UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

Acesso a produtos naturais mediante a estratégia de cultivos
mistos de endofiticos: o fungo Colletotrichum boninense FLe 8.1 e
a actinobactéria Streptomyces albospinus RLe 7

Andrés Mauricio Caraballo Rodriguez

Ribeirdo Preto
2013



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

Acesso a produtos naturais mediante a estratégia de cultivos
mistos de endofiticos: o fungo Colletotrichum boninense FLe 8.1 e
a actinobactéria Streptomyces albospinus RLe 7

Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa
de Pds-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas para
obtencao do Titulo de Mestre em Ciéncias

Area de Concentracdo: Produtos Naturais e
Sintéticos

Orientado: Andrés Mauricio Caraballo Rodriguez

Orientadora: Profa. Dra. Monica Tallarico Pupo

Versao corrigida da Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas em 22/04/2013. A versao original
encontra-se disponivel na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao
Preto/USP.

Ribeirao Preto
2013



RESUMO

CARABALLO RODRIGUEZ, A. M. Acesso a produtos naturais mediante a estratégia de
cultivos mistos de endofiticos: o fungo Colletotrichum boninense FLe 8.1 e a
actinobactéria Streptomyces albospinus RLe 7. 2013. 167 f. Dissertacdo. Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2013.

Na literatura encontram-se referéncias de estudos envolvendo micro-organismos
endofiticos, e mais recentemente estudos que avaliam a interagéo entre micro-organismos o
gue resulta na modificacdo, no tipo ou quantidade dos compostos que sdo produzidos.
Neste trabalho foram realizados cultivos simples e mistos do fungo Colletotrichum boninense
FLe 8.1 e da actinobacteria Streptomyces albospinus RLe 7, enddfiticos isolados de
Lychnophora ericoides que pertencem a colecdo do Laboratério de Quimica de Micro-
organismos (LQMo) da FCFRP-USP, com o objetivo de aumentar suas capacidades de
producdo de novos compostos com atividade biologica. O cultivo misto, ou co-cultivo, € uma
estratégia que tem sido usada para 0 acesso aos produtos naturais de origem microbiana.
Existem poucos relatos de compostos com atividade biolégica isolados a partir de S.
albospinus e ndo ha relatos de metabdlitos secundarios obtidos a partir de C. boninense.
Nenhum desses micro-organismos tem sido descrito como endofitico na literatura e néo
existem relatos sobre co-cultivos envolvendo qualquer um deles na busca de compostos
bioativos. Juntando as informac¢fes geradas através das diferentes técnicas de deteccao
utilizadas, como TLC, HPLC-DAD, GC-MS, ESI-MS, RMN e depois da andlise
correspondente, foi possivel identificar e atribuir as estruturas de algumas substancias
conhecidas de origem microbiana como a mevalonolactona, o tirosol, a fisostigmina, a
desferrioxamina E. ESI-MS foi utilizada para analises dos extratos brutos originados dos
cultivos em meio arroz parbolizado permitindo visualizar compostos produzidos em baixas
quantidades pelos micro-organismos na cultura simples quanto na co-cultura. Além disso,
foram obtidos os perfis metabélicos desses micro-organismos a partir de cultivos em placa
de Petri, possibilitando a deteccdo dos metabdlitos em regides especificas da interacédo
microbiana, o que conduziu a identificacdo da fisostigmina e o seu analogo N-etilcarbamato
produzidos pela actinobactéria, na interagdo com o fungo. Analises posteriores de MS
sequencial permitiram obter perfis de fragmentagéo, os quais, juntamente com os dados dos
ions detectados nos extratos, foram comparados com a informacao disponivel em bases de
dados como DNP, METLIN e MassBank. Tais informacfes geradas a partir dessas analises
permitiram sugerir possiveis compostos envolvidos na interacdo dos micro-organismos
endofiticos mencionados. Foi sugerido que a fisostigmina, substancia produzida pela
actinobactéria S. albospinus RLe 7 e isolada nesse trabalho, poderia ter algum papel na
inibicdo do crescimento do fungo C. boninense FLe 8.1 ja que a inibicdo s6 foi observada
quando cultivados ambos 0s micro-organismos na mesma placa de Petri. Porém, bioensaios
com fisostigmina pura demonstraram que essa substancia ndo possui atividade antifingica
per se, mas é possivel que exista uma sinergia com outras substancias produzidas pela
actinobactéria. Os resultados apresentados nesse trabalho demonstram a importancia do
uso de técnicas de deteccdo muito sensiveis, como a ESI-MS, na identificacdo de
substancias envolvidas na troca metabdlica e permitiram gerar informacbes que serdo
utilizadas em estudos futuros utilizando esses micro-organismos endofiticos.

