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RESUMO

QUINTANA-BULLA, J. I. Estudo microbiolégico e quimico de bactérias cultivaveis
associadas a esponja marinha Tedania brasiliensis. 2022, Tese (Doutorado) —

Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2022.

As esponjas marinhas sao reconhecidas como uma importante fonte de compostos
biologicamente ativos. Evidéncias acumuladas ao longo das ultimas décadas tém
comprovado que os verdadeiros produtores dos compostos isolados de esponjas
s&o micro-organismos, principalmente bactérias e cianobactérias, simbiontes ou
associadas a estes animais. Levando-se em conta que alcal6ides bromopirrélicos
derivados da pseudoceratidina previamente isolados da esponja marinha Tedania
brasiliensis séao estruturalmente relacionados a outros alcaloides pirrélicos
previamente isolados de bactérias marinhas, neste trabalho foram investigadas 87
linhagens de bactérias isoladas da esponja T. brasiliensis para inicialmente se
determinar se estas linhagens eram produtoras da pseudoceratidina e/ou derivados.
Os resultados de anélises de desreplicacao obtidos para diferentes condicdes de
crescimento empregadas para as bactérias isoladas de T. brasiliensis ndo indicaram
a producédo destes compostos por nenhuma das linhagens. Assim, realizou-se
estudo de metaboldmica e desreplicacdo dos extratos de meios de cultura
produzidos pelas mesmas bacterias. O emprego da abordagem de metabolémica
nao-direcionada utilizando-se ferramentas computacionais XCMS Online e GNPS
sob diferentes condi¢des de cultivo, em conjunto com dados de atividades biol6gica,
levou ao isolamento e a elucidacao estrutural completa de quatro novos
glicoglicerolipideos (J55_C8 a J55_C11) a partir do meio de cultivo da linhagem
bacteriana Microbacterium testaceum J55 no meio YEME. A estratégia utilizada e os
resultados obtidos demostraram a utilidade do emprego de ferramentas de
metabolémica nas etapas iniciais da triagem quimica e biolégica para a priorizagéo
de linhagens bacterianas para o seu estudo quimico, bem como para direcionar o
processo de isolamento e purificagcdo de metabdlitos secundarios, incrementando a

eficiéncia na descoberta de moléculas inéditas e potencialmente bioativas.

Palavras chave: bactéria marinha, produtos naturais, metabolémica, features,

glicoglicerolipideos.
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ABSTRACT

QUINTANA-BULLA, J. |. Microbiological and chemical study of cultivable
associated bacteria of the marine sponge Tedania brasiliensis. 2022, Thesis
(PhD) — Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao
Carlos, 2022.

Marine sponges are recognized as an important source of biologically active
compounds. Evidences accumulated over the last decades have proven that bacteria
are the true producers of several sponge secondary metabolites, either symbionts or
associated to these animals. Considering that bromopyrrole alkaloids related to
pseudoceratidine previously isolated from the marine sponge Tedania brasiliensis are
structurally closely related to brominated pyrroles isolated from marine bacteria, in
this work, 87 cultivable bacterial strains isolated from T. brasiliensis were investigated
to establish whether these strains were or not producers of pseudoceratidine
derivatives. Results of dereplication analyses obtained for extracts of growth media
of these bacteria in different growing conditions did not show the production of these
compounds. Therefore, metabolomics and dereplication investigations were
performed with the extracts of growth media produced by these bacteria. Use of an
untargeted metabolomics approach employing modern computational tools like
XCMS Online and GNPS under different culture conditions, combined with biological
activity results, lead to the isolation and complete structural elucidation of four new
glycoglycerolipids (J55_C8 to J55_C11) from the bacterial strain Microbacterium
testaceum J55 grown in YEME medium. The approach employed and the results
obtained demonstrated the utility of metabolomics tools at the early stages of the
chemical and biological screening process, aiming to prioritize the selection of
bacterial strains, as well as to direct the isolation and purification of secondary
metabolites, therefore improving the efficiency of the discovery of potentially new

bioactive metabolites.

Key words: marine bacteria, natural products, metabolomics, features,

glycoclycerolipids.
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1. INTRODUGCAO
1.1 Importancia dos produtos naturais

Historicamente os produtos naturais (PNs) tém sido reconhecidos como uma
fonte promissora e de inspiracéo de diversidade quimica com potencial terapéutico e
econ6mico, como por exemplo na forma de medicamentos (HARVEY, EDRADA-
EBEL e QUINN, 2015; ATANASOV et al., 2021) e agroquimicos (SPARKS e DUKE,
2021, CANTRELL, DAYAN e DUKE, 2012). De particular destaque tém sido a sua
aplicagcdo farmacologica como antibidticos, antitumorais, imunomoduladores,
antivirais e antiparasitarios, entre outros (BUTLER, ROBERTSON e COOPER,
2014). Na mais recente analise sobre os medicamentos de pequenas moléculas
aprovados pela FDA desde 1981 até 2019, é evidente o grande impacto dos PNs no
desenvolvimento de farmacos, uma vez que mais de duas terceiras partes do total
sé@o PNs ou derivados (NEWMAN e CRAGG, 2020) (Figura 1.1).

Figura 1.1 — Origem das pequenas moléculas aprovadas como medicamentos entre 1981-2019, n =
1394.

S ® ND ® S/INM S* S*/NM oN ® NB
S*/NM
S* 14,8 % N

33,3 %

Fonte: adaptado de NEWMAN e CRAGG, 2020. Legenda — N: Produtos naturais inalterados, NB:
mistura de compostos de plantas, ND: derivados de produtos naturais, S: compostos sintéticos, S*:
compostos sintéticos com farmaco6foro baseado em produtos naturais, /NM: compostos que
mimetizam um produto natural.



19

1.2 Produtos naturais marinhos

Devido a enorme biodiversidade presente nos oceanos e a sua pouca
exploragcéo, os organismos marinhos ganharam especial atencdo como uma fonte de
compostos bioativos com potencial farmacologico. Mais de 30.000 produtos naturais
marinhos (PNMs) foram isolados ao longo das ultimas décadas (CARROL et al.
2021). Os produtos naturais marinhos se diferenciam de metabdlitos secundarios
oriundos de organismos terrestres, tanto por sua diversidade estrutural quanto pelos
seus mecanismos de acao (LIANG, LUO e LUESCH, 2019). Este fato se reflete na
maior porcentagem de sucesso na descoberta de novos modelos de farmacos para
os PNMs (1 entre 2.550 compostos testados), em comparacao com outras fontes de
PNs (1 entre 5.000-10.000 compostos testados) (SIGWART et al. 2021). Até a
presente data, 17 medicamentos de origem marinho foram clinicamente aprovados
como tratamentos antivirais (1), anticancer (2-3), analgésicos, entre outros.
Adicionalmente, 29 PNMs estdo em fases clinicas de teste I-lll para aplicacdo

(4-6) (https://
www.marinepharmacology.org, consultado no dia 22-02-2022) (Figura 1.2).

terapéutica em ampla variedade de doencgas

Figura 1.2 — Exemplos de PNMs aprovados como medicamentos e candidatos em testes de fases
clinicas avancgadas.
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1.3 As esponjas marinhas e seu microbioma associado

As esponjas marinhas (phylum Porifera) destacam-se como uma das fontes
mais prolificas de metabdlitos secundarios. Mais de 5000 compostos foram isolados
destes invertebrados marinhos, e apresentam grande diversidade de atividades
biolégicas como por exemplo: antitumoral, antiviral, antibi6tica, anti-inflamatéria,
entre outras (BLUNT et al. 2017; MEHBUB et al. 2014). Esponjas marinhas sao
considerados 0s animais mais antigos da Terra, com registros que evidenciam sua
presenca ha aproximadamente 635-660 milhées de anos (ZUMBERGE et al. 2018).
Com cerca de 8.600 espécies formalmente descritas e uma estimativa de 15.000
espécies no total, estes animais sdo amplamente distribuidos ao redor do planeta
principalmente, em mares tropicais, sub-tropicais e polares (WEBSTER e THOMAS,
2016; VAN SOEST et al. 2012).

Apesar de apresentarem uma enorme variedade de formas e tamanhos, a
estrutura corporal das esponjas € muito simples. Sdo organismos sésseis, filtradores
sem oOrgaos diferenciados, nem sistema circulatério, digestivo ou de excrecao, e com
poucas células diferenciadas (BHUSHAN, PETERS e PIEL, 2017). Devido a falta de
sistemas fisicos de defesa (como espinhos, concha ou outros), as esponjas
apresentam complexo e eficiente arsenal de defesas quimicas contra predadores,
patdgenos microbianos e para competicao territorial. Ao mesmo tempo, as esponjas
marinhas formam associa¢des simbidticas com densas comunidades microbianas
que incluem bactérias, archaea e eucariotos unicelulares, as quais podem
representar até 40% da biomassa das esponjas (WEBSTER e THOMAS, 2016;
TAYLOR et al. 2007). Estas esponjas, chamadas de “alta abundancia microbiana”
HMA (high microbial abundance), possuem densidades microbianas de até 1010
bactérias por centimetro cubico de esponja, excedendo a concentracdo de bactérias
encontrada na agua do mar de 2 a 4 ordens de magnitude. Esponjas de “baixa
abundancia microbiana” LMA (low microbial abundance) apresentam comunidades
microbianas menos diversas, na ordem de 105-106 bactérias por grama de esponja
(ABDELMOHSEN, BAYER e HENTSCHEL, 2014; HENTSCHEL, USHER e TAYLOR,
2012).
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As comunidades microbianas associadas a esponjas apresentam uma notavel
diversidade filogenética de bactérias. No total 28 phyla bacterianos associados a
esponjas foram identificados, dos quais 18 foram formalmente descritos e 10
candidatos, baseados tanto em métodos de cultivo quanto em estudos moleculares
como o sequenciamento do gene 16S (HENTSCHEL et al. 2012). Entre os phyla
mais destacados encontram-se Proteobacteria (Alpha-, Gamma- e
Deltaproteobacteria), Cianobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Actinobacteria,
Acidobacteria, Nitrospirae e o phylum candidato Poribacteria, exclusivo das esponjas
(HENTSCHEL et al. 2012; PITA et al. 2018) (Figura 1.3). Estas complexas
comunidades microbianas caracterizam-se por ser compostas tanto por bactérias
generalistas presentes em varias espécies de esponjas de diversas regides
geograficas, bem como por bactérias altamente especificas presentes em espécies
particulares de esponjas, mas ndo encontradas na agua do mar, nos sedimentos ou
em outros invertebrados marinhos (PITA et al. 2018). Embora o papel ecolbgico
dessas associagcOes bactérias-esponjas nédo esteja completamente esclarecido,
supde-se que 0Ss micro-organismos apresentam papel fundamental na nutricao,
saude e defesa das esponjas. Em troca, os micro-organismos recebem uma fonte
estavel e abundante de nutrientes como aménia, carboidratos e aminoacidos
(ABDELMOHSEN, BAYER e HENTSCHEL, 2014).

Figura 1.3 — Diversidade das comunidades microbianas bacterianas associadas as esponjas
marinhas ao nivel de Filo.

® Anck6 mop
) ®TM6

=283 mOP8
\aeota mGNO2 mWws2
s mCaldithrix ne fied

v aseota ™ Armatir
Therm Chlorok

Fonte: adaptado de PITA et al. 2018.



22

1.4 Produtos naturais de micro-organismos associados as esponjas marinhas

No centro destas relagdes simbibticas bactérias-esponjas encontram-se 0s
PNs que, por um lado, apresentam papel fundamental na manutencéo do equilibrio
ecolégico destes complexos sistemas, e, por outro lado, dispdem de um grande
potencial biotecnolégico na forma de metabdlitos secundarios para o
desenvolvimento de ingredientes ativos, sejam farmacoldgicos, cosméticos ou
agricolas. O fato de compostos isolados de esponjas muitas vezes apresentarem
muita semelhanca com compostos isolados de bactérias, ou com compostos
isolados de espécies de distinta origem taxonémica, forneceram os primeiros
indicios sobre a possibilidade destes compostos serem realmente produzidos por
micro-organismos (KOBAYASHI e ISHIBASHI, 1993). Atualmente, varios estudos
tém comprovado a origem microbiana de compostos inicialmente isolados de
esponjas e outros invertebrados marinhos gracgas, entre outros, a modernos métodos
de biologia molecular que permitem identificar o micro-organismo produtor sem a
necessidade de isola-lo (MCCAULEY et al. 2020).

A onnamida A (7) isolada inicialmente da esponja Theonella swinhoei e a
psymberina (8) isolada das esponjas Psammocinia aff. bulbosa e Ircinia ramosa
(SAKEMI et al. 1988; CICHEWICZ, VALERIOTE e CREWS, 2004; PETIT et al.
2004), foram dos primeiros compostos terem sua origem microbiana comprovada
por métodos independentes de cultivo. A partir dos resultados de estudos da
biossintese da pederina (9), cuja producao havia sido estabelecida em uma bactéria
do género Pseudomonas (PIEL, 2002; PIEL et al. 2004a), analises metagendmicas
da esponja T. swinhoei permitiram identificar uma bactéria nao cultivavel, Candidatus
Entotheonella factor, como a verdadeira produtora da onnamida A bem como da
theopederina A (10) (PIEL et al, 2004b; WILSON et al. 2014). Da mesma forma, o
agregado génico de biossintese (BGC, Biosynthetic Gene Cluster) da psymberina foi
encontrado em uma bactéria ndo identificada no metagenoma da esponja P. aff.
bulbosa (FISCH et al. 2009). Do metagenoma da esponja Mycale hentscheli foi
identificado o BGC da mycalamida A (11), presente no genoma da bactéria nao
cultivavel Candidatus Entomycale ignis, evidenciando que a produ¢ao microbiana de
PNs estruturalmente similares pode ocorrer em taxons filogenéticos diversos (RUST
et al. 2020; STOREY et al. 2020) (Figura 1.4).
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Figura 1.4 — Produtos naturais isolados de esponjas marinhas e posteriormente identificados de
origem bacteriano por técnicas independentes de cultivo.
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Fonte: autoria prépria.

O género Candidatus Entotheonella tem se mostrado como um prolifico
produtor de produtos naturais com capacidades biossintéticas comparaveis com as
das Actinobacterias. Pertencente ao phylum unico Tectomicrobia, C. Entotheonella é
considerado como o verdadeiro produtor da maioria dos PNs isolados de espécimes
da esponja T. swinhoei, como a theopalauamida (12), o swinholido A (13), a
ciclotheonamida A (14) e a keramamida B (15) (WILSON et al. 2014; BHUSHAN,
PETERS e PIEL, 2017). A producdo dos éteres difenilicos polibromados 16-17,
comumente isolados a partir de espojas do género Dysideidae, foi confirmada em
cianobactérias simbiontes da espécie Hormoscilla spongeliae por métodos
independentes de cultivo (AGARWAL et al. 2017). Em outros casos, PNs
previamente isolados de esponjas marinhas como a nazumamida A (18), a
manzamina A (19), a bengamida E (20) e a microsclerodermina D (21), foram obtidos
a partir de bactérias cultivaveis isoladas das esponjas marinhas ou de outras fontes
microbianas, validando a hipotese da origem microbiana desses compostos
(MCCAULEY et al. 2020) (Figura 1.5).
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Um ponto crucial no desenvolvimento de medicamentos, é a disponibilidade
em quantidades suficientes dos compostos de interesse sem prejudicar o ambiente
natural no qual o(s) organismo(s) produtor(es) se encontra(m), ou comprometer a
existéncia da(s) especie(s) bioldgica(s) produtora(s) do(s) metabdlito(s) de interesse
(MARRIS 2006). Um baixo rendimento no isolamento de compostos inviabiliza a
obtencdo das quantidades suficientes para a realizacdo de testes clinicos e de
producdo em maior escala (NEWMAN 2016; GOMES et al. 2016). Garantir o
suprimento necessario de potenciais agentes terapéuticos de maneira econémica e
ecologicamente sustentavel é um desafio que tem sido abordado através de varias
estratégias biotecnoloégicas (aquacultura, maricultura, fermentacdo, engenheira
genética, sintese enzimatica) ou quimicas (sintese total, semissintese) (GOMES et
al. 2016; LINDEQUIST, 2016; SHINDE, BANERJEE e MANDHARE, 2019). O fato de
alguns PNMs, especialmente de esponjas, serem de origem microbiana, representa
uma grande oportunidade de mitigar os problemas de suprimento de compostos
bioativos de interesse biotecnolégico, com a possibilidade de realizar o crescimento
em meio de cultivo de micro-organismos associados as esponjas ou a expressao
heterbloga da maquinaria biossintética em hospedeiros cultivaveis. Adicionalmente,
o enorme potencial genético e de diversidade quimica torna possivel o
desenvolvimento de metodologias que permitam incrementar a producdo de
determinados compostos, bem como a diversificagcdo dos metabdlitos produzidos
(RADJASA et al. 2011; LEAL et al.; 2014; BLOCKLEY et al. 2017; BRINKMANN,
MARKER e KURTBOKE, 2017).

Figura 1.5 — Produtos naturais marinhos de origem microbiana cujos BGCs tém sido identificados no
metagenoma das esponjas produtoras ou em bactérias cultivaveis isoladas das esponjas.
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Fonte: autoria prépria.

1.5. Alcaléides bromopirrélicos de organismos marinhos

Alcaléides bromopirrélicos constituem uma classe caracteristica de
metabodlitos secundarios isolados de esponjas dos géneros Hymeniacidon
(Halichondriidae, Halichondrida), Axinella (Axinellidae, Halichondrida), Axinyssa
(Halichondriidae, Halichondrida), Callyspongia (Callyspongiidae, Haplosclerida),
Eurypon (Raspailiidae, Poecilosclerida), Homaxinella (Suberitidae, Hadromerida),
Stylissa (Halichondriidae, Halichondrida) e principalmente Agelas (SILVA et al. 2011;
INABA et al. 1998; SCALA et al. 2010; PARRA et al. 2018). Alcalbides
bromopirrélicos tipicamente encontrados em esponjas marinhas incluem a oroidina
(22) e analogos como a himenidina (23), as dispacamidas B e D (24, 25), a
stevensina (26) e a spongiacidina B (27). Alguns destes derivados ndo apresentam o

anel 2-aminoimidazol como a bromoaldisina (28) e a longamida B (29). Alcal6ides
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consideravelmente mais complexos incluem a sceptrina (30), a dibromopalau’amina

(31), e a bromopirrolohomoarginina (32) (Figura 1.6).

Figura 1.6 — Alcalbides bromopirrélicos isolados de esponjas marinhas.
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Fonte: autoria propria.

Apesar de serem rica fonte de proteinas em um ambiente caracterizado pela
intensa atividade predatéria, esponjas do Caribe apresentam um numero muito
limitado de predadores (RANDALL e HARTMAN, 1968), sugerindo que produzem
compostos com fungdo ecoldgica de protecdo contra predacdo. Em testes de
aquario, o extrato organico da esponja Agelas clathrodes apresentou atividade anti-
predatoria para o peixe de recife Thalassoma bifasciatum, bem como contra varios
peixes de recife em ensaios de campo. O fracionamento bioguiado do extrato
identificou a oroidina (22) e o acido 4,5-dibromopirrol-2-carboxilico (33) como 0s
metabdlitos responsaveis da inibicdo da predacdo (CHANAS et al. 1996). Em
esponjas da familia Axinellidae, outros alcalbides bromopirrélicos foram identificados
como defesas quimicas. A stevensina (26) isolada da esponja Axinella corrugata

também apresentou atividade anti-predatoria para o peixe T. bifasciatum mediante
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um fracionamento bioguiado da fracdo butandlica (WILSON et al. 1999). O mesmo
efeito foi observado para a N-metildibromoisophakelina (34) isolada da esponja
Stylissa caribica (ASSMANN, VAN SOEST e KOCK, 2001) (Figura 1.7).

Figura 1.7 — Alcalbides bromopirrélicos com atividade dissuasiva da predacao por peixes.
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Fonte: autoria propria.

Estudos de relacdo estrutura atividade, realizados com alcalbides
bromopirrélicos isolados de esponjas do género Agelas, determinaram que o anel
pirr6lico é necessério para a atividade inibitéria a qual é dependente também do
grau de bromacgao do anel. A adicdo de um grupo imidazol aumenta a atividade; no
entanto, imidazois funcionalizados carentes do anel pirrélico ndo possuem atividade.
Dos sete produtos naturais avaliados, a midcapamida (35) foi a mais ativa em
ensaios em aquéario contra T. bifasciatum. Porém, considerando-se a alta
concentragcéao da oroidina (22) e da dispacamida A (36) nos tecidos das esponjas, é
muito provavel que estes sejam o0s principais agentes responsaveis pera atividade

anti-predatoria da alimentagcdo no ambiente natural (LINDEL et al. 2000).
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Um dos possiveis mecanismos de acao da atividade anti-predatéria destes
alcaldides é pela interacdo com receptores celulares de calcio, a qual pode ser via
canais operados por voltagem ou pela via do canal de caélcio operado por
armazenamento. A interacdo da bromoageliferina (37) e da dibromoageliferina (38)
com ambas rotas de entrada de calcio en linhas celulares de phaeocromocitoma
PC12, mostrou a especificidade destes compostos pela inibicdo da via dos canais
dependentes de voltagem (BICKMEYER, 2005).

Além de nédo sofrer predacdo, muitas esponjas mostram-se livres do
recobrimento por organismos incrustantes, o que sugere que elas produzem e
acumulam compostos para prevenir o fouling, ou seja, a colonizacdo da sua
superficie por parte de outros organismos. Investigagcbes visando encontrar
alternativas as baseadas em tintas com estanho, chumbo ou cobre, fazem uso
justamente de PNMs com atividade anti-fouling (FUSETANI, 2004). A oroidina, a
bromoageliferina e a mauritiamina, sdo exemplos de bromopirrdis com atividade anti-
fouling, especificamente como inibidores da formacdo de biofilmes bacterianos
(TSUKAMOTO et al. 1996; YAMADA et al. 1997), os quais sao determinantes nas
primeiras etapas de fouling (FUSETANI, 2011), através de um mecanismo nao
biocida. Inspirados nessas estruturas, derivados semissintéticos da bromoageliferina
e da oroidina foram preparados (RICHARDS et al. 2008), encontrando a
dihidrooroidina como o0 composto mais promissor, o qual foi avaliado como aditivo
antifouling em tintas para inibir a formacédo de biofilmes da bactéria Halomonas
pacifica, envolvida no processo de micro-fouling marinho (MELANDER, et al.2009).
Os resultados demonstraram a eficiéncia em ensaios em campo da dihidrooroidina
para prevenir o fouling sem ser toxica, ao ndo apresentar citotoxicidade, mostrando
ser um candidato promissor para sua aplicacdo industrial devido a facilidade de

obtencéo por sintese quimica.

Desde o isolamento da dibromofakellina, em 1969 da esponja Phakellia
flabellata, mais de 220 alcalbides pirrol-imidazélicos foram isolados. Além da sua
utiidade como defesa quimica para o organismo produtor, a importancia destes
metabdlitos estd em seu potencial como agentes terapéuticos contra diversas
doencas ao apresentarem uma ampla ampla variedade atividades biolégicas como

citotoxicidade, anti-inflamatéria, antihistaminica, antimicrobiana, imunossupressora,
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inseticida, entre outras (AL-MOURABIT, et al. 2011; SINGH e MAJIK, 2019; SEIPP,
GESKE e OPATZ, 2021). A enorme diversidade estrutural desta classe de
compostos tém motivado a pesquisa sobre a origem biossintética, a qual ainda nao
se esclareceu por completo. E por isso é tema de importantes investigacées por
elucidar os mecanismos moleculares através dos quais sdo gerados (AL-
MOURABIT, et al. 2011; WANG et al. 2014; LINDEL, 2017; CHU et al. 2022).

