UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

REGIANE PRISCILA RATTI

Bioprospeccao e purificacdo de substancias bioativas produzidas por
Streptomyces tubercidicus, endofitico isolado de Solanum lycocarpum St. Hill

(Lobeira) do Cerrado de Sao Carlos-SP

Sao Carlos

2009



REGIANE PRISCILA RATTI

Bioprospeccdo e purificacdo de substancias bioativas produzidas por
Streptomyces tubercidicus, endofitico isolado de Solanum lycocarpum St. Hill

(Lobeira) do Cerrado de S&o Carlos-SP

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduacédo
em Biotecnologia, da Universidade Federal de Sé&o

Carlos, para a obtencdo do titulo de Doutor em
Biotecnologia.

Area de concentracdo: Biotecnologia
Orientadores: Prof. Dr. Carlos Osamu Hokka

Profa. Dra. Cristina Paiva de Sousa

Sao Carlos

2009



Ficha catalogréfica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/lUFSCar

R237bp

Ratti, Regiane Priscila.

Bioprospeccéo e purificacdo de substancias bioativas
produzidas por Streptomyces tubercidicus, endofitico isolado
de Solanum lycocarpum St. Hill (Lobeira) do cerrado de S&o
Carlos-SP / Regiane Priscila Ratti. -- Séo Carlos : UFSCar,
2010.

111 1.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de S&o Carlos,
2009.

1. Microbiologia industrial. 2. Streptomyces. 3.

Microrganismos endofiticos. 4. Antibi6ticos. 5. Cerrados. 1.
Titulo.

CDD: 660.62 (20°)




REGIANE PRISCILA RATTI

Tese de Doutorado submetida a
Coordenagéo do Programa de Pos-
Graduag¢do em Biotecnologia, da
Universidade Federal de Sédo
Carlos, como requisito parcial para
a obten¢do do titulo de Doutor em
Biotecnologia

Aprovado em: 11/12/2009

BANCA EXAMINADORA

Car e O WO -

Profa. Dra. Cristina Paiva de Sousa (Orientadora)
Universidade Federal de Sdo Carlos - DMP/UFSCar

Prof. Dr. Alberto Colli Badino Junior
Universidade Federal de Sdo Carlos — DEQ/UFSCar

Wt ey
Profa-Dra. Maria Lucia G. C. Aratijo
[Q - UNESP

e 2

Prof, Dr. Jo§€ Dalton Cruz Pessoa
EMBRAPA

Owc. Clovweie < Moo o,

Dra. Ana Claudia %‘?ﬂ‘tu Malpass
P6s Doutorado — UFSCar/FAPESP



“Sem sonhos a vida nao tem brilho,

Sem metas o sonho nao tém alicerce e

Sem prioridades os sonhos ndo se tornam reais”

Augusto Cury



E com muito orgulho que dedico este trabalho aos meus grandes incentivadores,

Rogeério e Diogo, com carinho e amor.

Ao meu esposo Rogério por acreditar em mim e pelo amor, incentivo e paciéncia

demonstrados durante o desenvolvimento deste trabalho.

Ao meu filho Diogo, minha luz e fonte de inspiracdo hos momentos mais dificeis.

A meus pais por me incentivarem a concluir mais esta etapa de minha vida! A vocés s6
tenho que agradecer, pela amizade, educacéo, alegria e amor que foram dedicados em

todos os dias de minha vida.

Ao meu sobrinho, Vinicius pelos momentos de descontracao e alegria.

A minha familia sempre presente em todos os momentos importantes de minha vida.

A Deus, por mais essa oportunidade de aprender, crescer e vencer.



Agradecimentos

A pesquisa cientifica ndo é solitaria, no decorrer deste trabalho fui orientada,

inspirada e apoiada por diversas pessoas, as quais tenho muito que agradecer.

A Profa. Dra. Cristina Paiva de Sousa, mais que orientadora; amiga,
companheira, pela amizade, conselhos, sugestdes e, principalmente por ter apostado e

acreditado em meu potencial e capacidade em todos os momentos.

Ao Prof. Dr. Carlos Osamu Hokka, por me conceder a oportunidade de trabalho,

pelo apoio e confianga depositados em mim durante o curso.

As minhas queridas amigas de po6s-graduacdo, Ana Candida, Nadja e Naira por

todos os momentos felizes, dificeis e de matua orientacao.

Aos colegas do DMP Beto, Cidinha, Carla, Zélia e Ivete pelos momentos de

descontracéo.

Ao técnico Amadeus, pelo apoio e ajuda nas analises de HPLC.



A Dra. Ana Clatdia Granato Malpass pela amizade e ajuda incondicional na

purificagéo e identificacdo de substéancias bioativas.

As amigas Carol e Simone, pela ajuda na formatacéo dos graficos.

Ao Prof. Dr. J. Daniel Dubreil, pela parceria e realizacdo da identificacdo

genotipica do microrganismo.

A FAPESP, pelo finaciamento do Projeto Tematico (Proc. 05/55079-4).

A Universidade Federal de Sao Carlos, juntamente com a coordenacao do curso

de pds-graduacédo em Biotecnologia.

Enfim, agradeco a todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a

conclusdo deste trabalho.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e an e e n e e anns 10
LISTA DE TABELAS ...ttt e e e e e st ereea e e e e e s 12
LISTA DE FIGURAS ..ottt bttt ettt a e e e e e e e e e e e e e e e s aanbeeee e 13
RESUMO ..ottt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e s s s e e a e e bt e e et et eeaeaeaaaaaaaaaaaaaaaas 16
SUMMARY ettt et e e e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e bbbt ittt e raaaaaaeaaaeas 19
1. INTRODUGAO ...ttt aen e, 22
2. OBUJETIVOS ..ottt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e an e nneaaenneeenneeees 24
2.1, ODJELIVO GTAl ... 24

2.2.  ODbjetivoS @SPECITICOS .....eiiiiiiiiiiiiiiee e 24

3. REVISAO DA LITERATURA ....ooiuiieiieeee ettt en et 26
3.1, BiomMa Cerrado .......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiia s e e e e e e e e e e e aannnnae 26

3.1.1. Planta do bioma Cerrado: Solanum lycocarpum .............ccccceeeeeeennans 28

3.2.  Microrganismos €NdOFItICOS ........cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 30

IR T Yo 11 o] o 1 (o =3 (o 33

3.4, SUEPIOMYCES SPP. ieeieeeiiiiieiieeiriitiei e e e e et e e et e e e e e e e bbb e e e e e e e e e eaeeeeees 34

3.4.1. Streptomyces tUDEICIAICUS .........eeviiiiiiiiiiiiiiieeeie e 37

3.5. Metabdlitos secundarios bioativos ...........ccevveeiiiiiiiiieeiiiieeeeeeeeeceieeee 38

3.6. Separacéo e purificacdo de substancias bioativas ............cccceeeiiiieeeenennn. 40

3.6.1. Métodos cromatogréficos para a identificacdo de substancias bioativas



3.7. Consideracdes gerais sobre os microrganismos indicadores ................. 45

. MATERIAIS E METODOS .....ooieeiee ettt ettt 47
4.1, AMOSITAS ..ooeiiiiii ettt e e et e e e e e e e e e e e e e eeans 47
4.1.1. DeSINfECCAO0 da AMOSIIA .......uuvrriiiiiiiiiieiiieee e 47
4.2. Isolamento e identificag8o fenotipiCa ..........cccvveeiiiiiiiiiiiiiiee e 47
4.3. Identificacdo genotipica do endofitico ...........cccceeviiiiiiiiiiii e 48
4.4. Microrganismos, meios de cultura e condigdes de cultivo ...................... 49
4.5. Avaliacao qualitativa da atividade antimicrobiana ...........ccccccoeeveeeeeenne... 49
4.6. Producgdo do extrato Druto .............cccciiiiiiiiiiieeeee e 51
4.7. Cinética de crescimento de S. tubercidiCus ..........ccccccvveiiiieineiiiiiiiiiiinns 52
4.8. Determinagao quantitativa da atividade antimicrobiana .......................... 53
4.9. Tratamento térmico, enzimético e de variagdo No pH ..........cccceeviiiviennnn. 54
4.10. Estimativa da massa molar das substancias antimicrobianas ................ 56
4.11. Avaliagédo da separacao e purificagdo por HPLC ........ccccoceiiiiiiiiiiiiiinnnne 56
4.12. Cromatografia em camada delgada (CCD) .......ccoovvveriiiiiiiiiiiiiiiieeie 57
4.13. Técnicas CromatografiCas ..........uueeereiiiiiiiiiiee i 58
4.14. Determinacao estrutural das substancias bioativas ...........ccccccevveveveenenn. 58
. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coouiiiiriiiririinieeieeeeeeieeie e 61

5.1. Isolamento e identificacdo de endofitico produtor de substancias bioativas

5.2. Caracterizacdo do potencial antagbnico de S. tubercidicus RND-C

5.3. Cinética de crescimento e quantificacdo da atividade antimicrobiana do

extrato produzido por S. tubercidicus RND-C ..........cccoovviiiiiiiiiiiiiiineeees 71



5.4. Estabilidade térmica, enzimatica e variacdo no pH do extrato e estimativa
da massa molar das substancias bioativas .............c..ccooiiiiiiiiiiiiiieee, 75

5.5. Separagdo e purificacdo das moléculas bioativas contidas no extrato
produzido por S. tubercidicus RNC-C por HPLC .........cccccccveiiiiiiiiieeeee, 80

5.6. Cromatografia em camada delgada (CCD) .......cccoeeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiennn 83
5.7.  Técnicas CromatografiCas ...........uueieeeiiiiiiiiie e i 85
5.8. Determinagao estrutural dos compostos bioativos ..............eeevevvveiiieeennnn. 86

B. CONCLUSOES ..ottt ettt 93
7. PERPECTIVAS FUTURAS ...ttt 96

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 97



LISTA DE ABREVIATURAS

ATCC: American Type Culture Collection

BHI: caldo Infusdo Cérebro-Coracao

13C: carbono 13

CCD: Cromatografia em Camada Delgada

CIM: Concentracéo Inibitéria minima

COSY: Correlation spectroscopy

DEQ: Departamento de Engenharia Quimica

EM: Espectrometria de Massas

G+C: Guanina + Citosina

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

HSQC: Heteronuclear single quantum coherence

HZ: Hertz

IAL: Intituto Adolfo Lutz

IQ: Intistuto de Quimica

IV: infra-vermelho

MRSA: Staphylococcus aureus Meticilina-Resistente.


http://ube-164.pop.com.br/repositorio/4488/meusite/instrumental/espectrometria4.html

NaCl: Cloreto de Sédio

PPM: partes por milhdo

RMN: Ressonancia Magnética Nuclear

RNA r: RNA ribossomal

St: Streptomyces tubercidicus

TMS: tetrametilsilano

TSB: caldo Soja Tripticase

UA: Unidades Arbitrarias

UV: ultra-violeta



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Caracteristicas dos microrganismos indiCadores ..........ccccccvvveeeeeeeeeeeeiiiininnns 46

Tabela 2: Aplicacdo de diferentes tratamentos sobre o extrato bruto produzido por S.

tubercidicus RND-C e efeitos na atividade antimicrobiana contra E. coli e S. aureus



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura molecular da tuberciding ...........ccccoocvviiiiiiiiiiiiiie e 38

Figura 2: Estrutura quimica de produtos naturais produzidos por microrganismos

endofiticos (GUO et al., 2008) .......cccooiiiiiiiiiiii e e e e e e 42

Figura 3: Representacao esquemaética do teste da sobrecamada aplicado para avaliar

qualitativamente a producao de substancias bioativas ..............ccccceeiiiieiiiiieeeeeeeeiiiiii, 51

Figura 4: Representacdo esquematica da producdo do extrato bruto a partir do caldo

de fermentacao de S. tUDEICIAICUS .....ccccoeeieiiieiieeeeee e 52

Figura 5: Representacdo esquematica da cinética de crescimento de S. tubercidicus

€M CAldO ISP2 € CaAlOO T OB ..ot e 53

Figura 6: Representacdo esquematica para a determinacdo quantitativa da atividade

antimicrobiana do extrato de S. tubercidicus contra microrganismos indicadores

Figura 7: Estrutura do Tetrametilsilano (TMS) ... 60

Figura 8: Caracteristicas macroscopicas do endofitico isolado de Solanum lycocarpum

em agar ISP2. (A) Frente da placa; (B) REVEISO .........uuciieeiiiiiiiiieeeeece e 61
Figura 9: Bioatividade contra C. albicans ATCC 10231 .........uuuviiiiiiiiiiiiniiieeeeeeeeeenees 65
Figura 10: Bioatividade contra Enterococcus faecalis ATCC 29212 ............ccovvvvveeennen. 66
Figura 11: Bioatividade contra E. cOli ATCC 25922 ........uvuiiiiiiiiieeee e 67

Figura 12: Bioatividade contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ........cccceeeenn... 68



Figura 13: Bioatividade contra Shigella sonnei ATCC 1578 ......cooovveiiiiiiiiiiiiiiiis 69

Figura 14: Bioatividade contra Serratia marcenses AL 1475 .........ccccovoeeiiiiiiiiiineeenns 69

Figura 15: Bioatividade contra S. aureus ATCC 29213 .........oiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeiieininnns 70

Figura 16: Cinética de crescimento de S. tubercidicus RND-C e bioatividade do extrato

CONIIFA E. COIIl @ S. QUIBUS . oneeie e e 72

Figura 17: Determinacdo quantitativa da atividade antimicrobiana de S. tubercidicus

contra C. albicans, em caldo ISP2(A) € TSB (B) ....uuuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 73

Figura 18: Determinagdo quantitativa da atividade antimicrobiana de S. tubercidicus

contra S. aureus em caldo TSB (A) € ISP2 (B) ...uoeeiiiiiiiieieeeeeeeie e 74

Figura 19: Determinacdo quantitativa da atividade antimicrobiana de S. tubercidicus

contra E. coliem caldo TSB (A) € ISP2 (B) ....uuuvrviuiiiiiiiiiiiiiieiieee e 75

Figura 20: Variacdo do pH (2,0 — 9,0) do extrato concentrado e bioatividade contra E.

