filtrada. Como o modo de extracao realizado para o cultivo em TSB apresentou muito

arraste de pigmentos escuros que dificultaram a purificagdo, decidiu-se extrair o cultivo em
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ISP2 com particdo em acetato de etila para minimizar a interferéncia deste pigmento nos

fracionamentos. Apoés parti¢do a amostra foi seca para obtencao do extrato bruto.

4.2.2.1. Ensaio antimicrobiano do cultivo em ISP2

O extrato de acetato de etila obtido do cultivo em ISP2 foi testado frente a bactérias
Gram-negativas, Gram-positivas e levedura na concentragdo de 100 pg/mL pelo método de
punch-hole. Foi observada atividade contra bactérias Gram-positivas. Portanto, para o estudo

quimico deste extrato foi dada prioridade ao estudo do composto responsavel por esta atividade.

4.2.2.2. Investigacdo da bioatividade detectada em cultivo liquido ISP2 de Krasilnokovia
sp. T082

O extrato de acetato de etila proveniente da parti¢do do cultivo liquido desta linhagem
em ISP2 foi fracionado em cartucho SPE com fase estacionaria C;g. O esquema da figura 69

mostra o rendimento de cada fragdo coletada.

Acetato de etila

(170 mg)
SPE Cq
0o 25% 50 % 75 % 100 %
(35 5’ i MeOH MeOH MeOH MeOH
> mg) (40 mg) (27 mg) (17,7 mg) (43,5 mg)

Figura 69: Esquema de fracionamento do extrato e acetato de etila obtido da parti¢do do cultivo em
ISP2 de Krasilnikovia sp. TO82.

A fragdo 100% MeOH exibiu atividade contra S. aureus. Portanto, este extrato foi
priorizado para o isolamento de compostos. Conforme pode ser visto no cromatograma na
figura 70, este extrato apresentou trés bandas cromatograficas majoritarias diferentes do
controle do meio de cultura (comparar o cromatograma “82 ISP2 — bioativo” com o
cromatograma “ISP2”). Estas trés bandas cromatograficas exibiram mesmo espectro de

absor¢do no UV, sugerindo que elas tenham alguma similaridade estrutural (figura 70).
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Figura 70: Cromatogramas obtidos por HPLC-ELSD, sobrepostos para compara¢do da produgdo dos
compostos 5-7 em diferentes condigdes de cultivo. Apesar da banda cromatografica marcada com um
asterisco apresentar tempo de reten¢do similar ao composto 7, essas bandas apresentam espectro de
absorcdo no UV diferentes, ndo sendo, portanto, referentes ao mesmo composto. Espectros de absor¢ao
no UV demonstrados abaixo dos cromatogramas.

Inferiu-se que estes trés compostos (5-7) fossem responsaveis pela atividade. Estes
foram entdo purificados e testados. Como pode ser visto na figura 71, estes compostos sao de
fato responsaveis pela atividade antibacteriana observada previamente contra S. aureus, sendo
que o composto 7 ¢ mais ativo que os demais (1,56 pm/mL exibiu mesma atividade que o

controle estreptomicina 400 pg/mL) (figura 71).

Estreptomicina Composto 5 Composto 6 Composto 7
400 pg/mL 50 pg/mL 50 pg/mL 1,56 pg/mL
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Figura 71: Teste contra S. aureus dos trés compostos isolados, comparado ao controle estreptomicina.
Os trés compostos foram submetidos ao ensaio de CIM, que confirmou que o composto

7 ¢é o mais ativo, com CIM < 3 ng/mL, sendo que os compostos 5 e 6 apresentaram CIM de
1,56 pg/mL. Como os valores de CIM foram baixos apesar de se tratar de compostos de alto
peso molecular, decidiu-se enviar esses compostos para teste contra linhagens multi-resistentes
de S. aureus (MRSA) e inclusive alguns isolados clinicos (laboratério da Prof. Ilana Camargo
do Instituto de Fisica de Sao Carlos — USP). Foram enviados os compostos 6 e 7, os resultados
podem ser vistos na tabela 17. O composto 7 apresentou atividade contra todas as linhagens
testadas, que incluem linhagens resistentes a meticilina (MRSA), daptomicina (DAP),
tigeciclina (TIG) e vancomicina (VISA). Foi também medida a concentragdo bactericida
minima (CBM) (tabela 17), que evidenciou que o composto 7 apresenta atividade bactericida.
O composto 6 apresentou apenas uma atividade fraca contra uma das linhagens (S. aureus

ATCC 25923).

Tabela 17: Valores de CIM e CMB (pg/mL) dos compostos 6 e 7 frente a linhagens multi-resistentes
de S. aureus.

CIM (ng/mL) CBM (ng/mlL)
Linhagens bacterianas Compostos
6 7 6 7
S. aureus ATCC 25923 128 32 >128 64

S. aureus SA16

STS5-SCCmecll >128 32 n/d 64
MRSA, origem clinica

S. aureus SA33
ST105- SCCmecll MRSA + TIG R, >128 32/64 n/d 64

origem clinica

S. aureus SA88
STS5-SCCmecll >128 32 n/d 64

MRSA + DAP R, origem clinica

S. aureus SA90

STS5-SCCmecll >128 32 n/d 64
MRSA DAP S, origem clinica
S. aureus MuS0
STS, VISA

n/d: ndo determinado

>128 128 n/d >128

4.2.2.3. Elucidacao estrutural dos compostos bioativos
Analises preliminares d¢ RMN de 'H evidenciaram que de fato os trés compostos

bioativos possuem grande similaridade estrutural (figura 72). Andlise dos sinais sugeriu que
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estes compostos provavelmente pertencem a classe dos peptideos ndo-ribossomais (NRP): ha
presenca de diversos sinais na regido de hidrogénios de carbono alfa de aminoécidos (6 5,5-4,5)
indicando natureza peptidica; entretanto, ha sinais de hidrogénios ligados a anéis aromaticos (o
8,0-7,0) que ndo possuem multiplicidades caracteristicas de aminoécidos proteinogénicos
(fenilalanina, triptofano, tirosina) e sinais de hidrogénios de metilas ligadas a heteroatomos (6
4,0-2,5, integrando para 3 hidrogénios), indicando que se estes compostos forem de natureza
peptidica, os aminoacidos que os compdem sdo modificados, e, portanto, estes compostos

seriam entdo NRPs.