Combinacdo de estudos sobre novos alcal6ides pirrol-imidazolicos isolados
com rotas de sintese “bioinspiradas”, tém permitido formular hipéteses cada vez
mais aceitas sobre a origem biossintetica (AL-MOURABIT, et al. 2011). A oroidina
(22), a himenidina (23) e a clathrodina (39) sdo considerados como os “blocos de
construcao primarios” dos alcalbides pirrél-imidazélicos mais complexos, os quais
séo formados através de reacbes de ciclizacédo, oxidagcédo, dimerizacéo, e inclusive
tetramerizacéo (LINDEL, 2017). Considerando-se a presenca dos nucleos pirrol e 2-
aminoimidazol nos intermediarios 22, 23 e 39, postula-se uma origem biossintética
comum a partir de aminoacidos proteinogénicos. Levando-se em conta
consideragdes quimiotaxondmicas, as primeiras indagag¢des sobre a biossintese
destes alcaloides propuseram a ornitina como precursor primario através de uma
transformacdo do grupo a-amino em 2-aminoimidazolinona via um intermediario
guanidinico, assim com da prolina (KITAGAWA et al. 1983; BRAEKMAN et al. 1992).
O primeiro trabalho de biossintese fazendo uso da incorporacédo de aminoacidos
enriquecidos com #C em cultivos de células da esponja Teichaxinella morchella,
sugeriu a prolina e a histidina como precursores da stevensina (26) via 3-amino-1-(2-
aminoimidazolil)-prop-1-eno (40) e o &cido 4,5-dibromopirrol-2-carboxilico (33)
(Figura 1.8). (ANDRADE et al. 1999). Posteriormente, um estudo de incorporacéo de
aminoacidos enriquecidos com 14C na esponja Axinella damicornis empregando
autoradiografia beta de imagem de alta resolugcéo, confirmou a prolina como o
precursor do nucleo pirrélico e demostrou que a lisina é o precursor do nucleo 2-
aminoimidazol e ndo a histidina (GENTA-JOUVE, et al. 2011). Essas descobertas
foram recentemente corroboradas minerando-se 0 metabololoma de trés esponjas
produtoras de alcalbides pirrol-imidazélicos objetivando detectar intermediarios
biossintéticos. Os resultados mostraram que a homoarginina € um intermediario

crucial que conecta a lisina na producéo dos alcaldides, definindo assim as bases
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para a busca genbémica em esponjas da rotas biogenéticas que elucidem
definitivamente a maquinaria biossintética dos alcalbdides pirrél-imidazolicos
(MOHANTY et al. 2020) (Figura 1.9).

Figura 1.8 — Precursores biogenéticos da stevensina (26).
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Figura 1.9 — Origem biossintética da oroidina (22), a himenidina (23) e a clathrodina (39), como os
precursores de alcalbides pirré6l-imidazolicos mais complexos.
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Apesar de nédo existirem evidéncias experimentais que indiquem o0s
mecanismos biossintéticos da utilizacédo de intermediarios simples, como a oroidina,
na formacdo de alcaléides mais complexos, alguns resultados obtidos suportam
essa hipétese. A partir de oroidina sintética marcada com 5N foi obtida a
benzosceptrina C (41) e a nagelamida H (42) utilizando-se preparacdes enzimaticas
sem células das esponjas Agelas sceptrum e Stylissa caribica (WANG et al. 2010;
STOUT et al. 2012a). Alcal6ides pirrol-imidazolicos diméricos foram biossintetizados
a partir de analogos clorados da oroidina por prepara¢des enzimaticas da espoja S.
caribica, implicando um mecanismo radical de transferéncia de elétron simples na
formacéo da ligagdo C—C. Notavelmente, somente o extrato enzimatico da esponja
investigada foi capaz de levar a cabo a transformacédo dos analogos clorados, ja que
nem outras esponjas nem outras enzimas que atuam mediante mecanismos
radicalares funcionaram, o que indica a existéncia de uma maquinara biossintética
especifica (STOUT et al. 2012b).
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Diferentes pirr6is bromados ja foram isolados de bactérias marinhas Gram-
negativas. O primeiro destes compostos, a pentabromopseudilina (43), foi isolado do
meio de cultura de uma bactéria marinha do género Pseudoalteromonas, e
apresentou potente atividade antibiotica (BURKHOLDER, PFISTER e LEITZ, 1966;
LOVELL, 1966). Outros derivados pirrélicos polibromados, o tetrabromopirrol (44) e
o hexabromo-2-2’-bipirrol (45), também sao produzidos por uma bactéria do género
Pseudoalteromonas (ANDERSEN, WOLFE e FAULKNER, 1974; WRATTEN et al.
1977) (Figura 1.10).

Figura 1.10 — Alcal6ides bromopirrélicos produzidos por bactérias marinhas.
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1.6 O género Tedania

Com mais de 80 espécies formalmente descritas e aceitas (de VOOGD et al.
2022), o género Tedania tem sido pouco estudado desde o ponto de vista quimico.
As espécies desse género que foram estudadas sédo: T. excavata, T. anhelans, T.
digitata e T. ignis. As espécies T. ignis e T. anhelans sao conhecidas por causarem
delicadas lesbes na pele por contato provocando a sensagcdo de queimadura, que
em alguns casos pode gerar necrose dos tecidos afetados (ISBISTER e HOOPER,
2005).

Da esponja T. excavata foram isolados 13 esterdis contendo principalmente
derivados A° com cadeias laterais saturadas e insaturadas (SELDES et al. 1988). O
estudo quimico do extrato metandlico da esponja T. anhelans forneceu a B-carbolina
(46), os acidos heteroaromaticos pirazol-3(5)-carboxilico (47) e 4-metilpirazol-3(5)-
carboxilico (48), junto com as dicetopiperazinas Pro-Val, Pro-Leu, Pro-Phe e Pro-Tyr
(PARAMESWARAN, NAIK e HEGDE, 1997). A 1-metilisoguanosina (49) foi isolada a
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partir da esponja T. digitata e apresentou atividade antialérgica e anti-inflamatéria
(QUINN et al. 1980; COOK et al. 1980), bem como o caroteno tedanina (50)
(OKUKADO, 1975) (Figura 1.11).

A esponja T. ignis foi a espécie de Tedania mais amplamente estudada, tendo
sido isolada uma grande diversidade de compostos bioativos. O primeiro foi o
macrolideo citotoxico tedanolida (51), que apresentou EDso de 2,5 x 104 ug/mL em
células de carcinoma humano de nasofaringe e de 1,6 x 105 ug/mL em células de
leucemia linfocitica (SCHMITZ et al. 1984). De uma amostra desta esponja coletada
nas Bahamas foram isolados os diarilheptandis tedarenos A e B (52-53) como
misturas em equilibrio de atropoisdbmeros que se caracterizam por apresentarem
quiralidade axial, central e planar, todas numa mesma estrutura (CONSTANTINO et
al. 2012). Outro estudo reportou o isolamento do atisano-33,16a-diol (54) a partir de
uma amostra coletada na Florida (SCHMITZ et al. 1983) (Figura 1.11).

Figura 1.11 — Compostos isolados a partir de esponjas do género Tedania.
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Fonte: autoria propria.

1.6.1 A esponja Tedania brasiliensis

A esponja marinha T. brasiliensis é relativamente comum ao longo da faixa do
litoral brasileiro compreendida entre os estados do Rio de Janeiro (Arraial do Cabo,
Buzios) e Maranhéo, e é encontrada a uma profundidade variavel entre 3 m até 54
m. Caracteriza-se pela cor vermelha-rosa intensa, de consisténcia variavel de macia
a firme, bem como pela sua superficie que pode ser rugosa ou lisa, com a presencga
de pequena elevagdes vulcaniformes. A diferenca de outras espécies do género,
nao se conhecem de casos de dermatite por contato com esta esponja. O extrato
aquoso ou metandlico desta esponja apresentou atividade antimicrobiana contra
Candida albicans, C. krusei, C. parapsilopsis, C. guiliermondii, Metschnikowia
bicuspidata, Saccharomyces cerevisiae, Debaryomyces hansenii e Cryptococcus
laurentii (MOTHES, HAJDU e VAN SOEST, 2000).

A investigacdo do metabolismo secundario de T. brasiliensis foi realizada no
laboratério do Professor Dr. Roberto Berlinck pela ex-aluna de doutorado Dra.
Lizbeth Lorena L. Parra. Neste trabalho foram isolados uma série de derivados da
pseudoceratidina (55-63) a partir do extrato metandlico da esponja, os quais
apresentaram potente atividade anti-Leishmania, antimalarica e anti-T. cruzi (PARRA
et al. 2018) (Figura 1.12). A partir desses resultados foram sintetizados 23 derivados
com variagdes na cadeia poliamina e na por¢cdo aromatica do esqueleto base,
fornecendo os primeiros estudos de relacéo estrutura-atividade que estabeleceram

as bases para o desenvolvimento de novas moléculas com atividade antiparasitaria
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contra amastigotas de Leishmania e contra Plasmodium falciparum (PARRA et al,
2018).

Figura 1.12 — Derivados da pseudoceratidina isolados da esponja marinha Tedania brasiliensis.
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1.7 Problemas e alternativas para a producao de metabdlitos secundarios

O isolamento de compostos a partir de fontes naturais tem sido
tradicionalmente direcionado pela atividade bioldégica, bem como por sua maior
abundéncia. Tais abordagens frequentemente levam ao re-isolamento de compostos
conhecidos, deixando de lado a investigacdo de compostos minoritarios. Todavia,
técnicas de sequenciamento genOmico demostram que o potencial de micro-
organismos para produzir compostos é muito maior do que o as metodologias
tradicionais de triagem indicam (MEDEMA e FISCHBACH, 2015), inclusive de
organismos que se acreditavam bem estudados do ponto de vista quimico
(BENTLEY et al. 2002).

Um dos maiores desafios da pesquisa em produtos naturais é conseguir
expressar por completo as capacidades biossintéticas dos micro-organismos em

condicoes artificiais de crescimento no laboratério, que permitam a descoberta de
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moléculas inéditas com potencial biotecnoldgico. Estima-se que apenas de 10 a 20%
dos metabdlitos expressos a partir dos genomas de micro-organismos Sao
produzidos em condi¢gbes de cultivo (WALSH e FISCHBACH, 2010). Nesse sentido,
diversas e sofisticadas metodologias computacionais e moleculares tém sido
desenvolvidas para identificar, expressar e manipular os agregados génicos
responsaveis pela biossintese de metabdlitos secundarios, denominada abordagem
orientada pela genémica (MEDEMA e FISCHBACH, 2015; RUTLEDGE e CHALLIS,
2015).

Por outro lado, metodologias que objetivam obter respostas metabdlicas por
meio de alteracbes quimicas ou biol6gicas do meio de cultivo também sao
empregadas. Variaveis relacionadas ao crescimento microbiano em laboratério
podem ser modificadas para favorecer a producao de metabdlitos secundarios, tais
como: fontes de carbono e nitrogénio, pH, salinidade, temperatura, tempo de
incubacao ou aeragao, entre outros. A modificacdo destes parametros faciimente
acessiveis pode induzir a producédo de um maior numero de compostos ou melhores
rendimentos por um mesmo micro-organismo. Essa metodologia chamada de
OSMAC (One Strain MAny Compounds, uma linhagem - muitos compostos), tem
sido empregada com sucesso em varios casos, podendo diversificar a producdo de
metabolitos secundéarios em diferentes micro-organismos (BODE et al. 2002; RATEB
et al. 2011). A utilizacdo de matrizes sélidas que simulam o ambiente natural do qual
linhagens foram isoladas também é uma estratégia bem-sucedida para aumentar a
producao de metabdlitos secundarios (CONDREN et al. 2019; TIMMERMANS et al.
2019).

1.8 Metabol6mica no estudo da quimica dos produtos naturais

Independentemente da abordagem empregada, sdo necessarias técnicas e
ferramentas analiticas apropriadas para avaliar a resposta metabdlica em diversas
condicbes de cultivo. Componentes do meio de cultivo, produtos do metabolismo
primario e secundario constituem misturas complexas com grande numero de
compostos quimicos dificeis de serem analisadas por métodos tradicionais de
isolamento e analise espectroscépica, ainda mais quando os compostos de

interesse estao presentes em muito menor proporcdo. Além disso, diferentes
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caracteristicas fisico-quimicas préprias dos produtos naturais tornam seu isolamento
uma tarefa complexa (BERLINCK et al. 2019).

Abordagens metabolémicas por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo (LC-HRMS) se tornaram alternativas
poderosas para o estudo da diversidade quimica produzida por micro-organismos
(FLOROS et al. 2016; COVINGTON, MCLEAN e BACHMANN, 2016). A
metabolémica é definida como o estudo completo de moléculas pequenas,
comumente conhecidas como metabdlitos, de um determinado sistema biologico, e
que fornece uma medida direta da producdo e acumulo de metabdlitos pelo
organismo ou sistema biolégico de interesse (COVINGTON, MCLEAN e
BACHMANN, 2016). A metaboldmica oferece a possibilidade de investigar de
maneira mais ampla o metabolismo de micro-organismos, em resposta a estimulos
ou variagcbes nas condigcbes de crescimento, mediante a realizacdo de analises
qualitativas e quantitativas (KRUG e MULLER, 2014).

Os estudos de metabolémica podem se classificar em duas abordagens
principais, metabolémica direcionada e metabolémica n&o-direcionada. A
metabolémica direcionada € empregada para medir quali- e quantitativamente
grupos ou classes definidos de metabdlitos previamente definidos, com o intuito de
responder a uma questdo especifica (PATTI, YANES e SIUZDAK, 2012). Na
metabolémica direcionada tanto o preparo da amostra quanto a deteccdo dos
metabdlitos deve ser otimizada, diminuindo a predominédncia de compostos
majoritarios ou interferentes da matriz, permitindo analises mais limpas (ROBERTS
et al. 2012). A metaboldbmica nao-direcionada tem como objetivo a anélise
simultdnea de todos os metabdlitos presentes detectaveis em uma determinada
amostra, incluindo compostos desconhecidos, fornecendo uma visdo mais
abrangente do metaboloma (PATTI, YANES e SIUZDAK, 2012). Analises de
metabolémica nao-direcionada representam um enorme desafio devido ao grande
numero de compostos a serem detectados e que apresentam caracteristicas como
massa molecular, solubilidade, polaridade e capacidade de ionizacdo muito variadas.
Soma-se a este conjunto de fatores a variacdo consideravel de concentracédo de

diferentes compostos das amostras a serem analisadas. Por tal motivo os resultados
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obtidos dependem intrinsecamente de metodologias de extracdo, “clean-up” e

analises selecionadas (YANES et al. 2011).

A aquisicdo, processamento, andlise e interpretacdo dos dados obtidos a
partir de analises metabolémicas constituem outra parte fundamental nos estudos de
metabolémica, principalmente no que tem a ver com a anotagdo dos metabdlitos
detectados (BENIDDIR et al. 2021). A anotagcdao de metabdlitos em misturas
complexas resulta de um conjunto de caracteristicas (comumente designadas de
features), como, por exemplo, ions com uma determinada razdo massa-carga (m/2)
e informacdo adicional descritiva como, por exemplo, tempo de retencéo r em
analises cromatograficas entre outros (COVINGTON, MCLEAN e BACHMANN,
2016). Um grande desafio é o manejo do gigantesco volume de dados gerados nos
experimentos de metabolémica ndo-direcionada, a qual € facilmente de milhares de

features e, por isso, inviavel de se realizar manualmente.

Importantes avancos foram realizados nos ultimos anos com o
desenvolvimento de diferentes ferramentas computacionais para o processamento e
analise automatica dos dados, que ajudam extrair, organizar e visualizar a
informacao ali contida (VAN DER HOOFT et al. 2020; BAUERMEISTER et al. 2022).
A metodologia mais empregada em estudos de produtos naturais faz uso de analises
de MS' para se analisar o metaboloma completo e priorizar linhagens a serem
estudadas, bem como para encaminhar o isolamento de compostos potencialmente
inéditos (CRNKOVIC et al. 2018; HOU et al. 2012; KRUG et al. 2008).

A plataforma XCMS Online (https://xcmsonline.scripps.edu) € uma plataforma

informatica em nuvem, desenhada para processar e visualizar dados de
metabolémica ndo direcionada, obtidos por HPLC-HRMS. A diferenca de outros
programas (softwares), tem a vantagem de nado requerer expertise em programagao
ou interfaces de linhas de comando para sua operacao, tornando-a acessivel para
nao especialistas (TAUTENHAHN, et al. 2012). A interface da plataforma XCMS
Online permite realizar o fluxo de trabalho completo de metabolémica néao-
direcionada desde o processamento dos dados brutos, deteccdo das features,
correcdo de tempos de retencdo, alinhamento de picos, andlises estatisticas

univariadas ou multivariadas, até a anotacao das features por integracdo com a base
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de dados METLIN, em conjunto com uma interface interativa de visualizacdo dos
resultados (GOWDA et al. 2014) (Figura 1.13). A plataforma XCMS Online identifica
features cuja intensidade relativa varia entre grupos de amostras dependendo do
nivel de significancia estatistica (p-value), mudanca de intensidade entre os grupos
(fold change), razao m/z, tempo de retencado e intensidade relativa, definidos pelo
usuario (GOWDA et al. 2014).

Figura 1.13 — Fluxograma de trabalho na plataforma XCMS Online para a andlise de dados de
metabolémica n&o direcionada por LC-HRMS.

Data is compressed and encrypted on the client side and

Upload Data uploaded through a secure SSL connection.

Predefined parameter sets for different instrument setups

Select Parameters
are available and can be customized.

An email notification is sent once the job is complete.
View/Download Results Results can be browsed online, shared with other users, or
downloaded for import into other programs (e.g. Excel).

Fonte: adaptado de TAUTENHANH et al. 2012.

Anotar as features detectadas a partir somente de uma analise de MS?' é
muito dificil, devido a limitagdo de informacdes associadas a massa acurada ou a
férmula molecular de um determinado composto, uma vez que diferentes compostos
podem apresentar propriedades muito similares ou até mesmo idénticas (no caso de
compostos isoméricos). Além disso, a complexidade dos extratos, com centenas ou
milhares de compostos que geram milhares de features, faz com que muitos dos
metabdlitos detectados ndao tenham dados de referéncia disponiveis e ndo seja
possivel sua identificacdo (VAN DER HOOFT et al. 2020).

A aquisicao de espectros de massas de fragmentagcdo MS/MS (tandem MS ou
MS2) em analises metabolémicas nao-direcionadas proporciona informacgdes Uteis
para identificar metabdlitos secundarios. O Molecular Networking ou redes
moleculares, é uma técnica computacional de espectrometria de massas, cada vez

mais utilizada em quimica produtos naturais, que fornece uma visualizacdo do
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espaco quimico detectado em experimentos de MS/MS (WANG et al. 2016; QUINN
et al. 2017). As redes moleculares séo organizadas em grupos de espectros de MS/
MS, levando-se em conta a similaridade dos padrdes de fragmentacdo sob a
presuncao de que moléculas estruturalmente relacionadas apresentam espectros de
fragmentacao MS/MS semelhantes (WANG et al. 2016).

As redes moleculares sao criadas em trés etapas principais, utilizando-se a
plataforma online Global Natural Products Social Molecular Networking GNPS

(https://gnps.ucsd.edu) (Figura 1.14). Primeiro a aquisicao dos espectros de MS/MS,

0s quais sao alinhados entre si estabelecendo um espectro de consenso para cada
feature, o qual € representado como um nodo (node). Nodos que apresentam
compostos de similaridade estrutural s&o conectados entre si por linhas (edges) cuja
espessura é determinada por um valor paramétrico denominado cosine score, o qual
indica 0 grau de similaridade entre os espectros, variando entre 0 (totalmente
diferente) a 1 (completamente idéntico). Subsequentemente é realizada a
comparagcdo de cada espectro MS/MS consenso com librarias de espectros
disponiveis na plataforma GNPS, objetivando identificar match dentro da rede
molecular. As redes moleculares obtidas podem ser vistas e analisadas no
visualizador on-line da plataforma ou outros softwares. O GNPS disponibiliza o
depdsito de dados publicos através do repositorio MassIVE (Mass Spectrometry
Virtual Environment), o qual possibilita a andlise automéatica, desreplicacao on-line e
curadoria dos dados depositados de MS/MS (WANG et al. 2016).

Figura 1.14 — Representagcao esquematica da criagéo de redes moleculares na plataforma GNPS.
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Fonte: adaptado de WANG et al. 2016.
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Em estudo de uma colecédo de 1000 bactérias de origem marinha, foi possivel
priorizar uma linhagem a qual foi crescida em meio de cultivo a partir do qual foram
isoladas dois compostos inéditos, os acidos maridricos A e B, além da anotagcao de
76 familias moleculares, incluindo a valinomicina, actinomicina D e desferroxiamina
E (FLOROS et al. 2106). Anéalises metabolémicas de LC-HRMS realizadas em
conjunto com GNPS-Molecular Networking de dois morfotipos da bactéria
Streptomyces sp. RB110, permitiram estabelecer claras diferengcas metabdlicas entre
as linhagens, em decorréncia da producdo de derivados de griseorhodina e da
termidomicina A (UM et al. 2021). A integracédo de analises de Molecular Networking
com outras técnicas como RMN-'H permitiu a identificacdo direcionada das
crisogeamidas A-G produzidas em cultura pelo fungo Penicillium chrysogenum
isolado de um coral (HOU et al. 2019). A aplicacéo conjunta de técnicas genémicas e
de Molecular Networking a um grupo de 35 linhagens de Salinispora, permitiram
desenvolver um método efetivo para a rapida priorizacédo linhagens promissérias,
bem como a identificacdo de componentes do meio de cultivo, de compostos
conhecidos e seus derivados (DUNCAN et al. 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

O conhecimento sobre a abundéncia e diversidade da comunidade
microbiana associada as esponjas marinhas revela padroes de especificidade e
complexidade comparaveis a microbiota intestinal humana (HENTSCHEL et al.
2012). No caso de metabdlitos secundarios isolados a partir de esponjas marinhas,
muitas vezes nao se sabe com exatidao a origem biossintética destes compostos. O
interesse pelo estudo quimico do microbioma associado as esponjas tém aumentado
nos ultimos anos, devido a crescente evidéncia da produgdo microbiana de
metabodlitos comumente encontrados em esponjas. Dado o enorme potencial
genético que as bactérias possuem para a producao de metabdlitos secundarios, o
isolamento e cultura de bactérias associadas as esponjas marinhas expande
consideravelmente a possibilidade de aplicagdes biotecnolégicas destes metabdlitos

secundarios, bem como da investigacéo da sua biossintese (THISSERA et al. 2022).

Estudos sobre metabolismo secundario do microbiana cultivavel de esponjas
marinhas do litoral brasileiro tém sido desenvolvidos no grupo de pesquisa do
Professor Dr. Roberto Berlinck ha mais de uma década, com destacados resultados
no isolamento de compostos inéditos biologicamente ativos, validando a importancia
do estudo quimico destes sistemas pouco explorados (TRINDADE-SILVA et al. 2012;
KOSSUGA et al. 2012; PASSARINI et al. 2013; TRINDADE-SILVA et al. 2013; RUA
et al. 2014; IOCA et al. 2016; NICACIO et al. 2017; IOCA et al. 2021).

As linhagens bacterianas estudadas neste projeto sao isoladas da esponja
marinha Tedania brasiliensis, da qual a investigacao do metabolismo secundario foi
realizada pela ex-aluna de doutorado do Professor Dr. Roberto Berlinck, Dra. Lizbeth
Lorena L. Parra. A Dra. Parra isolou uma série de derivados da pseudoceratidina a
partir do extrato MeOH desta esponja, os quais apresentaram potente atividade anti-

leishmania e anti- Tripanosoma cruzi (PARRA et al. 2018).