Figura 21: Variagédo do pH (2,0 — 9,0) do extrato concentrado e bioatividade contra S.

S 10 [ (] U [P 79

Figura 22: Perfil de separagédo por HPLC do extrato concentrado produzido por S.

TUBDEICIAICUS RIND-C ..ot et ettt e e e e e e e e e aenaens 80

Figura 23: Bioatividade contra S. aureus dos picos eluidos e coletados através de



Figura 25: CCD do extrato bruto de S. tubercidicus RND-C, reveladas com diversos

reveladores para cromatografia em camada delgada ............ccccoeeeeeeiiiiiiiieeiiiiiceee e, 84

Figura 26: Representacdo esquematica da separacdo do extrato bruto de S.

tubercidicus RND-C utilizando métodos cromatografiCos ........ccccceeeeviiiieeeeeeiiiiiii, 86
Figura 27: Espectro de RMN-'H do extrato bruto de S. tubercidicus ............cccoeur...... 87

Figura 28: Expansdo do espectro de RMN-'H (5,0-9,5 ppm) do extrato bruto de S.

0] =Y (o [0 [ o1 U R T T P OR P RPRPRPR 88

Figura 29: Expansdo do espectro de RMN-'H (1,0-5,0 ppm) do extrato bruto de S.

L0001 o o [Tt PR 88
Figura 30: Espectro de RMN-"H da frag80 St. 2-B ..........cccocvvevevivreeeeees e, 89
Figura 31: Espectro de RMN-"H da frag80o St. 4-B .......cooooieeeeeeeeeeeeeeee e, 90

Figura 32: Simulacéo do espectro de RMN-'H da tubercidina utilizando-se o programa

ACD Lab HNMR ...ttt e e et e e e e e e e e e e e e ennneees 91



RESUMO

RATTI, R. P. (2009). Bioprospeccdo e purificacdo de substancias bioativas
produzidas por Streptomyces tubercidicus, endofitico isolado de Solanum
lycocarpum St. Hill (Lobeira) do Cerrado de Sdo Carlos-SP. 95f. Tese (doutorado) —
Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia, Universidade Federal de S&do Carlos,

Sao Carlos, 2009.

O aumento da incidéncia de doencas bacterianas, virais e fungicas enfatiza a
necessidade de investigar a producdo microbiana de novos compostos bioativos.
Microrganismos endofiticos que colonizam tecidos internos de plantas sao
relativamente pouco estudados como fontes potenciais de novos produtos naturais
para a exploracdo médica e comercial. O género Streptomyces tem grande importancia
industrial devido a capacidade de produzir muitos metabdlitos secundarios,
respondendo por 80% dos antibidticos utilizados atualmente. Com base neste contexto,
0 objetivo deste trabalho foi isolar Streptomyces spp., endofitico de plantas do Cerrado,

da regido de Sé&o Carlos, SP, separando e purificando as substancias bioativas

produzidas pelo isolado.

O endofitico Streptomyces tubercidicus foi isolado de Solanum lycocarpum St.
Hill (Lobeira) relatando, pela primeira vez, o endofitismo da bactéria isolada a partir de

vegetacao de Cerrado de Séo Carlos.

A bioatividade de S. tubercidicus foi avaliada e os resultados obtidos ressaltam o
potencial antagbnico do endofitico isolado contra microrganismos de interesse em
Saude Pdublica, se constituindo em uma fonte promissora para a pesquisa de novos

compostos bioativos.



O extrato bruto fresco produzido por S. tubercidicus RND-C apresentou potencial
antimicrobiano méximo de 200 UA.mL™ contra Escherichia coli ATCC 25922 e

Staphylococcus aureus ATCC 25923 apds 48 h de cultivo;

As substancias bioativas produzidas por S. tubercidicus foram submetidas a
diferentes tratamentos térmicos, enzimaticos e variagcdo de pH para determinacéo da

natureza dos compostos bioativos.

ApoOs ter sido submetido a tratamento enzimatico com amilase e pepsina, o
extrato concentrado manteve-se bioativo, sugerindo a natureza lipidica e nao-
proteindcea das substancias bioativas. J& 0 composto ativo contra E. coli sugere a
presenca de substancia de natureza glicidica e lipidica, devido a resisténcia a acdo da
enzima invertase e lipase, respectivamente, sugerindo que as substancias contidas no

extrato bruto de S. tubercidicus RND-C contra E.coli pode ser um glicolipidio.

O extrato concentrado manteve-se biologicamente ativo quando exposto a
baixas (-20 e -80 °C) e elevadas (100 e 121 °C) temperaturas, sugerindo que 0s

compostos bioativos produzidos ndo sao sujeitos a degradacéo espontanea.

O extrato manteve-se ativo contra E. coli em condi¢des de acidez (pH, 2,0 — 5,0)
e também apresentou bioatividade em pH 7,0 e 8,0. Em condi¢cfes de alta alcalinidade
(pH 9,0) ndo detectou-se bioatividade. J4 contra S. aureus, o0 extrato manteve-se ativo
apenas na faixa de pH 7,0. Em condicbes de acidez e acalinidade as substancias

bioativas produzidas por S. tubercidicus foram inativadas.

A massa molar dos compostos bioativos produzidos por S. tubercidicus RND-C
foram estimadas em menor que 3,0 kDa. As moléculas bioativas contidas no extrato
concentrado produzidas por S. tubercidicus RND-C foram purificadas por separacao

biomonitorada, sugerindo a presenca de duas substancias diferentes.



A avaliacdo da separacao usando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
sugere a existéncia de duas substancias diferentes produzidas por S. tubercidicus,

sendo duas ativas contra S. aureus e a outra ativa contra E.coli e S. aureus.

Na separacdo por cromatografia em coluna pré-empacotada de fase reversa do
tipo Sep-Pak, foram obtidas quatro fragbes (St. 1, St. 2, St. 3 e St. 4). As fracdes St. 2 e
St. 4 apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias e foram purificadas
separadamente por cromatografia de permeacao em gel de Sephadex LH-20 obtendo
as fracoes St. 2-A; St. 2-B; St. 4-A e St. 4-B. A fracéo St. 2-B foi ativa contra S. aureus.
Ja a fracdo St. 4-B foi ativa contra S. aureus e E. coli. Estes resultados sugerem a

presenca de duas substancias diferentes.

Este trabalho pretende contribuir para a compreensdo das interacoes
endofitos/plantas além de abrir novas perspectivas sobre o potencial biotecnolégico dos
microrganismos endofiticos de plantas. A investigacdo de novos compostos
biologicamente ativos a partir de microrganismos traz importantes contribuicées para a

descoberta de novas drogas.

Palavras-chave: Endofitico, bioatividade, Streptomyces spp., purificacao



SUMMARY

RATTI, R. P. (2009). Bioprospection and purification of bioactives substances
produced by Streptomyces tubercidicus, endophytic isolated of Solanum
lycocarpum St. Hill (Lobeira) the Brazilian tropical savannah of Sado Carlos-SP.
95f. Tese (doutorado) — Programa de Po6s-Graduacdo em Biotecnologia, Universidade

Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, 2009.

The need for new and useful compounds to provide assistance and relief in all
aspects of human condition is ever-growing. Drug resistance in bacteria, the
appearance of life-threatening viruses, and the increase in the incidence of fungal
infections in the world’s population all underscore our inadequacy to cope with these
medical problems. Endophytic microorganisms that colonize internal tissues of plants
without causing any negative effects are relatively unstudied as potential sources of
novel natural products for medical and commercial exploitation. The Streptomycetes

provide nearly 80% of all the world’s antibiotics produced.

The aim of this work was to investigate the Brazilian tropical savannah tree
Solanum lycocarpum St. Hill (Lobeira) in S&o Carlos, in order to isolate the endophytic
microorganisms associated with the plant, separating and purifying the bioactives

substances produced by the endophytic microorganism.

The bioactivity of S. tubercidicus against pathogenic microorganisms was
analyzed. The obtained results point out the antagonistic potential of the endophytic

isolated against microorganisms of interest in Public Health.



The brute extract fresh produced by S. tubercidicus RND-C it presented
antimicrobial potential maximum of 200 UA.mL™ against Escherichia coli ATCC 25922

and Staphylococcus aureus ATCC 25923 after 48 h of cultivation;

The bioactive substances produced by S. tubercidicus were submitted to different
thermal and enzymatic treatments and pH variation to be determined the nature of the
bioactive compounds.

After it being submitted to enzymatic treatment with amylase and pepsin, the
concentrated extract stayed bioactive, suggesting the lipidic and no-prothein nature of
the bioactive substances. Already the active compounds against E. coli suggests the
presence of a substance of glycidic and lipidic nature, due to resistance to the action of
the enzyme invertase and lipase, respectively, suggesting that the substances
contained in the brute extract of S. tubercidicus RND-C against E.coli can be a

“glycolipid.

The concentrated extract stayed active biologically when exposed to lower (-20
and -80 °C) and high (100 and 121 °C) temperatures, suggesting that the bioactive

compounds produced are not subject to spontaneous degradation.

The extract stayed active against E. coli in acidity conditions (pH, 2,0 - 5,0) and it
also presented bioactivity in pH 7,0 and 8,0. In conditions of high alkalinity (pH 9,0)
bioactivity was not detected. Already against S. aureus, the extract stayed assets in the
strip of pH 7,0. In conditions of acidity and alkalinity the bioactive substances produced

by S. tubercidicus were inactivated.

The molar mass of the substances was esteemed in minor than 3,0KDa. The
bioactive molecules contained in the concentrated extract produced by S. tubercidicus
RNC-C were purified and separated by bio monitoring analyzes, suggesting the

presence of two different substances.



The evaluation of the separation using a hight performance liquid
chromatography (HPLC), suggests the existence of two different substances produced
by S. tubercidicus, one being active against S. aureus and the other one active against

E.coli and S. aureus.

In the separation by using reverse-phase chromatography (Sep-Pak), were
obtained four fractions (St. 1, St. 2, St. 3 and St. 4). The fractions St. 2 and St. 4
presented antimicrobial activity against bacteria and they were purified separately by
Sephadex LH-20 Gel permeation chromatography obtaining the fractions St. 2-A; St. 2-
B; St. 4-A and St. 4-B. The fractions St. 2-B was activity against S. aureus. Already the
fractions St. 4-B was activity against S. aureus and E. coli. These results suggest the

presence of two different substances.

This work intends to contribute for understanding the interactions of endophitic
and plants besides opening new perspectives on the biotechnological potential of the
endophitics microorganisms of plants. The investigation of new composed assets
biologically starting from microorganisms brings important contributions for the

discovery of new drugs.

Keywords: Endophytic, Bioactivity, purification and Streptomyces spp.



1. INTRODUCAO

A necessidade da descoberta e utilizagdo de compostos que proporcionem
qualidade de vida em todos os aspectos da condicdo humana € preponderante. O uso
indiscriminado de antibioticos pela populacdo e pelos profissionais de saude vem
contribuindo para a selecdo de bactérias altamente resistentes. A resisténcia a drogas
e 0 aumento da incidéncia de doencas bacterianas, virais e fangicas enfatiza a

necessidade de investigar a producdo microbiana de novos compostos bioativos.

Os microrganismos endofiticos foram descritos inicialmente no inicio do século
XIX (BARY, 1866), porém somente nas ultimas décadas despertou interesse dos
cientistas em decorréncia da capacidade de producdo de substancias de interesse
biotecnolégico (ARAUJO et al., 2002; STROBEL et al., 1996; STROBEL & LONG,

1998).

Microrganismos endofiticos que colonizam tecidos internos de plantas sem
causar efeitos negativos sao relativamente pouco estudados como fontes potenciais de
novos produtos naturais para a exploracdo médica e comercial. Algumas plantas
endémicas podem gerar produtos naturais bioativos associados com microrganismos
endofiticos produtores das mesmas substancias (KOBAYASHI & PALUMBO, 2000;

ZINNIEL et al., 2002).

Plantas do “cerrado” sado espécies relevantes para a pesquisa de
microrganismos endofiticos. Em solos do cerrado, a populagdo natural de
actinomicetos pode ser superior a 75%, com predominancia do género Streptomyces
(SHIRLING & GOTTLIEB, 1966). O género Streptomyces é responsavel pela producao

de mais de 80% dos antibioticos atualmente utilizados (CHALLIS & HOPWOOD, 2003).
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As bactérias constituem um grupo de microrganismos amplamente distribuidos
na natureza. S&o organismos heterotréficos de grande importancia bioldgica,
principalmente devido a diversidade de estruturas quimicas que podem ser isoladas em
funcdo do metabolismo secundario. Os fungos e os actinomicetos, respondem por mais
de 50% dos metabdlitos utilizados na industria farmacéutica, na forma nativa ou como

derivado (NIELSEN & SMEDSGAARD, 2003).

Os produtos naturais tém emergido como nova fonte de recursos, permitindo o
desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de enfermidades humanas
(NEWMAN et al, 2003). A investigacdo de novas estruturas e compostos
biologicamente ativos a partir de microrganismos traz importantes contribuicées para a

descoberta de novas substancias (LIU et al, 2005).

Um grande numero de principios ativos sdo conhecidos e obtidos a partir da
fermentacdo microbiana ou associacao deste com processos quimicos (DONADIO et
al., 2002). Dentro deste contexto, 0S microrganismos sao utilizados em muitos
processos industriais para a producdo de diversos produtos biotecnolégicos, como

antibidticos, enzimas, vitaminas, polissacarideos e pigmentos (DEMAIN, 1999).