Figura 72: Comparacgio entre os espectros de RMN de "H dos compostos 6-7. A: regido de
hidrogénios de anéis aromaticos com multiplicidades que nio sio caracteristicas de aminoacidos
proteinogénicos (fenilalanina, triptofano, tirosina). B: regiao de hidrogénios ligados a carbono alfa
de aminoacidos. C: hidrogénios de metilas ligadas a heteroatomos.

Foi realizada entdo analise de todos os CGB identificados no genoma de Krasilnokovia
sp. TO82 que possivelmente codificam NRP. Dentre deles, o cluster 3 foi identificado pelo
antiSMASH como sendo responsavel pela sintese de um grupo de compostos chamados de
SW163, que sao NRPs com atividade antibacteriana e citotoxica.

Buscas na literatura pelos dados quimicos destes compostos (espectros de RMN de 'H,

espectro de absor¢do no UV, espectrometria de massas) comprovou que os compostos 5-7 sao
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de fato codificados por este CGB, sendo similares aos compostos SW163 (tabela 9). Uma
caracteristica marcante destes compostos € a presenca do cromodforo acido 3-hidroxi-
quinaldico, que dé o espectro de absor¢ao no UV caracteristico observado (figura 70). A figura
73 ilustra a comparagao entre o CBG depositado no MIBig (SW163) e o CGB 3 encontrado no
genoma de Krasilnikovia sp. T082 através de analise no antiSMASH. A tabela 18 compara gene
a gene, mostrando a cobertura e similaridade entre os genes e a possivel funcao de cada um. Os
genes do CGB 3 estao numerados de acordo com sua ordem no CGB, da esquerda para a direita.

Os genes que compdem o CGB do composto SW163 sdo codificados como “Swb”.

Krasilnikovia sp. T082 - CGB 3

\.-bbm-_._ﬂd. QCDID.D).)

|
Genes 1-25

Streptomyces sp. SNA15896 — CGB do composto SW163
or|f6
d4COEE M D@ G IImmmD Iy eea

\ )
|

Genes swb 1-20

Figura 73: Comparacdo visual entre os CGBs de Krasilnikovia sp. TO82 identificado pelo antiSMASH
e 0 CBG que apresentou maior similaridade com este. Cores iguais indicam similaridade. Setas brancas
indicam genes que ndo tem correspondéncia com o outro CBG em comparagdo. Os genes estdo em
ordem numérica, e a fungdo de cada um pode ser vista na tabela 17.
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Tabela 18: Analise dos genes que compdem o CGB 3 comparando com os genes que compoem o CGB
do composto SW163 e possivel fun¢do de cada um dentro do CGB (WATANABE et al., 2009).

Genes de CGB — Cobertura
B , ~
Genes de CGB 3 SW163 /Similaridade Possivel funcao
Gene 1 swb6 99% / 83% Biossintese do NCA
Gene 2 swb7 75% / 84% Biossintese do NCA
F <
Gene 3 swh8 100% / 67% ormagdo do grupo
tioacetal
Gene 4 swbl10 99% / 78% Biossintese do HQA
Gene 5 swhblil 97% / 81% Biossintese do HQA
Gene 6 swbi2 100% / 77% Ativacao do HQA
Gene 7 swbi3 98% / 79% Biossintese do HQA
Gene 8 swbi4 97% / 74% Biossintese do HQA
Gene 9 swbli5 99% / 84% Resisténcia
Mobdulo 1 € 2
Gene 10 swh16 100% / 74% Odul\?RPe do
Moédul 4
Gene 11 swh17 90% / 79% Odul\?épe do
Moédulo 3 e 4 d
Gene 12 swh17 89% / 78% ep
Gene 13 swbl8 98% / 80% mbtH-like
Gene 14 swb19 100% / 81% Regulacdo
F a t
Gene 15 swh20 95% / 78% ormagdo da ponte
de dissulfeto
Gene 16 orf6 104% / 76% Nao descrita
Gene 17 swb5 100% / 80% Transportador ABC
Gene 18 swb4 93% / 83% Transportador ABC
Gene 19 swb3 99% / 80% Regulagdo
Gene 20 s/c s/c Nao descrita
Gene 21 s/c s/c Isoprenil-transferase
Gene 22 swb2 100% / 79% Biossintese do HQA
Gene 23 swbl 99% / 77% Biossintese do HQA
Gene 24 s/c s/c Res1stepc'1a e
bleomicina
Gene 25 s/c s/c Regulador
s/c swb9 s/c Alqulla(;a.lo da -
metila

*s/c: sem gene correspondente
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A andlise do CGB 3 evidenciou que este possui quase todos os genes que compde o
CGB do grupo de compostos produzidos por Streptomyces sp. SNA 15896, chamado de SW-
163 (tabela 18). SO ndo estd presente o gene swh9, que codifica uma metiltransferase que
provavelmente tenha fun7¢do de alquilacio da S-metila, sendo assim possivelmente
responsavel por alguns andlogos pertencentes a este grupo de compostos (WATANABE et al.,
2009). Portanto, provavelmente a linhagem em estudo ndo ¢ capaz de biossintetizar andlogos
de SW163 com a S-metila alquilada.