Levando-se em conta que a pseudoceratidina e seus derivados sao alcalbides
pirrGlicos polibromados, levanta-se a seguinte questao: os alcaléides bromopirrélicos
isolados de T. brasiliensis sao produzidos pela esponja ou por algum micro-

organismo associado? O desenvolvimento deste projetivo objetivou, fazendo uso de
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abordagens dependentes de cultivo, abordar esta pergunta de maneira a se verificar
se estes compostos sdo produzidos por bactérias cultivaveis. Caso nao fossem,
alternativamente objetivou-se fazer um estudo do metabolismo secundario das
bactérias isoladas de T. brasiliensis expandindo o conhecimento da natureza deste
microbioma e sua expressdo metabdlica, contribuindo por sua vez a ampliacao dos

estudos de bioprospeccéo da biodiversidade marinha brasileira.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste projeto € isolar e identificar bactérias aerdbias associadas a
esponja Tedania brasiliensis, bem como caracterizar o perfil quimico de culturas das
linhagens isoladas com o intuito de identificar eventual(ais) micro-organismo(s)
produtor(es) dos derivados da pseudoceratidina previamente isolados de T.

brasiliensis.

Objetivos especificos:

« Isolar e identificar bactérias associadas a esponja marinha T. brasiliensis;

+ Desenvolver metodologias de cultivo destas bactérias, bem como de

producdo de seus metabdlitos secundarios;

+ Avaliar o perfil quimico das linhagens isoladas por HPLC-DAD-ELDS-MS e
por UPLC-MS/MS, de maneira a se verificar a eventual producéao de derivados da

pseudoceratidina, bem como de outros metabdlitos secundarios;

+ Otimizar a producéo de derivados da pseudoceratidina (se produzidos) ou
de outros metabdlitos secundéarios, por bactérias produtoras em condi¢des

artificias de cultivo;

+ Realizar a identificagcdo completa de metabdlitos secundarios produzidos,

principalmente no caso de metabdlitos estruturalmente inéditos;

« Se isolados em quantidade suficiente, submeter metabdlitos inéditos
produzidos por bactérias de T. brasiliensis a testes de atividade biologica

antileishmania, antiplasmodial, citotéxica e antibacterial.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Procedimentos experimentais gerais

4.1.1 Analises por HPLC-DAD-ELSD-MS

Analises por HPLC-DAD-ELSD-MS foram realizadas em cromatografo liquido
de alta eficiéncia (HPLC) modelo Waters Alliance 2695 acoplado sequencialmente a
um detector UV-Vis de arranjo de diodos (DAD) Waters 2996, um detector de
espalhamento de luz evaporativo (ELSD) Waters 2424 e um espectrbmetro de
massas (MS) de baixa resolugdo Waters Micromass ZQ 2000 com interface de
ionizacdo por electrospray (ESI) e analisador de simples quadrupolo, todos
dispositivos operados pelo software Empower 2.0. As analises cromatograficas
foram realizadas utilizando-se uma coluna Waters X-Terra® C18 (4,6 x 250 mm; 5
pum), e fase mével em modo gradiente de H-O/MeOH/MeCN 90:5:5 acidificada com
0,1% de &cido férmico até MeOH/MeCN 50:50 acidificada com 0,1% de acido
formico em 18 minutos, mantido até os 22 minutos, e finalmente recondicionamento
da coluna de 23 até 30 minutos. A vazao foi de 1,0 mL/min. O volume de injecéo foi
de 10 L de solugcdes de 2 mg/mL. O detector de DAD foi ajustado para detecc¢ao na
faixa de cumprimento de onda entre 190 e 600 nm. O ELSD operou-se com ganho
de 100, nebulizador em modo de aquecimento em nivel 60%, drift tube com
temperatura de 80 + 5 °C, pressao do gas N2 de 50 psi e output full scale de 2000
mV. O espectrémetro de massas foi utilizado nas seguintes condicdes: voltagem do
capilar de 3,00 kV, temperatura da fonte 100 °C, temperatura de dessolvatacdo de
350 °C, vazéao do gas do cone de 50 L/h, vazédo do gas de dessolvatacao de 350 L/h,
deteccdo nos modos positivo e negativo na faixa de 100-1500 Da, e modo de

aquisicao de cromatogramas de ions totais (TIC).

4.1.2 CondicOes gerais de analise por UPLC-HRMS

As analises por espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS) foram
realizadas em um cromatdgrafo liquido de ultra alta eficiéncia (UPLC) Waters Acquity
UPLC-H-Class, acoplado com um espectrdmetro de massas Waters Xevo G2-XS
QToF com interface ESI, operado pelo software MassLynx 4.1. Utilizou-se uma

solugcédo de leucina-encefalina (Sigma®) de 200 pg/mL para calibragdo interna com
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vazao de 10 pL/min infundida pela sonda do lockmass. A interface ESI foi ajustada
nas seguintes condi¢oes: voltagem do capilar de 1,2 kV, voltagem do cone de 30 V,
temperatura da fonte de 100 °C, temperatura de dessolvatacao de 450 °C, vazao do
gas do cone de 50 L/h e vazdo do gas de dessolvatacédo de 750 L/h. A coluna
cromatografica foi mantida a 40 °C e as amostras a 15 °C. As condi¢des de
separacdo bem como o modo de aquisicdo dos dados foram estabelecidas para
cada caso em particular e sdo descritas na correspondente secao de materiais e

métodos de cada um dos capitulos.

4.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Separagdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em escala
analitica e semipreparativa foram realizadas em um cromatdgrafo equipado com um
sistema quaternario de bombas Waters 2535, um detector UV-Vis de duplo feixe
modelo Waters 2489 e um detector ELSD modelo Waters 2424, operado pelo

software Empower 3.0.

4.1.4 Ressonéancia magnética nuclear

Andlises de Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) foram levados a cabo
utilizando-se um espectrémetro Bruker AVANCE Il (14,1 T), operando em 600 MHz
na frequéncia do hidrogénio (H) e 150 MHz na frequéncia do carbono-13 ('3C) do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (DQ-UFSCar). As
amostras foram preparadas em solventes deuterados (Cambridge Isotopes
Laboratories Inc.) empregando o sinal residual do solvente como padréo interno. Os

dados foram processados pelo software TopSpin 4.1.0.

4.1.5 Solventes, reagentes e meios de cultivo

Os solventes utilizados nos procedimentos de extracdo dos meios de cultivo,
extracdo e limpeza das resinas foram de grau analitico Synth®. Para as separacoes
cromatograficas (exclusdo por tamanho, cromatografia em coluna, extracao em fase
sélida e HPLC) os solventes empregados foram de grau HPLC LiChrosolv® e
Riedel-de-Haén®. A agua utilizada foi deionizada e purificada em um sistema Milli-Q

Millipore equipado com uma resina de troca iénica e filtro bioldgico. Os solventes
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utilizados para analises por UPLC-HRMS foram grau de MS LiChrosolv®. Para o
preparo dos meios de cultivo e lavagem das resinas foi utilizada agua destilada por
um sistema de osmose reversa TE-4007-10 da Tecnal. Os meios Marine Agar 2216 e
Marine Broth 2216 foram da Difco™. Os meios de cultivo A1-modificado (ZHANG et
al. 2019), AM3 (ZHANG et al. 2016a), ASW-A (ZHANG et al. 2016b) e YEME (HONG
et al. 2019) foram preparados com reagentes das marcas Acumedia, Synth e

Himedia.

4.1.6 Condicionamento e limpeza das resinas de extracao

Para a extracdao dos meios de cultivo foi utilizada uma mistura de resinas
Amberlite® XAD-2 (Supelco®), XAD-4 (Sigma-Aldrich®) e XAD-7HP (Sigma-Aldrich®)
na proporcédo 1:1:1. Antes de serem utilizadas, as resinas foram limpas de acordo
com o0 seguinte protocolo: i) lavadas duas vezes com MeOH por 30 minutos em
banho de ultra-som; ii) lavadas com acetona duas vezes durante 30 minutos em
banho de ultra-som; iii) secas em estufa por uma noite; iv) hidratadas com agua Milli-
Q e armazenadas em geladeira. Ap6s serem utilizadas, a mistura de resinas foi
limpa com o seguinte protocolo: i) fervida em MeOH por 1 hora; ii) fervida em
solucao de NaOH 0,2 M por 1 hora; iii) fervida em solugcado de HCI 0,2 M por 1 hora;
iv) lavada com agua destilada até atingir pH neutro; v) lavada com MeOH,; vi) lavada
com acetona; vii) secas em estufa por uma noite; viii) hidratadas com agua Milli-Q e
armazenadas em geladeira. Entre cada etapa a mistura de resinas foi filtrada a
vacuo através de funil Bichner com papel de filtro e o filtrado foi devidamente

descartado.

No caso da resina Diaion® HP-20 (Sigma-Aldrich®), esta foi limpa duas vezes
com dois volumes de MeOH em banho de ultra-som por 30 minutos e
posteriormente lavada com igual quantidade de agua Milli-Q em banho de ultra-som
por 30 minutos cada para retirar o solvente organico, e por ultimo hidratada com

agua Milli-Q por uma noite antes do uso.

4.2 Coleta da esponja marinha Tedania brasiliensis

Amostras da esponja marinha Tedania brasiliensis foram coletadas em Arraial

do Cabo-RJ, em janeiro de 2017 pelo Professor Eduardo Hajdu do Museu Nacional
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da Universidade Federal do Rio de Janeiro-UFRJ por meio de mergulho auténomo a
profundidade entre 9 m e 38 m. As amostras da esponja foram colocadas em um
recipiente com &gua do mar natural estéril e refrigeradas até a chegada em
laboratério para manter sua integridade. Em seguidas foram congeladas em
nitrogénio liquido e despachadas em gelo seco para o laboratério do Prof. Roberto
Berlinck (IQSC-USP).

4.3 Isolamento, cultivo e preservacao das bactérias associadas a esponja

marinha T. brasiliensis

Fragmentos de tecidos das amostras de T. brasiliensis foram descongelados
e lavados com agua do mar artificial estéril para retirar epibiontes, cortados e
triturados com pinga esterilizada para a liberacdo dos micro-organismos associados.
Os tecidos foram homogeneizados em solucéo de agua do mar artificial estéril com
um voértex durante aproximadamente trés minutos, obtendo-se uma solucao
chamada de 109, a qual foi submetida a diluicbes seriadas de 101, 102, 103 e 104,
Aliquotas de 100 uL dessas solugdes foram plaqueadas em placas de agar marinho
(Marine Agar 2216, Difco™-MA) e incubadas a 28 °C durante 3 dias. As colbnias de
bactérias obtidas foram selecionadas e estriadas varias vezes até se obter culturas
puras. As culturas puras foram posteriormente preservadas a -80 °C em meio
marinho (Marine Broth 2216, Difco™-MB) com 20% de glicerol.

4.4 Crescimento em escala analitica e extracao do meio de cultivo

Duas metodologias de crescimento e extracdo foram testadas com o objetivo
de se determinar o modo mais adequado de producao e extragdo dos metabdlitos do
meio de cultivo. Linhagens puras das bactérias isoladas foram reativadas a partir
dos criotubos de preservacdo em placas de MA durante dois dias a 28 °C.
Posteriormente, coldnias individuais foram inoculadas em 50 mL de meio MB em
frascos Schott de 250 mL, sob agitacédo de 160 rpm a 28 °C durante trés dias, para
se obter o pré-indculo. Depois da obtencdo do pré-inéculo foram avaliadas as

seguintes metodologias simultaneamente:

a) 100 mL de meio MB foram inoculados com 1 mL do pré-in6culo e 10 g da mistura
das resinas XAD-2, XAD-4 e XAD-7HP na proporcéo 1:1:1, sob agitacdo de 160
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rpm a 28 °C durante 7 dias. Depois do periodo de crescimento, 0 meio de cultivo
e as resinas foram filtrados a vacuo por funil Bichner. A mistura das resinas foi
lavada com agua destilada para retirar sais e outros componentes do meio de
cultivo. A mistura das resinas foi em seguida extraida com MeOH (50 mL, 4x) e
acetona (50 mL, 4x). Os extratos organicos foram combinados, secos em rota

evaporador, pesados e armazenados em geladeira;

b) 100 mL de meio MB foram inoculados com 1 mL do pré-inéculo sob agitacédo de
160 rpm a 28 °C. Depois de 7 dias de crescimento, 10 g da mistura 1:1:1 das
resinas XAD-2, XAD-4 e XAD-7HP foram adicionados ao meio de cultivo e
deixados sob agitacdo a 160 rpm durante uma noite. Posteriormente, 0 meio de
cultivo e mistura das resinas foram filtrados a vacuo em funil Bachner. A mistura
das resinas foi lavada com agua destilada para retirar sais e outros componentes
do meio e extraida com MeOH (50 mL, 4x) e acetona (50 mL, 4x). Os extratos
organicos foram secos em rota evaporador, pesados e armazenados em

geladeira.

Os dois procedimentos foram também realizados em frascos Schott com meio
MB sem inoculacdo de bactérias, com o intuito de se obter os respectivos controles
negativos do meio de cultivo, e foram submetidos aos mesmos procedimentos de

fracionamento e anélise.

4.5 Fracionamento dos extratos

Para os dois métodos de extracdo avaliados, o fracionamento dos extratos
obtidos a partir do meio de cultivo de cada linhagem bacteriana seguiu o seguinte
protocolo. Os extratos orgénicos foram particionados entre MeOH/H20 9:1 e hexano
para serem desengordurados. A fracdo hexénica foi descartada e a fragdo MeOH foi
redissolvida em quantidade minima de MeOH, solucdo a qual foi adicionada Celite®
até formar uma pasta homogénea. A suspenséo fracdo MeOH + Celite foi seca em
rotaevaporador e posteriormente aplicada em cartuchos de extracao em fase sélida
(Solid Phase Extraction SPE) de fase reversa C18 de 1 g, 2 g e 5 g. Os cartuchos
foram eluidos com um gradiente de H.O/MeOH 1:0, 1:1 e 0:1, obtendo-se trés

fracbes chamadas de M1, M2 e M3, respectivamente. A fracdo M1 foi descartada, e



50

as fracbes M2 e M3 foram secas e armazenadas em geladeira para posterior analise
por UPLC-MS/MS (Figura 4.1).

Figura 4.1 — Fluxograma de extragdo e fracionamento dos extratos das bactérias isoladas da
esponja marinha T. brasiliensis.

Meio MB
(100 mL)

1. 7 dias, 28 °C e 160 rpm.

10g da mistura resinas XAD

i) no inicio do crescimento ou ii) apds os 7 dias
2. Filtragdo a vacuo

Mistura das Meio de
resinas cultivo

1. Lavagem com agua destilada

2. Extragdo: MeOH 4x e acetona 4x
3. Filtragédo a vacuo

4. Evaporar

Resinas ExtAra.to
| | | organico |

Particao MeOH-H20 9:1/hexano

Fracao Fracao

hexanica metandlica

1. Dissolugdao em MeOH
2. Fracionamento SPE C18

M1 M2 M3
H20 H20/MeOH 1:1 MeOH

As fragdes descartadas estdo indicadas na cor vermelha.
Fonte: autoria prépria.

4.6 Analises das fracoes dos extratos por UPLC-MS/MS

Prepararam-se em MeOH grau MS, 1 mL de solu¢bes na concentragéo de 2,0
mg/mL das fracdes M2 e M3, obtidas como descrito no item anterior. As condicbes
gerais das analises por UPLC-HRMS foram as descritas na secédo 4.1.2
Adicionalmente, utilizou-se uma coluna Acquity Waters® UPLC BEH C18 (100 x 2,1
mm; 1,7 um) e fase mével constituida por H-O/MeCN (0,1% de &cido. férmico),
modo gradiente de 90:10 até 5:95 em 8 minutos, mantido 5:95 até o minuto 9,

voltando a 90:10 em 9,1 minutos para acondicionamento da coluna até os 10
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minutos, na vazao de 0,500 mL/min. O volume de injecéo utilizado foi de 10,0 pL. A
coluna foi mantida a 40 °C, enquanto as amostras foram mantidas a 15 °C. Os
espectros de massas foram adquiridos em modo DDA (Data Dependent Acquisition)
nos modos positivo e resolugéo, de 0 a 10 minutos, no intervalo de massas m/z
100-1500 Da, e um scan time de 0,2 s. Foram selecionados os 5 ions mais intensos
de cada MS survey, a taxa de scan para MS/MS foi de 0,2 s' e empregou-se uma
exclusdo dindmica de picos de 5 s ou 10 mDa. Para a fragmentacdo dos ions
selecionados, foi utilizada energia de colisdo com rampa de LM CE de 6-9 V e de
HM CE de 60-80 V.

A interpretacdo dos dados de UPLC-MS/MS foi baseada primeiramente na
busca de compostos bromados, os quais sdo facilmente identificaveis pelo padrao
de distribuicdo isotopico caracteristico do bromo observado em espectrometria de
massas. Posteriormente, a analise dos dados foi focada na observacédo dos perfis
quimicos das fragcdes por comparagdao com os controles negativos, subtraindo os
componentes do meio de cultivo e identificando picos correspondentes a metabdlitos
produzidos pelas bactérias. Os picos identificados foram submetidos a desreplicacao
na base de dados de Dictionary of Natural Products. Tendo em conta tanto os
resultados da desreplicacdo que forneceram o menor numero de hits, quanto a
diversidade do perfil cromatografico que mostrara a presenca de picos diferentes do
meio de cultivo, foram selecionadas trés bactérias para o posterior estudo quimico
detalhado.

4.7 Crescimento em maior escala das linhagens selecionadas

Duas das trés linhagens selecionadas foram crescidas em escala de 60 L
cada uma, em meio MB de acordo com a metodologia descrita na secéo 4.4 item a.
A obtencdo do extrato foi feita conforme a metodologia indicada na figura 4.1,
empregando-se na extracao da resina 1 L x 4 vezes de MeOH e acetona cada um.
Os extratos organicos foram secos em rota evaporador e posteriormente
particionados entre MeOH/H2O 9:1 e hexano para serem desengordurados. Os
extratos metandlicos foram secos em rota evaporador, pesados e armazenados em

geladeira a 4 °C.
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4.7.1 Estudo quimico da linhagem Vibrio sp. J17

O extrato metanolico J17-M (7,4774 g) foi submetido a um fracionamento em
coluna flash de fase reversa C18 com um gradiente sequencial de MeOH em agua
(0% até 100%) obtendo-se 11 fragdes, J17-M1 a J17-M11. A fracdo J17-M8 (154,1
mgq), foi fracionada por cromatografia de exclusdao por tamanho em Sephadex®
LH-20 eluida com MeOH, obtendo-se 18 fragdes J17-M8A a J17-M8R. As fracdes
J17-M8D (62,3 mg) e J17-M8E (8,3 mg) foram separadas por HPLC empregando-se
uma coluna InertSustain® C8 (10 x 250 mm; 5 um) e uma fase mével de Ho.O/MeOH/
MeCN 42:28:30 em modo isocratico com uma vazao de 4 mL/min e detector ELSD,
obtendo-se as fragées J17-M8D1 a J17-M8D7, e J17-M8E1 a J17-M8E?7,
respectivamente. As fracbes J17-M8D3 (2,6 mg) e J17-M8E2 (0,8 mg) foram
reunidas e chamada de J17-M8DE32, bem como as fra¢cdes J17-M8D5 (3,4 mg) e
J17-M8E4 (0,8 mg) e chamada de J17-M8DE54. Ambas fragdes foram novamente
purificadas separadamente por HPLC empregando-se uma coluna InertSustain® C8
(4,6 x 250 mm; 5 um), uma fase moével de H-O/MeOH/MeCN 33:66:1, vazéo de 1
mL/min e detecgcao a 220 nm, obtendo-se os compostos J17-C1 (0,3 mg) e J17-C2
(0,2 mg).

4.7.2 Estudo quimico da linhagem Ruegeria sp. J49

O extrato metandlico J49-M (6,6486 g) foi submetido a um fracionamento em
coluna flash de fase reversa C18 com um gradiente sequencial de MeOH em agua
(0% até 100%) obtendo-se as fracbes J19-M1 a J19-M11. As fracbes J49-M3 (732,0
mg) e J49-M4 (685,2 mg) foram fracionadas cada uma por cromatografia de
exclusédo por tamanho em Sephadex® LH-20 empregando-se como fase mével HO/
MeOH 1:1, obtendo-se as fragdes J49-M3A a J49-M3L e J49-M4A a J49-MA4l,
respectivamente. As fracbes foram analisadas por HPLC-DAD-ELSD-MS com o
intuito de identificar as fragcbes de interesse e continuar com o processo de
purificacdo. As fracGes selecionadas foram submetidas a varias etapas de HPLC,
empregando-se primeiro uma coluna InertSustain® C18 e fase moével misturas de
H>0O/MeOH/MeCN com 0,1% de acido trifluoroacético (TFA), e finalmente uma
coluna Waters-XBridge® BEH Amide e como fase mével misturas de H-O/MeCN com
0,1% de TFA.
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4.8 Classificacao taxonémica das linhagens J15, J17 e J49 selecionadas para

estudo quimico

A identificagcdo taxonémica das trés bactérias selecionadas para os estudos
quimicos foi realizada através do sequenciamento do gene 16S rRNA. O DNA foi
extraido com a metodologia do kit de extracdo Qiagen® DNeasy® Plant Mini, de
acordo com as instrucdes do fabricante. As condicbes da PCR foram realizadas de
acordo com o protocolo descrito por Chimetto et al. (2009). Os produtos foram
purificados com ExoSAP-IT™ Affymetrix™ e sequenciados com o kit BigDye™
Terminator v3.1 da Applied Biosystems™, seguindo as instrugdes do fabricante. A
separacdo dos fragmentos de DNA foi realizada no analisador Genetic Analyzer
3500 da Applied Biosystems™. Os dados brutos do sequenciamento foram
transferidos para o moédulo construtor de genes ChromasPro 1.4 da Technelysium
Pty. Ltd., onde as sequéncias de consenso foram determinadas. O ClustalW foi
empregado para o alinhamento das sequéncias, e as matrizes de similaridade e as
arvores filogenéticas foram construidas usando MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013).
As arvores foram reconstruidas usando o método Neighbor-Joining (SAITOU e NEI,
1987). A robustez de cada topologia foi verificada por 1000 replica¢des de bootstrap.
O sequenciamento e os experimentos de PCR foram realizados pelo aluno de
doutorado Gustavo P. R. De Azevedo do laboratério do Prof. Fabiano L. Thompson
da UFRJ. A analise dos dados foi realizada pela Dra. Luciane A. Chimetto Tonon do

laboratério do Prof. Roberto G. S. Berlinck.