A pesquisa por novos antibidticos é justificada sob alguns aspectos: i) Em
muitos casos as propriedades dos antibioticos naturais ndo sdo Otimas para
aplicagéo terapéutica; ii) Ndo estdo disponiveis antibioticos adequados em muitos
campos da medicina humana e agricultura; e iii) Desde o inicio da quimioterapia, o
namero de patdgenos resistentes tem aumentado, problema este que afeta todas as
classes de microrganismos, sendo que a Unica alternativa para este problema
consiste na identificacdo e/ou sintese de novos antibioticos, dotados de estruturas

inteiramente novas e efetivas (DESNOTTES, 1996).
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2. OBJETIVOS

Com base no exposto, o presente trabalho tem como obijetivos:

2.1. Objetivo geral

Realizar o isolamento de Streptomyces spp., a partir de plantas do Cerrado de

Sao Carlos, SP, e verificar a bioatividade contra patdgenos. Isolar e purificar compostos

bioativos utilizando separacdo biomonitorada e caracterizar os compostos bioativos

através de técnicas espectroscopicas.

2.2.

v

Objetivos especificos
Isolar Streptomyces spp. do interior de tecidos sadios de Solanum
lycocarpum St. Hill (Lobeira), vegetacdo de Cerrado da regido de Sé&o
Carlos - SP;
Verificar a ocorréncia de antagonismo frente a bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e fungos leveduriformes;
Realizar a identificacdo fenotipica e genotipica do microrganismo endofitico
selecionado;
Avaliar a bioatividade do extrato contra 0s microrganismos citados
anteriormente;
Caracterizar o extrato produzido pela bactéria através de tratamentos
térmicos, enzimaticos e variacdo de pH;
Isolar e purificar compostos bioativos produzidos pelo endofitico utilizando-

se separacao biomonitorada;
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v' Determinar a estrutura dos compostos bioativos puros através de técnicas
espectroscopicas (Ressonancia Magnética Nuclear mono e bidimensional)

e espectrométrica (Espectrometria de Massas).
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3.REVISAO DA LITERATURA

3.1. Bioma Cerrado

O Brasil possui cinco areas de grande abundancia de plantas nativas, estando
entre elas o bioma Cerrado, este é considerado a segunda maior formacédo vegetal
brasileira, ocupando 23% do territério nacional (dois milhdes de km?), estando
localizado basicamente no planalto central e sendo considerado um complexo
vegetacional de grande heterogeneidade fitofisionémica (RIBEIRO & WALTER, 1998;

PROENCA et al., 2000).

O Cerrado brasileiro é reconhecido como a savana mais rica do mundo em
biodiversidade com a presenca de diversos ecossistemas, riquissima flora com mais de
10000 espécies de plantas, com 4400 endémicas dessa area (COUTINHO, 1978). A
flora do Cerrado é de enorme riqueza, mas somente 1,5% de sua extensdo é protegida

por lei (KAPLAN et al., 1994).

O Cerrado tipico é constituido por arvores relativamente baixas, esparsas,
disseminadas em meio a arbustos, subarbustos e uma vegetacao baixa constituida, em
geral, por gramineas (GOTTLIEB & BORIN, 1994; GUARIM NETO et al., 1994). Assim,
o Cerrado contém basicamente dois estratos: um superior, formado por arvores e
arbustos dotados de raizes profundas que lhes permitem atingir o lencol freético,
situado entre 15 a 20 metros; e um inferior, composto por um tapete de gramineas de
aspecto rasteiro, com raizes pouco profundas, no qual a intensidade luminosa que as

atinge é alta, em relacédo ao espacamento (GUARIM NETO, 1996).

A tipica vegetacdo que ocorre no Cerrado possui seus troncos tortuosos, de

baixo porte, ramos retorcidos, cascas espessas e folhas grossas (PAGANO et al.,
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1989; KAPLAN etal., 1994; FRANCO & LUTTGE, 2002). Os estudos efetuados
consideram que a vegetacao nativa do Cerrado ndo apresenta essa caracteristica pela
falta de 4gua, pois, ali se encontra uma grande e densa rede hidrica, mas sim, devido a
outros fatores edéficos (de solo), como o desequilibrio no teor de micronutrientes, a

exemplo do aluminio (FROST et al., 1986).

Os solos do Cerrado, em sua maioria, ttm boa drenagem, baixa fertilidade, alta
acidez e teores elevados de AI** (HARIDASAN, 1992). O clima tropical estacional da
regido é marcado pelo periodo de déficit hidrico que pode chegar a sete meses (SILVA
et al., 2001). A baixa disponibilidade de alguns nutrientes minerais, alta irradiacao solar
e alta temperatura alteram o balanco de Carbono (C) das plantas e demanda grande
investimento em estruturas subterraneas e estratégias para superar condicdes

estressantes (FRANCO & LUTTGE, 2002; LARCHER, 2004).

Ainda h& caréncia de estudos voltados para a identificacdo de plantas uteis do
Cerrado, principalmente quando comparada a diversidade e a éarea ocupada. O
desconhecimento de sua riqueza e possibilidades se agrava, em virtude da estimativa
de que cerca de 40% do bioma ja tenha sido devastado (RATTER et al., 1997). E
preciso considerar que 0s recursos naturais do cerrado, uma vez extintos, estaréo
indisponiveis as futuras geracbes, entre estes, pode-se considerar 0 recurso

terapéutico oferecido pelas plantas medicinais.

Nos ultimos vinte anos, no Brasil, pais com a maior diversidade vegetal do
mundo (PLOTKIN, 1991), o numero de informacdes sobre plantas medicinais tem
crescido apenas 8% anualmente (BRITO & BRITO, 1993). Isso mostra que em um pais
biologicamente tdo rico, mas com ecossistemas tdo ameacados, pesquisas com

plantas do Cerrado devem ser incentivadas.
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3.1.1. Planta do bioma Cerrado: Solanum lycocarpum

Solanum lycocarpum A.St.-Hil. é uma Solanaceae de porte arbustivo
amplamente distribuida em todo o cerrado brasileiro, cujo fruto constitui fonte alimentar
durante todo o ano para mamiferos deste ambiente (DIETZ 1984, LORENZ| 1998,
DALPONTE & LIMA 1999), especialmente durante a estagcdo seca quando a

disponibilidade de outros frutos € escassa (DALPONTE & LIMA 1999).

Plantas que, ao longo do processo evolutivo, se estabeleceram em ambientes
com disponibilidade de agua restrita (plantas xeromaorficas), desenvolveram adaptacées
anatbmicas e fisiolégicas, que integradas, resultaram no sucesso adaptativo as
condi¢cBes hostis que tais ambientes oferecem (EAMES & MCDANIELS 1947, FAHN &
CUTLER 1992). Essas caracteristicas em conjunto indicam que S. lycocarpum é uma
espécie adaptada ao cerrado, ambiente onde as condicbes estressantes,
principalmente em relacdo a falta de 4gua, sdo observadas em determinadas épocas

do ano (ELIAS et al., 2003).

A espécie vegetal Solanum lycocarpum St. Hil. atinge até 4 m de altura, sendo
muito ramosa e revestida de densos pélos estrelados, ramos cilindricos, lenhosos,
fistulosos, um pouco tortuosos e folhas pecioladas (CORREA, 1984; CORREA et al.,
2000). As plantas podem apresentar de 40 a 100 frutos, cuja massa por fruto pode
variar de 400 a 900g, com época de colheita de julho a janeiro (SILVA et al., 1994).
Acredita-se que seu nome popular se deve ao fato de se constituir um alimento
preferido do lobo-guara. A “fruta de lobo”, quando verde, é constituida de polpa
bastante firme de colorac&o branca, mas quando o fruto se torna totalmente maduro, a
polpa passa a apresentar uma coloracdo amarelada, macia, adocicada e extremamente
aromatica, o que levou os sertanejos a se interessarem pelo fruto (OLIVEIRA JR,

2002).
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Fatores bidticos e abibticos de estresse durante o crescimento das plantas
promovem aumentos de produgdo de compostos secundarios (CHAVES &
ESCUDERO, 1999; INDERJIT & WEINER, 2001). A elevagédo na producdo destes,

induzida pelo estresse, também afeta a extensao e duracéo do efeito alelopatico.

A producdo de compostos secundarios pode ser aumentada por diversos fatores
ambientais como estresse hidrico, deficiéncia de nutrientes e temperatura (EINHELLIG,

1996) situacdes comumente encontradas no Cerrado.

Solanum lycocarpum St. A. Hil. é popularmente conhecida como “lobeira”
(PROENCA et al., 2000) e é amplamente usada como planta medicinal, principalmente
o “polvilho” de seu fruto no controle de diabetes e obesidade além de reduzir os niveis
de colesterol e outras enfermidades (DALL'AGNO & POSER, 2000). Evidéncias
alelopéticas no género Solanum ja foram identificadas para varias espécies (AIRES et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2004) e alguns componentes ja foram descritos, tais como
flavonas, flavondides e seus glicosideos (SILVA et al.,, 2003), bem como alguns

alcaléides como Solamargina e Solasodina (GUNTNER et al., 1997).

Os alcalbides presentes nas plantas deste género, tais como a solanina,
solamargina e solasodina (MOTIDOME et al., 1970), poderiam atuar como
aleloquimicos, além de fendis que sdo comumente encontrados nas folhas (GUNTNER

et al., 1997).

Maitan (1998) isolou sete actinomicetos endofiticos da planta medicinal Solanum
lycocarpum, no estado de Goias. Alguns actinomicetos apresentaram atividade
antibiotica e foram identificados como pertencentes aos géneros: Streptomyces,

Rhodococcus, Microlunatus e Luteococcus.
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O interesse por estudar S. lycocarpum se deve ao amplo emprego desta planta
nas préaticas caseiras da medicina popular e de sua abundancia no bioma Cerrado.
Além de poucos dados na literatura sobre a pesquisa de microrganismos endofiticos

produtores de substancias bioativas envolvendo esta espécie.

3.2. Microrganismos endofiticos

Microrganismos endofiticos foram mencionados pela primeira vez no inicio do
século XIX, mas foi Bary (1866) quem primeiro delineou uma possivel distincdo entre
endofiticos e patdgenos de plantas. Definidos como assintomaticos permaneceram
esquecidos até o final dos anos 70, quando, por uma série de evidéncias, comecaram a
chamar atencdo. Nesta época verificou-se que microrganismos endofiticos possuiam
propriedades de interesse, como por exemplo, conferir protecdo a planta contra insetos
e pragas (MELO & AZEVEDO, 1998). Atualmente sabe-se que os endofiticos podem
produzir metabdlitos secundarios com potencial aplicacédo biotecnoldgica (STROBEL &

DAISY, 2003).

Por definicdo, endofiticos sdo microrganismos, principalmente fungos e
bactérias, que vivem no interior de plantas habitando de modo geral as partes aéreas
como folhas e caules, sem causar aparentemente nenhum dano ao hospedeiro
(KLOEPPER & BEAUCHAMP, 1992; STROBEL & DAISY, 2003; WILSON, 1995). Os
endofiticos também podem ser encontrados em raizes de plantas, uma das principais

portas de entrada do microrganismo (MELO & AZEVEDO, 1998).

Muitos endofiticos sdo provenientes da rizosfera, entretanto alguns podem ser
transmitidos através de semente. As bactérias endofiticas podem promover o

crescimento da planta hospedeira e também agir como agentes biocontroladores. Os
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endofiticos também podem ser beneficiados pela planta, pois as condi¢des ambientais
podem favorecer a producdo de metabolitos secundarios bioativos e esses podem ser

aplicados comercialmente (RYAN et al., 2008).

Bactérias endofiticas podem ser isoladas de superficies de tecidos de plantas
desinfetados ou extraidos do tecido interno da planta (HALLMANN et al., 1997).
Kobayashi & Palumbo (2000) realizaram uma revisdo mostrando o isolamento de
bactérias endofiticas Gram-positivas e Gram-negativas de varios tipos de tecidos de
plantas. Dados apresentados nesta revisdo mostraram que uma Unica espécie de

planta pode albergar diferentes tipos de bactérias.

A presenca de bactérias endofiticas em tecidos de plantas saudaveis tem sido
relatada para muitas espécies cultivadas em diferentes estagios de crescimento. As
comunidades endofiticas variam espacialmente na planta ou podem ser dependentes
da interacdo com outras bactérias endofiticas ou patogénicas (QUADT-HALLMANN et

al., 1997).

Os endofiticos apresentam capacidade de penetrar na planta e se disseminar
sistematicamente, habitando de forma ativa o hospedeiro (QUADT-HALLMAM et al.,
1997; SALERMO et al., 2000). A disseminacdo do microrganismo pode ocorrer por
varios caminhos e 0 mais comum € através de feridas e aberturas naturais presentes
na raiz (MELO & AZEVEDO, 1998). Também pode ocorrer entrada ativa de endofiticos
pela producdo de enzimas ou estruturas que facilitam a penetragdo dos mesmos

(SPRENT & JAMES, 1995).

Provavelmente todas as plantas apresentam em seu interior microrganismos
endofiticos. Alguns microrganismos sdo mais frequentes em determinado tipo de
planta, designados dominantes, em contraposi¢cdo a outros mais raros, chamados de

secundérios (PEREIRA et al., 1996).
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Os principais ou mais freglientes grupos de microrganismos endofiticos tém sido
descritos em vérios trabalhos nos ultimos dez anos. Os fungos predominam em nimero
de trabalhos citados na literatura cientifica, seguidos de bactérias, entre estes os
actinomicetos (PETRINI, 1991; FISHER et al., 1992; CHANWAYY, 1996; AZEVEDO,

1998; STROBEL, 2003).

As bactérias mais frequentes nas plantas sdo pertencentes ao género Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Streptomyces e Xanthomonas (HALLMANN

et al., 1997).