Como pode ser visto na figura 74 os modulos que compdem as NRPS (peptideo nao-
ribossomal sintetases), que sdo as enzimas responsaveis pela montagem da sequéncia de
aminoacidos do composto, sdo os mesmos para 0 CBG 3 e CBG do composto SW163, inclusive
a epimerase (dominio ‘E’). Andlises disponiveis no antiSMASH mostraram que as quatro
adenilases (dominios ‘A’) que compdem essas NRPS incorporam os mesmos aminodcidos
nesses dois CGBs. Estes dados indicam que a sequéncia peptidica ¢ a mesma entre estes dois

compostos e provavelmente eles possuem a mesma configuragao absoluta.

Gene 10 (moédulos 1 e 2 do NRP)

@ G I @& @&

Gene 11 (médulo 3 do NRP)

ey @D

Gene 12 (modulo 3 e 4 do NRP)

@&Gd - (@ @GO 0

Gene swb16 (médulo 1 e 2 do NRP)

@ o & @&

Gene swb17 (médulo 3 e 4 do NRP)
® @~ I® @~ I®

Figura 74: Comparacao entre os mddulos NRP do CGB 3 (genes 10, 11 ¢ 12) e do CGB do composto
SW163 (genes swb16 e swb17). C: dominio de condensacdo. A: dominio de adenilagdo. E: dominio de
epimerizagdo. nMT: dominio de N-metil-transferase. TE: dominio de terminagao tioesterase.

Os trés compostos isolados estdo descritos a seguir. Possuem caracteristicas incomuns
para produtos naturais como a ligacdo tioacetal, o aminodcido ndo-proteinogénico acido
norcorondmico e alguns apresentam grupo sulfoxido. Portanto, trata-se de um grupo de
compostos com um padrdo estrutural interessante, diferenciado e com alta complexidade

estrutural.
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Tendo em vista a complexidade destes compostos e dos espectros de RMN de 'H
obtidos, o conhecimento prévio da possivel estrutura quimica destes compostos de acordo com
os dados do CGB foi de extrema importancia na determinagao das estruturas dos compostos 5-
7, que foi comparativa com os espectros disponiveis na literatura.

Os genes que compdem o CGB sdo quase todos os mesmos que os presentes no CGB
de SW163, sendo que os dominios que compdem as NRPSs sdo os mesmos e as adenilases
incorporam os mesmos aminoacidos. Portanto, j& era esperado que todos compostos fossem
estruturalmente muito similares ao grupo de compostos SW-163. Os trés compostos devem
possuir o biciclo aromético 4cido 3-hidroxi-quinéaldico (também confirmado pelo espectro de
absor¢ao no UV), oito aminoacidos (duas serinas, duas alaninas, duas N-metil-cisteinas ¢ dois
acidos norcoronamicos), ¢ as N-metil-cisteinas devem ser interligadas através de um grupo
tioacetal. Tendo em vista os andlogos presentes na literatura, ja era esperado que as diferencas
entre os trés compostos aqui isolados seriam na regido de ligacdo entre as duas N-metil-
cisteinas. De fato, as maiores diferencas entre os deslocamentos quimicos dos trés compostos
foram observadas nesta regido, como sera apresentado a seguir (veja figura 77). A auséncia do
gene swh9 no CGB ja deu indicios que este composto possui uma S-metila, ou seja, esta regido
ndo possui alquilagdo como em alguns andlogos, pois esta ¢ a fungdo putativa deste gene
(WATANABE et al., 2009).

O primeiro composto que teve sua estrutura determinada foi o composto 7. Anélise por
inser¢io direta em HR-ESI-MS detectou os ions: m/z [M+H]" 1127,3963 e m/z [M+Na]
1149,3755 (figura 100 do anexo 2). Busca no banco de dados online Dictionary of Natural
Products (http://dnp.chemnetbase.com) detectou o composto UK 63598, que foi o primeiro

nome dado ao composto SW-163D (erro de 0,17 ppm para o ion protonado).
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Figura 75: Estrutura quimica do composto 7 (SW-163D).
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Analises dos dados obtidos por RMN de 'H (figura 92 do anexo 1), gHSQC e gHMBC
(figura 93 do anexo 2) e comparacao destes com dados disponiveis na literatura confirmaram
que este de fato ¢ o composto SW-163D (figura 75) (NAKAYA et al., 2007; RANCE et al.,
1989). Foram observados sinais na regido dos hidrogénios de anéis aromaticos (6 7,8-7,5) que
integraram para 10 hidrogénios, indicando a presenca dos dois anéis aromaticos quinolinicos
HQA. Cinco sinais na regido entre 6 3,6-2,0 integrando para trés hidrogénios cada indicaram a
presenca de metilas ligadas a heteroatomos, representando as N-metilas das duas N-metil
cisteinas, as N-metilas dos dois 4cidos norcorondmicos ¢ a S-metila do grupo tioacetal. Sdo
observados ainda quatro sinais referentes a hidrogénios metilicos (dupletos, & 1,4-1,0) que
apresentam acoplamentos com hidrogénios metinicos. Estas metilas referem-se as duas alaninas
e aos dois acidos norcoronamicos. Quatro sinais integrando para um hidrogénio cada ndo
mostraram nenhuma correlagdo na analise por gHSQC, indicando que sdo hidrogénios ligados
a heteroatomos. Os deslocamentos quimicos observados para estes sinais indicaram que estes
sdo correspondentes as amidas presentes na ligacdo entre as serinas-alaninas e serinas-HQA.

A tabela 19 mostra a atribuicdo dos sinais observados nas analises de RMN (dados de
BC foram anotados por analise dos dados de gHSQC e gHSQC). Foram obtidos 7,5 mg do

composto 7.