4.9 Sequenciamento e analise dos genomas das bactérias Vibrio sp. J17 e
Ruegeria sp. J49

4.9.1 Isolamento do DNA

As linhagens J17 Vibrio sp. e J49 Ruegeria sp. foram reativadas dos criotubos
de preservacéo e crescidos por 3 dias a 28 °C em placas de MA. O DNA foi extraido
com o kit de purificacdo de DNA gen6mico Wizard® da Promega. Brevemente, as
células foram coletadas com ajuda de uma alga estéril descartavel e colocadas em
um eppendorf livre de DNase. As células foram tratadas com 600 pL da solugéo de

lise nuclear, resuspensas cuidadosamente com a pipeta e incubadas a 80 °C por 5
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minutos e depois esfriadas até temperatura ambiente. O lisado celular foi tratado
com 3 pL da solugdo de RNase a 37 °C por 60 minutos e depois com 200 pL da
solucao de precipitacdo de proteinas em gelo por 5 minutos. A solugao celular foi
centrifugada a 15000 g por 3 minutos, o sobrenadante foi transferido para outro
eppendorf com 600 pL de isopropanol a temperatura ambiente para precipitar o
DNA, o qual depois de centrifugado a 15000 g por 2 minutos, foi lavado com 600 pL
de etanol 70%. Uma vez retirado o etanol, 100 pL de uma solucéo de reidratacéao de
DNA foram adicionados ao pellet de DNA e incubado a 4 °C durante a noite. Por
ultimo, 10 pL da solugcao de DNA foram aplicados em gel de agarose 1% em tampao
tris-acetado-EDTA, corrido a 100 V por 1 hora, com padrdo de DNA de 10-0,5 kb,

com o intuito de avaliar a integridade do DNA.

4.9.2 Sequenciamento e analise dos genomas

O sequenciamento e montagem dos genomas foi realizado usando a
plataforma de sequenciamento lllumina no centro de pesquisa em informatica
(Research Informatics Core) da Universidade de lllinois em Chicago (University of
lllinois at Chicago, UIC). A anotacdo dos genomas montados foi realizada usando a
anotacao de gene automatizada utilizando o software Prokka (SEEMANN, 2014). Os
agregados génicos biossintéticos (BGCs, Biosynthetic Gene Clusters) presentes nos
genomas foram identificados usando antiSMASH 4.0 (BLIN et al. 2017).

4.10 Abordagem metabolémica na investigacao do metabolismo secundario de

bactérias cultivaveis associadas a esponja marinha Tedania brasiliensis

4.10.1 Selecao das linhagens

Dentre 87 linhagens isoladas da esponja T. brasiliensis, 70 linhagens foram
reativadas a partir dos cultivos preservados a -80 °C em placas de MA, A1l-
modificado [10 g de amido soluvel, 4 g de extrato de levedura, 2 de peptona, 1 g de
CaCOs e 15 g de a4gar em 1 L de agua do mar artificial (30,0 g de NaCl; 9,68 g de
MgClz-6H20; 3,47 g de Na2S0Og4; 1,36 g de CaClz2-2H20; 0,610 de KCI; 0,170 g de
NaHCOs; 0,1 g de KBr; 0,030 g de H3BOs; 0,040 g SrCl2-6H20; 0,140 g Na2HPO4
em 1 L de agua destilada)], AM3 (15 g de amido soluvel, 5 g de soja em po, 15 g de
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peptona, 15 g de glicerol, 2 g de CaCOsz e 15 g de 4gar em 1 L de agua do mar
artificial), ASW-A (20 g de amido soluvel, 10 g de glicose, 5 g de peptona, 5 g de
extrato de levedura, 5 g de CaCOs e 15 g de 4gar em 1 L de agua do mar artificial) e
YEME (4 g de levedura, 4 g de glicose, 10 g de extrato de malte e 15 g de agar em 1
L de 4gua do mar artificial). Dentre as linhagens de bactérias reativadas, seis
linhagens cresceram nos cinco meios empregados e foram selecionadas para
posterior crescimento em pequena escala em todos os meios de cultivo definidos

anteriormente.

4.10.2 Crescimento e extracao em pequena escala das linhagens selecionadas

Todos os experimentos foram realizados utilizando-se as seis linhagens
seleccionadas. Estas foram reativadas a partir de seus criotubos de preservacédo em
placas de MA e incubadas a 28 °C por 2 dias. Col6nias individuais foram utilizadas
para preparar os pré-inéculos em frascos Schott de 250 mL contendo 50 mL dos
meios A1-modificado, AM3, ASW-A, MB e YEME, crescidos por 3 dias a 28 °C e sob
agitacao de 180 rpm. Uma aliquota de 1 mL de cada pré-in6culo foi inoculado em
frascos Schott de 250 mL contendo 100 mL de cada meio e 5 g da mistura 1:1:1 das
resinas XAD-2, XAD-4 e XAD-7. Em paralelo, 1 mL do pré-in6culo foi utilizado para
inocular 100 mL de cada meio em frascos Schott de 250 mL contendo 3 fragmentos
esféricos de algodao de aproximadamente 3 cm de didmetro, previamente
esterilizados. Todos cultivos foram incubados a 28 °C por 7 dias sob agitacao de 180
rpm. Foram realizados experimentos de controle negativo de cada meio de cultivo

nas duas condig¢des de crescimento, XAD e algodao.

Os meios de cultivo com a mistura das resinas XAD foram filtrados através de
papel de filtro em funil de Blchner. A mistura das resinas XAD foi recolhida apds a
filtracdo, lavada com agua destilada e extraida com MeOH (4 x 50 mL) e acetona (4
x 50 mL). Os solventes organicos foram reunidos em uma Unica fracdo, a qual foi
evaporada. O residuo obtido foi particionado entre AcOEt e H20 (3 x 10 mL de cada
solvente). A fracdo AcOEt separada, evaporada, seca com sulfato de magnésio
anidro, filtrada e evaporada até a secura. Para os cultivos das linhagens de bactérias
com algodao no meio de cultivo, os fragmentos de algod&o foram retirados do meio

de cultivo por filtracdo através de papel de filtro em funil de Buchner. Os fragmentos



56

de algodao foram subsequentemente extraidos com MeOH (3 x 100 mL) em
ultrassom por 20 minutos. ApOs a filtracdo para recuperacédo dos fragmentos de
algodao, a cada meio de cultivo foram adicionados 5 g da mistura 1:1:1 das resinas
XAD-2, XAD-4 e XAD-7. A mistura meio de crescimento + resinas XAD foi agitada
durante uma noite a 180 rpm. ApOs este periodo a mistura das resinas foi extraida
como indicado anteriormente. A aplicacado deste protocolo levou a obtencdo de um
total de 105 extratos. O procedimento de geracao destes extratos esta ilustrado na

figura 4.2.

Figura 4.2— Procedimentos de crescimento e extracdo das linhagens de bacterias isoladas de T.
brasiliensis selecionadas para o estudo metabolémico. a) crescimento com a mistura das resinas
XAD. b) crescimento com fragmentos de algodéo.

a) [ Meio liquido (100 mL) ] b) [ Meio liquido (100 mL) ]

1. 5 g da mistura de resinas
2. Filtragéo a vacuo

[ Mistura de resinas ] Filtrado
l Algodéo l l Filtrado l
1. Extragdo MeOH/Acetona

2. Filtragé@o a vacuo 1. 5 g da mistura de resinas
2. Extragdo MeOH/Acetona
3. Filtragéo a vacuo

3 fragmentos de algodéo estéril
Filtrag&o a vacuo

Extracdo MeOH

| | [ Extrato algodao ]
[ Resinas ] [ Extrato XAD ]

Extrato XAD algodao ]

Particao AcOEt —
Particdo AcOEt Particdo AcOEt

Frac&o orgénica _ .
[ Fracdo orgénica XAD ] algodao Fracéo organica
XAD algodao

Fonte: autoria prépria.

4.10.3 Analises por UPLC-HRMS

Os extratos e fracdes obtidos como descrito no item anterior foram
dissolvidos em MeOH a uma concentracdo de 2 mg/mL e filtrados através de
membranas de 0,2 um para a remoc¢ao de sélidos insoluveis. Todas as analises
foram realizadas em triplicata técnica. As analises por espectrometria de massas
foram realizadas em um espectrometro de massas de Quadrupolo-Tempo de V6o
(Waters® Xevo® QToF) com interface de electrospray (ESI), acoplado com um

cromatdgrafo liquido de ultra alta eficiéncia (Waters® Acquity UPLC H-class)
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equipado com uma coluna de fase reversa (Waters® Acquity UPLC BEH C18, 2,1 x
100 mm, 1,7 um). Empregou-se um gradiente de H.O/MeCN (ambos com 0,1% de
acido férmico) de 90:10 até 5:95 em 8 minutos, mantido em 5:95 por 1 minuto,
voltando a 90:10 em 0,1 minutos para acondicionar a coluna por 0,9 min para a
injecdo seguinte, com uma vazao de 0,500 mL/min. A coluna foi mantida a uma
temperatura de 40 °C, enquanto as amostras foram mantidas a 15 °C. O volume de
injecéo utilizado foi de 10 pL. Os dados de MS/MS foram adquiridos no modo Data
Dependent Acquisition (DDA) com os seguintes parametros: sele¢cao dos 3 ions mais
intensos, taxa de scan para MS/MS de 0,2 s1, exclusao dindmica de picos de 5 s ou
10 mDa, energia de colisdo MS/MS com rampa LM CE de 6-9 V e rampa HM CE
60-80 V. Os espectros de massas foram adquiridos nos modos positivo e resolugao,
em dois eventos de scan de massas, o primeiro de 100 a 600 Da e o segundo de
500 a 2000 Da, com um scan time de 0,2 s-'. A fonte de ionizag&o foi operada nas
seguintes condigcdes: voltagem do capilar de 1,2 kV, voltagem do cone de 30 V,
temperatura da fonte de 100 °C, temperatura de dessolvatacédo de 450 °C, vazao do
gas no cone de 50 L/h e vazao do gas de dessolvatacdo de 750 L/h. Para calibragao
interna utilizou-se uma solucdo de leucina-encefalina (Sigma-Aldrich) 200 pg/mL,

infundida pela sonda do lock-mass com vazéo de 10,0 uL/min.
4.10.4 Analises de metabolémica na plataforma XCMS Online

Dados brutos (.raw) das andlises por UPLC-HRMS foram convertidos ao
formato .mzXML utilizando-se o software MSConvert e depois importados na
plataforma do XCMS Online (https://xcmsonline.scripps.edu, Scripps Center for
Metabolomics, La Jolla, CA, USA). Os dados foram processados com 0s seguintes
parametros: feature detection: centroid wave, ppm: 10, minimum peak width: 2s,
maximum peak width: 25s, mzdiff: 0,01, signal/noise threshold: 10, prefilter peaks: 3,
prefilter intensity: 100000; retention time correction: obiwarp, profStep: 0,5;
alignment. mzwid: 0,01, minfrac: 0,5, bw: 2; statistics: unpaired parametric t test
(Welch ttest), p-value threshold: 0,05, fold change threshold: 1,5.
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4.10.5 Analises de redes moleculares

Os dados brutos de MS/MS foram convertidos do formato .raw ao
formato .mzXML com o software MSConvert. As redes moleculares foram geradas
na plataforma online Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS),
utilizando-se o protocolo de redes moleculares classicas (ARON et al. 2020). O
algoritmo MS-Clustering foi ativado para a geracdo dos espectros consenso. A
tolerancia dos ions pai e os ions fragmento foi ajustada a 0,02 Da tanto para a
criacdo das redes moleculares quanto para a desreplicacdo nas bases de dados da
plataforma de GNPS. Adicionalmente, o valor minimo de cosseno foi de 0,7, o valor
Network TopK foi de 10, o numero minimo de ions fragmento combinados foi de 4, e
o tamanho minimo do cluster foi de 4. Configurac6es padrao foram utilizadas para os
outros paréametros, de acordo a plataforma de GNPS. O software Cytoscape 3.7.0 foi

utilizado para a geracao e visualizacao das redes moleculares obtidas.

4.10.6 Classificacao taxonémica da linhagem J55

A identificacdo taxonbémica da bactéria J55 foi realizada através do
sequenciamento do gene 16S rRNA. A linhagem J55 foi reativada do criotubo de
preservacao e crescida por 2 dias a 28 °C em placas de MA, a partir das quais
colbnias individuais foram inoculadas em meio MB e crescidas a 28 °C e 160 rpm.
As células foram coletadas por centrifugacdo a 10,000 g e colocadas em um
eppendorf livre de DNase. Foram adicionados 500 pL da solugédo tampéo de lise
celular de extracao de DNA e incubados a 37 °C por uma hora. Posteriormente 250
ML de CHCIs e 250 pL de solugdo aquosa de fenol foram adicionados e
centrifugados a 13,000 g por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida com cuidado
para outro eppendorf com 250 uL de CHCIs e centrifugadas novamente a 13,000 g
por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para outro eppendorf, foram
adicionados 900 pL de i-PrOH e mantido em freezer a -20 °C por 1 hora para
precipitar o DNA. Apés centrifugacdo a 13,000 g por 10 minutos, a fracdo de DNA
obtida foi lavada com 500 pL de EtOH 70%. Una vez retirado o EtOH, 100 uL de
H>O Milli-Q autoclavada NDase free foram adicionados ao pellet de DNA. A
qualidade do DNA obtido foi verificado por electroforese em gel de agarose 1%, com

padrdo de DNA de 10-0,5 kb. O crescimento, extracdo do DNA e analise dos
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resultados foram realizados pela aluna de Doutorado Lamonielli F. Michaliski e pela
aluna de Iniciacao Cientifica Milenna Quatrochi do laboratério de Professor Dr.
Roberto Berlinck. O sequenciamento foi realizado no cento de pesquisa em
informatica (Research Informatics Core) da Universidade de lllinois em Chicago

(University of lllinois at Chicago, UIC).
4.10.7 Estudo quimico da linhagem Microbacterium testaceum J55
4.10.7.1 Crescimento e extracao

A linhagem Microbacterium testaceum J55 foi reativada a partir de criotubo de
preservacdo em placas de Marine Agar MA, durante 2 dias & 28 °C. Colénias
individuais da bactéria foram inoculadas em 100 mL do meio YEME em frascos
Schott de 250 mL, e crescidas durante 3 dias a 28 °C e 180 rpm de maneira a se
obter o pré-inéculo da cultura. Aliquotas de 2 mL do pré-inéculo foram usadas para
se inocular um total de 60 L do meio YEME em frascos Schott de 500 mL contendo
200 mL do meio com 5% de resina Diaion® HP-20, e agitados a 28 °C e 180 rpm.
Apébs 7 dias de crescimento, o meio de cultivo e a resina foram separados por
filtracdo em funil de Biichner. A resina foi primeira lavada com agua destilada e
posteriormente extraida com MeOH e acetona, 4 vezes com cada solvente. As fases
organicas foram reunidas e evaporadas a vacuo, fornecendo 14,3 g do extrato da
resina J55_R. O meio de cultivo filtrado foi extraido com igual volume de AcOEt, o

qual foi posteriormente evaporado fornecendo 4,6 g do extrato J55_A (Figura 4.3).
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Figura 4.3 — Procedimento de extracdo do cultivo em maior escala da linhagem bacteriana
Microbacterium testaceumn J55, isolada da esponja marinha T. brasiliensis.

J55 (60 L)

| Resina I Filtrado

I I}
Resina Extrato resina Fase aquosa Extrato acetato
J55_R (14,3 g) J55_A (4,6 9)

Legenda: | — crescimento em meio liquido durante 7 dias, a temperatura de 28 °C, 180 rpm,
contendo 5% resina HP-20; Il — Extragdo da resina Diaion® HP-20 com MeOH/Acetona; Ill —
Particao H20O-MeOH 9:1 / AcOEt. As fragdes descartadas estéo ressaltadas em vermelho.

Fonte: autoria propria.

4.10.7.2 Fracionamento e purificacao

Ambos extratos orgénico (AcOEt) e da resina HP-20 (extraida com MeOH e
acetona) obtidos a partir do meio de cultivo da linhagem Microbacterium testaceum
J55, foram avaliados por UPLC-HRMS e HPLC-DAD-ELSD-MS. Os resultados
obtidos indicaram perfis quimicos similares. Desta forma, os extratos foram reunidos
e nomeados J55_X. O extrato J55_X (18,9 g) foi fracionado por cromatografia em
coluna aberta de fase reversa C18 (5 cm x 30 cm) eluida com um gradiente de H>O/
MeOH 8:2 até MeOH 100%, obtendo-se 5 fragdes (J55_X1 a J55_X5). A fracédo
J55_X5 (1,0 g) foi fracionada por cromatografia de exclus&o por tamanho em uma
coluna de Sephadex® LH-20 (dimensdes: 140 cm x 2,5 cm) eluida com MeOH,
obtendo-se as fracbes J55_X5A a J55_X5H (Figura 4.4). Todas as fragbes obtidas
foram analisadas por HPLC-DAD-ELSD-MS.
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Figura 4.4 — Fluxograma do fracionamento do extrato J55_X.

J55_X
18,99

J55_X1 J55_X2 J55_X3 J55_X4 J55_X5
7849 28¢g 954,8 mg 20g 1,09
Il
J55_X5A J55_X5C J55_X5E J55_X5G
10,8 mg 185,1 mg 29,9 mg 15,3 mg
J55_X5B J55_X5D J55_X5F J55_X5H
44,6 mg 668,9 mg 17,0 mg 8,0 mg
Legenda: | — Cromatografia em coluna aberta de fase reversa C18 eluida com H20-MeOH 8:2
(fracdo J55_X1), 6:4 (fracdo J55_X2), 4:6 (fracdo J55_X3), 2:8 (fracdo J55_X4) e MeOH 100%
(fracdo J55_X5); Il — Cromatografia em coluna de Sephadex® LH-20 (dimensodes: 140 cm x 2,5 cm)

eluida com MeOH.
Fonte: autoria propria.

A fracao J55_X5C foi separada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
coluna de fase reversa (RP-HPLC), utilizando-se uma coluna semi-preparativa
InertSustain® C18 (250 x 10 mm, 5 um), eluida em modo isocratico com uma mistura
de H>O-MeCN 47:53 (0,1% de acido férmico), com uma vazdo de 4 mbL/min e
deteccdo por detector evaporativo de espalhamento de luz (Evaporative Light
Scattering Detector ELSD). Desta separagédo foram obtidas as fracées J55_X5C1 a
J55_X5CS8 (Figura 4.5).
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Figura 4.5— Cromatograma da separagéo por HPLC em fase reversa da fragdo J55_X5C.
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Fonte: autoria propria.

As andlises por HPLC-UV-ELSD-MS das fragbes J55_X5C2 (16,8 mg),
J55_X5C3 (2,5 mg), J55_X5C7 (12,6 mg) e J55_X5C8 (2,2 mg) indicaram grau de
pureza satisfatorio para serem analisadas por ressonancia magnética nuclear RMN.
Uma porcédo de 250 mg da fracdo J55_X5D (668,9 mg) foi separada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa (RP-HPLC),
utilizando-se uma coluna semi-preparativa InertSustain® C18 (250 x 10 mm, 5 pm).
A coluna foi eluida em modo isocratico com uma mistura de H.O-MeCN 18:82 (0,1%

de acido férmico), com uma vazao de 4 mL/min e deteccédo por ELSD (Figura 4.6).

Figura 4.6 — Cromatograma da separacao por HPLC em fase reversa da fragédo J55_A4D.
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Fonte: autoria propria.
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As analises por HPLC-UV-ELSD-MS das fragcbes J55_X5D7 (7,2 mg),
J55_X5D8 (2,9 mg), J55_X5D9 (34,8 mg), J55_X5D11 (2,2 mg) e J55_X5D12 (84,2
mg) também indicaram grau de pureza satisfatério para serem analisadas por

ressonancia magnética nuclear RMN.

As andlises por HPLC-DAD-ESLD-MS indicaram que varios dos mesmos
compostos haviam sido obtidos nas duas separagdes por HPLC. Desta maneira as
seguintes fragcdes foram reunidas: J55_X5C2 e J55_X5D2 e denominadas de
J55_C8; J55_X5C3 e J55_X5D3 e denominadas de J55_C9; J55_X5C7 e J55_X5D6
e denominadas de J55_C10; J55_X5C8 e J55_X5D8 e denominadas de J55_C11.
Uma vez reunidas, foram submetidas a analises por RMN mono e bidimensional,
bem como de derivatizacao para determinar a configuracao absoluta dos compostos

isolados.

4.10.7.3 Determinacao da configuracao absoluta de residuos de acucares

4.10.7.3.1 Preparo dos derivados tiazolidina dos padroes de D-glicose e D-

manose com cloridrato do éster metilico da L-cisteina.

Aproximadamente 2,0 mg de D-glicose e D-manose, e 4,0 mg do cloridrato do
éster metilico da L-cisteina foram dissolvidos em 120 pL de piridina-ds, colocados em
tubos de RMN e aquecidos a 60 °C em banho de maria por uma hora. As reag¢des de
derivatizacdo foram mantidas em repouso por uma noite a temperatura ambiente
antes da aquisicao dos espectros de '"H-RMN de cada uma das amostras reacionais.
Também foi preparado um tubo de RMN com uma mistura 1:1 dos padrdes dos
acucares de de D-glicose e D-manose nas mesmas condi¢des anteriormente

descritas.

4.10.7.3.2 Preparo dos derivados de tiazolidina dos acucares dos compostos

isolados da linhagem J55

Aproximadamente 1,0 mg de cada um dos compostos isolados (J55_CS8,
J55_C9, J55_C10 e J55_C11) foi submetido a hidrolise acida com acido
trifluoroacético (TFA) 2 M em solugédo aquosa a 100 °C por 8 horas. A mistura

reacional foi evaporada a vacuo para se obter o hidrolisado. O hidrolisado foi
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posteriormente redissolvido em 3 mL de agua deionizada e particionado 3 vezes
com 3 mL de CHCIs. A fase aquosa contendo a mistura dos agucares foi separada,
evaporada até a secura e colocada a reagir com 1,0 mg do cloridrato do éster
metilico da L-cisteina em 120 pL de piridina-ds, segundo o procedimento descrito
anteriormente, para a obtencdo dos derivados de tiazolidina dos residuos de
acucares dos produtos naturais. A comparacdo dos espectros obtidos dos
compostos com os dos padrdes permitiu determinar a configuracao absoluta dos

residuos de agucar dos glicoglicerolipideos isolados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento, crescimento e preservacao das bactérias associadas a esponja

T. brasiliensis

Foram recebidas trés amostras de trés espécimes da esponja T. brasiliensis
etiquetadas como 21033, 21034 e 21035. Linhagens bacterianas foram isoladas e
purificadas utilizando-se como critério a morfologia das col6nias, nas condi¢cdes de
cultura em meio MA e a partir do cultivo primario. Foram obtidas 87 linhagens
bacterianas, das quais 42 a partir da amostra de T. brasiliensis 21033, 25 da amostra
de T. brasiliensis 21034 e 20 da amostra de T. brasiliensis 21035. A codificacao das
linhagens isoladas foi estabelecida de acordo com a ordem do isolamento, junto com

a letra inicial J.

Ao final da etapa de purificacdo das linhagens, estas foram preservadas em
criotubos contendo meio MB com 20% de glicerol sob -80 °C. Com o objetivo de
garantir uma disponibilidade suficiente de cada linhagem, foi elaborado um banco de
preservacao em criotubos por quintuplicata de cada uma das 87 bactérias. Além
disso, foi também preservada a temperatura de -80 °C uma pequena quantidade de

massa de células para a posterior identificacao molecular.

5.2 Crescimento em escala analitica e extracao do meio de cultivo

Objetivando se estabelecer as melhores condi¢cdes de crescimento e extracao
dos metabdlitos secundarios produzidos pelas bactérias isoladas da esponja T.
brasiliensis, foram realizados os ensaios descritos na secao 4.2.3, itens a e b, com
uma amostra de 22 linhagens e um controle negativo. A comparacéo dos perfis
cromatograficos de UPLC-HRMS dos extratos dos meios de cultivo das bactérias
com o extrato do controle negativo, indicou dois aspectos importantes: i) 0 meio de
cultivo é extraido sempre em maior propor¢cao sem importar o tempo de extracdo da
mistura das resinas, sendo um interferente importante nas analises por UPLC-
HRMS; ii) os perfis cromatograficos que mostraram a maior diversidade quimica
foram os dos extratos dos meios de cultivo obtidos com a resina colocada no inicio
do crescimento das bactérias, como por exemplo no caso da bactéria J16 (Figura
5.1).
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Devido a obtencdo de extratos com maior diversidade quimica quando a
misturas das resinas € adicionada desde o inicio da inoculagdo, a avaliacdo dos

perfis quimicos das bactérias foi realizada com esta metodologia.

