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RESUMO

Estudos bioprospectivos de microrganismos endoéitipara aplicagbes
biotecnolégicas sdo fundamentais na descobertawksrsubstancias, as quais podem
ser utilizadas em diferentes areas. Por habitanetros biologicos Unicos, endofitos
representam excelente fonte de produtos naturamstidds com estrutura quimica e
atividade biolégica diversas. Um microrganismo déito, isolado de folhas de
Prunus spp. (Cerrado de Sao Carlos — SP, Brasil), apm@msguotencial antagdnico
contra importante patdbgeno em saude publica. Oftiedofoi identificado fenotipica e
genotipicamente comBaenibacillus polymyxa denominado RNC-D. O extrato bruto
fresco apresentou potencial antagénico maximo 8e.BOmL™ contraEscherichia coli
ATCC 25922 (48 horas da cultura)S¢éaphylococcus aureuTCC 25923 (120 horas
da cultura). As substancias bioativas contidas xtca® mantiveram a bioatividade
apos tratamento enzimatico utilizando proteasespasd. O extrato concentrado
manteve-se biologicamente ativo quando expostmpédgaturas elevadas (100 e 121°C)
e baixas temperaturas (-20 e -80 °C); da mesmairaaaebioatividade do extrato néao
foi alterada em valores de pH entre 2,0 e 9,0,raarhbos os microrganismos testados.
A massa molar das substancias bioativas cdhtreoli foi estimada por ultrafiltracdo
como menor que 1 kDa, enquanto que, p&aaureusa estimativa da massa dos
compostos foi maior que 1 e menor que 2 kDa. Aga¥e técnica cromatografica
(HPLC) foi possivel a separacao das substanciasivas contidas no extrato produzido
por P. polymyxaRNC-D. Trés novas moléculas, com massas molard82ie420 e 425
Da foram identificadas por LC-MS em pico bioativelufdo em HPLC a 22% de
solucdo 20 mM TRIS + 1 M NaCl) contia coli. O estudo prosseguira na determinacao
do espectro antimicrobiano das novas substancoedivas purificadas, bem como na

avaliacdo de possiveis areas de aplicacao.

Palavras-chave: microrganismos endofiticos, Cerradd?runus spp., potencial

antagonico, substancias bioativas, purificagao é&hdd



ABSTRACT

Bioprospective studies of endophytic microorganisfos biotechnological
applications are essentials to discovery new sobsta which can be used in different
areas. Endophytes represent an excellent sourdsoattive natural products with
chemical structure and biological activities die=sAn endophytic microorganism,
isolated from leaves oPrunus spp. (Cerrado of Sao Carlos, SP, Brazil), showed
antagonic potential against important pathogen ubliP Health. The endophytic
microorganism was phenotipic and genetic identifikel aPaenibacillus polymyxand
it was given the strain designation RNC-D. The Hrésut extract showed maximum
antimicrobial potency of 800 AU.mt.againstEscherichia coliATCC 25922 (48 hours
of culture) andStaphylococcus aureuATCC 25923 (120 hours of culture). The
bioactive substances contained on extract keptchudiy after enzymatic assay with
proteases and lipase, pH variation from 2.0 to ;érmic treatment using low (-80, -
20 °C) and high temperatures (100, 121 °C) agdiogt microorganisms tested. The
molecular weight of bioactive substances agdinstoli was estimated by ultrafiltration
as smaller than 1 kDa, while the bioactive compsuadainst S. aureus have the
molecular weight between 1 and 2 kDa. It was pdssib separate the bioactive
substances contained in the extract produced Pby polymyxa RNC-D using
chromatographic technique (HPLC). Three new mogssulvith molecular weight 403,
420 and 425 Da were identified in bioactive pedltéel in 22% of solution 20 mM
TRIS + 1 M NaCl) againsk. coli using LC-MS. This research will be continued to
determinate the antimicrobial spectrum of the pedliimolecules, as well as to evaluate
the potential application areas.

Key — words: endophytic microorganisms, Cerradrunusspp., antagonic potential,

bioactive substances, purification with HPLC.
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1. INTRODUCAO

1.1. Necessidade de novos compostos bioativos

A necessidade da descoberta e utilizacdo de coogpapie proporcionem
qualidade de vida em varios aspectos da condicdoaha é preponderante. A
resisténcia bacteriana a drogas e o aumento ddémza de doencas de origem
microbiana enfatizam a necessidade da investigacdeteccdo de novos compostos
bioativos.

O uso de novas drogas antimicrobianas efetivasstdmincitado pelo aumento
na prevaléncia de bactérias resistentes a antibgtiUm importante exemplo é a
elevada incidéncia de cepas®taphylococcuaureusresistentes a meticilina (SARM),
as quais representam até 45% das espécieS. daureusisoladas de infec¢bes
nosocomiais distribuidas mundialmente (Emori e @ay©993).

Estudos envolvendo microrganismos produtores dktqulas biologicamente
ativas sdo essenciais para o isolamento de novopasios. De acordo com Homma e
Suzui (1989), antibidticos elaborados por microigiaoes desempenham um importante
papel na supressao de patdgenos.

O mundo microbiano possui uma ampla diversidadeunda estimativa de que
menos de 1% das espécies bacterianas e menos dlabUspécies fungicas sejam
conhecidas, sugerindo que milhdes de espécies boas ainda ndo foram
descobertas (Gunatilaka, 2006).

Diferentes habitats microbianos precisam ser exatais noscreeningde cepas
potencialmente produtoras de moléculas que aperaenibatividade. Microrganismos

endofiticos exploram um habitat ndo usual — tecidsrnos de plantas — o que pode
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torna-los aptos a possuirem potencial para a péadde compostos bioativos similares
aos produzidos por seus hospedeiros. Endofiticosatéaido a atencdo na busca por
novos compostos naturais bioativos que podem sefogsno design de novas drogas
substituindo as atualmente utilizadas, as quaisascgmatogénicas tém adquirido
resisténciaapidamenteRlackwell, 2000).