Araujo et al. (2002) isolaram microrganismos endofiticos de plantas de citrus,
observando maior abundancia de Colletotrichum gloeosporioides, Guignardia citricarpa

e Cladosporium spp.

Adachi et al. (2002) isolaram dois microrganismos endofiticos de batata doce e

estes foram identificados como Pantoea agglomerans e Sphingomonas sanguinis.

Ratti et al. (2008) isolaram endofitico de Prunus spp, e este apresentou atividade

antagonica contra Staphylococcus coagulase positiva.

Endofiticos produtores de substancias antimicrobianas tém sido alvo de estudos
referentes a pesquisa de novos farmacos. Pilleggi (2006) avaliou a atividade
antimicrobiana do fungo Phomopsis spp., isolado endofiticamente de folhas de
Aspidosperma tomentosun, o endofitico foi capaz de inibir bactérias, leveduras e
fungos filamentosos, mostrando o potencial deste fungo como fonte de produtos

bioativos.

A exploracéo de nichos ecoldgicos, como por exemplo, as diversas espécies de

plantas presentes no Cerrado podem fornecer o conhecimento da diversidade
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microbiana endofitica e a produgdo de metabdlitos secundarios de importancia

biotecnoldgica.

3.3. Actinomicetos

Os actinomicetos compreendem um grupo heterogéneo de bactérias
filamentosas, que filogeneticamente pertencem ao ramo das bactérias Gram-positivas
com alto teor de G+C (KORN-WENDISCH & KUTZNER, 1992). Neste grupo estdo
incluidos géneros com diferentes caracteristicas morfologicas, como: Micrococcus,
Arthrobacter e Corynebacterium, que podem se reproduzir por fissdo binaria;
Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus, denominados actinomicetos nocardioformes.
No outro extremo, esta 0 grupo esporoactinomicetos, que engloba Streptomyces,

Actinoplanes e Microbispora (KORN-WENDISCH & KUTZNER, 1992).

Actinomicetos sdo bactérias conhecidas por constituir grande parte da microbiota
da rizosfera. Estes microrganismos séo abundantes em solos, principalmente naqueles
em que o teor de matéria organica é abundante (HEISEY & PUTNAM, 1986). Eles séo
importantes produtores de compostos bioativos e sao também encontrados como

endofiticos (AZEVEDO et al., 2000).

As populagdes de actinomicetos na comunidade bacteriana dos solos tropicais
tém recebido atencdo especial, pelo seu potencial na produgédo de antibidticos, visto
que 85% dos antibidticos conhecidos sdo produzidos por estes microrganismos
(GOTTLIEB, 1973). Em solos de cerrado com vegetacdo nativa, a ocorréncia das
populacdes de actinomicetos na comunidade microbiana pode ser superior a 75%, com

predominancia do género Streptomyces (COELHO & DROZDOWICZ, 1978).
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Entre as bactérias, a ordem Actinomicetales é a Unica fonte de compostos
bioativos comercialmente importante. Nos ultimos anos, mais de 6000 antibidticos
foram descobertos, e destes, 80% sao produzidos pelo género Streptomyces. Além dos
antibiéticos de uso clinico, veterinario e agroquimico, outros metabdlitos secundarios —
enzimas, imunomoduladores, inibidores de enzimas, sdo produzidos também por

Streptomyces spp. (SHIRLING & GOTTLIEB, 1966; CHALLIS & HOPWOOD, 2003).

Araujo et al. (2000) obtiveram 53 enddfitos do grupo dos actinomicetos a partir
de folhas e raizes de milho. Os autores testaram a atividade antimicrobiana dos
isolados contra Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis e Candida
albicans, e constataram inibicdo frente a todos os microrganismos ensaiados, com

excecao de C. albicans, que foi inibida apenas pelos isolados de Streptomyces spp.

Bascom-Slack et al. (2009), isolaram 14 espécies de actinomicetos de 300
amostras de plantas coletadas em uma floresta no Peru. Todos os isolados

apresentaram atividade inibitéria contra bactérias e fungos patogénicos.

Pela caracteristica de crescimento lento, os actinomicetos foram negligenciados
durante muito tempo, mas atualmente tem atraido a atencdo por serem,
reconhecidamente, os principais produtores de compostos bioativos de alto valor
comercial. A busca de outros metabdlitos bioativos requer a descoberta de novos
microrganismos, abundantes nos diversos ecossistemas e que necessitam

primeiramente da exploragéo de diferentes nichos ecolégicos.

3.4. Streptomyces spp.

O género Streptomyces pertence a familia Streptomycetaceae, a qual engloba
espécies pertencentes ao género Actinomycetales. Estes microrganismos podem ser
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separados de acordo com as propriedades quimicas e morfolégicas apresentadas
(GOODFELLOW & CROSS, 1984; WILLIAMS et al., 1989; KORN-WENDISCH &

KUTZNER, 1992).

Kozo (1995) classificou as espécies de Streptomyces em diferentes grupos de
acordo com a andlise da sequéncia dos aminoécidos N-terminal da proteina ribossomal
AT-L30. O grupo | foi caracterizado por espécies que apresentam o aminoacido
arginina (Arg) na posicao 2; grupo ll, cepas que contém Arg e Valina (Val) na posicdo 2
e 5; grupo lll, cepas contendo Glicina (GIn) e Val na posicdo 2 e 8; e grupo IV, cepas
contendo GIn na posicédo 2. Este autor estabeleceu um dendograma mostrando seis
“clusters”. O primeiro “cluster”, contendo os membros do grupo | e Il com varias outras
espécies; o segundo “cluster’” contendo os membros dos grupos Ill e IV, bem como
outras espécies; o terceiro “cluster” contendo Streptomyces ramulosus e S.
ochraceiscleroticus; o quarto “cluster’” contendo somente S. rimosus; o quinto “cluster”
contendo S. aurantiacus e S. tubercidicus; e o sexto “cluster” contendo S. albus e S.

sulphureus.

O género Streptomyces é conhecido pela capacidade de produzir uma grande
variedade de metabdlitos secundarios bioativos como antibidticos. (SHIRLING &
GOTTLIEB, 1966). Os compostos bioativos tem sido usados como imunossupressores
(FK-506, rapamycina, ascomycina), como compostos anticancerigenos (bleomycina,
dactiomycina, doxorobicina, saturosporina), no tratamento de diabetes (acarbose) e
como agentes antihelminticos (avermectina, milbemycina). Cerca de 12000 metabdlitos
secundarios foram descritos em 1995, 55% sé&o produzidos por estreptomicetos e 11%

por outros actinomicetos (DEMAIN, 1999).

As bactérias pertencentes ao género Streptomyces tem grande importancia

industrial, pela variada producdo de metabdlitos secundarios, respondendo por 70%
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dos antibidticos conhecidos. A producdo de antibidticos estd diretamente relacionada
ao ciclo celular, que sofre influéncia de fatores, como variagcdes nutricionais e fatores
de regulacdo. A producdo de antibidtico é cepa especifica e ndo espécie especifica

(SHIRLING & GOTTLIEB, 1966; DEMAIN, 1999; AZEVEDO et al., 2000).

Streptomyces spp. esta amplamente distribuido na natureza e seu nicho primario
€ 0 solo. Porém, ele pode também ocorrer em diferentes ambientes aquéticos, como
pantanos e folhagens em decomposicdo. No solo, a populacdo de Streptomyces
usualmente atinge 10* a 10’ UFC/g de solo seco, ocorrendo principalmente na forma
de esporos, mas também pode ser encontrado na forma de hifa vegetativa. Segundo
Iwai & Takahashi (1992), 80% dos actinomicetos do solo ocorrem na camada mais

superficial do solo (0-10 cm), diminuindo progressivamente com a profundidade.

Streptomyces possuem um alto conteddo de G+C no genoma, entre 68 e 73%,
observado também em seus plasmideos e actinofagos (HUBBER et al., 1987). Seu
genoma pode variar de 6500 a 8200 Kb (KIESER et al., 1992). Foi descoberto que o
cromossomo de muitas espécies de Streptomyces sdo moléculas de DNA lineares,
com extremos terminais invertidos repetidos e proteinas ligadas covalentemente ao
extremo terminal 5 do cromossomo, onde podem atuar como primers da replicacéo
(LIN et al., 2009). Tém sido detectados plasmideos naturais, circulares e lineares, com
tamanhos entre 2 e 500 Kb, responsaveis por fun¢gdes como conjugacéo, resisténcia e

biossintese de alguns antibiéticos (GRAVIUS et al., 1994; KINASHI, 1998).

Li et al. (2008) avaliaram a atividade antitumoral e antimicrobiana de
actinomicetos isolados endofiticamente de plantas com propriedades medicinais
provenientes da China. Os resultados obtidos por estes autores mostraram que 31,7%
dos Streptomyces endofiticos isolados apresentaram citotoxicidade contra células

tumorais, 65,9% contra Escherichia coli, 24,4% contra Staphylococcus aureus, 31,7%
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contra Staphylococcus epidermidis, 12,2% contra Candida albicans, e nenhum dos

isolados apresentaram atividade contra Klebsiella pneumoniae.

No trabalho realizado por Albertton et al. (2006) a cepa de Streptomyces
viridosporus T7A apresentou efeito inibitorio sobre as bactérias patogénicas Gram-
positivas, como S. aureus, porém nao sobre bactérias Gram-negativas como

Salmonella spp., Pseudomonas spp. e Escherichia coli.

Vieira et al. (2002) analisaram a atividade antimicrobiana de cepas de
Streptomyces spp. isoladas do solo da Paraiba contra alguns microrganismos. Os
microrganismos sensiveis foram S. aureus, C. albicans, C. tropicalis, T. rubrum e A.
flavus, enquanto E. coli, P. aeruginosa e M. canis, foram resistentes a todos os
Streptomyces testados. Os halos de inibi¢cdo variaram de 10 a 30 mm, com média de

20 mm de diametro.

3.4.1. Streptomyces tubercidicus

S. tubercidicus € uma bactéria Gram-positiva, aeroObia e ndo apresenta
mobilidade. Este microrganismo foi isolado pela primeira vez em 1961 por Nakamura.
Esta bactéria foi isolada do solo na cidade de Mobara Chiba, Japdo, e produz um

antibiético conhecido como tubercidina (NAKAMURA, 1961).

A tubercidina € um antibiotico ribonucleosideo purico que prontamente substitui
a adenosina no sistema biologico, mas a sua incorporacdo ao DNA e ao RNA tem um

efeito inibitdério no metabolismo desses acidos nucleicos.

Yoo et al. (1984) extrairam a tubercidina produzida por S. tubercidicus e

detectaram a molécula através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os
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autores utilizaram como solvente agua e metanol (20/80) e a coluna C18 (Waters

Associates). O composto foi detectado num comprimento de onda de 254nm.

Por ser um composto bioativo, a tubercidina foi patenteada pela empresa Sigma
aldrich (patente 93747). Trabalhos realizados mostraram que a tubercidina apresenta
atividade antitrypanosoma, antiviral, antifingica e citotoxica. Este composto inibe varios
processos metabdlicos, incluindo a sintese do RNA, a sintese de acidos nucléicos e

sintese de proteinas (ANZAI et al., 1957; NAKAMURA, 1961).

A tubercidina também é conhecida como 7-Deazaadenosine e sua formula
molecular é C11H14N4O4. O peso molecular é de 266.25 Da. A estrutura molecular da

tubercidina esté ilustrada na Figura 1.

HO OH

Figura 1: Estrutura molecular da tubercidina.

3.5. Metabdlitos secundarios bioativos

Aproximadamente 70% das substancias bioativas conhecidas sao sintetizadas
por actinomicetos onde o género Streptomyces se caracteriza como excelente fonte de

metabdlitos secundarios com uma ampla diversidade estrutural incluindo substancias
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antibacterianas, antifingicas, antivirais, antitumorais, moléculas com propriedades
imunossupressoras, anti-hipertensivas e anti-hipercolesterolémicas (FAULKNER, 2000;

BUTLER, 2004; GULLO et al., 2006; CHIN et al., 2006).

De acordo com Williams et al. (1989) os metabolitos secundarios produzidos por
alguns microrganismos nédo sao essenciais para o desenvolvimento e tendem a ser
espécie-especificos. Apresentam uma grande variedade estrutural e de atividades
biolégicas, sendo formados através de rotas biossintéticas particulares, a partir de

produtos do metabolismo primario.

Os metabdlitos secundarios sao produzidos sob condicdes de “stress”,
geralmente apos a fase exponencial de crescimento, onde a maior parte dos nutrientes

ja foi degradada (DEMAIN, 1999).

Algumas espécies de plantas e microrganismos apresentam um metabolismo
diferenciado capaz de produzir, transformar e acumular outras substancias néo
necessariamente relacionadas de forma direta a manutencédo da vida do organismo
produtor. Nesse grupo, encontram-se substancias cuja producéo e acumulacdo estao
restritas a um numero limitado de organismos, com caracteristicas bioquimicas e

metabolismo préprio (SANTOS, 1999).

A biossintese dos metabdlitos secundarios ainda ndo esta totalmente
esclarecida, mas sugere-se que se trata de um metabolismo alternativo como forma de
defesa do organismo a um ambiente hostil, de carater evolutivo e como uma estratégia
de sobrevivéncia (WILLIAMS et al., 1989) e a sintese dos metabdlitos depende de

precursores e de um sistema enzimatico adequado.

A regulacdo do metabolismo secundario esté relacionada as fontes de carbono e

nitrogénio e pode ainda controlar a biossintese de aminoacidos (GRIFFIN, 1994). A
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biossintese de metabdlitos secundéarios ocorre apds o crescimento celular completo,
numa fase que é denominada idiofase (FINKELSTEIN & BALL, 1992). Além disso, a
producdo dos compostos bioativos, através do metabolismo, esta inter-relacionada com
as condi¢cdes de cultura, como periodo de incubacdo, pH do meio, nutrientes e
temperatura. Tais parametros podem ser modificados para a otimizacdo do processo

de fermentacéo (ELIAS et al., 2006), visando aumento de produtividade.