Figura 5.1 — Cromatogramas de massas de alta resolu¢gdo dos extratos do meio de cultivo da
bactéria J16 obtidos pelas duas metodologias: a) perfil cromatografico do extrato obtido com a adigéo
da mistura das resinas XAD ao meio de cultivo no comec¢o do crescimento; b) perfil cromatografico do
extrato obtido com a adicdo da mistura das resinas XAD ao meio de cultivo depois de 7 dias de
crescimento; c) controle negativo do meio de cultivo com a adicao da mistura das resinas XAD no
inicio do crescimento.
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Legenda: Sinais sombreados em vermelho correspondem aos componentes do meio de cultivo.
Sinais sombreados em verde correspondem a compostos produzidos pela bactéria e que foram
extraidos pela mistura de resinas XAD empregando a metodologia descrita no item 4.2.3 item a.
Fonte: Autoria propria.

5.3 Analises por UPLC-MS/MS das frac6es dos extratos produzidos por

bactérias isoladas de Tedania brasiliensis

Uma vez que o objetivo inicial do projeto era investigar a producédo de

alcaldides bromopirrélicos derivados da pseudoceratidina por bactérias isoladas da
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esponja T. brasiliensis, foram realizadas analises por UPLC-MS/MS de fracbes dos
extratos produzidos pelas bacterias isoladas da esponja de maneira a observar picos
cromatograficos que apresentassem compostos bromados (que apresentam

espectros de massas com padrao tipico de distribuicéo isotopica).

A pseudoceratidina foi isolada inicialmente da esponja Pseudoceratina
purpurea (TSUKAMOTO et al. 1996a; TSUKAMOTO et al. 1996b). O fato deste
composto ter sido isolado de esponjas filogeneticamente distantes leva a considerar
uma possivel origem microbiana para o composto. Nesse sentido, no laboratério do
Professor Roberto Berlinck investigou-se a origem biossintética desta molécula
fazendo uso de anélises metagenGmicas da esponja T. brasiliensis na busca de
genes codificantes de halogenases objetivando a identificagdo do micro-organismo

produtor e a correspondente rota metabdlica (RUA et al, 2018).

Os phyla/classe bacterianos mais abundantes encontrados no metagenoma
da esponja foram Proteobacteria (Alpha-, Gamma- e Beta) junto com Firmicutes,
Deltaproteobacteria, Actinobacteria, Chlroflexi, Cyanobacteria, Bacteroidetes,
Planctomycetes, Acidobacteria e Poribacteria (Figura 5.2) (RUA et al, 2018). Quando
comparado com o0 metagenoma de outras esponjas produtoras de bromopirrois,
como Agelas app, encontrou-se que esses holobiontes (T. brasiliensis e Agelas spp.)
nao compartilham halogenases microbianas, o que sugere um padréo de distribuicao
especifica de micro-organismos nestas esponjas, que se diferenciam umas das
outras tanto pela composicdo da comunidade microbiana quanto pelos genes

funcionais presentes em cada uma (RUA et al, 2018).
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Figura 5.2 — Abundancia dos phyla/classe de bactérias presentes no metagenoma da esponja
Tedania brasiliensis, esponjas produtoras de alcaldides bromopirrolicos (Agelas spp.) e esponjas néo
produtoras de bromopirréis ( Tedania spp.).
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Fonte: adaptado de RUA et al. 2018.

Sob as condi¢des de crescimento e extragdo empregadas, ndo foi detectada
a producao de nenhum composto bromado derivado da pseudoceratidina por
nenhuma das linhagens de bactérias isoladas da esponja T. brasiliensis. Embora
esse resultado ndo seja obviamente conclusivo, esta em concordéncia com 0s mais
recentes estudos que levantam a hipotese que as esponjas hospedeiras sdo as
responsaveis pela biossintese dos alcalbides pirr6l-imidazolicos (MOHANTY et al.
2020). Neste trabalho, os autores demonstraram em esponjas dos géneros Stylissa,
Axinella e Agelas, filogeneticamente diferentes e produtoras destes alcalbides, que a
convergéncia metabolémica n&o implica a conservagdo de uma estrutura comum no
microbioma que permita supor a presenca de algum(ns) micro-organismos
produtores destes compostos. Isso contrasta com as evidéncias nos casos de
PNMs, cuja biossintese tem-se comprovado ser de origem microbiana, onde a
arquitetura dos microbiomas permanece relativamente conservada ao longo da
filogenética dos hospedeiros (AGARWAL et al. 2017; DONIA et al. 2011). Resultados

similares foram obtidos no estudo de esponjas produtoras de alcaldides derivados
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da bromotirosina (MOHANTY et al.2021), suportando a hip6tese que o microbioma

nao participa na producéao destes compostos.

Devido a auséncia de derivados bromados nos extratos dos meios de
crescimento das bactérias, a analise dos dados foi encaminhada para a comparagao
manual dos perfis quimicos (UPLC-HRMS) dos extratos versus os controles
negativos do meio de cultivo, de maneira a se verificar a diversidade quimica
produzida pelas bactérias em meio de cultivo. Observou-se a presenca majoritaria
de véarios componentes do meio de cultivo nas fragcdes de todos os extratos
analisados, evidenciando que o meio de cultivo seria um interferente importante no
processo de purificacdo. Por outro lado, observou-se que os perfis quimicos das
fragcbes eluidas com H20O/MeOH 1:1 foram idénticos aos controles negativos dessas
mesmas fracdes. Ja as fragcdes eluidas com MeOH forneceram uma maior
diversidade de picos cromatograficos diferenciaveis do meio de cultivo, ou seja, de

compostos produzidos pelas bactérias.

A andlise comparativa das fracbes metandlicas dos extratos dos meios de
cultivo das bactérias, permitiu identificar 27 linhagens que apresentaram perfis
cromatograficos interessantes pela presenca de picos diferentes do meio de cultivo.
Realizou-se a desreplicagdo dos espectros de massas dos picos cromatograficos de
potenciais metabdlitos secundarios com a base de dados Dictionary of Natural
Products (DNP), empregando os dados de espectrometria de massas de alta
resolucdo. Levando-se em conta como critério de escolha os resultados da
desreplicacdo que deram o menor numero de hits na base de dados junto com a
diversidade do perfil cromatogréfico, foram selecionadas as linhagens bacterianas
J15, J17 e J49 para posterior investigacdo quimica dos extratos de seus meios de
cultura (Figura 5.3, Tabela 5.1).
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Figura 5.3 — Cromatogramas de massas de alta resolucéo das fragcbes metandlicas dos extratos das
linhagens J15, J17 e J49. Os picos de interesse estao indicados com flechas e as respectivas massas
exatas (em m/z) dos espectros de massas de cada um dos sinais cromatograficos. As condicbes de
analise foram as descritas na se¢éo 4.2.5.
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Fonte: autoria propria.

Tabela 5.1 — Resultados da busca na base de dados DNP das trés linhagens selecionadas com
perfis quimicos de destaque.

Bactéria Massa acurada tr (min) Massa exata (Da) Numero de compostos na

(m/2) base de dados DNP
413,1795 [M+H]" 5,93 4121717 45
499,2150 [M+H]" 6,75 498,2072 9
585,2532 [M+H]" 7,36 584,2454 9
15 671,2898 [M+Na]" 7,75 648,3000 2
757,3248 [M+Na]" 8,02 734,3350 1

441,3727 [M+H]* 8,11 440,3649 375
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843,3604 [M+Na]” 8,24 820,3706 2
1015,4362 [M+H]" 8,56 1014,4284 2
452,2795 [M+H]"* 8,03 451,2717 12
452,2789 [M+HJ" 8,16 451,2711 12

454,2943 [M+H]* 8,49 453,2865 4

17 454,2947 [M+H]" 8,55 453,2869 4
480,3105 [M+H]" 8,70 479,3027 3
468,3108 [M+H]" 8,82 467,3030 6
482,3254 [M+H]" 9,15 481,3176 3
983,7102 [M+H]" 9,64 982,7024 0
671,2865 [M+Na]" 7,73 648,2967 9
757,3253 [M+Na]" 8,02 734,3355 1
828,6063 [M+H]" 8,43 827,5985 0

J49 338,3433 [M+H20]" 8,99 320,3328 0
338,3423 [M+H20]" 9,01 320,3318 0
533,2797 [M+H]" 9,18 532,2719 4
659,4072 [M+H]" 9,53 658,3994 5

Fonte: autoria propria.

5.4 Classificacao taxonémica das linhagens selecionadas

Os dados de sequenciamento do gene 16S das trés linhagens selecionadas
para 0 estudo quimico mostraram os seguintes resultados com respeito a sua

identificacéo taxonémica.

A linhagem J15 tem mais de 99% de similaridade do gene 16S com a espécie
Ruegeria conchae. A linhagem J49 possui 97-98% de similaridade com as espécies
Ruegeria atlantica e Ruegeria conchae, o que indica que se pode tratar de uma
espécie nova. Porém, devido ao sequenciamento ser apenas de um parcial de
menos da metade (700 pb) do gene 16S, nao foi possivel confirmar por completo

sua taxonomia, sendo, portanto, necessario completar o sequenciamento do gene
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para ter um maior grau de certeza na identificacdo. Na figura 5.4 apresenta-se a

arvore filogenética das espécies de Ruegeria para as linhagens J15 e J49.

O género Ruegeria foi proposto quando da reclassificacdo da bactéria
Agrobacterium atlanticum como a espécie Ruegeria atlantica (UCHINO et al. 1998).
Este género pertence a classe das Alphaproteobacterias, com apenas 18 espécies
formalmente descritas (https://www.bacterio.net/genus/ruegeria acessada no
03-02-2022; WIRTH e WHITMAN, 2018). Com excecao da espécie R.

lacuscaerulensis, isolada de um lago geotérmico, este género de bactérias é

caracteristico de ambientes marinhos. Existem algumas espécies isoladas de
esponjas marinhas, como R. halocynthiae MOLA R1/13b a qual foi isolada da
esponja do Mediterraneo Crambe crambe (DOBERVA et al. 2014) e Ruegeria sp.
KLH11 (com 99% de similaridade na sequéncia do gene 16S rRNA com R.
lacuscaerulensis) isolada da esponja Mycale laxissima (ZAN et al. 2011). O
metabolismo secundario do género Ruegeria ainda nao foi amplamente investigado
como o de outros géneros de bactérias Gram-negativas. Ja foram isolados de
Ruegeria spp. moléculas sinalizadoras de Quorum Sensing (MOHAMED et al. 2008;
SONNENSCHEIN et al. 2017), peptideos ciclicos (MITOVA, POPOV e DE
ROSA,2004), peptideos nao ribossomais (CHRISTIE-OLEZA e ARMENGAUD, 2010)
e pequenos RNAs nao codificantes (RIVERS et al. 2016).
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Figura 5.4 — Arvore filogenética de juncdo de vizinhos das espécies de Ruegeria baseada no
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA.

100 Ruegeria litorea R37T (HE860713)
52 Ruegeria mediterranea M177 (HE860710)
Ruegeria arenilitoris G-M8T (JQ807219)
Ruegeria profundi ZGT108T (KP726355)
Ruegeria conchae J15
Ruegeria conchae TW15T (HQ171439)
Ruegeria atlantica IAM14463T (D88526)
Ruegeria sp. J49
Ruegeria meonggei MA-E2-3T (KF740534)
Ruegeria halocynthiae MA1-6T (HQ852038)
Ruegeria marisrubri ZGT118T (KP726356)
WE Ruegeria lacuscaerulensis ITI-1157T (U77644)
Ruegeria pomeroyi DSS-3T (AF098491)
Ruegeria intermedia CC-GIMAT-2T (FR832879)
Ruegeria marina ZH17T (FJ872535)
Ruegeria gelatinovorans IAM12617T (D88523)
5,_,: Ruegeria faecimaris HD-28T (GU057915)
Ruegeria algicola ATCC 51440T (X78315)
Stappia stellulata IAM12621T (D88525)

Fonte: autoria propria.

A linhagem J17 apresentou 99% de similaridade com a espécie Vibrio barjael,
de acordo com a sequéncia de 600 pb do gene 16S. No entanto, para a filogenia do
género Vibrio, 0 sequenciamento e analise do gene 16S nao oferece uma resolugao
muito boa para espécies classificacdo taxondmica, sendo necessario o
sequenciamento do gene pyrH para definir melhor a espécie. Na figura 5.5

apresenta-se a arvore filogenética das espécies de Vibrio para a linhagem J17.
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Figura 5.5 — Arvore filogenética de juncdo de vizinhos das espécies de Vibrio baseada no
sequenciamento do gene 16S rRNA.

67— Vibrio alginolyticus NBRC 15630T (CP006718)
Vibrio azureus NBRC 1045877 (BATL01000140)
Vibrio campbellii CAIM 519T (AMDG01000189)
8196l Vibrio rotiferianus LMG 21460T (AJ316187)
Vibrio owensii LMG 254437 (JPRD01000038)
o5|r Vibrio jasicida TCFB 07727 (AB562589)
66' Vibrio hyugaensis 090810aT (LC004912)
Vibrio atypicus HHS02T (FJ009624)
53 Vibrio ostreicida PP-203T (AJ296159)
Vibrio scophthalmi LMG 191587 (AFWEO01000105)
Vibrio areninigrae J74T7 (EU143360)
99 Vibrio plantisponsor MSSRF60T (GQ352641)
Vibrio bivalvicida 605T (LLEI01000012)
Vibrio cortegadensis C16.17T (HF955037)
Vibrio crosai CAIM 14377 (JQ434120)
99, Vibrio barjaei 30627 (LQX0O02000057)
Vibrio sp. J17
Vibrio madracius A-354T (KC751062)
Vibrio thalassae MD16T (HF541973)
Vibrio mediterranei CIP 103203T (X74710)
91L Vibrio shilonii AK1T (ABCH01000080)
81 Vibrio hangzhouensis CN83T (EU082035)
Vibrio ishigakensis JCM 192317 (BBRZ01000221)
Vibrio maritimus R-40493T (GU929925)
Vibrio sonorensis CAIM 10767 (LJJE01000038)
Vibrio japonicus JCM 314127 (LC143378)
65— Vibrio proteolyticus NBRC 132877 (BATJ01000038)
Vibrio neonatus HDD3-1T (AY426979)
90 Vibrio comitans GHG21T (DQ922915)
E.coliATCC 117757 (X80725)

0.01

Fonte: autoria propria.

O género Vibrio pertence a classe das Gammaproteobacterias, do qual
existem atualmente 136 espécies descritas (https:/www.bacterio.net/genus/vibrio
acessada no 03-02-2022). Vibrio spp. sao muito abundantes em ambientes marinhos
e encontram-se como micro-organismos de vida livre, bem como associados a
superficie de corais, lulas, camardes, peixes, moluscos e esponjas, ou nos Orgaos
internos de alguns invertebrados e peixes marinhos (THOMPSON, LIDA e SWINGS,
2004). Apesar da abundancia relativamente alta em ambientes marinhos, bactérias

do género Vibrio ainda foram pouco exploradas na producdo de metabdlitos
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secundarios. Compostos isolados deste género apresentam um amplo espectro de
atividades biol6gicas, como antibiética (MASSCHELEIN, JENNER e CHALLIS,
2017), anticancer e antiviral (MANSSON, GRAM e LARSEN, 2011).

Em comparacédo com as Actinobactérias Gram-positivas reconhecias como a
fonte mais prolifica de compostos bioativos, as bactérias Gram-negativas tém sido
estudadas em menor propor¢cdo no que se refere ao seu metabolismo secundario.
Estas bactérias caracterizam-se por possuirem genomas pequenos
(aproximadamente cerca de 6 Mb). Por isso até pouco tempo acreditava-se que nao
tinham as mesmas capacidades biossintéticas que as suas contrapartes Gram-
positivas. Porém, recentemente a investigacdo do metabolismo secundario de
bactérias Gram-negativas ganhou importéncia, demonstrando potencial terapéutico
e mecanismos biossintéticos sem precedentes (MASSCHELEIN, JENNER e
CHALLIS, 2017). Abordagens genéticas, do tipo “bottom-up”, tém sido utilizadas
para investigar o potencial destas bactérias para a producdo de peptideos nao
ribossomais (NRP), policetideos (PK) ou hibridos NRP-PK, os quais, pelas
abordagens classicas podem nao ser descobertos, uma vez que as condi¢des de
crescimento e producdo de bactérias Gram-negativas ainda ndo sédo tdo bem

conhecidas como das bactérias Gram-positivas (MACHADO et al. 2015).

5.5 Estudo quimico da linhagem Vibrio sp. J17

Experimentos de crescimento em escala de 60 L da linhagem Vibrio sp. J17
foram realizados com o intuito de se isolar os compostos responsaveis pelos picos
cromatograficos observados por UPLC-HRMS no screening inicial. O meio de cultivo
da bactéria Vibrio sp. J17 foi adsorvido com uma resinas XAD-2, -4 e -7HP. Depois
de dessorbidas com MeOH e acetona, esta fracao orgénica foi desengordurada por
particdo entre MeOH/H20 9:1 e hexano. A fracdo polar foi submetida a diversas
etapas de fracionamento (cromatografia em coluna em fase reversa C18, Sephadex®
LH-20) e sucessivas etapas de purificagdo (HPLC em fase reversa), levando ao
isolamento de dois compostos ainda impuros J17-C1 (0,3 mg) e J17-C2 (0,2 mgQ).
Devido ao baixo rendimento de massa dos compostos isolados insuficiente para sua
elucidacédo estrutural, e a falta de outras fracbes de interesse desta bactéria, o

estudo quimico do meio de crescimento desta linhagem néo foi continuado.
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5.6 Estudo quimico da linhagem Ruegeria sp. J49

Um primeiro crescimento em escala de 20 L da linhagem Ruegeria sp. J49 foi
realizado, objetivando-se o isolamento dos compostos de interesse a partir do meio
de crescimento, identificados no screening inicial por UPLC-HRMS. Porém nao
foram obtidas quantidades suficientes destes compostos. Por isso, foi realizado um
segundo crescimento desta linhagem em mais 40 L de meio de cultivo, seguindo o
mesmo procedimento de fracionamento e purificagdo previamente descritos. Apesar
dos compostos alvos terem sido observados em algumas fracées nas analises por
UPLC-HRMS, nao foi possivel isola-los em quantidades suficientes devido a
complexidade das fragdes e a presenca predominante de componentes do meio de
cultivo. Por este motivo o trabalho com o extrato bruto do meio de cultivo desta

linhagem néo foi continuado.

Os experimentos realizados com as duas linhagens Vibrio sp. J17 e Ruegeria
sp. J49 nao forneceram os resultados esperados. Em ambos casos, apesar dos
esforcos para se remover 0 meio de cultivo, observou-se que as fragcoes de interesse
apresentavam grande quantidade de componentes do meio de crescimento. Embora
a metodologia usando a mistura das resinas adsorptivas XAD-2, XAD-4 e XAD-7HP
tivesse sido apresentado bons resultados no laboratdrio do Professor Berlinck
(NICACIO et al. 2017; RODRIGUEZ et al. 2020), os resultados desfavoraveis obtidos
demostraram que, neste caso em particular, a metodologia empregada para a
captura dos metabdlitos secundarios nao foi a mais eficiente. Mais recentemente,
estudos comparativos realizados por outra aluna de doutorado do grupo (Lamonielli
F. Michaliski) demonstraram que o uso da resina HP-20 para extracdo de
metabdlitos a partir do meio de cultivo de bactérias € mais eficaz do que o uso de
resinas do tipo XAD (Michaliski et al., resultados ainda ndo publicados). Todavia,
infelizmente estes resultados foram obtidos depois dos estudos por noés realizados, e
nao testamos a extracao dos meios de cultivo das bactérias isoladas da esponja T.

brasiliensis com resina HP-20.
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5.7 Sequenciamento e analise dos genomas das bactérias Vibrio sp. J17 e

Ruegeria sp. J49

5.7.1 Genoma da linhagem Vibrio sp. J17

O genoma total da linhagem J17 Vibrio sp. foi sequenciado utilizando a
tecnologia lllumina (APPOLINARIO et al. 2016) e montado em 36 contigs, com um
tamanho de 5.509.014 pb e com conteudo total de GC de 45,4%. A andlise dos
contigs por antiSMASH 4.0 (BLIN et al. 2017), em busca de grades abertas de leitura
(Open Reading Frames, ORF) codificantes para a biossintese de metabdlitos
secundarios, identificou 5 gene clusters, 2 codificantes para bacteriocinas, 1 para

sideroforo, 1 para acil-homoserinlactonas e 1 para um arilpolieno (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 — Gene clusters identificados no genoma da bactéria J17 Vibrio sp. pelo software online
antiSMASH 4.0.

Cluster mais parecido

Cluster Tipo Tamanho (kb) (% similaridade)
1 Bacteriocina 10,9 Desconhecido
2 Siderdéforo 14,4 Aerobactina (66%)
3 Homoserinlactona 20,6 Desconhecido
4 Arilpolieno 32,3 APE Vf (85%)
5 Bacteriocina 10,9 Desconhecido

Fonte: autoria propria.

5.7.2 Genoma de linhagem Ruegeria sp. J49

O genoma total da linhagem J49 Ruegeria sp. foi sequenciado por tecnologia
lllumina e montado em 35 contigs com um tamanho de 4.659.738 pb e um conteudo
total de GC de 57.3%. A andlise por antiSMASH 4.0 identificou 10 gene clusters
relacionados ao metabolismo secundario desta bactéria: 1 para bacteriocina, 4 para
acil-homoserinlactonas, 1 para lantipeptideo, 1 para arilpolieno, 1 para betalactona,

1 para ectoina e 1 para terpeno (Tabela 5.3).



78

Tabela 5.3 — Gene clusters identificados no genoma da bactéria J49 Ruegeria sp. pelo software
online antiSMASH 4.0.

Cluster mais parecido

Cluster Tipo Tamanho (kb) (% similaridade)
1 Bacteriocina 10,9 Desconhecido
2 Homoserinlactona 20,2 Desconhecido
3 Homoserinlactona 20,7 Desconhecido
4 LAP 25,3 Desconhecido
5 Homoserinlactona 20,7 Desconhecido
6 Arilpolieno 43,6 APE Vf (30%)
7 Betalactona 26,8 Desconhecido
8 Homoserinlactona 20,6 Desconhecido
9 Ectoina 10,4 Desconhecido
10 Terpeno 20,8 Desconhecido

Fonte: autoria prépria.

O insucesso no isolamento de metabdlitos secundarios a partir dos meios de
cultivo destas duas linhagens pode estar diretamente relacionada com os resultados
do sequenciamento dos seus genomas. Acredita-se que o potencial para a producao
de metabdlitos secundarios esta relacionado ao tamanho do genoma das bactérias,
uma vez que 0 numero de genes presentes apresenta correlacdo linear com sua
extensdo (MACHADO et al. 2015). Porém, a porcentagem do genoma dedicada ao
metabolismo secundario € o que realmente determina o potencial de uma linhagem
para produzir compostos bioativos. Um exemplo € o caso de bactérias marinhas do
género Salinispora sp., as quais apresentam genoma de tamanho médio de
aproximadamente 5 Mb, 10% do qual relacionado a biossintese de metabdlitos
secundarios (UDWARY et al. 2007; ZIEMERT et al. 2014). No caso das bactérias
Vibrio sp. J17 e Ruegeria sp. J49, estas bactérias apresentam respectivamente 1,6%
e 4,7% dos seus genomas a biossintese de metabdlitos secundarios, nenhum
destes pertencentes a alguma classe de compostos usualmente interessantes do

ponto de vista quimico, biossintético ou biolégico, como peptideos nao-ribossomais
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(NRP) ou policetideos (PK). Estes resultados demostram que, embora tenham sido
identificados gene clusters nos genomas nas duas bactérias, o potencial
biossintético é limitado, muito provavelmente o motivo pelo qual as tentativas de

isolamento de compostos a partir delas ndo foram bem sucedidas.