Estudos bioprospectivos de microrganismos endosisdo fundamentais para a
descoberta de novas substancias usadas na tecap@umnana, incluindo antibioticos,
antimalaricos, anticarcinogénicos (Strobel e Ldri9)8; Strobel, 2002; Strobel e Daisy,

2003), antifungicos, dentre outros.

1.2. Microrganismos endofiticos

A evidéncia de microrganismos associados a @amtescobertos em tecidos
fossilizados de caules e folhas, revelou que aages hospedeiro-enddfitos podem ter
evoluido desde o periodo em que plantas superapaseceram na Terra (Strobel,
2003).

Endofiticos podem ser definidos como quaisquer anganismos que, pelo
menos em uma fase de seu ciclo de vida, colonizamenor de tecidos vegetais sem
causar danos aparentes a planta hospedeira (Hallshah, 1999).

Segundo Hallmanret al. (1997), microrganismos associados a plantas podem
permanecer localizados em certo ponto ou se espaih@o interior de seu hospedeiro.
Estes microrganismos podem residir no interior désilas vegetais (Jacolet al,
1985), no espaco intercelular (Patrigetral, 1978) ou no sistema vascular (Bsllal,

1995).
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De acordo com Clay (1992), microrganismos endofiticcsdo importantes
componentes da diversidade microbiana, devido & d@ que numerosas novas
espécies podem existir no interior das plantas.

Endofiticos constituem-se em importante reservdidersidade genética sendo,
portanto, fonte para a descoberta de novas mokbigativas com amplo espectro de
bioatividade (Tan e Zou, 2001; Strole¢lal, 2004).

Microrganismos associados a plantas desenvolverdmabaidade bioquimica
para produzir compostos similares ou idénticos laguproduzidos por suas plantas
hospedeiras como um resultado de recombinacdo icgendurante o processo
evolucionario (Gunatilaka, 2006).

Pesquisas recentes (Cab al, 2003; Caoet al, 2004; Castilloet al, 2002;
Coombs e Franco, 2003) tém demonstrado como eivdsfipodem habitar em
hospedeiros vegetais sem causar danos, e por suapreeluzirem metabdlitos
secundérios bioativos, 0os quais conduzem a um gonmnmenresisténcia do hospedeiro
contrastresse infecgcOes patogénicas.

Por habitarem nichos biolégicos Unicos, eitd®frepresentam excelente fonte
de produtos naturais bioativos. Segundo Strobel03R0 estes microrganismos
aumentam a resisténcia da planta hospedeira cahesidades através da secrecdo de
metabdlitos secundarios, numa perspectiva co-exmlada.

De acordo com Hallmanet al (1997), endéfitos podem ser isolados de plantas
cuja superficie foi esterilizada ou podem ser éttm de tecidos internos. Uma grande
variedade de espécies bacterianas pode ser isalaggartir de uma Unica planta
(Kobayashi e Palumbo, 2000).

Enquanto processos de sintese combinatoria, eisdsffproduzem metabdlitos

secundarios bioativos definidos como compostosaillpeso molecular, que ndo sao
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requeridos para crescimento em cultura pura, nadupidos como um mecanismo de
adaptacao, exercendo funcdes especificas na nafidemain, 1981).

Neste sentido, Schutz (2001) sugere que organignsmis biotipos que estao
em constantes interacdes metabodlicas e ambiergasg provavelmente, expressar
maior producdo de metabolitos secundarios bioativos

Alguns metabdlitos microbianos parecem ser caliatitsys de certos biétopos,
tanto em nivel do organismo quanto do ambiente t¢5H2001). Sendo assim, a
pesquisa por novos metabolitos secundarios devieeadizar em organismos que

habitam biétopos impares.

1.3. Vegetacgao de Cerrado

Savanas brasileiras, conhecidas como Cerrado, &a&uterizadas por ampla
variedade vegetal. O Bioma do Cerrado ocupavainatigente, 23% da area territorial
brasileira (Ratteret al, 1997), cobrindo a Planicie Central e abrangendershs
espécies fisiondbmicas, desde pastagens com an®msqueno porte, até florestas onde
a maioria das fitoespécies representam a definiigiccavana Tropical (Sarmiento,
1983), caracterizada por vegetacdo densa em biar{@bgeira-Filho e Ratter, 2002).

Atualmente, a vegetacdo de Savana ocupa cerca @€085knf, a qual
representa apenas 20% de uma area original de.16B88nf. Este é o segundo maior
ecossistema do Brasil, sendo apenas menor que adédmaEiten, 1972). O Cerrado
brasileiro é caracterizado por um clima sazong ptecipitagdo anual varia de 1200 a
1800 mm, e uma estacdo seca que ocorre duranterbeses por ano (Adamat al

1985).
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Segundo Rattest al (1997), o bioma do Cerrado € uma das mais raasnas
do mundo, comportando imensa diversidade de fatioase O endemismo de plantas &
bastante elevado, estimado em mais de 4.400 espéeiglantas superiores, o que
posiciona o Cerrado Brasileiro entre os B6tspots globais de conservacdo da
biodiversidade (Mayerst al, 2000).