Tabela 19: Dados de RMN de 'H e "*C (CDCl;, 500 MHz) do composto 7.
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Posi¢do o'H* 8"cC Posi¢do o'H* 8"cC
3-OH 11.34 (1H; 5) 30 3,39 (3H; s) 35,9
3-OH 11.31 (1H; 5) 31 4,98 (1H; m) 47,9
5 6,42 (1H; d; 8,1) 60,4 33a 2,73 (1H, m) 26,0
8 4,97 (1H; m) 45,7 33b 3,57 (11Hl; j)d’ 10.1, 26,0
9-NH 6,42 (1H; 5) 35 2,07 (3H; s) 15,0
11 4,97 (1H; m) 50,8 37 2,84 (3H; 5) 31,8
12a 4,84 (1H; m) 63,8 38 1,34 (3H) 16,8
12b 4,66 (1H; m) 63,8 39-NH 8.92 (1H; d; 8,1)
18 6,15 (11}11;,51;1; 10.1, 54.4 41a 1,83 (1H; dd; 6,4, 7,8) 26,5
21 4,85 (1H; m) 46,2 41b 1,30 (1H; dd; 6,4, 7,8) 26,5
22-NH 6,77 (1H; d; 8,1) 42 1,68 (1H)** 25,0
24 4,86 (1H; m) 51,7 43 1,04 (3H; d; 6,1) 11,5
25a 4,75 (1H;m) 64,3 44 3,51 3H; s) 36,6
25b 4,68 (1H; m) 64,3 45 2,88 (3H; s) 29,7
27a 1,88 (1H;dd; 6,2,7.9) 26,5 46 1,39 (3H; d; 6,8) 17,9
27b  127(1H;dd; 6.2,7.9) 26,5 47-NH 8,92 (1H; d; 9,4)
121,2;
28 1,74 (1H)** 25,0 Harom 7.67-7,78 (6H; m) 126,8;
128,6
29 1,20 (3H; d; 6,1) 11,9 Harom 7,47-7,57 (4H; m) 128,4

* em parénteses: nimero de hidrogénios, multiplicidade do sinal, J em Hz.
** sinal encoberto pelo solvente.

A figura 76 mostra a estrutura do composto SW-163D marcando cada aminoéacido de

uma cor diferente para melhor entendimento da composi¢do de sua estrutura peculiar para

produtos naturais. Como pode ser visto, € um composto quase simétrico em que cadeias iguais

compostas de quatro aminoacidos formam um macrociclo interligado através de um grupo

tioacetal.
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Figura 76: Estrutura do composto SW-163D destacando cada aminoacido que o compde.

O composto SW-163D foi descrito pela primeira vez em 1989, quando foi isolado de
Streptomyces braegensis subsp. japonicus (RANCE et al., 1989). Neste estudo foi relatada
atividade de contra S. aureus de CIM < 0,2 um/mL. Também estd relatado na literatura
atividade antiviral contra replicagdo do HIV-1 apresentando ICsy de cerca de 0,5 nM
(JAYASURIYA et al, 2005). Com relacdo a atividade citotdxica, apresentou valores
extremamente baixos de ICso: 0,2 ng/mL contra HeLa; 0,4 ng/mL contra HL-60; 7,1 ng/mL
contra tsFT210; e 29 ng/mL contra src>-NRK (LIM et al., 2014). Neste mesmo estudo de Lim
e colaboradores (2014) testaram também algumas atividades antimicrobianas em que este
composto apresentou novamente baixos valores de ICso: 17 ng/mL contra S. aureus 209; 66
ng/mL contra E. coli HO141; 0,82 ng/mL contra Magnaporthe oryzae kita-1 e 8,7 ng/mL contra
C. albicans CM1542 (LIM et al., 2014).

Andlise por espectrometria de massas de alta resolu¢cdo mostrou que os compostos 5 e
6 possuem a mesma massa com 16 Da a mais que o composto 7, sugerindo que a inica diferenga
fosse um oxigénio a mais na estrutura nestes compostos. Analise comparativa entre os trés
espectros de RMN de 'H evidenciou que a regido com as maiores diferengas de deslocamento
dos sinais de 'H e °C ¢ a do tioacetal.

A figura 77 mostra esta regido e as diferencas dos dados de deslocamentos quimicos de
BC e 'H entre os trés compostos ja nas estruturas sugeridas que estio descritas em topicos
posteriores. Como pode ser observado, os hidrogénios e carbonos que flanqueiam os atomos de
enxofre estdo desblindados nos compostos 5 e 6 em relagdo ao composto 7, corroborando a
hipotese de haver um oxigénio nessa regido. Como os espectros dos trés compostos apresentam
o mesmo numero de hidrogénios e carbonos, a iinica posi¢ao que este oxigénio pode estar € nos
enxofres formando um grupo sulféxido. A presenca de sulféxido nestes dois compostos justifica

o fato destes serem mais polares em relagdo ao composto 7. Talvez também justifique o fato
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dos compostos 5 e 6 serem menos toxicos contra S. aureus, pois a presenga destes grupos facilita
sua excrecdo das células justamente por aumentar a polaridade dos compostos. A menor
toxicidade pode também ser devida a mudangas conformacionais que poderiam interferir na

intercalacdo com o DNA, que ¢ o provavel mecanismo de agdo do composto SW-163D.

SW-163 D RK-1355A Retimicina B
(7 (6) %)
N
k'g s % = % S
55,03 35,10 54,61
S—52,07 B S—9245 S—52,94
S 52,73 O=S 63,32 S (I)I
53,57 34,44 2 ;ig
o M o M o M
N
k'g s kY = % S
5479 3 71,2 3 64,5
S—515.2 O=s S—3185 S—5335
S = 1
$26,2 550,2 57, @)
35 N S é’é N~ '777- éj Nid ‘ILL
o M o M o M

Figura 77: Diferenca entre os compostos 5-7 nos deslocamentos quimicos de 'H (A) e BC (B) na regido
do grupo tioacetal.

Portanto, sugeriu-se a presenca de um grupo sulféxido nos compostos 5 e 6, sendo estes
apenas isomeros de posi¢do. Buscas no banco de dados SciFinder identificaram o composto
RK-1355A, que ¢ justamente a adicdo de um grupo sulféxido na regido do grupo tioacetal de
SW163-D (figura 78).