Um outro fator a ser considerado € que muitas bacterias isoladas de macro-
organismos marinhos (como esponjas, corais e ascidias, por exemplo) sao de dificil
cultivo em condi¢cdes de laboratério, se estimando que ao redor do 95% séo
consideradas nao cultivaveis (EPSTEIN 2013), devido a impossibilidade de replicar
as condi¢des naturais do hospedeiro e/ou do entorno que promovem o crescimento
(DAT et al. 2021). Para agravar este quadro, quando cultivadas em laboratério estas
bacterias em geral apresentam baixo rendimento na producdo de metabdlitos
secundarios, sendo igualmente problematica a reproducédo do crescimento para a
producédo destes metabolitos (WATERS et al. 2014; ZHU et al. 2015; IOCA, 2020).
Por isso, a investigacao do metabolismo secundario destas bacterias simbiontes, ou
associadas, a macro-organismos marinhos ainda é um grande desafio (PIEL, 2006).
Nesse sentido, avancos em novas estratégias de cultivo como o desenho de médios
de cultivo, sistema que imitam as condi¢cbes naturais, otimizagcao de condigdes de
cultivo em bio-reatores, estdo resolvendo, de alguma maneira, esses problemas

(ROMANO et al. 2016; MaCuMBA Group. MaCuMBA Project Legacy Brochure
https://www.macumbaproject.eu/images/MACUMBA/Media/Public_Deliverables/

Legacy Brochure FINAL HR.pdf acessada no 05-06-2022).

5.8 Estudo metabolémico de bactérias cultivaveis associadas a esponja

marinha T. brasiliensis

5.8.1 Selecao das linhagens

Objetivando-se uma visao mais ampla das capacidades metabdlicas das
bactérias isoladas da esponja T. brasiliensis, decidiu-se empregar a metodologia
OSMAC em um grupo selecionado de linhagens de bactérias. Empregou-se cinco
diferentes condi¢cbes de cultivo, bem como o uso de um suporte sélido de bolas de
algodédo que pudesse eventualmente se assemelhar o ambiente natural dessas

bactérias e favorecer sua expressao metabdlica (TIMMERMANS et al. 2019). Por


https://www.macumbaproject.eu/images/MACUMBA/Media/Public_Deliverables/Legacy_Brochure_FINAL_HR.pdf
https://www.macumbaproject.eu/images/MACUMBA/Media/Public_Deliverables/Legacy_Brochure_FINAL_HR.pdf

80

outro lado, objetivando-se realizar uma analise mais precisa, cuidadosa e confiavel
dos perfis quimicos das bactérias, utilizou-se uma abordagem de analise
metabolémica dos extratos por UPLC-HRMS. Foram selecionadas 6 linhagens que
cresceram segundo as 5 condicOes testadas e que apresentaram claras diferencas
morfolégicas entre as linhagens, evitando-se trabalhar com bactérias muito
semelhantes. As linhagens bacterianas foram reativadas a partir dos criotubos de
preservacao em placas de MA e crescidas durante 2 dias a 28 °C. Posteriormente,
colénias individuais de cada bactéria foram estriadas em placas de Petri contendo
agar dos meios A1-modificado, AM3, ASW-A e YEME e crescidas por 2 dias a 28 °C,
de maneira a se observar a viabilidade das bactérias e seu crescimento nestes
meios de cultivo. As linhagens de bacterias selecionadas foram as de cddigo J8,
J16, J32, J55, J56 e J87 (Figura 5.6).

Figura 5.6 — Fotografias das linhagens de bacterias isoladas a partir da esponja T. brasiliensis

selecionadas para realizacéo de estudo metabolémico.

Fonte: autoria propria.
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5.8.2 Crescimento e extracao em pequena escala das linhagens selecionadas

Com o objetivo de favorecer a producdo de metabdlitos secundarios, cada
uma das bactérias foi crescida em 10 diferentes condi¢cdes de cultivo (5 meios
diferentes, cada um com e sem fragmentos de algodao). Decidiu-se avaliar a
alternativa de colocar fragmentos de algoddo nos meios de cultivo levando-se em
conta os resultados obtidos por Timmermans et al. (2019). Estes autores
demonstraram que a adicdo de fragmentos de algodédo ao meio de crescimento de
bactérias isoladas de esponjas aumentou a producédo de metabdlitos secundarios
conhecidos, como as bromoalterocromidas, o tiomarinol A e a violaceina, junto com a

producao de outros potencialmente inéditos (Figura 5.7).

Figura 5.7 — Estruturas dos compostos identificados de bactérias isoladas de esponjas marinhas
crescidas com adicdo de fragmentos de algodao no meio de cultivo.
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Fonte: autoria propria.

Os perfis quimicos de cada experimento de crescimento das 6 linhagens

foram avaliados por UPLC-HRMS. Foi utilizada a plataforma XCMS Online para
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analises metabolémicas comparativas mediante analises pareadas (pairwise
analysis). Nestas andlises os cromatogramas de ions totais (TIC) das replicatas
técnicas de uma amostra sdo alinhados e comparados com os de outra amostra.
Assim, & possivel determinar as features (ions identificados pela relacdo m/z e
tempo de retencéo ri) que possuem uma diferenca estatisticamente significativa na
intensidade em um extrato versus o outro e mostra-las como circulos em graficos de
nuvens (cloud plots). Quanto maior o circulo, maior a diferenca na intensidade do
sinal, e quanto mais escura a cor, mais significativo o sinal em termos estatisticos de

deteccéo.

As andlises na plataforma XCMS Online foram realizadas mediante analise
pareadas dos extratos de cada uma das bactérias em cada condicéo de crescimento
com o respectivo controle negativo. Desta forma, buscou-se identificar em qual(is)
condicao(bes) a bactéria aumenta a producdo de metabdlitos secundarios, bem
como distingui-los de componentes de meio de cultivo e evitar os inconvenientes
apresentados na parte inicial do projeto. Dentre as seis linhagens analisadas por
métodos de metabolémica, a linhagem J55 foi a que apresentou os resultados mais
significativos. Para as outras linhagens ndo foram observados resultados que
permitissem observar a producdo de compostos em alguma das condicdes

avaliadas.

A linhagem J55 caracterizou-se por apresentar morfologia diferenciada
quando comparado com o crescimento em meio MA. Na figura 5.8 pode-se observar
0 maior tamanho e cor mais intensa das colbnias desta bactéria nos meios A1, AMS3,
ASW-A e YEME, indicando dependéncia do fenotipo expresso pela bactéria nestes
meios. Inicialmente, foram observadas diferencas notaveis entre os meios de cultivo
usados, bem como no uso das resinas XAD ou do algodao no meio de cultivo. Como
pode-se observar na figura 5.9a, quando a bactéria foi crescida com a mistura das
resinas XAD, o extrato apresentou uma coloracédo vermelha nos meios AM3, ASW-A
e YEME. Esta coloragcdo nao foi observada nos meios A1 e MB, indicando
claramente uma producéo diferenciada de compostos por parte desta linhagem nos
meios de cultivo avaliados. Ja nos experimentos realizados com as bolas de algodao
no meio de cultivo n&o se observou nenhuma diferenca perceptivel, nem nas

analises metabolémicas destes.



83

Figura 5.8— Fotografias do crescimento da linhagem J55 em placas dos meios sélidos a) MA, b) A1,
c) AM3, d) ASW-A e e) YEME. Observa-se a clara mudanca no tamanho e cor das col6nias nos
diferentes meios.

Fonte: autoria propria.

Figura 5.9— a) Particdo com acetato de etila dos extratos dos meios de cultivo da bactéria J55
crescidos na presenca da mistura das resinas XAD nos meios utilizados. b) Cromatogramas de ions
totais (TICs) obtidos das fracbes de acetato de etila dos extratos XAD da bactéria J55. c) Ampliagéo
na qual pode se-observar algumas das diferencas obtidas nos perfis quimicos.
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A classificagdo taxon6mica da linhagem bacteriana J55 por sequenciamento

do gene 16S rRNA, mostrou que tem similaridade >99,7% com a espécie

Microbacterium testaceum DSM 20166. Microbacterium €& um género de

actinobacterias Gram-positivas com 145 espécies descritas até hoje (https:/

lpsn.dsmz.de/search?word=microbacterium acessada no 16-06-2022) o qual

foi

estabelecido depois da unificacdo dos géneros Microbacterium e Aureobacterium

(TAKEUCHI e HATANO 1998). Sao descritos como micro-organismos endofiticos ou

associados a rizosfera de plantas (RASHID, CHARLES e GLICK, 2012; ALVES et

al.

2014), bem como encontrados em ambientes marinhos como sedimentos (SHIVAJI


https://lpsn.dsmz.de/search?word=microbacterium
https://lpsn.dsmz.de/search?word=microbacterium
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et al. 2007), associados a ostras (CHAUHAN et al. 2013), e a esponjas (WICKE et
al. 2000; TABARES et al. 2011; KARIMI et al. 2017).

Os dados de UPLC-HRMS (Figura 5.10b e 5.10c) indicaram claras diferencas
entre os perfis metabdlicos da bactéria nos 5 meios com a misturas das resinas
XAD.

Andlises comparativas dos perfis metabdlicos de cada meio de cultivo com o
seu respectivo controle negativo foram realizadas aplicando filtros rigorosos tanto na
intensidade do sinal (fold change > 100) quanto no valor de p (<0.05). Isso com o
objetivo de que as features identificadas nos TICs dos extratos correspondam a
compostos produzidos pela bactéria e que pudessem ser eventualmente priorizados
para facilitar o isolamento por estarem possivelmente em grande proporcédo. Os

resultados dessas comparacdes pareadas séo indicados na figura 5.10.

A figura 5.9a, mostra a andlise pairwise dos TICs do extrato do meio MB (up)
e do controle negativo do meio MB (down). Observa-se inicialmente que as 85
features detectadas na analise do meio MB foram todas encontradas no extrato da
bactéria, porém a inspecao manual nos dados brutos para verificar a validade das
features identificadas mostrou que estas correspondiam a componentes do meio de
cultivo. Este resultado esta de acordo com a triagem inicial desta linhagem no meio
MB, no qual a bactéria ndo produziu metabdlitos secundarios e que indicam quéao

complexa é a matriz deste meio.
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Figura 5.10 — Cloud plots que comparam os perfis metabolémicos da linhagem Microbacterium
testaceum J55 com os brancos dos meios de cultivo: a) MB, b) A1-modificado, ¢c) YEME, d) AM3, € €)
ASW-A. Os resultados foram filtrados para features com um incremento (fold change) maior a 100.
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Fonte: autoria propria.

Nas andlises pareadas dos perfis metabdlicos dos outros meios com o0s
respectivos controles negativos comprovou-se que a bacteria M. testaceum J55
produziu metabdlitos diferenciados. No caso do meio A1, das 18 features detectadas
destacaram-se as 5 indicadas na figura 5.10b, pois nédo foram encontradas no
controle negativo do meio A1. A analise comparativa do perfil no meio YEME (Figura
5.10c) indicou um maior numero de features detectadas, 30 em total, das quais
aquelas que se destacaram nenhuma apareceu no meio A1, evidenciando perfis
completamente diferentes entre estes meios. Neste caso, chamou a atencdo a
observacédo de um grupo de features entre 6,06 - 6,24 min que mostravam um
aumento no sinal entre 4000-21000 vezes dos ions com m/z entre 716,18 — 720,18.
A verificagdo manual dos dados brutos indicou tratar-se de dois picos com m/z
716,18 em 6,06 min e 6,24 min, 0s quais possuem um padrdo de distribuicao
isotopica tipica para 3 cloros, devido a presencga dos ions M+2, M+4 e M+6 (Figuras
5.11a e 5.11b). Adicionalmente, encontrou-se um pico de m/z 730,18 em 6,98 min,
gue nao foi detectado na analise no XCMS Online, que também contém 3 atomos de
cloro (Figura 5.11c). A obtencdo dos cromatogramas de ion extraido (XICs) para

estas massas tanto no extrato da bactéria quanto no controle negativo permite
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confirmar que se tratam de compostos produzidos pela bactéria Microbacterium
testaceum J55 (Figura 5.11d).

Figura 5.11 — Espectros de massas dos ions a) m/z 716,18 em 6,05 min, b) m/z 716,18 em 6,23 min
e ¢) m/z 730,19 em 6,98 min. Pode-se observar claramente nas amplia¢cdes dos espectros, o padrdo
de distribuicdo isotopica caracteristico para 3 atomos de cloro. d) cromatogramas de ion extraido
(XIC) das m/z 716,18 e 730,19 tanto no extrato quanto no controle negativo, que mostra que estes
picos estao presentes somente no extrato da bactéria.
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Fonte: autoria propria.

As andlises pareadas dos meios AM3 e ASW-A, indicaram features
observadas em outros meios. Por exemplo, no meio AM3 detectou-se o ion m/z
716,18, além de dois ions com m/z 401,25 em 5,51 min e 5,64 min (Figura 5.10d).
No meio ASW-A, os ions m/z 716,18 ndo foram detectados, mas os ions m/z 655,28
foram, bem como o ion m/z 1241,74 (Figura 5.10e) o qual havia-se identificado no

meio A1.

Considerando-se estes resultados que indicam que a bactéria M. testaceum
J55 foi capaz de expressar suas capacidades metabdlicas em meios de crescimento
distintos de maneira diferenciada, decidiu-se determinar em qual dos meios testados
se favorece a producado dos compostos, fazendo a analise pareada dos extratos da

bactéria para estabelecer a variacéo estatisticamente significativa entre os extratos.

A comparagéao dos perfis metabolicos dos meios ASW-A (up) e YEME (down)
€ apresentada na figura 5.12a. Observou-se que 0s compostos que apresentaram 0s
ions m/z 716,18 em 6,06 e 6,24 min tiveram incremento de producéo consideravel
(aproximadamente 4 e 7 vezes a mais) no meio YEME. No caso dos compostos que
apresentaram os ions m/z 655,28 e 669,29, o incremento da producéo foi também
observado no meio YEME, de aproximadamente 1 e 3 vezes a mais para cada um.

No caso dos compostos que apresentaram os ions m/z 1241,74 e 646,38, 0s
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incrementos de produgdo no meio ASW-A foram significativamente superiores, de
aproximadamente de 4500 e 500 vezes, respectivamente. Quando comparados 0s
perfis metabdlicos da bactéria J55 nos meios AM3 e YEME (Figura 5.12b),
observou-se que a producdo dos compostos clorados de m/z 716,18 e dos
compostos de m/z 655,28 é mais significativa no meio YEME, e que os compostos
com m/z 401,25 sao produzidos somente no meio AM3. A comparacao da expressao
metabdlica da bactéria M. testaceum J55 crescida nos meios AM3 e ASW-A (Figura
5.12c) apresenta ligeiro aumento na produgcdo dos compostos com m/z 716,18 e
655,28 no meio ASW-A, além dos compostos com m/z 1241,74 e 646,38. No grafico
de nuvens pode-se observar que os dois compostos com m/z 401,25 sao produzidos

somente no meio AM3, como anteriormente mencionado.

Figura 5.12 — Gréafico de nuvens das analises pareadas dos perfis metabdlicos da bactéria M.
testaceum J55 nos meios a) ASW-A (up) vs YEME (down), b) AM3 (up) vs YEME (down) e c) AM3
(up) vs ASW-A (down).
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Fonte: autoria propria.

Embora tenhamos verificado significativas diferencas nos perfis metabdlicos
da bacteria M. testaceum J55 crescida em diferentes meios, verificou-se a producéo
dos compostos comuns nos diferentes meios para avaliar a abundancia relativa
destes por meio de uma andlise multigrupo no XCMS Online (Figura 5.13).

Observou-se que a maior produgcéo dos compostos clorados de m/z 716,18 ocorreu
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no meio YEME, bem como dos compostos com m/z 655,28 e 669,29. Observou-se
também que os compostos com m/z 646,38 e 1241,74, foram produzidos pela
bactéria J55 somente no meio ASW-A. A bactéria produziu a maior diversidade de
compostos nos meios YEME e ASW-A. N&o foi observada a produgdo de nenhum
destes compostos no meio MB, como observado na triagem inicial, o que valida o

fato de este meio ndo ser o mais apropriado para a bactéria.

Figura 5.13 — Gréficos de box-and-whisker gerados pelo XCMS Online da anélise multigrupo que
mostram a abundéancia relativa das features mais destacadas nos 5 meios de crescimento testados
para a bacteria M. testaceum J55.
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Fonte: autoria prépria.

Nossa abordagem demonstrou que o cultivo da linhagem selecionada, em
diferentes meios de cultivo € uma alternativa simples, mas eficiente, para se avaliar

a expressdao do metabolismo secundario da bacteria M. testaceum J55.



94

Complementada por andlises metabolémicas comparativas ndo direcionadas, a
estratégia adotada permite encontrar as condigcbes mais favoraveis para a producao

de metabdlitos secundarios potencialmente inéditos.
5.8.3 Estudo quimico da linhagem J55

Levando-se em conta os resultados de metabolébmica comparativa néao-
direcionada da linhagem M. testaceum J55, escolheu-se o meio YEME para realizar
o crescimento em maior escala desta bactéria. Seguindo a metodologia descrita no
item 4.10.6.1, foi utilizada resina adsortiva Diaion® HP-20, bem como a extracao do
meio de cultivo com AcOEt. Os perfis dos extratos da resina HP-20 e AcOEt foram
avaliados por UPLC-HRMS. Verificou-se que o emprego da resina Diaion® HP-20
(Figura 5.14a) forneceu extrato mais limpo de meio de cultivo quando comparado
com o extrato obtido com a mistura das resinas XAD (Figura 5.14b). Adicionalmente,
o extrato do AcOEt (Figura 5.14c) do meio de cultivo apresentou um perfil quimico

similar ao da resina HP-20.

Figura 5.14 — Analises UPLC-HRMS dos extratos da bactéria J55. a) Extrato da resina HP-20. b)
Extrato da mistura das resinas XAD-2, -4 e -7. c) Extrato de AcOEt do meio de cultivo.
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Fonte: autoria propria.

O extrato bruto da bactéria crescida no meio YEME, chamado de J55_X, foi
fracionado por cromatografia em coluna em fase reversa C18, se obtendo as fragdes
J55_X1 a J55_X5. Os extratos brutos dos cinco meios de cultivo utilizados para o
estudo metaboldmico da linhagem M. testaceum J55, bem como as fragoes J55_X1
a J55_X5, foram avaliados em bioensaios de atividade antibacteriana, anti-
plasmodial, anti-Leishmania e citotdxico sobre célula tumoral MCF-7 (cancer de
mama). Os resultados indicaram a fracdo J55_X5 como a mais a ativa nos
bioensaios, com excecao do bioensaio de atividade antibacteriana no qual
nenhuma amostra foi ativa. A maior atividade foi observada contra Plasmodium
falciparum com porcentagens de inibicdo de 99%. Ja a atividade inibitoria sobre

parasitas de Leishmania foi moderada, com valores de viabilidade celular entre
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30-66%. A atividade contra as linhagens celulares de cancer de mama foi moderada
(Tabela 5.4).

Tabela 5.4 — Atividade biolégica dos extratos e as fragcoes obtidos a partir do meio de crescimento
da linhagem M. testaceum J55 nos bioensaios de acado anti-plasmodial, antileishmania e de
citotoxicidade contra célula de cancer de mama (MCF-7).

Antileishmania ¢ Citotoxicidade

Coédigo  Antimalaria « L. infantum L. braziliensis

50 pg/mL 100 pg/ 50 pg/mL 100 pg/ MCF-7  MCF-10A
mL mL

J55_AT 74 £2 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
J55_AM3 26 + 2 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
J55_ASW 26 + 6 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
J55_X 11+3 > 100 > 100 >100 > 100 > 100 > 100
J55_X1 10+2 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
J55_X2 18+5 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
J55_X3 84+0,2  >100 > 100 > 100 > 100 >100 > 100
J55_X4 999+02 >100 > 100 > 100 > 100 >100 > 100
J55_X5 99 + 1 100 44,6 65,7 206  32,9%22 552":3*

Legenda: ¢ Atividade antiplasmodial contra a cepa Plasmodium falciparum 3D7 (sensivel a

cloroquina). Valores reportados como porcentagem de inibicdo a concentracdo de 50 ug/mL.
Ensaios in vitro com promastigotas de Leishmania infantum e Leishmania braziliensis, reportados
como porcentagem de viabilidade celular nas duas concentragbes indicadas. ¢ Atividade contra
linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7) e células normais de mama (MCF-10A), expressas
como valores de ICso em pg/mL.

Fonte: Autoria prépria.

A andlise de redes moleculares do extrato J55_X e de suas respectivas
fracoes permitiu identificar um cluster de massas presente majoritariamente na
fracao bioativa J55_X5 (Figura 5.15). A verificagao manual dos dados de HRMS e
HPLC-MS confirmou a presenca de compostos com estas massas na fracdo de

interesse, direcionando o isolamento destes compostos. A variagcao de massa de 14
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e 28 Da observada entre os nodos de interesse indicou a presenca de uma e duas

metilas ou metilenos a mais, respectivamente, para os compostos detectados.

Figura 5.15 — Analises de redes moleculares classicas para fragcdes obtidas do meio de crescimento
da linhagem M. testaceum J55. a) Rede molecular com os nodos presentes somente no extrato bruto
e as fragches. Os graficos de pizza representam a distribuicdo dos compostos nas fragées. b) Cluster
de massas detectados na fragéo bioativa J55_X5.
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Fonte: autoria prépria.

A purificacao da fracao J55_X5 por cromatografia de exclusao por tamanho
em coluna contendo a fase estacionaria Sephadex® LH-20 e por HPLC em fase
reversa utilizando coluna de C18, permitiu o isolamento dos glicoglicerolipideos
J55_C8 a J55_C11. Andlises por RMN mono- e bi-dimensionais, e espectrometria
de massas de alta resolucdo HRMS, indicaram uma série homdloga de compostos
com idéntica parte glicosidica, mas diferengas na cadeia alifatica do acido graxo e
na localizagao desta. Derivados peracetilados de cada composto foram obtidos por
tratamento com anidrido acético em piridina por 12 h a temperatura ambiente, de

maneira a se estabelecer a configuracao relativa dos acucares por analises de RMN.
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Analise do composto J55_C8 por espectrometria de massas de alta
resolucdo apresentou os ions [M + H]* de m/z 641,3733 consistente com a férmula
molecular C3oHs7014 (calculada m/z 641,3748, erro -1,7 ppm), e [M + Na]* de m/z
663,3556 consistente com a formula molecular CsoHseO14Na (calculada m/z

663,3568, erro -2,0 ppm), indicando 3 graus de insaturacao (Figura 5.16).

Figura 5.16 — Espectro de massas alta resolu¢do do composto J55_C8 por ionizacdo por
electrospray em modo positivo (HRMS-ESI*).
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Fonte: autoria propria.