Embora nas ultimas décadas (Rather, 1996), tenhddham crescente interesse
no estudo do Cerrado Brasileiro, baseado no fatgude ele € um centro Unico e
extremamente rico em biodiversidade, o conhecimbitidgico do Cerrado €, ainda,

incompleto.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Isolar endofitico(s) de plantas do CerraBoufiusspp. eCassia leptophyllada
regido de S&o Carlos, SP, e realizar a purificag&raracterizacdo bioquimica de

substéancias bioativas produzidas pelas cepas &olad

2.2. Objetivos especificos

» Isolar microrganismos endofiticos a partir das f@saRrunusspp. eCassia
leptophyllg vegetacdo de Cerrado da regido de Sao Carlos — SP

« Auvaliar o antagonismo do(s) isolado(s) contra biéadépatogénicas;

* Realizar a identificacdo fenotipica e genotipica dapas isoladas que
apresentarem potencial antagonico;

» Cultivar o endofitico e avaliar a bioatividade ddrato contraEscherichia
coli (ATCC 25922) estaphylococcus aureATCC 25923);

» Caracterizar bioquimicamente o extrato produzido padofitico;

» Purificar os compostos bioativos contidos no eatedtavés de HPLC;

* Determinar a massa molar das substancias puriSoaaiaHPLC por analise

de LC-MS.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Isolamento de microrganismos endofiticos

Foram coletadas folhas e caulesRienusspp. eCassia leptophylleem area
com vegetacdo de Cerrado na cidade de Séo Ca#y Brasil. As amostras foram
colocadas em sacos plasticos esterilizados e teasglps ao Laboratério de Ensino,
Pesquisa e Diagnostico em Microbiologia (Univerdal&ederal de Sdo Carlos) para
processamento, em um intervalo maximo de duas hdfasa eliminacdo de
microrganismos epifiticos foi realizada desinfeccde superficie, com imersao
sequencial das folhas e caules em etanol 70% pandto, solugcdo de hipoclorito de
sédio 2% por 6 minutos, etanol 70% por 30 segumgdmalmente, enxaglie em agua
destilada esterilizada (Pereit al, 1996). As folhas e caules foram cortados
assepticamente em pequenos pedacos (0,5 - 0,7¢nocdados na superficie do agar
peptona (AP) e agar extrato de levedura (YE); asgsl foram incubadas a temperatura
ambiente por 4 dias. Paralelamente outros pedagasifhomogeneizados em agua
peptonada 0,1% e diluicdes decimais seriadas (120°) foram plagueadas em AP e

YE e incubados sob as mesmas condi¢oes (Shirlidwgftieb, 1966).

3.2. Caracterizacao fenotipica e bioquimica dos eafiticos isolados

Coldnias isoladas nos agares AP e YE foram avaligdanto as caracteristicas

morfoldgicas e culturais, sendo posteriormente ®iiol@s as seguintes caracterizages
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bioquimicas: coloracdo de Gram e Ziehl-Neelsendygéo de melanina e atividade de

catalase.

3.3. Identificacéo genotipica

O endofitico selecionado foi identificado pelo nu&tode amplificacdo e
sequenciamento do RNA ribossomal 16S. A extracadNA& gendmico total do
isolado bacteriano foi realizada utilizando o nkiniQlAamp DNA (Qiagen). pL da
amostra contendo DNA modelo foi adicionada all8la mistura reacional (Qiagen
Fast Cycling PCR Kit). Oprimersusados na reagao foram 27F 5 — AGA GTT TGA
TCM TGG CTC AG3' e 519R 5'- GWA TTA CCG CGG CKG CT&3'.

Os produtos amplificados por PCR foram purificadtzando o kit comercial
QIAquick PCR purification (Qiagen). Ambos os produtos de PCR purificadoanfor
sequenciados usando 0s mesmpemers com métodos de seqlenciamento
padronizados (FMV Sequencing Laboratory, Bigdyenteator version 3.1, sequencer:
AB1 310; Applied Biosystems, Foster City, CalifaneEUA).

As sequéncias foram comparadas no NCBI GenBank daossen como
ferramenta o BLAST (National Center for Biotechrglo Information - http:
//blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi). Esta avaliaci@o realizada pelo INRS — Institut

Armand Frappier (Laval, Quebec, Canada).



Materiais e Métodos 9

3.4. Avaliacdo qualitativa da atividade antimicrobana

O teste da sobrecamadaverlay Assayfoi utilizado como bioensaio qualitativo
para detectar a producdo de compostos bioativosafieoe Seldin, 1993). Duas a trés
colénias do microrganismo endofitico foram diluiéas agua peptonada 0,1% e cinco
aliquotas de 20 pL foram transferidas para a sigeede placas contendo AP e YE. As
placas foram incubadas a temperatura ambiente g@s4 Apos crescimento, 1 mL de
cloroférmio foi adicionado na superficie internatdmpa de cada placa para inativacéo
microbiana (20 minutos). As placas permanecerani-gbertas, por 30 minutos, para
eliminacao dos residuos de cloroférmio.

Staphylococcus aureSTCC 25923foi cultivado em caldo BHIRrain Heart
Infusion por 24 horas e 200 uL foram transferidos paraduiontendo 10 mL de BHI
semi-soélido. As solugfes resultantes foram vertidasuperficie de placas contendo o
endofitico inativado. As placas foram incubadas {@7/ 24 - 48 h) para verificar a

ocorréncia de halos de inibi¢ao.

3.5. Microrganismos, meios e condi¢des de cultivo

O meio de cultura utilizado para crescimento doronganismo endofitico foi
ISP2 (extrato de levedura 2,5 g; extrato de mdlt® f; dextrose 4,0 g; agar 20 g; agua
destilada 1000 mL; pH 7,0) suplementado com 0,2%pebtona. O endofitico foi
submetido a crescimento esfants (48-72 horas / 28 °C) e armazenado a 4 °C. Para
estocagem em longo prazo foram preparados criottimosculturaovernightem caldo

ISP2, adicionada de glicerol (concentragao finals¥#%) e armazenados a - 80 °C.
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Foram utilizados como microrganismos indicadoreangpositivo e Gram-
negativo Staphylococcus aureudTCC 25923 eEscherichia coliATCC 25922,
respectivamente. Para a realizacdo dos bioenssitas bactérias foram incubadas em
caldo BHIlovernighta 37 °C. As cepas foram cultivadas e estocadaslamtsa 4 °C.
Os microrganismos indicadores foram fornecidos Baleterioteca do Departamento de

Microbiologia, Universidade de Montreal (Saint-Hiygbe, Quebec, Canada).