Palavras-chave: Micro-organismos endofiticos, produtos naturais, Streptomyces albospinus,
Colletotrichum boninense, co-cultivo, fisostigmina.
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1. INTRODUCAO

1.1. Importancia dos produtos naturais na busca de substancias com

atividade biolégica

Os produtos naturais continuam sendo importantes na descoberta de novas
substancias bioativas a fim de desenvolver farmacos com indicacbes para um
grande numero de doencas.! Os antibiéticos, por exemplo, tém sido usados
amplamente para o tratamento de doencas infecciosas. Entretanto, a exposi¢ao
continua dos micro-organismos presentes no ambiente a antibidticos usados pelo
homem € a causa mais provavel da resisténcia a esse tipo de substancias, mais do

que a resisténcia adquirida intra-hospitalarmente.? 3

Apesar da maioria dos
antibioticos utilizados clinicamente na atualidade serem naturalmente produzidos por
micro-organismos, muitas dessas substancias promovem diferentes respostas
guando utilizados em concentracdes subinibitérias. Como consequéncia, a funcéo
dessas moléculas no ambiente real como mecanismo de comunicacdo microbiana,
precisa ser estudada.”

Por essa razdo, um dos aspectos da fisiologia microbiana que merece maior
consideracdo é o que tem sido denominado como “Parvoma”, ou compostos
bioativos de baixo peso molecular produzidos pelos micro-organismos.> > © E
possivel que todas as células vivas apresentem respostas especificas a pequenas
moléculas, e que por exemplo, uma substancia capaz de produzir antibiose em altas
concentracdes, produza efeitos contrarios em baixas concentracdes. Por esta razao,
nem todos os metabdlitos secundarios produzidos por micro-organismos deveriam
ser classificados como antibiéticos indiscriminadamente, ja que essa representa sé
uma descricao parcial das multiplas atividades biolégicas que uma molécula poderia
ter no ambiente real.’

Atualmente, o estudo de micro-organismos, devido ao potencial na producao
de metabdlitos com atividade biolégica, tornou-se uma grande area de interesse.
Desde a descoberta da penicilina a partir de Penicillium notatum, em 1928 por
Alexander Fleming, compreendeu-se o significado dos fungos como fontes de novos
compostos.? Mundialmente tem sido mencionado que se conhece apenas 7% dos
1,5 milhdes de espécies de fungos que estimam-se presentes na Terra,? podendo-se

postular que apenas uma minima porcentagem de metabdlitos com importancia
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farmacoldgica de origem fangica tem sido descoberta. Esses micro-organismos
produzem uma colecdo de metabdlitos de vérias classes quimicas, tais como
terpenoides, esteroides, xantonas, quinonas, fendis, isocumarinas, benzopiranonas,
tetralonas, citocalasinas e eniatinas,'® porém acredita-se que a maioria dos genes
envolvidos na biossintese desses produtos naturais podem ter sido silenciados,
tornando-se critico encontrar diferentes estratégias para expressa-los. Assim, a fim
de acessar esse reservatério de metabalitos inexplorados, é necessario induzir sua

biossintese.™*
1.2. Micro-organismos endofiticos

O termo “endofitico” tem sido discutido por varios autores, basicamente se
referindo aqueles micro-organismos, fungos ou bactérias, que colonizam tecidos
vegetais, mas que ndo produzem efeitos patogénicos no hospedeiro.** ** Os micro-
organismos endofiticos possuem um grande potencial ja que a interacdo com a
planta hospedeira resulta na producdo de novas moléculas.’® Na Terra existem
quase 300.000 espécies de plantas, e cada uma contém um ou mais micro-

organismos endofiticos,** *°

razao pela qual a possibilidade de que a interagcéo entre
0S micro-organismos conduza a producéo de novas moléculas bioativas € grande.
Micro-organismos endofiticos e plantas hospedeiras tém uma relacdo tanto
mutualistica como antagonistica.’® Ha relatos mencionando tolerancia das plantas
ao calor e a sais provavelmente devido & presenca dos endofiticos,'’ assim como
tem sido proposto que os endofiticos decompdem alguns metabdlitos vegetais a fim
de obter nutrientes e energia,'® mostrando dessa maneira o beneficio dos dois
organismos. Sob o ponto de vista antagbnico, as plantas tém mecanismos para
evitar o crescimento descontrolado dos endofiticos, produzindo uma variedade de
metabolitos toxicos, assim como o0s fungos sobrevivem contrapondo esses
mecanismos de defensa da planta.’* ** E essa continua interacdo enddfito-planta a
gue faz interessantes este tipo de micro-organismos sob a 6tica dos produtos
naturais. Curiosamente, apesar do primeiro micro-organismo endofitico ter sido
reportado em 1904, eles ndo receberam muita atencéo até ha pouco tempo.®

Inimeros estudos avaliando atividade antioxidante,'® antimicrobiana, °2*

26-28 20, 29 30

antileishmania, antiviral, 3! e

inseticida,?® antifngica, antimalarica,

anticancerigena® de varios micro-organismos endofiticos tem sido publicados,
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sendo a maioria deles fungos. H& estudos reportando avaliacdo biol6gica dos
extratos obtidos,*® assim como outros estudos resultaram em isolamento e
identificacdo de novos compostos bioativos.3***