Analises dos dados obtidos por RMN de 'H (figura 90 do anexo 1), gHSQC e gHMBC
(figura 91 do anexo 1), bem como comparacdo com dados disponiveis na literatura,

confirmaram que o composto 6 ¢ o composto RK-1355A (figura 78) (LIM et al., 2014). A tabela
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20 mostra a atribui¢ao dos sinais observados nas analises de RMN. Andlise por inser¢do direta
deste composto em HR-ESI-MS detectou os ions: m/z [M+H]" 1143,3904, m/z [M+Na]
1165,3701 Da e m/z [M+K]" 1181,3430 (figura 99 do anexo 2), confirmando a determinagio
deste composto (erro de 0,55 ppm para o ion protonado). Foram obtidos 1,5 mg do composto
6.

O composto RK-1355A foi isolado em 2014 da linhagem Streptomyces sp. RK88-1355,
e apresentou atividade citotoxica e antimicrobiana (LIM et al., 2014). Com relacdo a atividade
citotoxica, apresentou ICsg de: 0,16 pg/mL contra HeLa; 0,15 pg/mL contra HL-60; 0,56 pg/mL
contra tsFT210; e 1,2 pg/mL contra src®-NRK. Com relagdo a atividade antimicrobiana,
apresentou 1Csy de: 0,48 pg/mL contra S. aureus 209; 1,4 pg/mL contra E. coli HO141 e 3,1
pg/mL contra M. oryzae kita-1 (LIM et al., 2014).

29
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Figura 78: Estrutura quimica do composto 6 (RK-1355A) (LIM et al., 2014).
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Tabela 20: Dados de RMN de 'H e "*C (CDCl;, 500 MHz) do composto 6.

Posiciio 8'H* oC Posiciio S'H* 8"C
[N "_
3 OOH}’I3 11,34 (2H; s) 31 5,10 (1H; d, 10,5) 71,2
5 6,27 (1H; d; 10,5) 54,6 332 2! (llHl; g)d; L1, 50,1
8 4,89 (1H; m) 45,9 33p A (llHl; f)d; 1.2, 50,1
9-NH 6,43 (1H; d; 8,3) 35 2,49 (3H; s) 18,5
11 4,97 (1H; m) 50,7 37 2,90 (3H; s) 31,4
12a 4,78 (1H; m) 64,1 38 1,38 (3H; m) 16,9
12b 4,71 (1H; m) 64,1 39-NH 8,86 (1H; s)
18 3,79 (11Hl; g)d; .2, 505 41a 1,88 (1H; m) 26,3
21 4,85 (1H; m) 45,9 41b 1,30 (1H; m) 26,3
22-NH 6,52 (1H; d; 7,2) 42 1,69 (1H)** 24,9
24 4,92 (1H; m) 50,9 43 1,07 (3H; d; 6,1) 11,6
25a 4,83 (1H; m) 64,1 44 3,41 (3H; s) 36,5
25b 4,68 (1H; m) 64,1 45 3,05 (3H; s) 29,8
27a 1,89 (1H) 26,3 46 1,38 (3H; m) 16,9
27b 1,26 (1H; m) 26,3 47-NH 8,88 (1H;s)
28 1,76 (1H) ** 25,0 Haom  7.69-7,81 (6H; m) 121’122;81?’8;
29 LI5(3H; d; 5,9) 11,6 Harom  7,47-7,58 (4H; m) 127,5; 129,0
30 3,39 (3H; s) 35,9

* em parénteses: nimero de hidrogénios, multiplicidade do sinal, J em Hz.
** sinal encoberto pelo solvente.

Tendo em vista que os compostos 5 e 6 apresentam a mesma massa molecular, sugeriu-
se que o composto 5 apresentasse o sulfoxido no outro enxofre do grupo tioacetal. Foi realizada
busca no SciFinder desta estrutura sugerida, encontrando o composto Retimicina A descrito por
Duncan e colaboradores (DUNCAN et al., 2015). Este composto, apesar de apresentar um
grupo metila nas posi¢des 25 e 12, apresenta o grupo sulfoxido na posi¢ao sugerida para o
composto 5. A comparagio dos dados de RMN de 'H confirmaram que este composto é de fato
igual ao composto 6 apenas alterando a posi¢do do sulfoxido (figura 79). O espectro de RMN
de "H do composto 5 pode ser visto na figura 88 do anexo 1 ¢ os espetros de gHSQC e gHMBC
podem ser vistos na figura 89 do anexo 1. A tabela 21 mostra a atribui¢ao dos sinais observados
nas andlises de RMN.

Escolheu-se o nome Retimicina B para o novo composto identificado devido a
similaridade com o composto Retimicina A. Foram obtidos 1,7 mg do composto 5. Analise por

inser¢do direta em HR-ESI-MS detectou os ions: m/z [M+H]" 1143,3924 e m/z [M+Na]
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1165,3709 (figura 98 do anexo 2). O erro de massa calculado para o ion protonado foi de 1,2

ppm, corroborando a estrutura proposta.

43
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Figura 79: Estrutura quimica do composto 5 (Retimicina B).

Tabela 21: Dados de RMN de 'H e °C (CDCl;, 500 MHz) do composto 5.