3.6. Producéao do extrato bruto

O meio de inoculo foi preparado transferindo-sescaleadas do microrganismo
endofitico, acondicionado erslant a um Erlenmeyercom capacidade de 200 mL
contendo 10 mL de ISP2. Este meio foi mantsgiernighta 28° C e 180 rpm eshaker
orbital. Entdo, 1% (v/v) do in6culo (densidade é@tD,8;1 600 nm) foi adicionado a
Erlenmeyerde 1 litro com 200 mL de ISP2. O meio de produgidintubado a 28° C e
180 rpm (Gerhardtt al, 1994).

Apods atingir a fase estacionaria, a cultura foitrfmada (10.000 g, 20
minutos) e o sobrenadartell-freefoi filtrado em membrana de 0,22 um para obtencgao

do extrato bruto.

3.7. Cinética de crescimento do endofitico

O microrganismo endofitico foi cultivado em meiguido ISP2 conforme

condigdes citadas anteriormente. O crescimentooli@no foi mensurado através de

diluicbes decimais seriadas da cultura, com unrvate de 24 horas. As diluigbes
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foram plaqueadas em agar ISP2 e incubadas a 2848C- /72 h. As quantificacdes

foram conduzidas em triplicata e os resultadosesgms em log UFC. mt

3.8. Determinacao quantitativa da atividade antimicobiana

A quantificacdo da atividade antimicrobiana foi lisda pelo método de
difusdo em agam(ell diffusion assgy Aliquotas de 100 pL do extrato bruto fresco,
diluido duplo-serialmente, foram depositadas erfictyi de placas com agar Mueller-
Hinton, previamente semeadas c&mcoli e S. aureug10® células / mL). As placas
foram incubadas a 37 °@vernightpara verificar os halos de inibicdo. Os bioensaios
foram avaliados em triplicata.

A atividade antimicrobiana foi expressa em Unidadebitrarias por mL
(UA.mL™), sendo esta definida como a reciproca entre @icdid mais alta que

apresente zona de inibicado e que corresponda adersbbrenadante ndo-diluido.

3.9. Tratamentos térmico, enzimético e de variacawo pH

A estabilidade térmica do extrato bruto, concemtradma proporgdo de 10
vezes enspeed-vacfoi avaliada expondo-o a diferentes tempos e éeatpras: -80,
-20, 28 e 37 °C por 6 horas; 60, 80 e 100 °C gmra e 121 °C por 15 minutos.

O extrato bruto concentrado foi submetido a tratdameom diferentes enzimas

degradativas. Em 100 pL de extrato foi adicionadogdldas enzimas: protease (tipo
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XVIII), proteinase K, pronase E (tipo XXV), pepsjrtapsina e lipase. As preparacoes
foram incubadas a 37 °C por 1 hora.

A bioatividade do extrato concentrado foi veriieaem diferentes valores de
pH. Aliquotas de 100 uL foram ajustadas em pH 2,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 e 9,0
com adicéo de HCI ou NaOH. As amostras foram indaba temperatura ambiente por
2 horas; apoOs este periodo o pH das aliquotas efoiralizado (pH 6,0) antes do
bioensaio. O extrato concentrado sem tratamentntrae positivo - apresentou pH
6,0.

O bioensaio de difusdo em &agar foi utilizado paetemninar a atividade
antimicrobiana contreéE. coli e S. aureusantes e ap0s 0s tratamentos descritos

anteriormente, em triplicata.

3.10. Estimativa da massa molar das substancias antimicbtanas

O extrato bruto concentrado foi submetido a ultrafdo em membranas

Millipore® de 10, 3, 2 e 1 kDa (6.000 g, 15 min) para estimpeso molecular das

substéancias bioativas. As fracdes com pesos malesumaiores e menores que 10, 3, 2

e 1 kDa foram avaliadas quanto a atividade antobiana contr&. colie S. aureus

3.11. Separacgéao e purificagdo por HPLC

Os passos seglenciais para a obtencdo das moléioddivas, que incluem

desde a producdo até a separacdo e purificacasuttatincias contidas no extrato
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produzido porP. polymyxaRNC-D, estdo demonstrados na Figura 1. Ultrafificaem
membrana Millipor& de 2 kDa (6000 g, 20 minutos) foi utilizada comapet
preparatoria para separacao e purificacdo dasasudisé antimicrobianas a partir do
extrato concentrado. O equipamento de HPLC foi @stwp pelo sistema Akta
Purifierl0 (GE Healthcare) e coluna Mono Q (HR %f&)1 mL de volume (Pharmacia).
A fase movel consistiu em: 20 mM TRIS HCI, pH Tsblucdo A) e 20 mM
TRIS HCI + 1M NaCl, pH 7,5 (solucdo B), com um ftude 0,5 mL.miff. O volume
injetado foi de 500 uL, sendo constituido por 25020 mM TRIS + 250 pL extrato
concentrado < 2 kDa. As amostras foram eluidashena sob o gradiente linear de 0 a
100%, durante 30 minutos. A eluicdo foi monitoradacomprimento de onda de 214 e
280 nm e os picos, coletados manualmente, foraffiliZZmlos em speed-vace
ressuspendidos em 100 pL de agua destilada, paraneaios de atividade

antimicrobiana.
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Cultura liquida em fase estacionaria (ISP2, 200 mL)

Centrifugacéo (10.000 g , 20 minutos)

Sobrenadante

Filtragdo em membrana Millipofed.22um

Extrato bruto

Liofilizacdo emspeed-vac

Extrato bruto concentrado 10 vezes

Ultrafiltracdo em membrana Millipofede 2 kDa

Separacao e purificagdo em HPLC

Figura 1. Representacdo esqueméatica da sequUérrmdat para purificagcdo das
substancias antimicrobianas contidas no extratdyaido porP. polymyxaRNC-D.
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3.12. Espectrometria de massa

Com o objetivo de determinar a massa molar dasaulale bioativas, 0s picos
eluidos em HPLC foram analisados em cromatogrifiada acoplada a espectrometria
de massa (LC-MS). As amostras foram analisadasaboratorio de Espectrometria de
Massa e Quimica Médica da Universidade de Mont{8aint-Hyacinthe, Quebec,

Canada).