3.6. Separacéo e purificagédo de substancias bioativas

A partir do século XVIlII quando os quimicos “despertaram” para a ciéncia
moderna, as verdadeiras propriedades dos extratos obtidos da natureza geraram
grande euforia, fazendo com que eles comecassem a separar, purificar e finalmente

analisar os componentes produzidos pelas células.

Métodos de separacao foram desenvolvidos e aprimorados como os diferentes
métodos cromatograficos (CCD, HPLC), cromatografia em papel, eletroforese, troca
ibnica, entre outros (TAJIKA et al.,, 1997). A elucidacdo estrutural que era feita por
degradacdo dos compostos em fragmentos menores de estruturas conhecidas,
combinada a analise elementar, passou a ser mais precisa com o desenvolvimento das
técnicas espectroscopicas, como o UV, IV, RMN, EM, entre outras, ocasionando um
grande avanco na descoberta de novas substancias ativas (KRIEGER & HOOK, 1991,

ONAKA et al., 2001; STEFANI & NASCIMENTO, 2007).

A obtenc&o de um produto puro a partir do extrato bruto pode ser um processo
longo e caro. Podem-se obter quantidades minimas do produto desejado e 0 mesmo
pode ser instavel, sendo importante que se utilizem diferentes técnicas de isolamento

(LU et al., 2009).
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Geralmente os primeiros passos de uma purificacdo combinam alta capacidade
com baixo poder de resolucdo e as técnicas classicas incluem extracdo seletiva,
filtracdo, centrifugacdo e cromatografia simples em colunas abertas (WARD, 1991;

BACHIEGA et al., 2005; STEFANI & NASCIMENTO, 2007).

Pode-se obter o extrato bruto a partir de caldo de cultivo. De acordo com
Charcosset (2006), a utilizacdo de membranas de microfiltracdo (0,45 a 0,22 um)
permite a remocdo de células presentes no caldo. Uma das vantagens da utilizacdo
desta técnica de separacdo € a obtencdo de altos valores de recuperacdo com
elevados rendimentos. O processo de ultrafiltracdo € muito utilizado para a extracdo de
macromoléculas que interferem nos processos subsequentes, incluindo adsorcdo e

precipitacdo (CHARCOSSET, 2006).

Estudos recentes destacam o isolamento de varios compostos isolados de
endofiticos, incluindo alcalbides, terpendides, flavondides, esterdis, dentre outros (GUO
et al., 2008). Até o momento os tipos de produtos naturais isolados de microrganismos
endofiticos sao antibiéticos, anticancerigenos, enzimas e imunossupressores (GUO et

al., 2008).

Antibiéticos sdo definidos como produtos naturais organicos de baixo peso
molecular, produzidos por microrganismos, que sdo ativos em baixas concentracdes
contra microrganismos patogénicos. Estes compostos sdo 0s mais isolados de
endofiticos. Os compostos 1-3 (Figura 2), foram obtidos de cultura de Colletotrichum
sp., isolado de Artemisia annua e apresentaram atividade contra fungos e bactéria
patogénicas humanas como também contra fungo patogénico de planta. Suas
estruturas foram elucidadas através de uma combinacédo de métodos espectroscopicos

(IV, RMN-'H, 3C, EM) (LU et al., 2000).
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Figura 2: Estrutura quimica de Produtos Naturais produzidos por microrganismos endofiticos (GUO et
al., 2008).

A coronamicina, um peptideo com atividade antibiética, foi isolada de
Streptomyces spp. verticilado. Esse endofitico foi obtido da planta Monstera spp.,
conhecido popularmente como “trepadeira”. A coronamicina & ativa contra fungos
patogénicos, tais como Cryptococcus neoformans, além de apresentar atividade

antimalarica contra Plasmodium falciparum com ICso de 9,0 ng.ml™ (EZRA et al., 2004).

Outro antibidtico conhecido como fomol (Figura 2) foi isolado da fermentagéo de
um fungo da espécie Phomopsis obtido a partir da planta medicinal Erythrina crista.
Este antibiético € uma lactona policetidica e sua estrutura também foi elucidada através

da combinacdo de métodos espectroscopicos (WEBER et al., 2004).

As periconicinas A e B (Figura 2), dois diterpenos, foram isolados por
fracionamento biomonitorado do fungo endofitico Periconia spp, obtido a partir de
amostras de Taxus cuspidata, e apresentam atividade antibacteriana (KIM et al., 2004).
Recentemente, dois antibibticos, as pirrocidinas A e B, foram isoladas a partir da

fermentacdo de sementes amarelas de Acremonium zeae (NRRL 13540), e
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apresentaram importante atividade antifiungica contra Aspergillus flavus e Fusariwn

verticillioides (WICKLOW et al., 2005).

Castillo et al. (2006) estudando culturas de Streptomyces NRRL 30562 que
apresentaram atividade antibiética de amplo espectro, encontraram uma fragdo cujo
espectro de Massas mostrava que 0S compostos apresentavam massas idénticas, mas

tempos de retencéao diferentes em HPLC.

3.6.1. Métodos cromatograficos para a identificacdo de substancias bioativas

Entre os métodos modernos de separacdo e purificacdo de substancias, a
cromatografia ocupa um lugar de destaque devido a sua facilidade em efetuar a
separacdo, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas, por si mesma ou em
conjunto com outras técnicas instrumentais de andlise, como por exemplo, a

espectrometria de massas (CAZES, 2001).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo de componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo destes componentes entre duas fases,
gue estdo em intimo contato. Uma das fases permanece estacionaria enquanto a outra
se move através dela. Durante a passagem da fase mével sobre a fase estacionaria, 0s
componentes da mistura sdo distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada

um dos componentes € seletivamente retido pela fase estacionaria, resultando em

migrac0des diferenciais destes componentes (COLLINS et al., 1990).

Entretanto, considera-se que a classificacdo mais importante em cromatografia
baseia-se no mecanismo de separacdo, que pode ser por processos fisicos, quimicos
ou mecanicos. Os processos fisicos sdo de desorcdo-adsorcdo (particdo) e sao
baseados principalmente em atracdes eletrostaticas ou dipolares, incluindo a formacéo
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de pontes de hidrogénio. Quando se trata de um soélido, como por exemplo, a silica,
como fase estacionaria, a adsor¢éo do soluto ocorre na interface entre o sélido e a fase
movel, devido a presenca de grupos ativos na superficie (COLLINS et al., 1990;

CAZES, 2001).

A desorc¢éo do soluto implica na volta deste a fase movel. Este é 0 mecanismo
mais comumente encontrado em Cromatografia em Camada Delgada (CCD), em
Cromatografia Gas-Sdélido (CGS), Cromatografia Liquido-Sdlido (CLS) e Cromatografia

Supercritica com fase estacionaria sélida (CSS).

A CCD consiste na separacdo dos componentes de uma mistura através da
migracdo diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma
superficie plana. Esta técnica passou a ser amplamente utilizada a partir da década de
60 e hoje é praticamente indispensavel em qualquer laboratério que envolva andlises

de substancias organicas.

O grande desenvolvimento desta técnica é consequéncia natural das multiplas
vantagens que ela oferece, tais como: facil compreensédo e execucdo, separacdes em
curto espaco de tempo, reprodutibilidade e baixo custo. Pode ser de aplicacéo analitica
ou preparativa, cuja escala estda na dependéncia da espessura da camada de

adsorvente e da amostra a ser analisada (CAZES, 2001).

Outra técnica que vem sendo amplamente utilizada para separagdo de
substancias é a cromatografia em coluna. Nesta técnica sédo usadas colunas

“recheadas” com um sélido (fase estacionaria) e uma fase mével liquida.

A cromatografia em coluna vem sendo utilizada principalmente para fins

preparativos, devendo ser monitorada por cromatografia em camada delgada. A fase
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movel, qguando esta passando através do adsorvente na coluna, arrasta consigo 0s

componentes da amostra que esta sendo cromatografada (COLLINS et al., 1990).

Com base no exposto, este trabalho visa desenvolver uma metodologia eficiente
de separacéo, purificacao e identificagcado de substancias bioativas, contribuindo para o
avanco da biotecnologia de producdo de moléculas de interesse clinico sintetizadas por

estreptomicetos endofiticos.

3.7. Consideracdes gerais sobre os microrganismos indicadores

Para o teste de bioatividade foram selecionados microrganismos que acarretam
problemas a Saude Publica, sendo que alguns estdo envolvidos em surtos de infec¢des
hospitalares. Na tabela 1, estdo apresentadas algumas caracteristicas dos

microrganismos utilizados nesta pesquisa.
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Tabela 1. Caracteristicas dos microrganismos indicadores

Microrganismo Caracteristicas gerais

Doencas

Candida albicans Fungos leveduriformes; Gram-positivos;
microbiota normal

Enterococcus Cocos  Gram-positivos;  anaerdbios

faecium facultativos; trato gastrointestinal

Escherichia coli Bacilos Gram-negativos; aerobios e
anaerobios facultativos, trato

gastrointestinal

Pseudomonas Bacilos Gram-negativos, aerdbios
aeruginosa
Shigella sonnei Bacilos Gram-negativos, anaerdbios

facultativos

Staphylococcus Cocos Gram-positivos, agrupados em
aureus “cachos de uva”, aerébios e anaerdbios
facultativos; Microbiota normal

Serratia Bacilos Gram-negativos, anaeroébios
marcescens facultativos

Candidiase; Infeccfes hospitalares

(IH)

Endocardite; Bacteremia; Sepse
neonatal; Infecgéo trato urinario

Gastroenterite; Infeccdo urinéria,
Meningite; Septicemia

InfecgBes hospitalares

Desinteria bacilar (diarréia
hemorragica)

Infeccdes hospitalares;
Osteomielites; Furinculos,
Abscessos; Artrite e infeccdo
alimentar

Infeccbes hospitalares; Infeccdes
do trato urindrio; Infeccbes
respiratérias

Fonte: Modificado de Koneman et al, 2001.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras

As plantas foram coletadas em &area com vegetacdo de Cerrado, localizado no
Campus da UFSCar, na cidade de Séo Carlos - SP. Folhas e caules de Solanum
lycocarpum, St. Hill popularmente conhecida como ‘“lobeira”, foram coletadas,
armazenadas em sacos plasticos esterilizados e transportadas ao Laboratério de
Ensino, Pesquisa e Diagndstico em Microbiologia (Universidade Federal de Sdo Carlos)
para processamento, em um intervalo maximo de duas horas. Esta planta foi
selecionada neste trabalho por ser uma espécie amplamente distribuida no bioma

Cerrado e devido a suas propriedades medicinais.

4.1.1. Desinfeccdo da amostra

Para eliminacdo de microrganismos epifiticos foi realizada esterilizacdo da
superficie, com imersdo sequencial das folhas e caules em etanol 70% por 1 minuto,
solucdo de hipoclorito de sodio 2% por 6 minutos, etanol 70% por 30 segundos e,

finalmente, enxagiue em agua destilada esterilizada (PEREIRA et al., 1996).

4.2. Isolamento e identificacdo fenotipica

Apoés a desinfeccdo da amostra, 25g de folhas e caules foram homogeneizados
com 225 mL de solucéo salina 0,85% e triturados no liquidificador. A soluc&o obtida foi

filtrada e a partir dai foram realizadas diluicdes decimais seriadas até 10”7 em NaCl
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0,85%. Aliquotas de cada diluicdo foram semeadas em placas de Petri contendo agar

ISP2 e incubadas a 28°C por 10 dias.

As colbnias tipicas de Streptomyces spp. foram purificadas em agar ISP2
inclinado, incubados a 28°C por 10 dias para posterior identificacdo. As col6nias
selecionadas foram avaliadas quanto as caracteristicas morfologicas e culturais e
identificadas bioquimicamente por meio de teste de catalase, coloracdo de Gram e

producdo de melanina.

4.3. Identificacdo genotipica do endofitico

O endofitico selecionado foi identificado pelo método de amplificacdo e
sequenciamento do RNA ribossomal 16S. A extracdo de DNA gendmico total do
isolado bacteriano foi realizada utilizando-se o mini kit QlAamp DNA (Qiagen). Para
tanto, 5 yL da amostra contendo DNA modelo foi adicionada a 15 pyL da mistura
reacional (Qiagen Fast Cycling PCR Kit). Os primers universais utilizados foram 27F
(5-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) e 519R (5'- GWA TTA CCG CGG CKG CTG-

3’), homdlogos as extremidades conservadas do gene RNAr 16S de bactérias.

Os produtos amplificados por PCR foram purificados utilizando o kit comercial
QIAquick PCR purification (Qiagen). Ambos os produtos de PCR purificados foram
sequenciados usando 0s mesmos primers com métodos de seqlenciamento
padronizados (FMV Sequencing Laboratory, Bigdye terminator version 3.1, sequencer:

AB1 310; Applied Biosystems, Foster City, California, EUA).

As sequéncias parciais do gene RNAr 16S obtidas foram comparadas no NCBI

GenBank usando-se como ferramenta o BLAST (National Center for Biotechnology
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Information - http: //blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi). Estas analises foram realizadas

pelo INRS — Institut Armand Frappier (Laval, Quebec, Canada).

4.4. Microrganismos, Meios de Cultura e Condigdes de Cultivo

O meio de cultura utilizado para crescimento do microrganismo endofitico foi
ISP2 (extrato de levedura 2,5 g; extrato de malte 10,0 g; glicose 6,0 g; agar 20 g; 4gua
destilada 1000 mL; pH 7,0). O microrganismo endofitico foi submetido a crescimento
em slants (48 - 72horas / 28 °C) e armazenado a 4 °C. Para estocagem em longo
prazo, foram preparados criotubos com cultura overnight adicionada de 15 % de

glicerol e armazenados a -80 °C.