Tem sido publicadas varias revisdes ressaltando a importancia dos fungos
endofiticos na busca de produtos naturais.® 10 13 1632 4244 aAly et al.® fizeram uma
revisdo exaustiva de relatos de metabdlitos obtidos a partir de fungos endofiticos
avaliando-os como futuros farmacos. Os autores encontraram um numero crescente
de publicacdes e no periodo de 2 anos, compreendido entre 2008-2009, a pesquisa
nessa area levou a descoberta de mais de 100 novos produtos naturais, enquanto o
mesmo numero de novos compostos foi reportado no periodo de 8 anos
compreendido entre 2000-2007. Alguns autores tem sugerido que os fungos
endofiticos podem ser fontes promissoras de compostos anticancerigenos®™ e
antifingicos,*® e mais recentemente outros autores tem concluido que 0s compostos
antimicrobianos s&o os principais produtos esperados de fungos endofiticos ,*” e em
Mmuitos casos esses compostos estdo implicados na protecdo da planta frente a
micro-organismos fitopatogénicos.*®

Um fator que justifica a pesquisa nesse grupo de micro-organismos, além de
encontrar novas estruturas, € o uso como fontes de compostos bioativos cuja
obtencado por sintese é dificil, e obtencdo de compostos produzidos pelos vegetais
hospedeiros. Por exemplo, a camptotecina (1) foi obtida a partir de um dos fungos
da familia Phycomycetes como endofitico de Nothapodytes foetida,*® assim como a
partir de Fusarium solani, fungo endofitico de Camptotheca acuminata.*® O exemplo
classico da literatura € o do paclitaxel (2), composto anticancerigeno produzido no
cortex de Taxus brevifolia. Este composto foi produzido por um dos enddfitos desta
planta, Taxomyces andreanae.”® Recentemente tem sido publicados outros
exemplos, como o do pro-farmaco desoxipodofilotoxina (3) produzido pelo fungo

endofitico Aspergillus fumigatus Fresenius,>

a podofilotoxina (4) produzida pelo
fungo endofitico Phialocephala fortunii, presente em Podophyllum peltatum L.,>* e a

piperina (5) produzida pelo fungo Pericornia sp. endofitico de Piper longum L.>3
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Figura 1. Alguns exemplos representativos de substéncias com atividade anticancerigena obtidos a
partir de fungos endofiticos.

Rukachaisirikul e colaboradores™ reportaram o isolamento de vinte sete
metabdlitos a partir de duas linhagens de Botryosphaeria rhodina, fungo endofitico
das folhas de Garcinia mangostana. Dentre os metabdlitos mencionados, cinco
novos compostos foram isolados da linhagem PSU-M35: botriosfaerilactonas A (6), B
(7), C (8), botriosfaeridiona (9), botriosfaerihidrofurano (10), enquanto a partir da
linhagem PSU-M114 foram isolados dois nhovos metabdlitos: botriosfaerinona (11) e
botriosfaeriodiplodina (12). Este exemplo demonstra a diversidade quimica dos
metabolitos secundarios, mesmo em linhagens da mesma espécie de micro-
organismos.

Na busca de produtos naturais com atividade antimalarica, Cao e Clardy®
reportaram o isolamento de duas novas naftoquinonas, delitzchianonas A (13) e B
(14) a partir de Delitzchia winteri, e uma nova d-lactona, 8-acetoxi pestalopirona (15)
a partir do fungo endofitico Phomatospora bellaminuta. Nenhuma das novas
substancias mencionadas por esses autores apresentou atividade antimaléarica

consideravel.
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Figura 2. Alguns exemplos de novos metabdlitos secundéarios obtidos a partir de fungos endofiticos

Os fungos endofiticos parecem ser mais inovadores do que fungos isolados
de solo. Um estudo mostrou que de 135 metabdlitos isolados, a propor¢cdo de novas
estruturas produzidas por endofiticos foi consideravelmente elevada (51%) quando
comparada com a produzida por fungos de solo (38%).1° Outro estudo incluindo 150
fungos endofiticos mostrou que certos géneros tais como Alternaria, Chaetomium,
Colletotrichum, Curvularia, Nigrospora e Xylaria produzem um grande numero de
compostos bioativos, entre eles fomopsolidos, caetoglobosinas, prosalanapironas e
solanapironas.*? Baseado nos resultados de pesquisa em producdo metabdlica de
Guignardia sp., Phomopsis sp. e Pestalotiopsis guepinii, todos fungos endofiticos
isolados de Spondias mombin (Anacardiaceae), Rodrigues e colaboradores *°
sugeriram a necessidade de aumentar a pesquisa sobre a microbiota brasileira
devido a alta biodiversidade extensivamente reportada.