A analise dos espectros monodimensionais de H, 13C-RMN e DEPT-135 do
composto J55_C8 (Figuras S1 a S3) indicou tratar-se de um glicolipideo. A presenca
dos sinais tipicos de grupos CH: alifaticos, no espectro de 'H um pico largo em &
1,30 e no espectro de 3C um grupo entre 6 30,9—28,3, indicaram a presenca de
uma cadeia alifatica saturada na estrutura. Por outro lado, duas unidades de agucar
foram observadas pelos sinais dos carbonos anoméricos em oc 102,4 e 102,2 além
dos sinais caracteristicos de oximetinos e oximetilenos entre oc 62,9-82,0 (n
3,40-5,20). Adicionalmente, o sinal em &c 175,7 foi atribuido a uma carboxila,

completando o indice de deficiéncia de hidrogénio calculado pela férmula molecular.

Tomando-se como ponto de partida os hidrogénios anoméricos, a estrutura
plana dos agucares foi estabelecida como unidades de hexoses, considerando-se as
analises dos espectros de COSY, HSQC e HMBC (Figura 5.17 e Tabela 5.5, Figuras

S4 a S6). No caso do agucar 1, foram identificados dois sistemas de spin, do H1’ (dn
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5,13) até H5’ (on 3,87) e o dos hidrogénios metilénicos H26’ (oH 3,85/3,64), 0s quais
foram unidos pelas correlagdes 2Jch H5/C6’, e 3Jcn H26"/C4’ € H4’/C6’. No caso do
acucar 2, dois sistemas de spin do H1” (6n 4,74) até H3” (6n 3,84) e outro do
H5” (6w 3,78) até H26” (on 4,40/4,23) foram identificados, os quais foram unidos
pelas correlagcdes 3JcH H47/C6” e H26"/C4”, e 2Jch H4”/C5” e H5”/C4”. Os
deslocamentos quimicos desblindados dos hidrogénios H5’ (én 3,87) e H5” (on 3,78)
e as correlagbes 3Jch H1’/C5’, H5’/C1’°, e H1’/C5’ indicaram que ambos acucares

existem na forma de piranoses.

Um sistema de spin constituido pelo oximetino H2”” em ox 3,80 e os dois
oximetilenos H21"” em on 3,77/3,42 e H23"" em 4 3,58/3,53 foram atribuidos a uma
unidade de glicerol, levando-se em conta correlacées COSY e dos seus respectivos
carbonos. Correlagdes intensas 3Jcy H1”/C1”” e H21"”/C1” indicaram que a unidade

de glicerol se encontrava ligada ao carbono anomérico do agucar 2.

Com relacdo a porcdo acido graxo da estrutura, o tripleto on 2,36 e 0
multipleto em on 1,63 apresentaram intensas correlagdes 2Jch € 3Jch com a
carbonila em &c 175,7, respectivamente, confirmando a presenca de uma cadeia de
acido graxo. De acordo com o numero de sinais no espectro de 13C e ao restante de
carbonos segundo a férmula molecular calculada, foi evidenciada a presenga de um
acido graxo de 15 atomos de carbono na estrutura do composto J55_C8. O espectro
de HSQC mostrou a presenca de uma metila tripleto (én 0,88, ¢ 11,9) e uma metila
dupleto (on 0,86, oc 19,8), tipicas de uma cadeia ramificada anteiso, indicando que
se trata do acido 12-metil-tetradecanoico. Finalmente, a correlagéo 3Jcnh H26"/C1

confirmou inequivocamente a ligacao da cadeia alifatica ao carbono 6.

O sinal de C3” (6c 81,7) indicou este carbono como o ponto da ligagao
glicosidica entre as duas unidades de agUcar, hipétese corroborada pela observagao
de correlagdes intensas 3Jcn H3”/C1’ e H1’/C3”. Desta maneira se estabeleceu

inequivocamente a ligacao glicosidica 1’-3” entres os agucares.
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Tabela 5.5 — Dados de RMN do composto J55_C8 (MeOH-d4; 'H em 600 MHz, 13C em 150 MHz).

Posicao dc, mult. oH (J em Hz) COSsY HMBC
Aglicona 1 175,7C — — -
2 35,1 CHs 2,36 (1, 7,4) 3 1,3, 4
3 26,2 CH, 1,63 (m) 2 1,2,4
410  28,3-31,2 CHz 1,30 - -
11 37,9 CHz a-1,30 - -
b-1,10 - -
12 35,8 CH 1,31 15 14,15
13 30,7 CH, a-1,35 13 11,12, 14, 15
b-1,14 13 11,12, 14, 15
14 11,9 CHs 0,88 (t, 7,2) 13a, 13b 12
15 19,8 CHs 0,86 (d, 6,4) 12 1,12
AQ‘;“” 1 102,2 CH 5,13 (d, 3,8) 2 2,3,5,3
2 74,2 CH 3,41 (dd, 3,8-9,7) 1,3 3
3 75,3 CH 3,70 (t, 9,3) 24 1,2,4,5
4 72,1 CH 3,25 (t, 9,5) 3,5’ 2,3,5,6
5 74,2 CH 3,87 (m) 4 1,6
6 62,9 CH, a-3,85 (m) 6b’ 4
b-3,64 (dd, 6,7-11,9) 6a’ 4,5
Ag‘;car 17 102,4 CH 4,74 (d, 1,6) 2 2”3”5, 17
27 71,2 CH 4,12 (tl) 17,3 17,3, 4”
3” 81,7 CH 3,84 (m) 2 47,1
47 67,7 CH 3,86 (m) - 3”,5”, 6
5 72,3 CH 3,78 (m) 6a”, 6b” 3", 4”
6” 650CH2  a-4,40 (dd, 2,1-11,8) 5”, 6b” 47, 5”1
b-4,23 (dd, 6,2-11,8) 5”, 6a” 4", 5" 1
Glicerol 17 70,3 CHz a-3,77 (m) 1b”, 2” 17,27, 3”
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b-3,42 (m) 17 2" 1 2 g
o 72,3 CH 3,80 (m) 1a”, 13*; 3a”, 1 g
3” 64,4CH2  a-3,58 (dd, 5,2-11,1) 3p™, 2™ 17 om
b-3,53 (dd, 5,6-11,1) 3a™, 2" 17 o

Fonte: autoria propria.

Figura 5.17 — Estrutura plana do composto J55_C8. Principais correlagoes de HMBC e COSY para
J55_C8.

Fonte: autoria prépria.

A anadlise das constantes de acoplamento 3JuH permitiu determinar o tipo de
hexopiranoses. No caso do aglUcar 1, a constante JuiH2 3,8 Hz tipica de um
acoplamento equatorial-axial, indicou uma configuragdo anomérica a. As magnitudes
das constantes de acoplamento Juz-vz 9,7 Hz, Juz-va 9,3 Hz e Jhans 9,5 Hz,
caracteristicos de uma orientagdo axial-axial, permitiram estabelecer o agucar 1
como sendo a a-glicose. No caso do agucar 2, a pequena constante de acoplamento
JHi-Her 1,6 Hz indicou um acoplamento equatorial-equatorial dos hidrogénios,

estabelecendo uma configuracdo anomérica a. A sobreposicdo dos outros sinais
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deste acucar impediu a medida das constantes de acoplamento e pelo tanto a

estabelecer a identidade do agucar.

A reacdo do composto J55_C8 com anidrido acético em piridina forneceu o
derivado peracetilado J55_C8PA, o qual foi utilizado para se estabelecer a
estereoquimica relativa dos residuos de acgucar, pela andlise das constantes de
acoplamento (Tabela 5.6). Interpretacdao dos espectros de RMN mono e
bidimensionais, corroborou as subestruturas e a conectividade anteriormente
estabelecidas. O valor das constantes de acoplamento Ju2-Hz, JHz-H4' € JHa-Hs em
torno de 10 Hz, confirmou a identidade deste residuo como sendo a a-glicose,
devido a constante Ju1-H2 de 3,8 Hz indicativa de uma disposicao equatorial do
proton anomérico. A constante Ju1~-H2» de 1,5 Hz confirmou a configuragéo a da outra
subunidade de agucar. As constantes Jh2~-n3” de 3,8 Hz, Juz~-ns- de 9,7 Hz € Jna-ns-
de 10,0 Hz indicaram uma disposicao equatorial-axial, axial-axial e axial-axial,
respectivamente, o que evidenciou que o segundo residuo de agucar correspondia
a a-manose. Portanto, a analise dos dados de RMN do derivado peracetilado
identificou o glicoglicerolipideo como 1-[a-glucopiranosil-(1—3)-(6-O-acil-a-

manopiranosil)]-glicerol (Figura 5.18).

Tabela 5.6 — Dados espectroscopicos de RMN do derivado peracetilado J55_C8PA (CDCls; 1H em
600 MHz, 13C em 150 MHz).

Pos. O, tipo OH (J em Hz) COosy HMBC

Aglicona 1 173,6 C — — —

2 34,2 CHz 2,35 (m) 3 1,3,4
3 250CH: 1,64 (g, 7,4) 2,4 1,2,4
4 29,4 CHz 1,32 (m) 3 -
5-10 27,3-30-2 1,26 - -
11 36,8 CHp a-1,26 12 -
b-1,08 12 -
12 34,6 CH 1,30 (m) 11, 15 14,15
13 29,8 CH; a-1,33 14 11,12, 14, 15

b-1,12 14 11,12, 14,15
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14 11,6 CHa 0.86 (t, 7,3) 13 12,15
15 19,4 CHs 0,84 (d, 6,3) 12 1, 12
Glicose 1 96,7 CH 5,26 (d, 3,8) 2 3,5, 3"
2 709CH 4,78 (dd, 3,6-9.7) 1,3 1,3, 4
3 69,4 CH 5,35 (t, 10.0) P 1,2, 4
4  682CH 5,04 (t, 9,9) 3,5 3,5, 6
5 68,4 CH 4,10 (m) 4 1,3, 4
6 61,9CH» a-4,30(dd, 4,4-12,3) 6b’ 4,5
b-4,05 (dd, 2,3-12,3) 6a’ 4,5
Manose 1”7 97,8 CH 4,84 (d, 1,5) 17 27, 3”57, 17
2’  70,6CH 5,20 (dd, 1,6-3,8) 17,37 17,3”, 4”
3"  727CH 4,18 (dd, 3,6-9,7) 2" 47 27 47, 1
4"  68,2CH 5,29 (t, 10.0) 3", 5” 3", 5”
5 69,1 CH 3,83 (m) 4”, 6a”, 6b” -
6” 62,4CH, a4,19(dd, 5.6-12,2) 5”, 6b” 47,571
b-4,08 (dd, 2,8-12,3) 5”, 6a” 47,1
Glicerol 1”7 66,4 CH, a-3,80 (dd, 4.6-10,9) 1b”, 27 27 37, 17
b-3,64 (dd, 6,0-10,9) 17, 2” 2”37, 17
2” 70,0 CH 5,21 (m) 1%, 13% 3a”, 17,37
3” 624CHz a-4,32(dd, 4,1-12,0) 2 3b” 17, 27
b-4,15 (dd, 5,8-11,9) 27 39" 17, 27

Fonte: autoria propria.
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Figura 5.18 — Estrutura do composto J55_C8 (R = H) e o derivado peracetilado J55_C8PA (R = Ac).
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Fonte: autoria propria.

A anélise de fragmentacdo do ion [M + H]* de m/z 641,3733 por
espectrometria de massas de alta resolugdo em tandem (HRMS-MS), confirmou a

estrutura do composto. O espectro apresentou os ions fragmento m/z 549,3217 [M -
glicerol]* (calculado m/z 549,3275, erro 10,6 ppm), m/z 479,3220 [M - glicose + H20]
* (calculado m/z 479,3220, erro 0,0 ppm), m/z 461,3117 [M - glicose]" (calculado m/z

461,3114, erro -0,6 ppm) e m/z 387,2766 [M - glicose - glicerol]* (calculado m/z
387,2747, erro -4,9 ppm) (Figura 5.19).
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Figura 5.19 — Espectro de massas de fragmentagdo do composto J55_C8.
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Fonte: autoria prépria.

A andlise dos espectros de RMN dos compostos J55_C9 e J55_C10, bem
como dos seus respectivos derivados peracetilados, J55_C9PA e J55_C10PA,
indicaram que estes compostos apresentavam o mesmo esqueleto 1-[a-
glucopiranosil-(1—3)-(6-O-acil-a-manopiranosil)]-glicerol do composto J55_C8 (ver
apéndice). Porém, os dois compostos apresentaram diferentes cadeias alifaticas. No
caso do composto J55_C9 o espectro de HSQC indicou dupleto tipico de uma
cadeia alifatica iso (6n 0,88, oc 23,8). No composto J55_C10, foram observadas a
metila tripleto (on 0,88, ¢ 11,9) e a metila dupleto (é+ 0,86, oc 19,8) caracteristicas

de uma cadeia anteiso.

A anélise de HRMS do composto J55_C9 forneceu os ions [M + H]* em m/z

655,3882 (calculado m/z 655,3905, erro 3,5 ppm) e [M + Na]* em m/z 677,3707
(calculado m/z 677,3724, erro 2,5 ppm), consistentes com a férmula molecular

Cs1Hs8014. Para o composto J55_C10 a analise de HRMS forneceu os ions [M + H]*

em m/z 669,4041 (calculado m/z 669,4061, erro 3,0 ppm) e [M + Na]* em m/z
691,3864 (calculado m/z 691,3881, erro 2,4 ppm), consistentes com uma formula
molecular Cs2Hes0O14. Esses resultados confirmaram que J55_C9 e J55_C10
continham um e dois CH> adicionais na cadeia alifatica comparados com J55_C8,
respectivamente. As analises de HRMS/MS de cada um destes compostos

validaram as estruturas propostas (Figura 5.20).
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Figura 5.20 — Espectros de massas de alta de alta resolucao (a) e de fragmentacao (b) dos
compostos J55_C9 e J55_C10.
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Fonte: autoria prépria.

A analise por HRMS do composto J55_C11 apresentou o ion [M + Na]* em m/
z 691,3864 (calculado m/z 691,3881, erro 2,4 ppm) para uma férmula molecular
Cs2HsoNaO14 0 que indicou que tratava-se de um isbmero do composto J55_C10.
Andlises dos espectros de RMN mostraram que J55_C11 apresenta as mesmas
unidades de acucar, glicerol e do acido graxo (Tabelas 5.7 e 5.8). No entanto, uma
correlacdo intensa 3Jcn H23"’/C1, indicou que neste composto o acido graxo
encontra-se ligado na posi¢ao 3" do glicerol, estabelecendo a estrutura do composto
como 1-[a-glicopiranosil-(1—3)-a-manopiranosil]-3-O-acilglicerol. Além disso, o
deslocamento dos hidrogénios geminais H26" (on 3,84 e 3,73) indicavam que a

posicdo 6’ ndo estava substituida.

Tabela 5.7 — Dados espectroscépicos de RMN do composto J55_C11 (MeOH ds; 'H em 600 MHz,
13C em 150 MHz).

Pos. dc, tipo OH (J em Hz) COSsY HMBC

Aglicona 1 175,6 C - — -
2 35,1 CH2 2,36 (t, 7,6) 3 1,3,4
3 26,1 CHz 1,62 (m) 2,4 1,2, 4

4 30,4 CH2 1,33 3 —

5-12 28,4-31,2 CH2 1,29 — —

13 38,0 CH2 1,30/1,10 — —

14 35,8 CH 1,30 (m) 15,17 16, 17
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15 30,8 CH2 1,35/1,14 14,16 13, 14,16, 17
16 11,9 CHs 0,88 (t, 7,4) 15 14,15
17 19,8 CHs 0,86 (d, 6,6) 14 13, 14, 15
Glicose 1’ 102,2 CH 5,11 (d, 3,9) 2’ 2,3,5,3”
2 74,2 CH 3,41 (dd, 3,9-9,8) 1,3 1,3, 4
3 75,3 CH 3,69 (t, 9,4) 2,4 1,2,4,5
4 72,1 CH 3,24 (dd, 9,1-9,8) 3,5 2,3,5,6
5 74,2 CH 3,88 (m) 4’ 6b’ 1,3,4,6
6 62,9 CHz a-3,86 (m) 6b’ 4
b-3,64 (dd, 6,5-11,6) 5, 6a’ 4,5
Manose 1" 102,3 CH 4,77 (d, 1,8) 2" 2 3" 5" 1"
27 71,3 CH 4,12 (dd, 1,9-2,9) 17, 3” 17,37, 4”
3” 82,0 CH 3,82 (m) 2" 2" 4”1’
4” 67,5 CH 3,85 (m) - 3”5, 6"
5” 74,9 CH 3,59 (m) 6a”, 6b” 17,37, 47, 6”
6” 62,9 CH2 a-3,84 (m) 5”, 6b” 4”
b-3,73 (dd, 5,7-11,8) 5”, 6a” 4”57
Glicerol 1 69,8 CH2 a-3,78 (dd, 4,8-10,3) b, 2”7 27 37,17
b-3,46 (dd, 6,2-10,3) 1a”, 2” 27 37,17
2”7 69,6 CH 3,98 (m) 1a”,1b”, 3a”, 3b” 17,37
37 66,6 CH2 a-4,16 (dd, 4,4-11,4) 2”7, 3b” 17,27, 1
b-4,08 (dd, 6,0-11,4) 2, 3a” 17,27, 1

Fonte: autoria propria.
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Tabela 5.8 — Dados espectroscopicos de RMN do composto J55_C11 peracetilado (CDCls; TH em
600 MHz, 13C em 150 MHz).

Pos. dc, mult. oH (Jem Hz) COSsY HMBC
Aglicona 1 173,4C — — —
2 34,2 CH: 2,32 3 1,3,4
3 25,0 CH: 1,62 2,4 1,2,4
4 29,3 CH2 1,32 3 —
5-12 28’3"_'321 2 1,29 — —
13 37,3 CH: 1,27 /1,08 — 14
14 34,6 CH 1,30 — —
15 29,7 CH: 1,34/1,13 — 16,17
16 11,6 CHs 0,86 — 14,15
17 19,4 CH3 0,84 — 13, 14, 15
Glicose 1 96,7 CH 5,26 (d, 3,8) 2’ 3,5,3"”
2 71,0 CH 4,78 (dd, 3,8-10,3) 1,3 1,3
3 69,4 CH 5,35 (1, 10,0) 2,4 1,2, 4
4 68,2 CH 5,04 (1, 10,0) 3,5 3,5,6
5 68,4 CH 4,10 (m) 4 1,4’
6’ 61,9 CH: a-4,30 (dd, 4,4-12,4) 6b’ 4,5
b-4,05 (dd, 2,3-12,4) 6a’ 4,5
Manose 1”7 97,9 CH 4,84 (d, 1,32) 2" 27,37, 5",1”
2" 70,6 CH 5,21 (m) 17,3” 17,3”, 4”
3” 72,7 CH 4,18 (dd, 3,6-9,7) 27, 4” 27,47 1
4 68,2 CH 5,30 (t, 10,0) 3”,5” 3", 5", 6”
5” 69,0 CH 3,84 (m) 4”, 6a”, 6b” 17,3”, 4”
6” 62,6 CH: a-4,21 (dd, 5,6-12,3) 5”, 6b” -
b-4,06 (dd, 2,7-12,3) 57, 6a” 47
Glicerol 17 66,6 CH: a-3,81 (dd, 4,3-10,9) 1b”, 27 27,37, 1”
b-3,65 (dd, 6,0-10,9) 1a”, 2” 27,37, 1”
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Fonte: autoria propria.
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As anadlises de fragmentacdo do composto J55_C11 por HRMS/MS,

confirmou a ligacdo da cadeia do acido graxo pelo fragmento [M - glicose -

manose]" em m/z 345,3030 (calculado m/z 345,3005, erro 7,2 ppm). Adicionalmente

apresentou o ion [M - glicose]* em m/z 507,3504 (calculado m/z 507,3533, erro 5,7

ppm) (Figura 5.21).
Figura 5.21 — Espectros de massas de alta resolu¢do (a) e de fragmentagcédo (b) do composto
J55_C11.
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Uma vez determinadas inequivocamente as estruturas dos compostos
isolados, foi necessario estabelecer a configuragao absoluta dos residuos de agucar
presentes nos compostos. Implementou-se uma metodologia desenvolvida
recentemente para determinacéo da estereoquimica absoluta de enantibmeros de
acucar por 'H-RMN (INAGAKI et al., 2021). Descrita na figura 5.22, a metodologia
consiste na obtencédo de derivados da tiazolidina dos monossacarideos livres por
reacdo com o cloridrato do éster metilico da L-cisteina, a qual é realizada
diretamente no tubo de RMN em piridina deuterada, obtendo-se uma mistura
epimérica dos derivados de tiazolidina de cada acgucar.

Figura 5.22 — Procedimento de derivatizacao in situ no tubo de RMN de agUcares com o cloridrato do
éster metilico da L-cisteina.
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Fonte:adaptado de INAGAKI et al. 2021.

Os derivados de tiazolidina preparados de acordo com a metodologia descrita
por Inagaki et al. (2021) apresentam um par de sinais caracteristicos de cada um
dos epimeros obtidos, atribuidos aos hidrogénios H-2 dos agucares. Esses dupletos
com deslocamentos quimicos entre on 5,5-6,0 ppm e constantes de acoplamento
escalar Jun entre 2,0-7,5 Hz, sdo enantio-dependentes da configuragdo D- ou L- de
cada agucar, o que permite distingui-los perfeitamente um de outro. O derivado da D-
glicose apresentou os dois sinais em on 5,71 (d, J=7,1 Hz) e én 5,50 (d, J = 3,2
Hz). No caso do derivado da D-manose, os sinais H-2 apareceram em 61 5,94 (d, J =
2,2 Hz) e on 5,72 (d, J = 2,8 Hz). Os resultados obtidos para os padrbes foram

comparados com os reportados (INAGAKI et al., 2021) e coincidiram muito bem.
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Posteriormente, foi realizada a derivatizacdo da mistura 1:1 de D-glicose e D-manose
com o intuito de comprovar se os dois agucares eram diferencaveis (Figura 5.23).
Figura 5.23 — Ampliacdo dos espectros de 'H-RMN (600 MHz, Piridina ds) na regido dos sinais H-2

dos derivados tiazolidina realizados para: a) a D-glicose, b) a D-manose, e c) a mistura de D-glicose e
D-manose.
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Fonte: autoria propria.

Como as analises de 'H-RMN da mistura de D-glicose e D-manose permitiram
diferenciar os dois acucares derivatizados, a metodologia foi empregada na
determinacdo da configuracdo absoluta dos residuos de agucar dos glicolipideos
isolados. Foram preparados os derivados de tiazolidina da mistura dos agucares
obtida a partir da hidrélise acida dos glicolipideos isolados segundo o procedimento
previamente indicado. A analise dos sinais caracteristicos H-2 no espectro de 'H-
RMN da mistura dos agucares dos compostos J55_C9 e J55_C11 comparados com
a mistura dos padrbes, permitiu estabelecer sem ambiguidade a presenca de D-

glicose e D-manose nos compostos produzidos pela bactéria (Figura 5.24).

Os derivados de tiazolidina dos compostos J55_C8 e J55_C10 degradaram e
nao foi possivel fazer a determinacédo da configuracéo absoluta dos aglcares por
esse método. Todavia, levando-se em conta os valores praticamente idénticos dos
deslocamentos quimicos (0) de 'H e 13C dos glicoglicerolipideos naturais, como dos
derivados peracetilados, além de os valores proximos de rotacdo O6tica bem
proximos aos valores dos compostos J55_C9 e J55_C11, permitem afirmar que os
compostos J55_C8 e J55_C10 também contém D-glicose e D-manose. Assim, as
estruturas dos compostos isolados foram estabelecidas como 1-[a-D-glucopiranosil-
(1—3)-(6-0O-12-metiltetradecanoil — a-D-manopiranosil)]-glicerol para J55_C8, 1-[a-D-

glucopiranosil-(1—3)-(6-0O-14-metilpentadecanoil — a-D-manopiranosil)]-glicerol para
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J55_C9, 1-[a-D-glucopiranosil-(1—3)-(6-O-14-metilhexadecanoil—a-D-
manopiranosil)]-glicerol para J55_C10 e 1-[a-D-glucopiranosil-(1—3)-(a-D-

manopiranosil)]-3-O-14-metilhexadecanoil-glicerol para J55_C8 (Figura 5.25).