Além do meio ISP2 utilizou-se o caldo Tripticase Soja (TSB, Difco). O
microrganismo endofitico foi submetido a crescimento neste caldo para reativacao,

verificacdo da cinética de crescimento bacteriano e producao de substancias bioativas.

Foram utilizados como microrganismos indicadores cepas de Candida albicans
ATCC 10231, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Serratia marcenses IAL 1475, Shigella sonnei
ATCC 1578 e Staphylococcus aureus ATCC 29213. Estes microrganismos foram
cultivados em caldo Infusdo cérebro-coracdo (BHI, Difco), incubados a 37 °C e

estocadas em slants a 4 °C.

4.5. Avaliacao qualitativa da atividade antimicrobiana

O teste da sobrecamada (Overlay Assay) foi utilizado como bioensaio qualitativo

para detectar a producdo de compostos bioativos (ROSADO & SELDIN, 1993). Para
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tanto, o microrganismo endofitico isolado foi diluido em solugéo salina (0,85%), 20 uL
da diluicdo foram adicionadas simetricamente sob a superficie de placas contendo
meio de cultura ISP2. As placas foram incubadas a 28° C por 10 dias. Apés o
crescimento, os microrganismos isolados foram inativados com cloroférmio; para tanto,
1 mL de cloroférmio foi adicionado a superficie interna da tampa de cada placa por 20
minutos. As placas foram deixadas semi-abertas para eliminagcdo dos residuos de

cloroférmio por 30 minutos.

Como microrganismos indicadores foram utilizadas as cepas de Candida
albicans ATCC 10231, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Serratia marcenses IAL 1475, Shigella
sonnei ATCC 1578 e Staphylococcus aureus ATCC 29213. Estas cepas foram
reativadas em um tubo contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion, Difco). Apos 24 h de
incubagéo, 200 pL das culturas previamente reativadas foram adicionadas em um tubo
contendo 10 mL de BHI semi-sélido. O tubo foi agitado e a solucao depositada na
superficie da placa contendo o microrganismo previamente inativado com cloroférmio.
As placas foram incubadas a 37° C por 48 h para verificar a ocorréncia de halos de

inibicdo (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquemética do teste da sobrecamada aplicado para avaliar qualitativamente a
producédo de substéncias bioativas.

4.6. Producao do extrato bruto

A cepa de Streptomyces tubercidicus armazenada a -20° C em criotubo

contendo glicerol a 10% como agente crioprotetor foi utilizada neste ensaio.

O meio de inoculo foi preparado transferindo-se 2 mL da solu¢cdo de S.
tubercidius contida no criotubo a -20° C, em um Erlenmeyer com capacidade de 200
mL contendo 20 mL de caldo soja tripticase (TSB, Difco). O cultivo foi mantido

overnight a 28° C e 250 rpm em shaker orbital (Tecnal, TE-424).

Para a produgcdo de substancias bioativas, 20 mL do meio de in6culo foram
transferidos para o meio de producao (Erlenmeyer de 1 L com 200 mL de caldo ISP2).

O meio de producdo foi incubado a 28° C e 250 rpm (GERHARDT et al., 1994).
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Ap6és atingir a fase estaciondria de crescimento, a cultura foi centrifugada (10000
rom /15 minutos) (Eppendorf 5810R) e o sobrenadante cell-free foi filtrado em

membrana de 0,22 um para obtencédo do extrato bruto (Figura 4).

28°C/ 250 rpm
2mL 20mL
[l 1l

: . . ) Meio de Inéculo: 20 mL Meio de Producao: 200mL
o ey e caldo TSB (200 mL ) caldolSP2 (1000 mL)

28° Cf 250 rpm
Fase Estacionaria

Seringa  +—

. Sobrenadante d
Filtro 0, 22 um cultura
Filtrado g Sedimento celular

(pelled

Centrifugacao 10000x g
Extrato Bruto por 15 minutos a 20°C

Figura 4: Representacdo esquematica da producao do extrato bruto a partir do caldo de
fermentacdo de S. tubercidicus.

4.7. Cinética de crescimento de S. tubercidicus

S. tubercidicus foi cultivado em dois meios de cultura diferentes, caldo TSB e
ISP2. Para a quantificacdo do microrganismo presente nos meios de producdo,
aliquotas foram retiradas diariamente do caldo e submetidas a diluicbes decimais

seriadas em NaCl 0,85%. 100 pyL de cada diluicdo foram semeados com o auxilio de
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uma algca de Drigalski esterilizada em placas de Petri contendo agar ISP2. As placas
foram incubadas a 28°C / 48 - 72 h. As quantificagbes foram conduzidas em triplicata e

os resultados expressos em log UFC. mL * (Figura 5).

S, Tubercidicus caldo

ISP2
Aliquotas (1 mL)
diariamente
N - @
102
=, 1
104 AgarISP2

18 1

10%
107 -
Diluigoes seriadas decimais J

Log UFC.mL"

S Tubsreidicus caldo
TSB

Figura 5: Representa¢é@o esquematica da cinética de crescimento de S. tubercidicus em caldo
ISP2 e caldo TSB

4.8. Determinacao quantitativa da atividade antimicrobiana

A quantificacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de difuséo
em agar (well diffusion assay). Aliquotas de 100 pL do extrato bruto fresco, diluido
duplo-serialmente, foram depositadas em orificios de placas contendo agar Mueller-
Hinton, previamente semeadas com microrganismos indicadores (10° células / mL).
Neste ensaio foram utilizados como microrganismos indicadores as cepas de C.

albicans ATCC 10231, E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 29213. As placas foram
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incubadas a 37 °C overnight para verificacdo de halos de inibicdo. Os bioensaios foram

avaliados em triplicata (Figura 6).

A atividade antimicrobiana foi expressa em Unidades Arbitrarias por mL (UA.mL"
1), sendo esta definida como a reciproca entre a diluicio mais alta que apresente zona

de inibicdo e que corresponda a 1 mL de sobrenadante nao-diluido.

» 100 L
\ 16 148

1/4
16

18
Extrato de S. fubercidicus
{diluido em caldo ISP2)

Agar Muller-Hinton/
Microrganismo indicador

|1 L

" vy
Reativar caldo Incubacéio 37°C/ 24

horas

BHI
Incubar
24h{37°C
Microrganismos
indicadores Atividade

antagonica
Agar TSA -—‘

Figura 6: Representac@o esquematica para a determinagdo quantitativa da atividade antimicrobiana do
extrato de S. tubercidicus contra microrganismos indicadores.

4.9. Tratamentos térmico, enzimatico e de variacao no pH

O extrato bruto obtido (descrito no item 4.6) foi submetido a diferentes testes

para avaliar a natureza do composto bioativo produzido pelo endofitico. Para realizacéo
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destes testes, 10 mL do extrato bruto foi concentrado numa proporcéo de 10 vezes em

speed-vac.

A estabilidade térmica do extrato bruto foi analisada, para a realizacdo deste
teste, o extrato foi ressuspendido em 1 mL de agua destilada esterilizada e exposto a
diferentes tempos e temperaturas. As solucdes foram incubadas a -80° C, -20° C, 28°

C, 37° C por 6 horas; a 60° C, 70° C e 100° C por 1 hora e a 121° C por 15 minutos.

O extrato bruto concentrado foi submetido a tratamento com diferentes enzimas
degradativas. Para tanto, o extrato foi ressuspendido em 1 mL de agua destilada
esterilizada, com o auxilio de ponteiras esterilizadas foi retirado 100 pL do extrato e
colocados em eppendorfs contendo 1 mg das enzimas: Amilase (Sigma), Invertase
(Novozymes), Pepsina (J. T. Baker), Lipase tipo Il (Sigma) e Lipase tipo VII (Sigma). As

preparacdes foram incubadas a 37 °C por 1 hora.

A bioatividade do extrato concentrado foi verificada em diferentes valores de pH.
Aliquotas de 100 uL foram ajustadas em pH 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 e 9,0 com
adicdo de HCI ou NaOH. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 2

horas; ap0s este periodo o pH das aliquotas foi ajustado (pH 6,0) antes do bioensaio.

O bioensaio de difusdo em agar foi utilizado para determinar a atividade
antimicrobiana antes e apos os tratamentos descritos anteriormente. Apés a incubacéo
foi realizado o bioensaio, utilizando como microrganismos indicadores as cepas de E.
coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 29213. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.
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4.10. Estimativa da massa molar das substancias antimicrobianas

O extrato bruto concentrado foi submetido a ultrafiltracio em membranas
Millipore® de 3,0; 3,5 e 10 kDa para estimar o peso molecular das substancias
bioativas. Para tanto, o extrato bruto concentrado em speed-vac (Thermo RVT 4104) foi
ressupendido em 1mL de agua destilada esterilizada, 200 pL do extrato foram
adicionados em cada eppendorf e centrifugados a 6000 rpm por 20 minutos. Apoés a
centrifugacdo, as fragOes filtradas foram coletadas e submetidas ao bioensaio,
utilizando como microrganismos indicadores as cepas de E. coli ATCC 25922 e S.

aureus ATCC 29213. Os testes foram realizados em triplicata.

4.11. Avaliacao da separacao e purificagcdo por HPLC

Os extratos brutos obtidos foram analisados em HPLC (cromatografia liquida de
alta eficiéncia). As andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia foram feitas
utilizando-se coluna analitica de fase reversa (uBondpack C-18, 39 x 30 mm, 10 um)
em um cromatografo liquido (Waters 996), equipado com injetor e coletor autométicos e

detector de arranjo de diodos (Waters 717).

A fase movel consistiu em: dgua 95% Milli Q, pH 7.5 (solucdo A) e metanol 5%,
pH 7,5 (solucdo B), com um fluxo de 2,0 mL.min%. O volume injetado foi de 200 pL. As
amostras foram eluidas na coluna sob o gradiente linear de 0 a 100%, durante 60
minutos. A eluigdo foi monitorada em comprimento de onda de 200 a 500 nm e os
picos, coletados manualmente, foram liofilizados em speed-vac e ressuspendidos em
100 pL de agua destilada, para os ensaios de atividade antimicrobiana. Os
microrganismos indicadores utilizados foram E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC

29213.
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4.12. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Estas andlises foram realizadas em colaboragdo com o Departamento de
Engenharia Quimica (DEQ) — UFSCar. Foram realizados ensaios por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), para avaliar a natureza dos compostos contidos nos extratos
brutos de S. tubercidicus RND-C. Técnicas cromatograficas foram aplicadas para
separar 0s compostos bioativos e avaliar o perfil de separacdo e purificacdo dos

compostos.

Para tanto, foram utilizados diferentes sistemas eluentes e reveladores. Os
sistemas eluentes testados foram misturas polares de solventes organicos e o0s

reveladores utilizados foram:

e Luz ultravioleta (UV) Spectroline Model ENF- 260 C/F nos comprimentos de

onda de 254 nm e 365 nm;

e Solucado de 0,29 de ninidrina em 100 mL de etanol P.A. (Merck), aquecendo-se
em seguida por 5 minutos em estufa a 120°C, utlizada na identificacdo de

aminoacidos e aminas primarias;

e Solucdo de 20% de acido fosfomolibidico em etanol P.A. (Merck), aguecendo-se
em seguida por 5 minutos em estufa a 120°C, com capacidade para detectar

substéancias redutoras, lipideos e esteroides;

e Solucdo do reagente Dragendorff, para identificacdo qualitativa de alcaldides
e/lou substancias com heteroatomos contendo pares de elétrons livre (literatura

Merck- Darmstadt).
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4.13. Técnicas Cromatograficas

As técnicas cromatograficas empregadas na separacdo do extrato bruto de

Streptomyces tubercidicus RND-C foram especificas para extratos polares.

Inicialmente, o extrato foi separado por cromatografia em coluna pré-
empacotada de fase reversa do tipo Sep-Pak, onde a fase estacionaria € derivatizada
com grupos octadecila (C.5). Como fase movel foi utilizado um sistema eluente
composto por 4gua e metanol. As fracdes obtidas foram avaliadas quanto a atividade

antimicrobiana e antifingica através de bioensaios.

As fracbes que apresentaram atividade antimicrobiana foram purificadas
separadamente por cromatografia de permeacdo em gel de Sephadex LH-20 utilizando
eluicdo isocratica com metanol. As fracBes obtidas a partir desta purificacdo também

foram submetidas a bioensaios.

4.14. Determinacgao Estrutural das Substéncias Bioativas
Para a determinacdo estrutural das substancias bioativas foram realizadas

analises de RMN no Departamento de Quimica (DQ)- UFSCar.

A determinacéo estrutural dos compostos puros esta sendo realizada com base
nos espectros mono e bidimensionais de RMN. Foram determinados os espectros de
RMN-'H do extrato bruto de S. tubercidicus e os espectros RMN-'H dos compostos

puros.

A caracterizacdo dos compostos bioativos puros deverd ser feita através da
aquisicao dos espectros de RMN mono e bidimensionais. Os dados obtidos atravées dos
espectros de RMN *H e de **C determinam o nimero exato de hidrogénios e carbonos
presentes na molécula. Por sua vez, os espectros de RMN bidimensionais *H- *C e *H-

'H correlacionam informacBes sobre os &tomos da molécula. Desta forma, as
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estruturas poderdo ser elucidadas com base em informacdes obtidas conjuntamente

por estas técnicas.

Aliada a essas técnicas devera ser utilizada a espectrometria de Massas que
fornece a formula estrutural da molécula, colaborando para a elucidacao estrutural dos

compostos isolados.

Para a aquisicdo dos espectros € necessario solubilizar a amostra em um
solvente deuterado, isto €, sem hidrogénio para que este nao interfira no experimento.
Os solventes deuterados mais utlizados s&o: &agua deuterada (D,O), metanol

deuterado (CD3;OD) e dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg).