Como mencionado para os fungos, as actinobactérias que residem nos
tecidos de plantas vivas sem causar dano a elas sdo denominadas também de

endofiticas.®® Elas estdo amplamente presentes como endofiticas e adquiriram
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grande importancia como fontes de compostos bioativos inovadores. *" *® Qin e
colaboradores®’ fizeram uma extensa revisdo sobre micro-organismos promissores,
actinobactérias endofiticas, mostrando o género Streptomyces como 0 mais
importante produtor de substancias bioativas de interesse farmacolégico.
Actinobactérias do género Streptomyces tém sido reconhecidas como excelentes

9. 60 & recentemente foi

produtoras de metabdlitos bioativos por outros autores
revalidada a sua capacidade de producédo de novas substancias com a descoberta
de genes de policetideo sintase envolvidos na biossintese de policetideos
aromaticos,®’ e estudos dos fatores de regulacéo da producao de antibiéticos.®?

Alguns exemplos de metabodlitos secundarios obtidos a partir de
actinobactérias endofiticas incluem as celastramicinas A (16) e B (17),% 7-
desmetilnovobiocina (18) e 5”-desmetilnovobiocina (19),%* substancias com atividade
antibidtica, o &cido pteridico (20),*° regulador de crescimento vegetal, as
cedarmicinas A (21) e B (22)°® e o 6-prenilindol (23),%” substancias com atividade
antifingica, a fistupirona (24),°® a qual a pesar de ndo apresentar atividade
antifingica in vitro, inibe a infeccdo do repolho chinés causada por Alternaria
brassicicola ao suprimir a germinacdo dos esporos desse fungo, a anicemicina
(25),% substancia com atividade citotéxica, e a cletramicina (26), substancia inibidora
do crescimento do tubo polinico e que também possui atividade antifungica, todas
elas obtidas do género Streptomyces.

De fato, as actinobactérias tém sido importantes na procura de novos
farmacos, como ressaltado por Raja e Prabakarana.®® Esses autores também
enfatizaram o papel do género Streptomyces na producdo dos antibidticos e
guimioterapicos atualmente comercializados. Eles mencionaram que 45% dos
metabdlitos microbianos bioativos conhecidos, em torno de 10.000 compostos,
foram isolados de actinobactérias, sendo 34% do género Streptomyces e 11% de
outras actinobactérias pouco conhecidas. Isso mostra claramente o grande potencial

da pesquisa em produtos naturais provenientes de actinobactérias.
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Figura 3. Alguns exemplos de metabdlitos secundarios obtidos a partir de actinobactérias endofiticas
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1.3. Co-cultivo microbiano

A falta de estimulo da interacdo planta-endofitico no meio de cultivo pode
explicar a atenuacdo na producdo de metabdlitos secundarios pelos micro-
organismos isolados a partir de tecido vegetal -cultivados exaustiva e
sucessivamente.”® Foi devido a essa necessidade de estimular a producdo de
metabolitos pela interagcdo entre micro-organismos que a co-cultura, ou cultura
mista, surgiu como uma interessante estratégia para induzir a resposta quimica de
micro-organismos interagindo em um mesmo ambiente. A co-cultura refere-se ao
cultivo de diferentes micro-organismos no mesmo meio de cultura induzindo a
competi¢cdo, simulando condigbes naturais como acontece no interior da planta,
resultando na producédo de compostos bioativos.*” "+

A co-cultura tornou-se uma estratégia bem-sucedida a fim de induzir a
producdo de compostos de interesse e emergiu devido a falta de conhecimento
sobre as complexas redes de interacBes biéticas.”” Cueto e colaboradores,”
utilizaram a estratégia da co-cultura entre uma linhagem de deuteromiceto e uma
bactéria marinha, o que levou a obtencdo de uma nova benzofenona, a pestalona
(27), a qual apresentou elevada atividade antibiotica frente a bactérias resistentes. A
pestalona néo foi produzida na cultura simples suportando o uso dessa estratégia na
busca de novos produtos naturais. Penttinen e colaboradores’® obtiveram resultados
gue sugeriram a interacdo entre a actinobactéria gram-positiva Streptomyces
californicus e o fungo Stachybotrys chartarum como a razdo do estimulo na
producdo de compostos citostaticos, os quais ndo foram identificados nesse estudo.
Esses resultados demonstraram a importancia da competicdo microbiana na
producdo de compostos bioativos, ressaltando a utilidade dos ensaios de inducgéo
inter-espécie e inter-género.

Um exemplo recente de co-cultura entre actinobactéria e fungo foi
desenvolvido por Zuck e colaboradores’’ cultivando Aspergillus fumigatus frente a
varios micro-organismos. A interagdo mais significativa foi observada frente a
actinobactéria Streptomyces peucetius, resultando em dois novos compostos,
fumiformamida (28) e N,N"-((1Z,32)-1,4-bis(4-metoxifenil)buta-1,3-dien-2,3-di-il)di-
formamida (29), trés compostos ja conhecidos, e aumento na producdo de trés
compostos previamente isolados do fungo em cultura simples. Schroeckh e

colaboradores’® utilizaram a estratégia de co-cultura de Aspergillus nidulans frente a
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cada uma das 58 actinobactérias de uma colecao, identificando que a actinobactéria
Streptomyces hygroscopicus foi capaz de ativar a expressao de um cluster de genes
silenciados do fungo levando a producédo de acido orselinico (30), acido lecandrico
(31), e os inibidores de catepsina K, F-9775A (32) e F-9775B (33). Na revisdo de
Brakhage e colaboradores,'! foram mencionadas algumas das estratégias para
ativar genes silenciados em fungos filamentosos, ressaltando a importancia da