Posi¢do S'H* 8"C Posi¢do o'H * 8 13C
3 "OOHIf’ " 11,34 (2H; s) 31 4,61 (1H; m) 64,5
5 6,59 (1H; d; 5,7) 59,8 33a 2,54 (1H; dd; 15,1, 6,6) 27,7
8 4,74 (1H, m) 47,6 33b 3,42 (1H; m) 27,7
9-NH 6,43 (1H; d; 6,3) 35 2,94 (3H; s) 33,5
11 4,96 (1H; m) 50,8 37 2,88 (3H; s) 38,9
12a 4,77 (1H; m) 63,9 38 1,42 (3H; d; 6,9) 17,1
12b 4,68 (1H; m) 63,9 39-NH 8,93 (1H; m)
18 6,85 (1H; t; 6,6) 54,7 41a 1,81 (1H; m) 26,2
21 4,84 (1H, m) 46,9 41b 1,22 (1H; m) 26,2
22-NH 6,72 (1H; d; 7,1) 42 1,67 (1H)** 24,7
24 4,92 (1H; m) 51,8 43 1,03 (3H; d; 6,2) 11,5
25a 4,85 (1H; m) 63,9 44 3,50 (3H; s) 36,2
25b 4,65 (1H; m) 63,9 45 2,83 (3H; s) 29.8
27a 1,87 (1H; m) 26,0 46 1,39 (3H; d; 6,9) 16,2
27b 1,21 (1H; m) 26,0 47-NH 8,91 (1H; m)
28 1,74 (1H)** 25,0 Harom 7.66-7,81 (6H; m) 121’132;8126’9;
29 1,15 (1H; d; 6,22) 11,6 Harom 7,47-7,58 (4H; m) 128,5
30 3,39 (3H; s) 35,6

* em parénteses: nimero de hidrogénios, multiplicidade do sinal, J em Hz.

** sinal encoberto pelo solvente.
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Levando em consideracdao que o CGB detectado no genoma de Krasilnokovia sp. T082
¢ muito similar a 0 CGB de SW-163 ja descrito na literatura, pode-se sugerir que a configuragao
absoluta dos compostos aqui isolados seja a mesma que a descrita para o composto SW-163D
(NAKAYA et al., 2007). A figura 80 demonstra os trés compostos isolados ja com a
configuragdo possivel configuracdo absoluta. Esta configuragdo foi determinada para o
composto SW-163D isolado de sp. SNA15896, a mesma linhagem que teve o CGB deste
composto sequenciado e anotado (WATANABE et al., 2009).

W%M ”1;3 wurw 00

SW-163D RK-1355A
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OH N L o
H HNJWW/ |
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7

Retimicina B

Figura 80: Compostos 5-7 isolados de Krasilnokovia sp. T082 quando cultivada em meio liquido ISP2,
jé apresentando suas possiveis configuragdes absolutas.

A determinagdo estrutural dos trés compostos bioativos isolados demonstrou que o
genome mining realizado no genoma sequenciado de Krasilnokovia sp. TO82 de fato permite
investigar com confian¢a o metabolismo secundario microbiano. Isso porque foi possivel isolar
compostos previstos pelo antiSMASH, provando a eficacia deste método em prever o potencial
metabolico de uma linhagem microbiana. Provavelmente a alteragdo de condic¢des de cultivo
podem levar ao isolamento de mais compostos previstos no genoma. A unido de técnicas de
areas diferentes: gendmica, bioinformatica e técnicas cldssicas de isolamento de produtos

naturais se mostrou, portanto, valiosa para acelerar o processo de determinagao estrutural.
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4.2.2.4. Producao diferencial de compostos bioativos em Krasilnikovia sp. T082

Como descrito no capitulo 2, em cultivo em meio sé6lido tanto em ISP2 quanto TSA ¢
observada a inducdo de uma atividade antibidtica quando esta linhagem ¢é co-cultivada com
diversas outras actinobactérias. Culturas em meio solido em ambos meios de cultura, tanto do
cultivo puro de Krasilnikovia sp. T082 quanto seu co-cultivo com Streptomyces sp. SPB78
foram extraidas no sétimo e décimo dia de cultivo com acetato de etila, e o extrato obtido foi
fracionado em SPE em cartucho C;g para analise em HPLC-DAD-ELSD analitico. Os
compostos 5-7 ndo foram detectados em nenhumas das condig¢des, apesar do claro halo de
inibi¢do ter sido observado quando em co-cultura, comprovando que este antibidtico induzido
ndo ¢ nenhum dos compostos isolados e determinados.

Esta bioatividade descrita em cultivo puro ndo foi detectada quando foi realizado o
cultivo em meio de cultura TSB. Andlises comparativas em HPLC-DAD-ELSD analitico
mostraram que de fato estes compostos ndo sdo produzidos em meio de cultura TSB, como
pode ser visto nos cromatogramas da figura 70 (comparar o cromatograma “82 ISP2 — bioativo”
com o cromatograma “82 - TSB”). Além disso, adi¢do do filtrado da linhagem Streptomyces
sp. SPB78 ao meio de cultura no quarto dia interferiu na producao destes (inibiu). O mesmo
procedimento leva a resultado oposto quando o cultivo desta actinobactéria rara ¢ realizado em
TSB: este mesmo filtrado induz a biossintese de um composto antibiotico, entretanto, se trata
de um composto diferente que apresenta carateristicas polares (indugdo descrita no capitulo 2
pagina 66).

Durante o estudo da curva de crescimento em TSB e ISP2 liquido todas as culturas
foram extraidas com acetato de etila e fracionadas em SPE em cartucho C;s. A analise em
HPLC-DAD-ELSD analitico demonstrou que estes compostos ndo foram produzidos em
nenhum dos pontos analisados durante o cultivo em TSB, e que em ISP2 estes compostos
comecaram a ser detectados no sexto dia, sendo que o maximo de producao foi detectado no
décimo dia. Como pode ser visualizado no grafico da figura 81, esta producdo estd sendo
iniciada durante a segunda fase de crescimento da curva. Talvez estes compostos ndao sejam
produzidos em cultivo em TSB devido ao fato da linhagem nunca alcangar este segundo estagio
de crescimento. Em 2008 Manteca e colaboradores demonstraram que durante o cultivo liquido
da actinobactéria Streptomyces coelicolor também ¢ observada uma segunda fase de
crescimento. Foi demonstrado que durante esta fase um outro tipo de micélio ¢ formado, e ¢
nesta fase de crescimento que os antibidticos undecilprodigiosina e actinorhodina sao
produzidos (MANTECA et al., 2008). Isto pode explicar a diferenca observada entre os meios

TSB e ISP2 para a produgdo dos compostos bioativos identificados.
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Figura 81: Producdo dos compostos 5-7 durante o crescimento de Krasilnikovia sp. T0O82 em ISP2
liquido.