O nucleo de certos elementos e is6topos comportam-se como se fossem imas
girando em torno de um eixo. Tém esta propriedade alguns nucleos como o do
hidrogénio comum e o do carbono 13 (*3C). Quando se coloca um composto contendo
atomos de 'H ou de *C num campo magnético muito forte e simultaneamente se
irradia o composto com energia eletromagnética, os nucleos podem absorver energia
num processo denominado ressonancia magnética. A absorcdo desta radiacdo pelos
ndcleos desses elementos é quantizada e produz um espectro caracteristico. Esta
absorcdo ndo ocorre a menos que a frequéncia da radiacao e a intensidade do campo
magnético tenham valores bem definidos. Os espectrémetros permitem medir a
absorcdo de energia pelos nicleos de *H e de **C, além do nicleo de alguns outros

elementos.

Os deslocamentos quimicos sdo medidos na escala horizontal do espectro, em
Hertz (Hz), e normalmente expressos em partes por milhdo (ppm). Quanto mais para
esquerda se localiza o sinal, menor € o campo magnético sobre o0 nucleo. Estas

posicdes sdo medidas em relacdo a absorcdo dos prétons de um composto de

referéncia. Em geral, o composto de referéncia utilizado € o tetrametilsilano (TMS).
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Neste contexto, a amostra cujo espectro esteja sendo levantado adiciona-se pequena
quantidade de TMS e toma-se o sinal dos 12 protons equivalentes do TMS como o

ponto zero da escala (Figura 7).

AN
H | "H
H

Figura 7: Estrutura do tetrametilsilano (TMS).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento e identificacdo de endofitico produtor de substancias bioativas

Foram coletadas folhas e caules da planta Solanum lycocarpum, St. Hill
popularmente conhecida como “lobeira”, em area com vegetacao de Cerrado na cidade
de Sado Carlos—SP. Foi isolado um microrganismo com caracteristicas fenotipicas

similares as das bactérias pertencentes ao género Streptomyces spp.

O endofitico foi submetido a estudos taxondmicos por meio de caracterizagao
cultural, morfolégica e fisiolégica e apresentou positividade para a catalase e presenca

de pigmento melandide.

As caracteristicas culturais das col6nias foram observadas apds 20 dias de
incubacdo em agar ISP2 (Figura 8). As colbnias apresentaram aspecto aveludado,
forma circular, cor da frente cinza e o verso bege com centro marrom, borda clara,
crescimento lento, margem irregular e odor caracteristico de terra molhada devido a

producdo de geosmina produzida por bactérias pertencentes a este género.

Figura 8: Caracteristicas macroscoépicas do endofitico isolado de Solanum lycocarpum em agar ISP2.
(A) Frente da placa; (B) Reverso.
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O microrganismo endofitico foi identificado genotipicamente, com 99% de
homologia, como Streptomyces tubercidicus e foi denominado Streptomyces

tubercidicus RND-C.

Ha poucos trabalhos na literatura sobre o isolamento de S. tubercidicus e
apenas quatro foram publicados em relacdo a producdo de substancias bioativas
produzidas por esta bactéria (SMULSON & SUHADOLNIK, 1967; SHIMOTSU et al.,
1980; YOO et al., 1998; KONYA et al., 2008) Este estudo relata pela primeira vez o
endofitismo da bactéria S. tubercidicus isolada da planta Solanum lycocarpum a partir

da vegetacédo do Cerrado.

Assumpcédo e colaboradores (2009) isolaram e identificaram microrganismos
endofiticos de sementes de soja avaliando o potencial dos isolados para aplicacéo
biotecnoldgica. Estes autores conseguiram isolar 12 microrganismos, incluindo:
Acinetobacter, Bacillus, Brevibacterium, Chryseobacterium, Citrobacter,
Curtobacterium, Enterobacter, Methylobacterium, Microbacterium, Micromonospora,
Pantoea, Paenibacillus, Pseudomonas, Ochrobactrum, Streptomyces e Tsukamurella.
Os resultados obtidos por estes autores ressaltam que Streptomyces spp, pode ser

encontrado como endofitico e isolado de uma variedade de plantas.

Os resultados obtidos por Assumpcdo et al. (2009) corroboram com os
encontrados por Li et al. (2008) que isolaram actinomicetos endofiticos de plantas com
propriedades medicinais na China. Os resultados obtidos por estes autores mostraram
que 31,7% dos Streptomyces endofiticos isolados apresentaram citotoxicidade contra
células tumorais, 65,9% contra Escherichia coli, 24,4% contra Staphylococcus aureus,
31,7% contra Staphylococcus epidermidis, 12,2% contra Candida albicans, e nenhum

dos isolados apresentaram atividade contra Klebsiella pneumoniae.
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Souza et al. (2008), isolaram uma cepa de Streptomyces do solo do Cerrado
brasileiro, esta cepa foi identificada através da andlise da sequéncia do RNAr 16S e
identificada como uma nova espécie que foi designada Streptomyces lunalinharesii. Os
resultados obtidos por estes autores corroboram com os resultados obtidos no presente
trabalho mostrando que o bioma Cerrado alberga uma variedade de microrganismos

com aplicacéo biotecnoldgica.

Wu e colaboradores (2009) isolaram 115 actinomicetos endofiticos de trés
plantas com propriedades medicinais: Annonaceae squamosal, Camptotheca
acuminate eTaxus chinensis. O teste de bioatividade aplicado indicou que 72,4% dos
actinomicetos isolados apresentaram bioatividade contra Vvarios microrganismos
indicadores analisados. Na identificacdo fenogenotipica, os resultados obtidos
mostraram predominio do género Streptomyces spp. Esses resultados indicam que
actinomicetos endofiticos associados com plantas sdo uma fonte promissora para a

pesquisa de novas drogas.

Verma et al. (2009) isolaram 55 actinomicetos endofiticos de vinte plantas, 60%
dos isolados apresentaram atividade contra fungos e bactérias patogénicas. O género

dominante foi Streptomyces totalizando 49,09% dos isolados.

Maitan (1998) isolou sete actinomicetos endofiticos da planta medicicinal
Solanum lycocarpum, no estado de Goids. Alguns actinomicetos apresentaram
atividade antibidtica e foram identificados como pertencentes aos géneros:
Streptomyces, Rhodococcus, Microlunatus e Luteococcus. Na literatura foi encontrado
somente este artigo relacionando o isolamento de endofitico a partir da planta Solanum
lycocarpum. Estes resultados ressaltam que pesquisas com esta planta do Cerrado
devem ser incentivadas, para a busca de novas substédncias com propriedades

medicinais.
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Liu et al. (2007) analisaram a atividade antimicrobiana e antitumoral de 155
actinomicetos isolados de plantas com propriedades medicinais na cidade de
Xishuangbanna, localizada na China. Os resultados obtidos mostraram que 42% dos
isolados exibiram antagonismo contra cepas patogénicas e 54,5% mostraram uma boa
inibicdo das células tumorais. Esses resultados sdo superiores aos do actinomicetos
isolados do solo, indicando um grande potencial para a exploragdo do isolamento de
endofiticos. Foram isolados 6 compostos, ambos apresentaram atividade
antimicrobiana e antitumoral. Estes compostos foram separados e purificados utilizando
adsorcdo em resina, coluna de silica gel e cromatografia sephadex. Baseado nos
resultados obtidos por estes autores podemos perceber que o0s actinomicetos
endofiticos sdo considerados fontes promissoras para o0 isolamento de novos

compostos bioativos.

5.2. Caracterizacao do potencial antagonico de S. tubercidicus RND-C

A Dbioatividade de S. tubercidicus contra microrganismos patogénicos foi
analisada em nosso trabalho, ndo havendo relatos na literatura sobre a acao
antimicrobiana de S. tubercidicus. Os resultados obtidos demonstraram que a cepa de
S. tubercidicus foi capaz de inibir cepas de bactérias e fungos envolvidos em surtos de

infecgdes hospitalares.

A producdo de metabdlitos secundarios produzidos pela cepa de S. tubercidicus
foi demonstrada utilizando-se como microrganismos indicadores as cepas de Candida
albicans ATCC 10231, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Serratia marcenses IAL 1475, Shigella

sonnei ATCC 1578 e Staphylococcus aureus ATCC 29213.
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S. tubercidicus apresentou atividade contra C. albicans, e os resultados dos
halos de inibicdo (19,4 mm) produzidos estao representados na Figura 9. C. albicans &
um fungo leveduriforme que causa infec¢des principalmente em individuos

imunocomprometidos (NUCCI et al., 2002).

Figura 9: Bioatividade contra C. albicans ATCC 10231.

Nas ultimas quatro décadas, numerosos relatos documentaram aumento da taxa
de infec¢gBes por fungos em pacientes hospitalizados. Na grande maioria dos casos, 0
agente causal pertencia ao género Candida, seguido de Aspergillus, Fusarium e outros

em menor freqiéncia (GAMIS et al, 1991; MORRISON et al, 1994; NUCCI et al, 2002).

Jain & Jain (2007) analisaram a bioatividade da cepa de Streptomyces
purpeofuscus CM 1261. Os resultados obtidos demonstraram forte atividade
antagoOnica contra quatro fungos causadores de doencas humanas, Candida albicans,

Aspergillus niger, Microsporum gypseum e Trichophyton spp. Estes resultados
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ressaltam o potencial antagdnico de Streptomyces tubercidicus contra C. albicans,

obtido em nosso trabalho.

No presente trabalho S. tubercidicus produziu metabdlitos secundarios capazes
de inibir a bactéria Enterococcus faecalis apresentando halos médios de inibicdo de 16
mm (Figura 10). O género Enterococcus é potencialmente causador de infeccdes, tais
como endocardite e bacteremia, atingindo principalmente pacientes debilitados

(CONDE-ESTEVEZ et al., 2009).

Figura 10: Bioatividade contra Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Murakami et al. (2008) isolaram uma espécie de Streptomyces que apresentou
bioatividade contra S. aureus e E. faecalis como CIM de 100 e 50 pg/mL,
respectivamente. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os encontrados
em nossa pesquisa, onde a cepa de S. tubercidicus também apresentou atividade

antimicrobiana contra os dois microrganismos.

S. tubercididicus também apresentou atividade antimicrobiana contra E. coli,

com halos médios de 40 mm (Figura 11). Esta bactéria é a principal responsavel por
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causar infec¢des do trato urinario e apresentam resisténcia aos antibioticos usados no
tratamento, como as cefalosporinas de terceira geracao (BORG et al., 2009). Com base
nestes resultados, a nossa pesquisa foi de grande valor na bioprospeccado de novos

compostos capazes de inibir E. coli.

Figura 11: Bioatividade contra E. coli ATCC 25922.

A cepa de S. tubercidicus néo foi capaz de inibir o crescimento de P. aeruginosa
(Figura 12). P. aeruginosa € uma bactéria causadora de infec¢do hospitalar e atinge
principalmente individuos transplantados (ZEGLEN et al., 2009). Com base nos
resultados obtidos em nosso trabalho, plantas do Cerrado devem ser exploradas para

isolar microrganismos capazes de inibir P. aeruginosa.
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Figura 12: Bioatividade contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

No trabalho realizado por Albertton et al. (2006) a cepa de Streptomyces
viridosporus T7A apresentou efeito inibitério sobre as cepas patogénicas Gram-
positivas (S. aureus) porém ndo sobre bactérias Gram-negativas (Salmonella sp.,
Pseudomonas sp. e Escherichia coli). Estes resultados sé&o parcialmente semelhantes
aos nossos, onde a cepa de S. tubercidicus ndo inibiu a bactéria Gram-negativa P.

aeruginosa, mas foi capaz de inibir E. coli.

Xie et al. (2008) avaliaram a capacidade de dois novos antibiéticos, sansamicina
B e C, isolados de Streptomyces spp em inibir o crescimento de P. aeruginosa. Os
resultados obtidos mostraram que os dois antibiéticos exibiram atividade inibitoria
contra 0 microrganismo indicador, com concentracéo inibitdria minima (CIM) de 8,0 e

1,6 ug/mL, respectivamente.

A cepa de S. tubercidicus isolada em nosso trabalho também foi bioativa contra
Shigella sonnei ATCC 1578 com halos médios de 18 mm (Figura 13) e Serratia

marcescens IAL 1475 apresentando halos de 42 mm (Figura 14).
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Figura 13: Bioatividade contra Shigella sonnei ATCC 1578.

Figura 14: Bioatividade contra Serratia marcenses |IAL 1475.

Shigella spp é uma das principais causadoras de diarréia em criancas, sendo
que S. sonnei é o sorogrupo mais envolvido (KARACAN et al., 2007). Em um estudo
realizado por Karacan et al. (2007), foi analisado a resisténcia da bactéria a varios
antibioticos. Os resultados obtidos por estes autores mostraram que 90,4% sao
resistentes ao trimetropim-sulfametaxol. Nossos resultados corroboram na pesquisa de

novas drogas para o tratamento de casos de disenteria ocasionado por S. sonnei.

Chowdhury et al. (2005) analisaram o efeito antimicrobiano de dois antibioticos
JF-A e JF-B isolados de Streptomyces spp. As CIM(s)de JF-A e JFB- foram de 64 e

128 pg/mL contra S. sonnei, respectivamente.

69



Serratia marcescens € uma bactéria envolvida em surtos de infeccdes
nosocomiais, sendo a principal responsavel por casos de sepse neonatal em unidades
de terapia intensiva (UTI) (ARSLAN et al., 2009). O tratamento € dificil podendo levar

muitos pacientes a 6bito, por isso a pesquisa de novas drogas devem ser incentivadas.

Na figura 15 pode-se observar que o endofitico S. tubercidicus inibiu o
crescimento de S. aureus, apresentado bioatividade de 35 mm. S. aureus € uma
bactéria envolvida em surtos de infeccdo nosocomial e apresenta resisténcia aos

antibioticos de amplo espectro de acao, como a meticilina (RATTI & SOUSA, 2009).