comunicacao inter-espécie conduzindo a producao de substancias bioativas.
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Figura 4. Algumas estruturas quimicas de compostos de origem microbiana isolados em estudos utilizando a estratégia de co-cultura.
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Como foi mencionado, a co-cultura ndo somente resulta na producédo de
compostos ndo obtidos nas culturas simples de micro-organismos, mas também
permite o0 aumento das quantidades de metabdlitos produzidos em cultura
simples. Slattery e colaboradores’® observaram que de cinquenta e trés linhagens
de bactérias, cada uma delas co-cultivada com Streptomyces tenjimariensis,
somente doze induziram a produgdo dos antibioticos istamicina A (34) e B (35)
em quase o dobro do nivel produzido em mono-cultura. Esses autores também
mencionaram a influéncia de outros fatores na producdo dos compostos tais
como acessibilidade aos nutrientes, afinidade taxondmica, assim como
requerimentos fisioldgicos.

Meyer e Stahl®® utilizaram a co-cultura a fim de aumentar os niveis de
Proteina Antifungica (AFP) produzida por Aspergillus giganteus quando cultivado em
presenca de Fusarium oxysporium. Estes autores demonstraram que a producao de
AFP foi dependente do contato célula-célula entre células vivas do fungo, assim
como também da composi¢cdo do meio. Outro estudo ressaltando a importancia da
interacdo entre células vivas dos micro-organismos em co-cultura foi publicado por
Onaka e colaboradores,®' demonstrando que bactérias produtoras de &cido micélico
induziram a produg¢do de um novo antibiético, alchivemicina A (36) produzida por
Streptomyces endus. Os autores concluiram que foi necesséaria a adicdo de
bactérias vivas produtoras de acido micdlico para observar mudancas no perfil
metabdlico de varias linhagens de Streptomyces, ja que experimentos separados
onde so foram adicionadas bactérias mortas ou somente acido micélico ndo tiveram
influéncia sobre tais perfis.

Degenkolb e colaboradores,®® reportaram a obtencdo de lipoaminopeptideos
utilizando a co-cultura entre o fungo endofitico Acremonium sp e o fungo Mycogone
résea, enfatizando assim o uso do co-cultivo a fim de conseguir uma maior
diversificacdo de estruturas microbianas.

Oh e colaboradores,® demonstraram a inducado de biossintese em resposta a
interacdo microbiana em co-cultivo. A obtencéo das libertelonas A-D (37-40), novos
diterpenoides, foi obtida mediante o co-cultivo do fungo marinho Libertella sp. e uma
a-proteobactéria. Esses micro-organismos nao produziram nenhum dos compostos
mencionados quando cultivados isoladamente, e sim, quando uma pequena
quantidade de cultivo bacteriano foi transferida ao meio contendo o fungo. Nenhum

desses compostos apresentou atividade antibidtica, porém a libertelona D
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apresentou atividade citotoxica quando testada frente a uma linhagem de células de
carcinoma de colén humano.

Zhu e colaboradores,®* obtiveram a marinamida (41) e o seu metil éster (42),
analogos de l1-isoquinolina, empregando o co-cultivo entre dois fungos endofiticos.
Esses compostos apresentaram atividade antibacteriana significativa contra
Escherichia coli, Pseudomonas pyocyanea and Staphylococcus aureus. Nenhum
desses compostos foi produzido quando cultivado isoladamente.

8 estudaram comunidades microbianas marinhas

Angell e colaboradores,
como fonte de substancias com atividade antibidtica e antifungica. Eles observaram
a producdo de um metabdlito azul, piocianina (43), em presenca de Pseudomonas
aeruginosa. Os autores sugeriram que P. aeruginosa agia sinergicamente com as
bactérias selecionadas naquele estudo. Finalmente, eles concluiram que as
interacdes bacterianas tém um forte impacto na producdo de metabdlitos
secundarios, e também ressaltaram a importancia de pesquisar a atividade biolégica
dos extratos organicos de populacdes microbianas mistas.

Posteriormente, Oh e colaboradores’® reportaram mais outro estudo de
inducdo envolvendo o fungo marinho Emericella sp. e a actinobactéria Salinispora
arenicola, na producdo de metabdlitos levando ao isolamento de dois novos
depsipeptideos ciclicos com atividade antimicrobiana, emericelamidas A (44) e B
(45). Enquanto esses compostos foram produzidos em baixa quantidade pelo fungo
guando cultivado isoladamente, a co-cultura levou ao aumento de quase 100 vezes
a quantidade produzida na cultura simples.