3.12.1.Sistema de HPLC

O sistema de HPLC consistiu has bombas Thermo &ureeThermo Surveyor
MS (San Jose, CA, USA). O espectrometro de massdou$oi Thermo LCQ
Advantage (San Jose, CA, USA). Os dados foram adqai em computador Dell
Optiplex (Round Rock, TX, USA) equipado com sistedeaoperacdo Windows XP
Profissional. A aquisi¢do e analises foram realigsadsando X Calibur 1.4 (San Jose,

CA, USA).

3.12.2.Condigdes cromatograficas

O gradiente da fase movel foi usado com uma colimemo Biobasic C8
10 x 1 mm com tamanho de particula de 5um. A faégeminicial consistiu de
acetonitrila e 0.2% de &cido férmico em 4gua nuropqrgéo de 5:95, respectivamente,

a qual foi mantida de 0 a 2 minutos. No perioda2de 10 minutos o gradiente foi
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crescente até a proporcao de 70:30 e mantido pomdtos. A composicado da fase
movel foi revertida — considerando-se a proporgécial — e a coluna reequilibrada

durante 5 minutos, totalizando 19 minutos de carri@ fluxo foi de 55 pL/min.

3.12.3.Condicbes de espectrometria de massa

O espectrobmetro de massa foi acoplado ao sistem&RIle€C usando
ionizacdo desprayde elétrons em modo ion-positivo (ESI+). O revestito de gas foi
regulado para 5 unidades e o eletrodo de ESI firo4600 Volts. A temperatura do
capilar foi ajustada para 300 °C e a voltagem aamhra 6 V. O espectrometro de
massa foi operado em modidl scanabrangendo a escala m/z de 300 — 2000 Da; o

tempo de injecdo méaximo foi de 300 ms.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento e identificacdo de endofitico prodar de substancias bioativas

Dentre os microrganismos endofiticos isolados dirpde Cassia leptophyllae
Prunusspp., dez colbnias, apresentando diferentes cadmtas morfologicas, foram
selecionadas. O teste da sobrecamada foi realad@oavaliar o potencial antagdnico
dos microrganismos isolados. Os resultados mosirgree 0s microrganismos isolados
de Cassia leptophyllando apresentaram bioatividade conBaaureus A Figura 2
mostra a atividade inibitéria negativa de um migeamismo isolado a partir deassia

leptophylla

Figura 2. Microrganismo isolado @assia leptophyllapresentando atividade
inibitéria negativa contr&. aureugem agar peptona (esquerda) e agar extrato de
levedura (direita).
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Na bioprospeccao de endofiticos produtores de &utiss bioativas a partir de
folhas dePrunus spp., foi isolada uma bactéria apresentando kidatie contraS.

aureus. Este resultado pode ser observado nas Figwas 3

Figura 3. Microrganismo isolado ~ Figura 4. Microrganismo isolado

folhas de Prunus spp. apresentanc folhas de Prunus spp. apresentan
bioatividade contraS. aureus quandc bioatividade contraS. aureusquandc
cultivado em &gar peptona cultivado em agar extrato de levedura

Quanto as caracteristicas culturais, o endofitisolado, com potencial
antagonico, apresentou diferentes aspectos ddrmr#o quando cultivado nos agares
YE e AP (Figura 5). No primeiro meio de cultivo, eslénias desenvolveram-se
amarelas, brilhantes e mucosas; em AP observararni8eias pequenas, brancas e
com bordas irregulares. Em avaliagdo morfoldgicaagao tintorial foram observados
bacilos Gram-positivos e esporos. As células aptaesmm-se nao alcool-acido-
resistentes ap0ds coloracdo de Ziehl-Neelsen. Cfigind@presentou positividade para a

catalase e ndo produziu pigmento melandide.



Resultados e Discussao 19

Figura 5. Diferentes aspectos morfologicos do dtidofisolado ddPrunusspp.
quando cultivado nos agares AP (esquerda) e YEit@r

O microrganismo endofitico foi identificado genatgmente, com 99,2% de
homologia (505 nucleotideos do microrganismo ismla809 nucleotideos Genbank),
comoPaenibacillus polymyx@Bacillus polymyxareclassificado por Askt al 1993 e
reconhecido pela Comissdo Judicial do Comité laomal para Sistematica de
Procariotos, 2005) e foi denominadaenibacillus polymyx&NC-D.

Paenibacillus polymyxdoi descrito em poucos estudos como microrganismo
endofitico isolado d&temona japonicélu et al, 2007) e de raizes de ginseng (€ho
al., 2006; Chcet al, 2007). Nestes trés trabalhos, as cepas foramciadas a producao
de enzimas fibrinoliticas, hidrolases e bioativieladontra fungos fitopatdgenos,
respectivamente. Este estudo relata pela primetz or endofitismo da bactéria.
polymyxajsoladaa partir de folhas derunusspp., vegetacéo de Cerrado.

Em pesquisa realizada por von der Wetidl (2000), um total de 67 cepaskle
polymyxaforam isoladas da rizosfera de milho plantado eitn de Cerrado. Outro

estudo envolvendo o mesmo género bacteriano, Catllad (2007) investigaram a
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diversidade de espécies Baenibacillusem rizosferas de quatro cultivos 8erghum
bicolor em solo de Cerrado, encontrando 14 espéci€adeibacillusspp.

Em certos ambientes, alguns microrganismos paregemdir ativamente
tecidos vegetais que apresentam solucbes descamisiu(aberturas ou feridas) e
utilizam, proativamente, enzimas hidroliticas, coegwulases e pectinases (Zhang,
2006). Desta forma, acredita-se que algumas basténdofiticas tém sua origem na
rizosfera, penetram e colonizam tecidos da raia plterem um ponto de acesso ao

xilema.