Figura 5.24 — Comparacgao dos sinais H-2 dos derivados de tiazolidina dos aglcares dos compostos
J55_C9 e J55_C11 com os dos padrdes de D-glicose e D-manose.
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Fonte: autoria prépria.

Figura 5.25 — Estruturas completas dos glicoglicerolipideos inéditos isolados a partir do meio de
cultivo da linhagem de bactéria Microbacterium testaceum J55, isolada da esponja T. brasiliensis.
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Fonte: autoria propria.

J55_C8: soélido incolor; [a]?5p +59,8 (¢ 0,002, CHCI3); IR (pastilha de Si) Vmax
3360, 1620 cm-'; dados de RMN de 'H e 13C tabela 2. ESIMS m/z 641,3733 [M + H]*
(calculada para C3oHs7014 m/z 641,3748, erro -1,7 ppm).

J55_C9: sélido incolor; [a]25p +60,5 (¢ 0,004, CHCIs); IR (pastilha de Si) Vmax
3300, 1650 cm-'; dados de RMN de 'H e 13C tabela S1. ESIMS m/z 655,3882 [M +

H]* (calculada para Cs1HssO14 m/z 655,3905, erro 3,5 ppm).
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J55_C10: sélido incolor; [a]25p +62,5 (¢ 0,004, CHCIs); IR (pastilha de Si) Vmax
3320, 1640 cm-'; dados de RMN de 'H e 13C tabela S1. ESIMS m/z 669,4041 [M +

H]" (calculada para Cs2HsoO14 m/z 669,4061, erro 3,0 ppm).

J55_C11: sélido incolor; [a]25p +57,7 (¢ 0,004, CHCI3); IR (pastilha de Si) Vmax
3350, 1610 cm-'; dados de RMN de 'H e 13C tabela 4. ESIMS m/z 691,3864, [M +

Na]* (calculada para Cs2HeoO14 m/z 691,3881, erro 2,4 ppm).

Os compostos J55_8, J55_C9 e J55_C10 nao foram ativos no bioensaio
contra Plasmodium falciparum. A avaliacdo da atividade bioldgica destes compostos

nos bioensaios anticancer e anti-Leishmania estao atualmente em andamento.

Em conjunto, os dados de redes moleculares e andlises em bioensaios
permitiram implementar uma abordagem guiada por espectrometria de massas para
o isolamento dos metabdlitos secundarios de interesse. Glicoglicerolipideos com o
esqueleto 1-[a-glicopiranosil-(1—3)-a-manopiranosil]-glicerol monoacilados sé&o
reportados neste trabalho pela primeira vez. A desreplicacéo pela féormula molecular
e a massa acurada nas bases de dados Natural Products Atlas (VAN SANTEN et al.,
2019) e Dictionary of Natural Products (https://dnp.chemnetbase.com), além da
consulta detalhada na literatura, nao encontrou essas estruturas reportadas
previamente. Estes se caracterizam pela monoacilagao na posi¢cao 6” ou 3”7, em
comparagcdo com os glicoglicerolipideos reportados até a presente data que
possuem idéntico esqueleto polar, isolados de meios de cultivo da bactéria Gram
negativa Flavobacterium marinotypicum (YAGlI e MARUYAMA, 1999) e da bactéria
Gram positiva Microbacterium sp. associada a esponja marinha Halichondria

panicea (WICKE et al. 2000), os quais estéo acilados em ambas posicoes.

N&o existem artigos na literatura de produtos naturais isolados de cultivos da
espécie Microbacterium testaceum. Este trabalho é o primeiro que reporta
metabdlitos desta espécie. A pesar de pertencer as Actinobacterias, o metabolismo
secundario de bacterias do género Microbacterium nao tem sido amplamente
investigado (Figura 5.26). Além dos glicoglicerolipideos GGL.1, GGL.2, GGL.3 e
GGL.4 reportados da espécie Microbacterium sp. (WICKE et al. 2000), os peptaibdis

microbacterinas A e B foram isolados do meio de cultura da espécie M. sediminis sp.
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nov. YLB-01(T) isolada do fundo marinho (LIU et al. 2015). Duas novas a-pironas, as
micropironas A e B foram isoladas do meio de cultivo da bactéria Microbacterium sp.
GJ312, a qual foi isolada da planta Glycyrrhiza uralensis (XU et al. 2021). Outros
trabalhos identificaram a producéo de carotenoides neste género e investigado o seu
papel como mecanismo de adaptacdo a condicbes ambientais extremas (REIS-
MANSUR et al. 2019; MANDAKOVIC et al. 2020). Um estudo genémico comparativo
de 70 genomas de 20 espécies diferentes de Microbacterium sobre o potencial de
producdo de metabdlitos secundarios, encontrou terpeno sintases (em 96% dos
genomas analisados), policetideo sintase do tipo Il (79%) e peptideos néo-
ribosomais sintetases (64%) como 0s gene clusters mais comuns nos genomas
destas bactérias. Além disso, outros gene clusters envolvidos na biossintese de
sideréforos, bacteriocinas, butirolactonas e peptideos ribossomais modificados pds-
traducionalmente (RiPP Ribosomally synthetized and Post-translationally modified
peptides) também foram identificados (CORRETTO et al. 2020), demonstrando que
apesar do seu menor genoma, em comparagdo com outras Actinobacterias,
possuem capacidades biossintéticas interessantes que podem motivar desenvolver
estudos mais aprofundados sobre o metabolismo secundario de bacterias

pertencentes a este género.

Figura 5.26 — Metabdlitos secundarios isolados do meio de cultivo de bactérias do género
Microbacterium sp.

FA > ”X(OJOL LA NS DR
H N N N X N
(@)

. _NH

OR
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o) o o 0 HNLO
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H I-H/ 5 H o5 H Hy —

MicrobacterinaA: R =H
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& 4 4
0”0 o- 0 OH
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Fonte: autoria propria.



118

Glicoglicerolipideos foram isolados de meios de cultivo bactérias de diferentes
origens como por exemplo do patégeno Rothia mucilaginosa (PASCIAK et al. 2004),
de bactérias associadas as esponjas marinhas como Bacillus pumilus (RAMM et al.
2004), Microccocus Iluteus (PAKKIRI et al. 2004), ou da bactéria marinha Bacillus
licheniformis 09IDYM23 (TAREQ et al. 2015), com estruturas amplamente
conservadas. Compostos desta classe também foram isolados de meios de
crescimento de cianobactérias (SHIRAHASHI et al. 1993), algas (MORIMOTO et al.
1995), liquens (SASSAKI et al. 1999) e organismos marinhos (CHENG-SANCHEZ e
SARABIA, 2018). Os glicoglicerolipideos sao produtos naturais de uma grande
diversidade quimica, gerada a partir dos diferentes tipos de acgucar que podem
constituir a parte polar da estrutura, a localizacéo da ligagdo glicosidica entre eles, e
o tipo de &cido graxo presente na estrutura quimica da molécula. As caracteristicas
anfifilicas destes compostos Ihes conferem interessantes propriedades para interagir
com diferentes alvos biolégicos possibilitando apresentarem diversas atividades
biologicas. Por exemplo, alguns glicoglicerolipideos apresentam atividade citotoxica
(HOU et al. 2007), antiviral (LOYA et al. 1998), anti-inflamatéria (BERGE et al. 2002),
e antifungica (IGARASHI et al. 2017).
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6. CONCLUSOES

Foram isoladas 87 linhagens bacterianas a partir da esponja marinha T.
brasiliensis com o intuito de verificar, através de uma abordagem dependente de
cultivo, se a pseudoceratidina e os seus derivados bromados eram de origem
microbiana ou ndo. Assim, do desenvolvimento da primeira parte do trabalho pdde-

se concluir que:

« As andlises por UPLC-MS/MS dos extratos indicaram que as bactérias
isoladas, sob as condi¢cbes de crescimento e extracdo empregadas, nao produzem
os derivados bromados da pseudoceratidina. No entanto, a comparagédo manual
das analises dos extratos dos meios de cultivo das 85 bactérias analisadas com o
respectivo controle negativo do extrato do meio de cultivo, permitiu identificar 27
linhagens que apresentaram perfis metabdlicos de destaque. Estas produziram
extratos cujos perfis indicaram picos diferentes dos componentes meio de cultivo.
Os extratos dos meios de cultivo destas 27 bactérias foram submetidos a anélises

de desreplicacao.

+ A extracdo dos metabdlitos secundarios produzidos pelas 27 linhagens de
bactérias selecionadas empregando-se a mistura das resinas XAD-2, XAD-4 e
XAD-7HP foi maior quando as resinas foram colocadas desde o inicio do
crescimento destas linhagens. Os perfis cromatograficos desses extratos
apresentaram maior diversidade de compostos. No entanto, foram observados
muitos componentes do meio de cultivo em todas as fracbes de todos os extratos
obtidos, o que acabou dificultando o processo de purificacdo. O fato de compostos
serem detectados por espectrometria de massas ndo indica necessariamente a
presenca destes compostos em quantidades suficientes para o seu isolamento,
uma vez que a deteccao esta relacionada com a facilidade de ionizagdo dos

compostos detectados.

+ Os dados obtidos do sequenciamento do gene 16S das trés linhagens
selecionadas mostram que a linhagem Vibrio sp. J17 e as linhagens Ruegeria sp.
J15 e Ruegeria sp. J49 sao de origem marinha pelo fato estes géneros de

bactérias serem tipicos deste ambiente. Estes resultados também concordam com
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resultados de analise metagendmica realizados com T. brasiliensis (RUA et al.
2018).

+ A investigagdo quimica dos extratos dos meios de cultivo das linhagens
Vibrio sp. J17 e Ruegeria sp. J49 foi dificultada devido a presenca de componentes
do meio de cultivo durante todo o processo de purificagdo. A dificuldade em se
isolar compostos a partir dos meios de cultivo destas duas linhagens muito
provavelmente foi também foi devido as caracteristicas proprias destas linhagens
para produzir metabdlitos secundarios. O sequenciamento e analises dos
respectivos genomas indicou limitadas capacidades biossintéticas, além das

restritas condi¢cdes de cultivo empregadas.

O isolamento de compostos a partir das linhagens bacterianas isoladas da
esponja marinha Tedania brasiliensis foi desafiador desde o inicio, uma vez que a
abordagem inicial de cultivo numa Unica condicao e a metodologia de escolha das

linhagens mais promissoras néo levaram aos resultados esperados.

E fato bem conhecido que a “domesticacdo” de micro-organismos isolados de
ambientes naturais em condicbes de laboratoério, ndo permite, na maioria dos casos,
a expressao génica relacionada aos compostos que linhagens selvagens sao
capazes de produzir. A complexidade dos ecossistemas microbianos, interacdes
simbidticas ou ambientais, sdo provavelmente algumas das causas deste

inconveniente.

Abordagens que permitam um estudo mais amplo e diversificado do
metabolismo de micro-organismos cultivaveis vem se implementado recentemente. A
avaliacdo de diferentes condi¢des de cultivo da linhagem bacteriana codificada como
Microbacterium testaceum J55 e posterior andlise metabolémica comparativa,
permitiu estabelecer o meio de cultivo liquido YEME como o meio no qual a bactéria
Microbacterium testaceum J55 produz uma maior diversidade quimica de
metabdlitos secundarios. Este resultado a partir de anéalises metabolémicas foi
respaldado pelos resultados dos ensaios da atividade biolégica, nos quais uma

fracao deste extrato foi a mais ativa em trés dos quatro bioensaios avaliados.
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Desta maneira, o estudo quimico do extrato orgénico proveniente do cultivo
da linhagem bacteriana Microbacterium testaceum J55 em meio liquido YEME
permitiu o isolamento e identificacdo de 4 novos glicoglicerolipideos. Este € o
primeiro reporte de metabdlitos secundarios para esta espécie bacteriana. Isso
demostra que a abordagem OSMAC (One Strain, MAny Compounds), em conjunto
com andlises metaboldmicas, € uma alternativa viavel para acessar em maior
extensdo as capacidades biossintéticas de um micro-organismo, e otimizar o

trabalho em tempo e recursos na descoberta de moléculas inéditas.
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8. APENDICE

Lista de tabelas

Tabela S1 — Dados de RMN dos compostos J55_C9 e J55_C10 (MeOH ds; 145
H 600 MHz, 13C 150 MHz).

Tabela S2 — Dados de RMN dos compostos derivados peracetilados 146
J55_C9PA e J55_C10PA (MeOH ds4; 'H 600 MHz, 13C 150 MHz).
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Tabela S1 — Dados de RMN dos compostos J55_C9 e J55_C10 (MeOH dy; 'H 600 MHz, 13C 150
MHz).

J55_C9 J55_C10
Pos. 6C, tipo OH (J em Hz) 6C, tipo 6H (J em Hz)
Aglicona 1 175,7C - 175,7C -
2 35,1 CHz 2,36 (t, 7,4) 35,1 CHz 2,36 (t, 7,5)
3 26,2 CHz 1,63 (m) 26,2 CH: 1,63 (M)
4 30,4 CHz 1,32 30,4 CH2 1,34
5-12 28’5;_'321 2 1,29 28’(7;;_'321 2 1,29
13 40,4 CH> 1,17 38,0 CH2 1,30/1,10
14 29,3 CH 1,52 35,8 CH 1,30 (m)
15 23,8 CH3 0,88 (d, 6,7) 30,8 CH2 1,35/1,14
16 23,8 CH3 0,88 (d, 6,7) 11,9 CH3 0,88 (t, 7,4)
17 - - 19,8 CHs 0,86 (d, 6,3)
""" Glicose 1 1022CH  513(d,39  1022CH  513(d,38
2’ 74,2 CH 3,41 (dd, 3,8-9,5) 74,2 CH 3,41 (dd, 3,8-9,2)
3 75,3 CH 3,69 (t, 9,3) 75,2 CH 3,70 (t, 9,3)
4 72,0 CH 3,25 (t, 9,5) 72,0 CH 3,25 (t, 9,5)
5’ 74,2 CH 3,87 (m) 74,2 CH 3,87 (m)
6’ 62,9 CHz a-3,85 (m) 62,9 CH: a-3,85 (m)
b-3,64 (dd, 6,7-11,9) b-3,64 (dd, 6,7-12,0)
""" Manose ~ 1°  1024CH  474(d,14)  1024CH  474(d,130)
2” 71,2 CH 4,12 (tl) 71,2 CH 4,12 (tl)
3” 81,7 CH 3,84 (m) 81,6 CH 3,84 (m)
47 67,7 CH 3,86 (m) 67,7 CH 3,86 (m)
5” 72,3 CH 3,78 (m) 72,3 CH 3,78 (m)
6” 649 CH2>  a-4,40 (dd, 1,8-11,7) 65,0 CH2  a-4,40 (dd, 1,7-11,7)
b-4,23 (dd, 6,2- 11,7) b-4,23 (dd, 6,2-11,7)
 Glicerol 1" 703CH: a377(m) 703CH a377(m)
B-3,42 (m) b-3,42 (m)
2” 72,3 CH 3,79 (m) 72,3 CH 3,79 (m)
3” 64,4 CH2  a-3,58 (dd, 5,0-11,1) 64,4 CH2  a-3,58 (dd, 5,1-11,0)

B-3,52 (dd, 5,7-11,1) b-3,53 (dd, 5,6-11,1)
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Tabela S2 — Dados de RMN dos compostos derivados peracetilados J55_C9PA e J55_C10PA
(MeOH dy; 'H 600 MHz, 13C 150 MHz).

Aglicona

Glicose

Manose

Glicerol

Pos.

1

A W DN

1 )

2111

J55_C9PA J55_C10PA
6C, tipo 6H (J em Hz) oC, tipo 6H (J em Hz)
173,6 C — 173,6 C —
34,2 CH2 2,35 (m) 34,2 CH: 2,35 (m)
25,0 CH2 1,63 (M) 25,0 CH: 1,63 (M)
29,4 CH: 1,32 29,3 CH2 1,32
27,(6;_'321 ,2 1,26 27,(6;;4321 ,2 1,26
39,2 CH2 1,16 (M) 36,8 CH: 1,28/1,08
28,2 CH 1,52 (m) 34,6 CH 1,30 (M)
22,8 CHs 0,87 (d, 6,9) 30,0 CH: 1,33/1,13
22,8 CH3 0,87 (d, 6,9) 11,6 CHs 0,86
- - 19,4 CHs 0,84
""""""""""""""""""""""""""""" 9%7CH  526(d,36  97CH 52637
71,0 CH 4,78 (dd, 3,7-10,3) 70,9 CH 4,78 (dd, 3,8-10,4)
69,4 CH 5,35 (t, 9,9) 69,4 CH 5,35 (t, 10,0)
68,2 CH 5,04 (t, 9,9) 68,2 CH 5,04 (t, 9,9)
68,4 CH 4,10 (m) 68,4 CH 4,10 (m)
61,9CH2  a-4,31 (dd, 4,1-12,5) 61,9CH2  0-4,30 (dd, 4,3-12,4)
B-4,06 (dd, 1,9-12,5) B-4,05 (dd, 2,0-12,4)
""""""""""""""""""""""""""""" o78CH  484()  978CH  484(s)
70,6 CH 5,21 (m) 70,6 CH 5,20 (dd, 1,4-3.5)
72,7 CH 4,18 (dd, 3,6-9,8) 72,7 CH 4,18 (dd, 3,7-9,7)
68,3 CH 5,30 (t, 9,9) 68,2 CH 5,29 (t, 10,0)
69,1 CH 3,84 (m) 69,1 CH 3,83 (m)
62,4 CH: a-4,19 (m) 62,4 CH2  a-4,19 (dd, 5,6-12,3)
B-4,08 (m) B-4,08 (dd, 2,3-12,6)
 Glicerol 17 664CH:  a-3,80(dd,51-111)  664CH,  a-3,80(dd, 4,8-11,0)
B-3,64 (dd, 6,0-11,1) B-3,64 (dd,6,2-11,0)
70,0 CH 5,21 (m) 70,0 CH 5,21 (m)
62,4 CH2  a-4,32 (dd, 4,1-12,0) 62,4 CH2  a-4,32 (dd, 4,0-12,3)

3”3

B-4,15 (dd, 5,8-12,0)

B-4,14 (dd, 6,0-12,1)
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Figura S1 — Espectro de 'H do composto J55_C8 (MeOH ds; 'H 600 MHz).
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Figura S2 — Espectro de 13C do composto J55_C8 (MeOH dy; 13C 150 MHz).
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Figura S3 — Espectro DEPT-135 do composto J55_C8 (MeOH ds; 13C 150 MHz).
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Figura S4 — Espectro COSY do composto J55_C8 (MeOH d4; 'H 600 MHz).
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Figura S5 — Espectro HSQC do composto J55_C8 (MeOH ds; 'H 600 MHz).
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Figura S6 — Espectro HMBC do composto J55_C8 (MeOH ds; 'H 600 MHz).
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Figura S7 — Espectro de H do composto J55_C8PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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Figura S8 — Espectro de 13C do composto J55_C8PA (CDCls; 13C 150 MHz).
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Figura S9 — Espectro DEPT-135 do composto J55_C8PA (CDCls; 13C 150 MHz).
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Figura S10 — Espectro COSY do composto J55_C8PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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Figura S11 — Espectro HSQC do composto J55_C8PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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Figura S12 — Espectro HMBC do composto J55_C8PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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Figura S13 — Espectro de 'H do composto J55_C9 (MeOH dy 'H 600 MHz).
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Figura S14 — Espectro de 13C do composto J55_C9 (MeOH dy; 13C 150 MHz).
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Figura S15 — Espectro COSY do composto J55_C9 (MeOH ds4; 'H 600 MHz).
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Figura S16 — Espectro HSQC do composto J55_C9 (MeOH ds; 'H 600 MHz).
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Figura S17 — Espectro HMBC do composto J55_C9 (MeOH dy; 'H 600 MHz).
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Figura S18 — Espectro de 'H do composto J55_C9PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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Figura S19 — Espectro de 13C do composto J55_C9PA (CDCls; 13C 150 MHz).
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Figura S20 — Espectro de DEPT-135 do composto J55_C9PA (CDCls; 13C 150 MHz).

3 :
FQ
I Q.
é [ ©
Gg8'2e | &N
68'22 = i
N = P
91'8¢ N
GE'6¢ é
Gg8'62
2O % L ©
1862 ™
68'68/ =
88'08/
€9'LE ]
zz ve/ «

8
3
|
40

|
<
L ©
[Te]
-3
/819
6£'29 =)
av'z9§ ©
6£'99 —
LZ'89\ )
98'89\ ©
£'89 -~
OL'697 — =)
£7'69 / % ~
86'69 /
09'0L o
S6°0L T~
892
s
0¥ LL o
[ee]
o]
[e0]
| ©
o
-
£/'96 —
¥8'/6—
o
- O
e

T
105




167

Figura S21 — Espectro COSY do composto J55_C9PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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Figura S22 — Espectro HSQC do composto J55_C9PA (CDCIs; 'H 600 MHz).
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Figura S23 — Espectro HMBC do composto J55_C9PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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Figura S24 — Espectro de 'H do composto J55_C10 (MeOH dy; 'H 600 MHz).
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Figura S25 — Espectro de 13C do composto J55_C10 (MeOH ds; 13C 150 MHz).
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Figura S26 — Espectro DEPT-Q do composto J55_C10 (MeOH ds; 13C 150 MHz).
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Figura S27 — Espectro COSY do composto J55_C10 (MeOH d4; 'H 600 MHz).
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Figura S28 — Espectro HSQC do composto J55_C10 (MeOH ds; 'H 600 MHz).
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Figura S29 — Espectro HMBC do composto J55_C10 (MeOH d4; 'H 600 MHz).
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Figura S30 — Espectro de 'H do composto J55_C10PA (CDClz; 'H 600 MHz).
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Figura S31 — Espectro de 13C do composto J55_C10PA (CDClz; 13C 150 MHz).
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Figura S32 — Espectro DEPT-135 do composto J55_C10PA (CDClIs; 13C 150 MHz).
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Figura S33 — Espectro COSY do composto J55_C10PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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Figura S34 — Espectro HSQC do composto J55_C10PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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Figura S35 — Espectro HMBC do composto J55_C10PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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Figura S36 — Espectro de 'H do composto J55_C11 (MeOH d4; 'H 600 MHz).
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Figura S37 — Espectro de 13C do composto J55_C11 (MeOH dy; 13C 150 MHz).
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Figura S38 — Espectro COSY do composto J55_C11 (MeOH d4; 'H 600 MHz).
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Figura S39 — Espectro HSQC do composto J55_C11 (MeOH ds; 'H 600 MHz).
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Figura S40 — Espectro HMBC do composto J55_C11 (MeOH d4; 'H 600 MHz).
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Figura S41 — Espectro de 'H do composto J55_C11PA (CDClz; 'H 600 MHz).
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Figura S42 — Espectro de 13C do composto J55_C11PA (CDClz; 13C 150 MHz).
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Figura S43 — Espectro DEPT-135 composto J55_C11PA (CDCls; 13C 150 MHz).
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Figura S44 — Espectro COSY do composto J55_C11PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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Figura S45 — Espectro HSQC do composto J55_C11PA (CDClz; 'H 600 MHz).
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Figura S46 — Espectro HMBC do composto J55_C11PA (CDCls; 'H 600 MHz).
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