Park e colaboradores® aplicaram a estratégia da co-cultura em micro-
organismos obtidos a partir de minas abandonadas, conseguindo a obtencédo de um
novo composto. A competicdo entre Aspergillus fumigatus e a bactéria
Sphingomonas sp. levou a obtencao de glionitrina A (46), uma nova dicetopiperazina
apresentando atividade antibidtica e citotoxica. Os autores desse estudo
contemplaram quatro possiveis hipoteses para explicar a obtencdo do composto: o
fungo poderia ter produzido um precursor que seria posteriormente biotransformado
enzimaticamente pela bactéria, alteracdo da expressdo génica do fungo por algum
tipo de estimulo bacteriano, inducédo da producéo por fatores externos, ou inducao
pela interagdo competitiva em longo prazo entre o fungo e a bactéria. Esta ultima
hipotese foi aceita pelos autores em funcdo dos resultados dos experimentos
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desenvolvidos, nos quais nenhuma das outras hipGteses avaliadas conduziu a

producgéo de gliotrinina A pelo fungo.

1.4. Outros fatores que influenciam a producdo de metabdlitos

secundarios

Vale a pena ressaltar que a composicdo do meio de cultura também
influencia a producédo metabdlica dos micro-organismos. Minimas alteracfes nas
condi¢des de cultivo podem resultar em mudancas do perfil metabdlico dos micro-
organismos. Por exemplo, altas concentracdes de sacarose e glicose, junto com
extratos de malte ou de levedura, e adicdo de minerais e elementos traco,
usualmente resultam em metabdlitos altamente variados e em altos
rendimentos.?’ Adicionalmente, a producéo de alguns metabdlitos secundarios de
origem fungica € influenciada por fatores ambientais tais como as fontes de
nitrogénio e de carbono, temperatura, luz e pH. ® Assim a partir de uma simples
linhagem pode ser obtida uma grande variedade de compostos, de acordo com a
estratégia OSMAC (one strain, many compounds). ® Essa estratégia foi utilizada
com sucesso por Bode e colaboradores envolvendo fungos e actinobactérias
levando a obtencdo de mais de 100 compostos apresentando mais de 25 tipos
diferentes de estruturas utilizando apenas seis linhagens de micro-organismos.®®

9 e varios novos

As manumicinas, obtidas a partir de Streptomyces parvulus,?
espirobisnaftalenos obtidos a partir do fungo Sphaeropsidales sp.,*® s&o alguns
dos exemplos dos resultados que podem-se conseguir modificando o0s
parametros de cultivo.

Miao e colaboradores, o

também concluiram que os parametros de cultivo
para o crescimento fungico (temperatura, pH, salinidade e composi¢cdo do meio de
cultivo) assim como o cultivo em competicdo frente a bactérias, tiveram efeitos
consideraveis sobre o crescimento miceliar e a atividade biolégica a Arthrinium c.f.
saccarichola. Esse fungo produziu mais compostos quando cultivado em condi¢des

de estresse.
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1.5. Espectrometria de massas na deteccdo de produtos naturais

microbianos

Nielsen e Smedsgaard® apresentaram os dados correspondentes a
desreplicacdo e deteccao de 474 micotoxinas e metabdlitos fungicos mediante uma
metodologia que envolve LC-UV-MS aplicando o método modificado de extracdo em
micro-escala publicado por Smedsgaard®®, o qual foi desenhado para ser utilizado
em meios ricos que permitam altos rendimentos de metabdlitos secundarios e
minima interferéncia nas analises. Além dos dados para os metabdlitos incluidos, o
estudo apresenta os dados correspondentes aos adutos comumente observados
nas andlises por ESI-MS.

Mais recentemente, Nielsen e colaboradores® apresentaram um estudo
detalhado de fragmentacdo e formacdo de adutos por ESI-MS de 719 compostos
incluidos na base de dados prépria, a qual foi construida através dos anos de
pesquisa do grupo. Os autores avaliaram o impacto da exatiddo da massa e do
padrdo isotopico a fim de diferenciar composicfes elementares de 33.136
compostos validos incluidos em AntiBase 2008. Os autores demonstraram que ESI-
MS no modo positivo de deteccao foi o método mais versatil para detectar 93% dos
compostos avaliados. A atribuicdo, apenas utilizando o padrdao de formacédo de
adutos, foi possivel e sem ambiguidade, para 56% dos compostos detectados por
ESI-MS no modo positivo, e 37% no modo negativo. Desta maneira se ressalta o
uso da MS a fim de desreplicar misturas de metabdlitos secundéarios de origem
microbiana.