4.2. Caracterizagéo do potencial antagonico d@ polymyxa RNC-D

O potencial de producdo de compostos bioativosvaliado qualitativamente
através do teste da sobrecamada. O microrganisdafico apresentou distintas zonas
de inibicado contr&taphylococcuguando cultivado em YE (20 mm) e AP (14 mm). Em
pesquisa conduzida por Seldihal. (1999), utilizando a cepa de polymyxaSCE2, o
halo de inibicdo induzido conti® aureudoi maior (26 mm) do que os obtidos neste
estudo. Por outro lado, ndo foi detectada bioatled contraS. aureusem estudo
conduzido por Piuret al. (1998), cuja cepa de. polymyxaP13 foi isolada a partir de

linguica fermentada.



Resultados e Discussao 21

4.3. Cinética de crescimento e quantificacdo da sitlade antimicrobiana do

extrato produzido por P. polymyxa RNC-D.

A cinética de crescimento de. polymyxaRNC-D e bioatividade do extrato
contraE. coli e S. aureusestdo demonstrados na Figura 6. O extrato brescdr
apresentou potencial antimicrobiano maximo de 880ml™ contraEscherichia coli
ATCC 25922 (48 horas da culturajSeéaphylococcus aureuSTCC 25923 (120 horas
da cultura). Durante a cultura, o valor de pHrfminitorado e manteve-se na faixa da
neutralidade, variando de 6,0 — 7,0.

He et al. (2007) detectaram atividade antibacteriana cargpas dde. colie S.
aureusem sobrenadante produzido garpolymyxaOSY-DF cultivado em meio TSB
suplementado com 0,6% de extrato de levedura. Atikidade foi quantificada e
expressa no valor de 1600 UA.thLsendo este superior ao detectado nesta pesquisa.
Entretanto, o sobrenadante produzido [for polymyxaP13 (Piuriet al, 1998)
apresentou 400 UA.mt.de bioatividade, quando cultivado em BHI tamponexopH

6,0, contra as cep&acillus cereusMicrococcus luteug Escherichia coli
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Figura 6. Cinética de crescimento Be polymyxaRNC-D e bioatividade do extra
contrakE. colieS. aureus.

Na Figura 6 € possivel observar a relacdo entieéica de crescimento dre
polymyxaRNC-D e a bioatividade do extrato bruto frescoti@B. colie S. aureusA
biocarga do inéculo foi quantificada na ordem dé WBC.mi*, e a maior contagem
microbiana (8,74 log UFC.i) foi verificada no terceiro dia da cultura. O inicla
producao deubstanciadioativas correspondeu ao final da fase exponkadrdcio da
fase estacionaria de crescimento do endofiticaifskmdia).

Considerando-se os dois microrganismos avaliaolgmtencial antagonico do
extrato apresentou inicio, duragdo e término diftee A bioatividade contrg. coli
atingiu o potencial maximo de 800 UA.fhlem dois dias da cultura; este potencial foi
mantido até o oitavo dia. No 9° dia de cultivo,i@abvidade decaiu a metade, e este
valor permaneceu até o 12° dia. A partir do 13°al@acdo antagbnica do extrato fresco

contraE. coliatingiu seu menor valor (200 UA.)L
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A fracdo do extrato responsavel pela inibichoSdeaureusfoi detectada no
segundo dia da cultura. O potencial antimicrobida@00 UA.mL[* manteve-se estavel
até o quarto dia, sendo que, no quinto dia, o0 maxiebioatividade foi alcancado (800
UA.mL™). No oitavo dia de cultivo do endofitico, a bivtade do extrato foi de 200

UA.mL™? e, a partir do 9° dia, 0 extrato tornou-se inativatraS. aureus

4.4. Estabilidade térmica, enzimatica e variacdo npH do extrato e estimativa

da massa molar das substancias bioativas

A estabilidade térmica, enzimatica e de variac@oph do extrato bruto
concentrado, e a estimativa da massa molar dathaalzs bioativas foram avaliadas;

os resultados estdo plotados na Tabela 1 e Figuwass
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Tabela 1. Aplicacédo de diferentes tratamentos solesdrato bruto produzido péx.
polymyxaRNC-D e efeitos na atividade antimicrobiana coBtraolie S. aureus.

Bioathade contra

Tratamento Escherichia cali Staphylococcus aureus
Nenhum (controle positivo) + +
Enzimatico
Protease (tipo XVIII) + +
Proteinase K + +
Pronase E (tipo XXV) + +
Pepsina + +
Tripsina + +
Lipase + +

Aplicacao de temperaturas

-80 e -20 °C (6 horas) + +
28 e 37 °C (6 horas) + +
60 e 80 °C (1 hora) + +

100 °C (1 hora) + +

121 °C (15 minutos) + +

Variacdo no pH
pH 2,0 — 5,0 (2 horas) + +
pH 6,0 (2 horas) + +
pH 7,0 — 9,0 (2 horas) + +
Ultrafiltracéao

Membrana de 10 kDa + +

Membrana de 3 kDa + +

Membrana de 2 kDa + +

Membrana de 1 kDa + -

De acordo com dados mostrados na Tabela 1, ashrulast bioativas contfa

coli e S. aureusmantiveram o mesmo potencial de atividade apdsntento com
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diversas enzimas degradativas. Estes resultadasmindjue as substancias bioativas
produzidas poP. polymyxaRNC-D possuem natureza nao-proteinacea e naaehpid

Apoés ser submetido a ampla variagdo térmica, catextoruto manteve sua
estabilidade a elevadas (100 e 115 °C) e bai28x(-80 °C) temperaturas.

Em estudo realizado por H al. (2007), o composto de massa molar 2983,44
Da, denominadgaenibacillin e responsavel pela bioatividade contra microrgaoss
Gram-positivos (incluind&®. aureul mostrou perda parcial da bioatividade sob a acdo
de tripsina. Esta perda de bioatividade apés tréanenzimatico ndo foi observada
neste estudo. Estes resultados podem explicarapebuente, que os estudos relatam
substancias bioativas diferentes. Também foi observquepaenibacillin manteve
maior parte de sua bioatividade quando submetidatamento térmico de 121 °C por 5
minutos. O extrato bioativo contfa aureusdescrito neste estudo, apresentou resultado
semelhante quando exposto a mesma temperaturampoeriodo de 15 minutos.