Entretanto, quando a curva de crescimento foi medida novamente em meio ISP2 em um
outro experimento para confirmar o resultado, a linhagem ndo atingiu o segundo estagio de
crescimento dentro do tempo observado (figura 82, linha azul). Outro experimento foi
realizado, e novamente a linhagem ndo atingiu o segundo estagio de crescimento (figura 82,
linha laranja). Apesar disso ndo permitir a afirma¢ao de que a linhagem de fato ¢ capaz de entrar
em uma segunda etapa de crescimento, foi um resultado importante para corroborar a hipdtese
que estes compostos bioativos ndo sdao produzidos antes de uma segunda fase de crescimento,

pois em ambas repeti¢des os compostos ndo foram detectados.
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Figura 82: Repeti¢des da curva de crescimento de Krasilnikovia sp. T082 em ISP2 liquido (200 rpm,
30 °C).
Portanto, a producdo dos compostos 5-7 apresenta biossintese especifica, ndo sendo

constitutivamente produzidos durante o crescimento de Krasilnikovia sp. T082. Isto mostra a
importancia de variar as metodologias de cultivo utilizadas na busca por produtos naturais
bioativos, bem como entender a curva de crescimento da linhagem antes de iniciar um cultivo

visando isolamento destes compostos.

S. Conclusdes

A analise do genoma de Krasilnikovia sp. TO82 demonstrou que esta linhagem tem um
alto potencial para biossintese de produtos naturais novos, apresentando pelo menos 21 CGBs
detectados pelo antiSMASH. Destes 21 CGBs, apenas quatro apresentaram alta similaridade
com algum CGB ja depositado nos bancos de dados disponiveis, evidenciando o potencial desta
linhagem em biossintetizar compostos novos.

Esta linhagem foi cultivada em dois meios de cultura diferentes, e diferentes
metodologias de extragdo foram empregadas. Foram identificadas algumas dicetopiperazinas,
que sdo conhecidas por seu amplo espectro de atividades bioldgicas, e trés compostos
pertencentes a uma classe de peptideos ndo-ribossomais que possuem estrutura quimica
complexa e incomum para produtos naturais. Estes ultimos apresentaram boa atividade contra
bactérias Gram-positivas inclusive contra diferentes linhagens MRSA. Este estudo demonstrou
também a relevancia em utilizar a estratégia de genome mining no estudo de produtos naturais,
J& que os dados gendmicos obtidos e analisados auxiliaram na répida determinacdo de trés
compostos de estrutura quimica complexa e ndo-usual em produtos naturais.

Os resultados obtidos mostram que a linhagem Krasilnikovia sp. TO82 tem crescimento
influenciado e metabolismo secundério expresso de maneira diferente dependendo do meio de
cultura utilizado, evidenciando a importancia da variagdo da composi¢cdo do meio de cultura

para o acesso da real capacidade metabolica de micro-organismos.



Consideracoes Finais
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E de amplo conhecimento a necessidade de buscar novos produtos naturais bioativos
devido ao alarmante crescimento do numero de linhagens microbianas clinicas
multirresistentes. Entretanto, para aumentar as chances de encontrar produtos novos, tem-se
percebido cada vez mais a importancia de compreender mais amplamente o funcionamento do
metabolismo secundario microbiano (principal fonte de produtos naturais) para tirar 0 maximo
de proveito deste. Isto exige o uso de técnicas diferenciadas e cada vez mais multidisciplinares.

Informacdes advindas de sequenciamento do genoma de diversos micro-organismos
tém evidenciado o grande potencial que tem sido perdido tanto em biodiversidade quanto em
inimeros CGBs cripticos relacionados ao metabolismo secundario. Esta tese uniu nas
abordagens utilizadas e interpretacdo dos resultados conhecimentos provenientes de vdrias
esferas para a investigacdo do metabolismo secundario microbiano, com especial enfoque em
actinobactérias.

Na abordagem metagendmica tratada no capitulo 1 e genome mining tratado no capitulo
3 foram utilizadas ferramentas de bioinformética, conhecimentos sobre expressdo génica, sobre
organizacdo e funcdo de genes dentro de CGBs relacionados a produtos naturais, e relacao
estrutura quimica-genes. Portanto, foram reunidos conhecimentos advindos de gendmica,
biologia molecular, bioinformatica e quimica de produtos naturais para explorar o potencial de
micro-organismos dificilmente cultivaveis (no caso da metagendmica) e de uma actinobactéria
rara que nunca teve seu metabolismo investigado (no caso de genome mining).

Aqui neste trabalho o uso de metagendmica descrito no capitulo 1 mostrou-se promissor
por ter utilizado um novo ensaio funcional antiparasitdario, mas também evidenciou a
necessidade de utilizar técnicas mais modernas envolvendo sequenciamento em massa, analises
bioinformaticas mais detalhadas e técnicas de biologia molecular mais profundamente visando
aumentar a chance de sucesso. Andlises prévias de sequenciamento de eDNA permitem ja

prever que tipos de compostos estdao codificados e depois deve ser estudada a melhor forma de

[¢N

acessar essa informagdo, utilizando conhecimentos sobre estrutura de um CGB e o que
necessario para correta expressdo dos genes nele contidos. A metagenOmica voltada a
diversidade taxondmica ja estd bem estabelecida, mas a metagendmica voltada ao estudo de
produtos naturais ainda esta sendo aprimorada.