A utilizacdo de técnicas de imageamento por espectrometria de massas com

ionizacdo-desorcdo de matriz assistida por laser (MALDI-IMS)% %

permitiu a
descoberta de duas substancias peptidicas a partir de co-culturas de colbnias
bacterianas,®’ demonstrando também a complexidade quimica da troca metabdlica
na co-cultura entre Bacillus subtilis e Streptomyces coelicolor.®® MALDI-IMS também
pode ser utilizada para gerar hipoteses com relacdo a funcdo dos metabdlitos

detectados nas interacdes microbianas,®’

assim como permitir a observacdo da
producdo de compostos em resposta a competicdo simulada em cultivos em meio
liquido.*

Finalmente, vale a pena ressaltar a importancia das bases de dados na

estratégia de desreplicacdo. METLIN,'® base de dados de metabédlitos, permite
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realizar buscas utilizando informacdo gerada a partir de MS.'® Essa base de dados
foi desenvolvida a fim de facilitar a identificacdo de metabdlitos através de analises
de massas. METLIN € uma base de dados publica, de acesso livre, que fornece as
seguintes informacdes geradas a partir de diferentes fontes bioldgicas: dados fisicos
e estruturais de metabdlitos enddgenos conhecidos, farmacos e metabdlitos de
farmacos; dados de FT-MS de amostras de referéncia; dados de MS sequencial de
referéncia de metabdlitos conhecidos e derivados; perfis de LC-MS de metabdlitos
humanos e de alguns organismos modelo.

MassBank'®* é outra base de dados publica, de acesso gratuito, de pequenas
moléculas (<3000 Da) criada a fim de auxiliar as pesquisas nas ciéncias da vida. Os
dados sdo compostos por espectros de massa de metabdlitos primarios, flavonoides,
giberelinas, saponinas, carotenoides, fosfolipideos e oligosacarideos. Assim
MassBank contem aproximadamente 9276 dados de ESI-MS" de 1889 compostos
quimicos. Também h& disponiveis dados de EI-MS para compostos volateis tais
como terpenoides, alcoois alquilicos, aldeidos e acidos carboxilicos. MassBank é
uma base de dados analisados sobe condi¢cdes experimentais ndo padronizadas, na
qual os contribuidores fornecem as informacdes desde seus préprios servidores, e
gue desenvolve e fornece ferramentas para manipular os dados. Assim, para facilitar
a identificacdo, os dados de ESI-MS? foram agrupados por composto fornecendo

informacédo de um mesmo composto em diferentes condi¢cdes experimentais.

1.6. Colletotrichum boninense e Streptomyces albospinus

O fungo Colletotrichum boninense nédo tem sido estudado sob o ponto de vista da
producdo de metabdlitos secundarios. Esse fungo foi identificado como um dos

192 lim&o, tomate, manga,’®®

agentes responsaveis de antracnose em abacate,
também em améndoa e morango,®* assim como em pimenta.'®® Anteriormente, C.
boninense foi classificado erroneamente como C. gloeosporioides devido a
similaridade morfoldgica entre as espécies.'® °” Posteriormente, foi realizada uma
caracterizagdo molecular e morfolégica mais rigorosa, levando a propor C.
boninense como uma nova espécie em 2003, habitando uma ampla faixa de plantas
tais como Crinum, Clivia e Cymbidium, e com uma distribuicdo que alcancava o

litoral pacifico do Japdo.'® Recentemente foi descrito que C. boninense representa
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um complexo de espécies.'® C. boninense também tem sido isolado, junto com C.
gloeosporioides, como endofitico a partir de folias de Maytenus ilicifolia,*'° assim
como em plantas de café de Colémbia, Hawai, México e Porto Rico.'** Alguns
metabdlitos tem sido reportados para o género Colletotrichum, como o acido
coletétrico (47) isolado de C. gloeosporioides, *? os trés novos compostos: acido 6-
isoprenilindol-3-carboxilico (48), 3b,5a-diidroxi-6b-acetoxi-ergosta-7,22-dieno (49) e
3b,5a-diidroxi-6b-fenilacetiloxi-ergosta-7,22-dieno (50) produzidos por Colletotrichum
sp., endofitico de Artemisia annua L. (Asteraceae),'* dois compostos antifiingicos, (-
) cis-4-hidroxi-6-desoxiscitalona (51) e (4R)-4,8-diidroxi-a-tetralona (52), produzidos

por linhagens de C. gloeosporioides isolado como endofitico de Cryptocarya
114

mandioccana (Lauraceae).
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Figura 5. Alguns metabdlitos secundarios isolados do género Colletotrichum.
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Figura 6. Metabdlitos secundarios isolados de Streptomyces albospinus.

Da actinobactéria Streptomyces albospinus isolada de solos, mesma espécie
utilizada neste projeto, existem alguns estudos reportando a obtencdo de

metabdlitos secundarios como a fenamida, derivado de fenilalanina (53),**> novos

membros da familia das elfamicinas, os antibiéticos fenelfamicina G (54) e H (55),'°
além de trés novos compostos: 2-metil-2,5,6-bornantriol (56); 4,4"-(3-hidroxipropano-
1,1-diil) difenol (57) e 7-(4-metoxibenzil)- 4,5,6,7-tetrahidro-1,3-oxazepina-5,6-diol
(58).117

Ndo ha estudos ainda reportando S. albospinus como micro-organismo
endofitico. Também néo tem sido estudadas interac6es em co-cultura envolvendo S.
albospinus e C. boninense. Contudo, este é apenas o comec¢o de um longo caminho
na busca de produtos naturais a partir da interacdo desses micro-organismos

endofiticos.
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5. CONCLUSOES

Apesar de terem sido observadas diferencas no perfil metabdlico entre a
cultura simples e mista em meio liquido entre as linhagens da actinobactéria S.
albospinus RLe 7 e o fungo C. boninense FLe 8.1, a dificuldade no isolamento das
substéancias ainda continua sendo uma limitante como resultado da baixa quantidade
produzida nas condi¢cdes de cultivo testadas em meio liquido. Foram identificadas e
caracterizadas duas substancias com conhecida atividade biolégica de origem
fungica, a mevalonolactona e o tirosol.