A cepa deP. polymyxaP13 foi caracterizada pela producao de polixinar@t
al.,1998). Este composto, com massa molar de 10 KPasentou alta sensitividade a
tratamento com proteases (proteinase K, pronasetripsena), indicando a natureza
proteinacea da substancia. Estas observacfes f&enths das evidenciadas nesta
pesquisa.

Resultados semelhantes aos apresentados neste &staish encontrados por
Rosado e Seldin (1993); estes autores caractemzargubstancia produzida pBr
polymyxaSCE2, cuja massa molar foi estimado como menor,8l&k3a, resistente a
tratamento térmico (65 °C, 2 horas) e diversasmai incluindo proteases.

Em estudo realizado por Svetaatal. (2005) utilizando cepas de polymyxaa
substancia bioativa contr@ampylobacter jejuniapresentou-se sensivel a acdo de

proteases e com massa molar de aproximadamenk®8&,%m nosso trabalho, a cepa
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de P. polymyxaRNC-D isolada produziu substancias diferentes descrdas na
literatura, com massa molar inferior a 3,5 kDatalekdade a acdo de proteases.

A bioatividade do extrato contra. coli foi detectada nas fracOes retidas e
eluidas em membranas de 10, 3, 2 e 1 kDa. Portastmoléculas bioativas contra o
microrganismo Gram-negativo avaliado foram estirmamtan massa molar inferior a 1
kDa. Por outro lado, a bioatividade con8aaureudoi perdida quando o extrato foi
ultrafiltrado em membrana de 1 kDa. Desta manesaompostos bioativos contra este
microrganismo apresentam massa molar estimada eon quee 1 kDa e menor que 2
kDa.

O extrato bruto concentrado foi submetido a diftse valores de pH e a
bioatividade, apo0s este tratamento, coltraoli e S. aureuspode ser observada nas

Figuras 7 e 8, respectivamente.

Figura 7. Variagdo do pH (2,09;0) dc Figura 8. Variacdo do pH (2,09;0) do
extrato concentrado e bioativide extratoconcentrado e bioatividade con

contraE. coli S. aureus

De acordo com estes resultados, pode-se congier a bioatividade dos
compostos presentes no extrato, contra ambos a®rgacismos avaliados, nédo é

influenciada em condicdes de acidez nem de aldalild. Resultados semelhantes
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foram encontrados por Het al (2006); a substancia purificagaenibacillinreteve a
maior parte da atividade antimicrobiana quando siiola a valores de pH entre 2,0 e
9,0. Em trabalho conduzido por Piat al. (1998), a substancia polixina permaneceu
ativa em valores de pH entre 2,0 e 8,0. Porém,lé&aula foi inativada em condi¢des de

alta alcalinidade (pH 9,0 — 10,0)

4.5. Separacao e purificacdo das moléculas bioatszacontidas no extrato

produzido por P. polymyxa RNC-D

As moléculas bioativas contidas no extrato coneelotrproduzidas poP.
polymyxaRNC-D foram separadas e purificadas por HPLC. @il mke separagéo esta
demonstrado na Figura 9. Os picos eluidos foramesszps em funcdo do gradiente

linear de concentracao.
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Gradiente de concentragéo
da solucdo 20 mM TRIS ¥ M
NaCl (0-100%)

24%

22%
28%

209  33%

36%

40%
46%

UV 280 nm

Figura 9. Perfil de separacao por HPLC do extcanhcentrado produzido por
P. polymyxaRNC-D.

Os picos coletados foram bioensaiados cohitr&oli. O diametro dos
halos de inibicdo para as fracdes eluidas fora®t 222 mm, 24% - 8 mm,
28% - 12 mm, 29% - 8 mm, 33% - 10 mm, 36% - 11 #08p - 13 mm e 44% -

11 mm.
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4.6. Espectrometria de Massa (MS)

As fracdes purificadas em HPLC foram analisadad.€aMS para elucidacao
da massa molar dos compostos bioativos contidosada pico. Os resultados das

analises podem ser visualizados nas Figuras 102113, 14, 15, 16 e 17.
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Figura 10. Fracao eluida em HPLC a 22% de solu@aoM TRIS + 1 M NaCl
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A andlise de MS detectou trés ions cuja relacdo foi/203, 420 e 425 Da
(Figura 10). Na literatura consultada ndo foramoatrados trabalhos descrevendo a
bioatividade destas moléculas. Portanto, esteltralspresenta, pela primeira vez, um
conjunto de moléculas produzidas pé&. polymyxa RNC-D que apresentam

significativa bioatividade contra. coli.
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Figura 11. Fracao eluida em HPLC a 24% de solu@aoM TRIS + 1 M NaCl

Pode-se observar, na Figura 11, um padrdo polimérid,18 minutos, com
perdas subseqientes de 68 Da, sugerindo a presengadades de n-isopreno. Com

uma abundancia relativa de aproximadamente 25%leteictada uma molécula de 883
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Da (indicada pela seta). Em estudo realizado pamus(ue Fukushima (1987), os
autores descreveram um complexo de antibidticosidpeps novos, produzidos por
Bacillus polymyxaEntre eles foi descrito o composto FO4, de masdar 883 Da, que
também foi detectada por analise de MS neste esNm@ntanto, a bioatividade das
substancias descritas na pesquisa de Kurusu e holaug1987) abrange bactérias
Gram-positivas, micobactérias, fungos e leveduras; antibidticos peptidicos
mostraram-se ineficazes contra Gram-negativos.
A substéancia de massa molar 883 Da, encontradtratce produzido poP.

polymyxaRNC-D, pode ter sido uma das moléculas responsades bioatividade

contraS. aureus
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Figura 12. Fracao eluida em HPLC a 28% de solu@aoM TRIS + 1 M NaCl