No estudo de interacOes microbianas (tratado no capitulo 2) exemplificou-se a
importancia de levar em consideragdo aspectos ecolégicos no momento de decidir os
experimentos a serem realizados com as linhagens em estudo. Relagdes simbidticas sdo produto

de um longo processo evolutivo, sendo que o metabolismo secundario dos individuos apresenta
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papel importante nessas interagoes, € isto deve ser explorado ao estudar um micro-organismo.
Deve-se aproximar cada vez mais o0 modo de cultivo as condi¢des naturais das linhagens em
estudo, pois estas podem conter os estimulos necessdrios para expressio de CGBs que
permanecem cripticos em condi¢des classicas laboratoriais. RelacOes simbidticas sdo
complexas e diversas interagcdes microbianas devem ocorrer em seu meio ambiente natural.
Portanto, entender como diferentes linhagens microbianas interagem entre si é fundamental
para acessar de forma mais completa o potencial metabdlico presente em seus genomas.

Os experimentos aqui realizados (descritos no capitulo 2) permitiram algumas
inferéncias a respeito das relagdes ecoldgicas envolvidas na simbiose planta-micro-organismos,
principalmente entre actinobactérias isoladas de um mesmo hospedeiro, ao ver como uma
linhagem se comporta frente a outra. Muitas alteracdes fenotipicas foram observadas, o que €
um indicativo que esta metodologia influenciou no metabolismo secundario das linhagens em
estudo, sendo, portanto, uma ferramenta para expressd-lo de maneira diferenciada. Estas
alteracOes evidenciaram uma possivel competicdo entre as linhagens simbidticas, o que pode
ser importante para manter um status endofitico destas linhagens e seu hospedeiro através de
um possivel controle populacional. Além disso, os micro-organismos endofiticos aqui
estudados mostraram-se promissores pelo fato de muitas linhagens terem apresentado atividade
antimicrobiana, sendo, portanto, uma boa fonte de produtos naturais. Esta caracteristica ¢ um
indicativo que estas linhagens possam talvez conferir protecdo a planta hospedeira contra
fitopatogenos.

O genome mining descrito no capitulo 3 permitiu acessar a capacidade metabdlica da
linhagem de actinobactéria rara em estudo, sendo possivel analisd-la sem a necessidade de
cultivo. Os cultivos realizados evidenciaram que as condicOes laboratoriais ndo permitem
acessar facilmente este potencial. Apesar de terem sido encontrados diversos CGBs
interessantes, foram isolados apenas compostos simples da classe das dicetopiperazinas € um
grupo de NRPs andlogos previstos durante o genome mining. Os demais CGBs identificados
permaneceram ou cripticos, ou foram pouco expressos (produzindo compostos em baixas
quantidades).

Os NRPs isolados possuem estrutura quimica interessante e peculiar para produtos
naturais, € a informacdo génica obtida permitiu uma determinacdo estrutural mais focada e
rapida, mostrando a importancia de combinar diversas metodologias até mesmo na
determinacgdo estrutural, algo que classicamente tem sido apenas realizado com conhecimentos

da drea de quimica. O estudo bioldgico da linhagem mostrou que essa producdo dos NRPs
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isolados estd ligado a fase de crescimento da linhagem, demonstrando a importincia de
investigar a parte bioldgica e quimica no estudo de produtos naturais, pois o entendimento do
desenvolvimento de uma linhagem e como o metabolismo € alterado ao longo das diferentes
fases de crescimento pode aumentar as chances de isolamento de diferentes compostos de uma
mesma linhagem.

A ciéncia ndo € estdtica e tem se tornado evidente a importancia da multidisciplinaridade
para ter um real entendimento e explorar a0 maximo o material de estudo. E de grande
relevancia académica a formacdo de pesquisadores capazes de entender e transitar entre as

diferentes dreas do saber, € 0 desenvolvimento desta tese permitiu isso de maneira satisfatoria.
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Espectros de RMN






157

88'0\ -
06°0~\ lee |2
160 .
16°0-F foe [
860 -
6LL [~
A l }” L
LT
vzl 7 -3
RN i
: oz 3 [ov 2
06'0l -
1607 | o [~
160 - -
860 181 L
e 68'L\ .
» 6L~ ( H'€ [~
LY €61 i
| i
— ™
» RN Lo
Lo s | [ob |
) L
F | :‘
€ ~
L :g r §
w.c i 25
o -
o )
05°€ | ” Lo
€5'e «
¥5'€ e 05'€ .
IEER: ol €5€ "
65°€ - vg'sl [
09'¢ 19'97 1'e |
SR
98'c~ ”
<
I G8'E~ i
) ‘1
N 98'c lo L@
<
LEY~ il e I
6Sv M -3
IEY [~
~ .
6EY fo |
-7
~
[ <
67— L
jy .
[ <

Figura 83: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, D,0) da dicetopiperazina ciclo-isoleucina-prolina
(amostra 30_3 4, composto 1).
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Figura 84: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;OD) da dicetopiperazina ciclo-leucina-prolina
(amostra 30_4 1, composto 2).
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Anexo 2

Espectros de HR-ESI-MS
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Espectro de massas (HR-ESI-MS) em modo positivo obtido por inser¢do direta da amostra

, determinada como ciclo-ileucina-prolina (composto 1).
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Espectro de massas (HR-ESI-MS) em modo positivo obtido por inser¢do direta da amostra

, determinada como ciclo-leucina-prolina (composto 2).
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Espectro de massas (HR-ESI-MS) em modo positivo obtido por inser¢do direta da amostra

, determinada como ciclo-S-fenilalanina-R-prolina (composto 3).

Figura 96
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Espectro de massas (HR-ESI-MS) em modo positivo obtido por inser¢do direta da amostra

, determinada como re/-(R,R)-ciclo-fenilalanina-prolina (composto 4).

Figura 97
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Figura 99: Espectro de massas (HR-ESI-MS) em modo positivo obtido por inser¢do direta de RK-
1355A (composto 6).
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Figura 100: Espectro de massas (HR-ESI-MS) em modo positivo obtido por inser¢do direta de SW-

163D (composto 7).