O uso de outras condicdes de cultivo permitiu identificar e isolar a
fisostigmina, conhecido inibidor da acetilcolinesterase. Essa substancia foi
identificada a partir dos cultivos da actinobactéria S. albospinus RLe 7 em meio
sélido, arroz parbolizado e ISP-2 &gar, fazendo uso da espectrometria de massas
como técnica muito sensivel para detectar metabolitos em muita baixa quantidade.
Outros possiveis metabdlitos foram detectados mediante MS, e junto com o auxilio
de bases de dados, foi possivel identificar ou propor candidatos provaveis a serem
atribuidos aos sinais detectados por MS, como se demonstrou também com a
desferrioxamina E, siderdforo produzido por Streptomyces, ou os derivados de
fosfatidilcolina no fungo C. boninense. O isolamento e caracterizacdo da fisostigmina
permitiu detectar o analogo N-etilcarbamato da fisostigmina, substancia ainda nao
reportada como produto natural, mediante MS/MS, ressaltando o uso dessa técnica
na busca de produtos naturais de origem microbiana.

A fisostigmina ndo apresentou atividade antifungica contra o fungo C.
boninense FLe 8.1, sugerindo de fato que outras substancias puderam ter sido
produzidas, atuando de maneira independente ou em sinergia, possivelmente junto
com a fisostigmina. Isto poderia ter acontecido com o derivado N-etilcarbamato da
fisostigmina, identificado por MS, ja que outros analogos da fisostigmina possuem
atividade antibidtica.

Outras técnicas de deteccdo foram utilizadas demonstrando que existem
muitos metabdlitos produzidos em baixa quantidade, o que dificultou seu isolamento,
identificacdo e caracterizacdo estrutural. Porém, sendo a desreplicacdo um
importante passo cujo objetivo busca distinguir entre compostos conhecidos e
inéditos?®®, a abordagem utilizada neste projeto gerou informacées importantes, as

quais foram comparadas com a literatura disponivel, sobre os perfis metabdlicos dos
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micro-organismos utilizados no desenvolvimento, e que servirdo como base para
futuros trabalhos que conduzam ao esclarecimento da relacdo microbiana em
termos de troca metabdlica desses micro-organismos.

Reunindo as informacdes geradas através das diferentes técnicas de
deteccédo utilizadas (TLC, HPLC-DAD, GC-MS, ESI-MS, RMN), e depois de uma
cuidadosa andlise, foi possivel identificar e atribuir as estruturas de algumas
substancias conhecidas de origem microbiana (mevalonolactona, tirosol,
fisostigmina, desferrioxamina E) sendo produzidas por micro-organismos que ainda
ndo foram descritos na literatura como endofiticos e que ndo tem sido amplamente
estudados.

Pode-se concluir a importancia de utilizar a espectrometria de massas como
uma das técnicas mais sensiveis para direcionar a busca de moléculas de interesse,
ou seja, para realizar isolamento de compostos de interesse guiado por
espectrometria de massas,”® uma vez que a triagem biolégica ndo permitiu observar
atividade citotoxica consideravel dos extratos. Isto ndo significa, porém, que néo
existam moléculas de interesse com outras atividades biolégicas. Isto foi
demonstrado com a fisostigmina, a qual, apesar de ndo mostrar atividade antifungica
per se guando testada frente ao fungo C. boninense FLe 8.1, possui elevada
atividade anticolinesterase que em seu momento Ihe permitiu ser uma molécula
importante para a realizacdo de modificacfes estruturais a fim de obter derivados
ativos com menor toxicidade, para o uso na doenca do Alzheimer.?”® Além disso,
deve-se levar em conta que outros derivados da fisostigmina possuem atividade
antibiotica,”® #** indicando que S. albospinus RLe 7 pode ter a capacidade de
produzir outros derivados com essa atividade, potencial que pode ser explorado
mediante a estratégia de co-cultura utilizando outras linhagens de micro-organismos
endofiticos, assim como outros meios de cultura.

Para finalizar, € necessario ressaltar a importancia ndo s6 dos artigos
cientificos e bases de dados de produtos naturais, mas também das informacgdes
contidas nas patentes, jA que muitos dos resultados das pesquisas cientificas
resultam sendo protegidos por sistemas de propriedade intelectual que nao se
disponibilizam em artigos de pesquisa. Além disso, as informacdes de MS incluidas
nas bases de dados sdo parte essencial das estratégias de desreplicacdo, o que
facilitara a descoberta de novos produtos naturais.
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