Na fracdo eluida a 28% em HPLC (Figura 12) foi oles#o um padrdo

polimérico a 1,2 minutos. Os valores de massa maaontrados diferem entre si,

principalmente, em 68 Da, 0 que sugere a presengaidades de n-isopreno.
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Figura 13. Fracao eluida em HPLC a 29% de solu@aoM TRIS + 1 M NaCl

Na fracdo eluida a 29% néo foi encontrado picoifsigitivo; apenas um fraco

padréo polimérico, como pode ser observado na &itBir
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Figura 14. Fracao eluida em HPLC a 33% de solu@aoM TRIS + 1 M NaCl

O resultado da analise de LC-MS da fracdo elui8d% mostrou a presenca de
dois picos, encontrados a 1,2 e 17 minutos. PaubBimérico (unidades de n-isopreno)
foi observado a 1,2 minutos, com perda de 68 D exs massas molares detectadas.
No pico encontrado a 17 minutos houve uma disgdmindo uniforme de massas. A
substancia de 1267 Da corresponde a Polimixina ECalistina, cuja bioatividade
contra microrganismos Gram-negativos é descritdaratura (Spinosa, 2002).

No presente trabalho, o peso molecular das sufiatamioativas contrs.
aureusfoi estimado em maior que 1 e menor que 2 kDatdDmsneira, uma solugéo de

1 pg/mL de Polimixina E (Sulfato de Polimixina B0® U/mg, Sigma) foi bioensaiada
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contraS. aureusNesta avaliacdo foram utilizadas solucdes ddeitto esterilizadas
em membrana de 0,22 um (parte inferior a esqudimra 15), em autoclave a
121°C/15 minutos (parte inferior central, Figurd @3neio de cultura esterilizado como

controle negativo (parte inferior a direita, Figa&).

Figura 15. Bioensaio utilizando solucéo
Sulfato de Polimixina E (1 pug/mL) contfa
aureus(parte inferior da placa de Petri).

Os halos de inibicéo da solucéo de Sulfato deri®aha E filtrada em 0,22um e
autoclavada foram, respectivamente, 13 e 12 mntaftor segundo estes resultados, a
molécula de polimixina contida no extrato tambéntdegyder sido responsavel pela

biaotividade contr&. aureus
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Figura 16: fracdo eluida em HPLC a 36% de solu€ami@ TRIS + 1 M NaCl

Na fracdo eluida a 36%, os resultados de LC-MSlaes® a presenca de um

padrdo polimérico (1,11 minutos) e a presenca deadas de n-isopreno, com

diferenca de 68 Da entre as moléculas detectadas.
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Figura 17: fracdo eluida em HPLC a 40% de solu€ami@ TRIS + 1 M NaCl

Padrdo polimérico (1,18 minutos) na fracdo eluid@% e presenca de unidades

de n-isopreno, com diferenca intermolecular de 68 D
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Figura 18: fragcdo eluida em HPLC a 46% de solu€ami@ TRIS + 1 M NaCl

A Figura 18 mostra o resultado da andlise de LCdd3racdo eluida a 46% de
solucéo B. Diferenca de 68 Da entre as unidadesigepreno foram detectadas neste

padrdo polimérico.

Dentre os oito picos bioativos obtidos a partir HELC, em trés foram
detectadas a presenca de moléculas bioativas. Bsfdagcdes, as moléculas presentes
ja foram descritas na literatura (Kurusu e Fukushii®87; Spinosa, 2002), e na elui¢do
a 22% de solugdo 20 mM TRIS + 1 M NaCl, bioativatc®E. coli, 0s compostos estéo

sendo relatados pela primeira vez neste estudo.
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5. CONCLUSOES

Na realizacdo do estudo bioprospectivo de micrasgams endofiticos
produtores de substancias bioativas, utilizandatatado Cerrado, foi isolada uma
bactéria, a partir de folhas dBrunus spp., apresentando bioatividade contra
microrganismos de importancia em saude publica;

Os resultados do teste de bioatividade mmasirague 0S microrganismos
isolados deCassia leptophyllaapresentaram atividade inibitoria negativa cor8ra
aureus

O endofitico isolado, apresentando potencial amiagdfoi identificado através
de andlises fenotipicas e genotipicas c®aenibacillus polymyxa denominado RNC-
D;

Este estudo relata, pela primeira vez, a associegdofitica da bacteéri®.
polymyxaRNC-D, comfolhas dePrunusspp., vegetacao de Cerrado (Sao Carlos, SP);

O extrato bruto fresco produzido per polymyxaRNC-D apresentou potencial
antimicrobiano méaximo de 800 UA.ritLcontra Escherichia coliATCC 25922 (48
horas da cultura) $taphylococcus aureusTCC 25923 (120 horas da cultura);

Apoés ter sido submetido a tratamento enzimético qooteases e lipase, o
extrato concentrado manteve-se bioativo, sugermdatureza nao-proteinacea e nao-
lipidica das substancias bioativas;

O extrato concentrado manteve-se biologicamente gtiando exposto a baixas
(-20 e -80 °C) e elevadas (100 e 121 °C) tempaste variagdo no pH (2,0 — 9,0)

contra ambos 0s microrganismos testados;
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A massa molar dos compostos bioativos coBtraoli foi estimada em menor
que 1 kDa, enquanto que, pafa aureusa estimativa foi de maior que 1 kDa e menor
que 2 kDa.

Através de técnica cromatografica (HPLC) foi poskia separacdo das
substancias bioativas contidas em extrato prodyzd®. polymyxeRNC-D;

Trés novas moléculas, com massas molares de 4@3,e4225 Da foram
identificadas por LC-MS em pico bioativo (eluido &RLC a 22% de solucéo 20 mM
TRIS + 1 M NaCl) contr&. coli,

O estudo prosseguirda na determinacdo do espedimi@obiano das novas
substancias bioativas purificadas, bem como naia@@ de possiveis areas de

aplicacéo.
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