Figura 15: Bioatividade contra S. aureus ATCC 29213.

No trabalho realizado por Malik et al. (2008), a proteina secretada por
Streptomyces fulvissimus apresentou uma atividade significativa contra as cepas de S.
aureus meticilina-resistentes. Estes resultados s&o similares aos obtidos no presente
trabalho, onde os metabdlitos secundarios produzidos pela cepa de S. tubercidicus

inibiram a cepa de S. aureus apresentando grandes halos de 35 mm (Figura 15).
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No trabalho realizado por Vieira et al. (2002), as cepas de Streptomyces spp.
isoladas do solo da Paraiba demonstraram atividade antimicrobiana contra alguns
microrganismos testados. Os microrganismos sensiveis foram S. aureus, C. albicans,
C. tropicalis, T. rubrum e A. flavus, enquanto E. coli, P. aeruginosa e M. canis, foram
resistentes a todos os metabdlitos produzidos. Os halos de inibicdo variaram de 10 a
30 mm, com média de 20 mm de diametro. Na presente pesquisa detectou-se a
formacao de halos de inibicdo contra bactérias Gram-positivas, leveduras e E. coli, hdo

ocorrendo inibicdo da bactéria Gram-negativa P. aeruginosa.

Os metabdlitos secundarios produzidos por S. tubercidicus isolado do Cerrado
apresentaram um amplo espectro de acdo contra os microrganismos analisados. Os
resultados obtidos nesta pesquisa ressaltam o potencial antagbnico do endofitico
isolado contra microrganismos de interesse em Saude Publica, se constituindo em uma

fonte promissora para a pesquisa de novos compostos bioativos.

5.3. Cinética de crescimento e quantificacdo da atividade antimicrobiana do
extrato produzido por S. tubercidicus RND-C

A cinética de crescimento de S. tubercidicus RND-C e a quantificacdo da

bioatividade do extrato contra E. coli e S. aureus foi demonstrado pela primeira vez no

presente trabalho e ndo existem dados publicados na literatura.

Na figura 16 pode-se observar a relagédo entre a cinética de crescimento de S.
tubercidicus e o inicio da producéo de substancias bioativas. A biocarga do indculo foi
quantificada na ordem de 10° UFC. mL™, e a maior contagem microbiana (log 7,88
UFC. mLY) foi verificada ap6s 48 h de cultura, onde iniciou-se a producdo de
substéancias bioativas. Durante o cultivo, o valor de pH foi monitorado e manteve-se na

faixa da neutralidade, variando de 6,0 — 7,0.
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Figura 16: Cinética de crescimento de S. tubercidicus RND-C e bioatividade do extrato contra E. coli e
S. aureus.

O extrato bruto fresco apresentou potencial antimicrobiano maximo de 200
UA.mL™ para E. coli ATCC 25922 (48 horas da cultura) e S. aureus ATCC 25923 (48
horas da cultura) quando cultivado em caldo ISP2. O inicio da producéo de substancias
bioativas correspondeu ao inicio da fase estacionaria de crescimento de S. tubercidicus

(Figura 16).

Na figura 16, pode-se observar também que o potencial antagbnico do extrato
manteve-se ativo por 21 dias consecutivos e apos 10 dias de cultivo foi constatada uma
diminuicdo no tamanho dos halos de inibicdo produzidos. Uma das hipéteses
consideradas foi que no décimo dia, a cultura entrou na fase de declinio, ocorrendo
uma reducdo no ndmero de células de S. tubercidicus (log 5,66 UFC. mL™) coincidindo

com a reducao dos halos produzidos.
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No trabalho realizado por Heck (2007) foram selecionados actinomicetos
produtores de antibidticos. Para tanto, realizou-se uma triagem para detectar a
atividade antimicrobiana. O isolado 2S foi selecionado apresentando os melhores
resultados para a producdo de substancias bioativas. A producédo de substancias
bioativas ocorreu no terceiro dia, apos 72 h de cultivo. Os resultados obtidos por Heck
(2007) diferem dos encontrados no presente trabalho, onde a producdo de substancias

bioativas ocorreu no segundo dia de cultivo, apos 48 h.

O extrato bruto de S. tubercidicus ndo apresentou bioatividade contra C. albicans
ATCC 10231 (Figura 17). O teste foi realizado durante 5 dias consecutivos em triplicata
em dois meios de cultura diferentes caldo ISP2 e TSB. Como nao foi detectada
bioatividade contra este microrganismo o teste foi interrompido. Isto pode ter ocorrido
porque na avaliagdo qualitativa da atividade antimicrobiana os halos apresentados
foram menores (19,4 mm) quando comparados aos outros microrganismos testados, 40

mm para E.coli e 35 mm para S.aureus.

Figura 17: Determinacdo quantitativa da atividade antimicrobiana de S. tubercidicus contra C.
albicans, em caldo ISP2 (A) e TSB (B).
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A bioatividade contra S. aureus foi verificada em dois meios de producao
diferentes: ISP2 e caldo TSB e apés 48 h de incubacdo (Figura 18). Os resultados
obtidos mostraram que o caldo ISP2 foi 0 melhor meio para a producéo de substancias
bioativas apresentando 200 UA. mL-1. J& em caldo TSB o maximo produzido foi de 100

UA. mL-1.

Figura 18: Determinagéo quantitativa da atividade antimicrobiana de S. tubercidicus contra S.
aureus em caldo TSB (A) e ISP2 (B).

A bioatividade do extrato de S. tubercidicus contra E. coli também foi avaliada
em dois meios de producao distintos, TSB e ISP2. Na figura 19, pode-se observar que
a producdo de substancias bioativas ocorreu nos dois meios de producédo testados,

mas no caldo ISP2 os halos produzidos foram maiores.
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| Figura 19: Determinag¢&o quantitativa da atividade antimicrobiana de S. tubercidicus contra
* E. coliem caldo TSB (A) e ISP2 (B).

Trabalhando com Paenibacillus polymyxa, endofitico isolado de péssego do
Cerrado, nosso grupo detectou a bioatividade do extrato contra E. coli e S. aureus
(SERRANO et al., 2009). A bioatividade foi quantificada e expressa no valor de 800 UA.
mL™, sendo este superior ao detectado no presente trabalho. Entretanto, em nosso
trabalho a bioatividade se manteve constante durante os 21 dias, ja no trabalho
realizado por Serrano (2009), o extrato se manteve ativo durante 13 dias contra E. coli

e no 9° dia o extrato se tornou inativo contra S. aureus.

5.4. Estabilidade térmica, enzimatica e variacdo no pH do extrato e estimativa
da massa molar das substéncias bioativas
A estabilidade térmica, enzimatica, a variacdo no pH do extrato bruto
concentrado e a estimativa da massa molar das substancias bioativas foram avaliadas

e o0s resultados estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Aplicacdo de diferentes tratamentos sobre o extrato bruto concentrado produzido por S.

tubercidicus RND-C e efeitos na atividade antimicrobiana contra E. coli e S. aureus.

Tratamento

Bioatividade contra

Escherichia coli Staphylococcus aureus

Nenhum (controle positivo)

Enzimético
Amilase
Lipase (tipo II)
Lipase (tipo VII)
Invertase
Pepsina
Estabilidade térmica
-80 e -20 °C (6 horas)
28 e 37 °C (6 horas)
60 e 70 °C (1 hora)
Variagdo no pH
pH 2,0
pH 3,0
pH 4,0
pH 5,0
pH 6,0
pH 7,0
pH 8,0
pH 9,0
Ultrafiltracéo
Membrana de 10 kDa
Membrana de 3,5 kDa

Membrana de 3,0 kDa

+: presenca de halos; -: auséncia de halos. Todos estes experimentos foram realizados em triplicata.
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De acordo com dados apresentados na Tabela 2, as substancias bioativas
contra E. coli e S. aureus mantiveram potencial de atividade apos tratamento com as
enzimas degradativas, amilase e pepsina. Estes resultados sugerem que as
substancias bioativas produzidas por S. tubercidicus RND-C possuem natureza lipidica

e ndo-proteinacea.

Ja a substancia ativa contra E. coli tém natureza glicidica e lipidica, devido a
resisténcia a acdo da enzima invertase e lipase, respectivamente. Os dados obtidos
sugerem que as substancias contidas no extrato bruto de S. tubercidicus RND-C contra

E.coli pode ser um glicolipidio.

O extrato bruto de S. tubercidicus manteve-se ativo apdés ser submetido a
diferentes temperaturas. Como pode ser visto na tabela 2 o extrato manteve sua
estabilidade quando exposto a elevadas (100 e 115 °C) e baixas (-20 e -80 °C)
temperaturas, sugerindo que os compostos bioativos produzidos ndo sdo sujeitos a

degradacdo quando submetidos a variagcéo térmica.

A bioatividade do extrato contra E. coli e S. aureus foram detectadas nas fracdes
retidas e eluidas em membranas de 10 e 3,0 kDa. Portanto, as moléculas bioativas
contra os microrganismos avaliados foram estimadas com massa molar inferior a 3 kDa
e inferior a 10 kDa, ja que a bioatividade contra S. aureus e E. coli foi perdida quando o
extrato foi ultrafitrado em membrana de 3,5 kDa. Desta maneira, 0S coOmpostos
bioativos contra este microrganismo apresentam massa molar estimada em maior que
3,5 kDa e menor que 3,0 kDa. Estes resultados sugerem a ultrafiltracdo do extrato em

membranas com pesos moleculares maiores que 3,5 kDa e menores que 10 kDa.

No trabalho realizado por Yoo et al. (1984) foi isolada uma substancia produzida

por S. tubercidicus com massa molar de 266,25 Da. Os resultados obtidos por estes

77



autores diferem do encontrados no presente trabalho, no qual foi isolado duas

substancias com massa molar estimada entre menor que 3,0 kDa e maior que 3,5 kDa.

Na figura 20 pode-se observar que o extrato foi ativo contra E. coli em condicdes
de acidez (pH, 2,0 — 5,0) e também apresentou bioatividade em pH 7,0 e 8,0. De
acordo com estes resultados, pode-se concluir que a bioatividade dos compostos
presentes no extrato, contra E.coli, ndo foi influenciada em condi¢cdes de acidez,

engquanto que em condicdes de alta alcalinidade (pH 9,0) ndo detectou-se bioatividade.

Figura 20: Variacéo do pH (2,0 — 9,0) do extrato concentrado e bioatividade contra E. coli.

Na figura 21 pode-se observar que o extrato foi ativo contra S. aureus apenas na
faixa de pH 7,0. Em condicOes de acidez e acalinidade a substancia bioativa produzida

por S. tubercidicus foi inativada.
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Figura 21: Variacédo do pH (2,0 — 9,0) do extrato concentrado e bioatividade contra S. aureus.

Mander et al. (2009) purificaram uma fosfolipase extracelular de Streptomyces
tendae utilizando métodos cromatograficos . O peso molecular do composto isolado foi
estimado em 43 kDa. A estabilidade térmica e o pH da enzima foram detectados entre
pH 8,0 e 10 e 60° C. Os resultados obtidos por estes autores diferem do presente
trabalho, no qual os compostos isolados de S. tubercidicus mantiveram-se ativo apos
serem submetidos a diferentes temperaturas. A faixa de pH variou de 2,0-5,0 e de 7,0-

8,0, ressaltando a estabilidade dos compostos em diferentes valores de pH.

Yoo et al. (1998) purificaram e caracterizaram a enzima GTP ciclohidrolase | a
partir de S. tubercidicus. A massa molar desta enzima foi estimado em 58,000 Da. A
temperatura e o pH 6timo foram detectados entre 40 — 42° C e varia¢cdo no pH de 7,5-
8,5. Ja no nosso trabalho as substéncias bioativas mantiveram a atividade numa ampla
faixa de temperatura de -80° C a 121° C e foram estaveis em condi¢Oes de acidez e pH

basico.
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5.5. Separacdo e purificacdo das moléculas bioativas contidas no extrato
produzido por S. tubercidicus RND-C por HPLC
As moléculas bioativas contidas no extrato concentrado produzidas por S.
tubercidicus RND-C foram separadas e purificadas por HPLC. O perfil de separacao
esta demonstrado na Figura 22. Os picos eluidos foram expressos em funcdo do

gradiente de concentracao.
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Figura 22: Perfil de separagéo por HPLC do extrato concentrado produzido por S. tubercidicus RND-C.

Os picos coletados foram bioensaiados contra E. coli e S. aureus. O 1°e 0 2°
pico apresentaram atividade contra S. aureus, sendo que a bioatividade do segundo
pico foi maior como se pode observar na figura 23. Somente o 1° pico coletado
apresentou atividade contra E. coli (Figura 24). Com base nestes dados, pode-se
sugerir que existem duas substancias diferentes produzidas por S. tubercidicus, sendo

duas ativas contra S. aureus e a outra ativa contra E.coli e S. aureus.
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Figura 23: Bioatividade contra S. aureus dos picos eluidos e coletados através de HPLC.

Figura 24: Bioatividade contra E. coli dos picos eluidos e coletados através de HPLC.
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Sui et al. (2009) testaram a atividade antifUngica da cepa de Streptomyces
lydicus A02, contra diversos fungos patogénicos. A substancia bioativa foi isolada e
purificada usando diferentes colunas cromatograficas (coluna de resina e silica gel). A
estrutura quimica do composto foi determinada por métodos espectroscopicos,
incluindo espectrometria de massa, luz UV, luz infravermelho e ressonancia magnética
nuclear. O composto foi identificado como natamicina, apresentando massa molar de

665 Da.

Ji et al. (2009) isolaram 5 compostos diferentes a partir do caldo de fermentacéo
de Streptomyces qinlingensis. Dois compostos isolados ja foram descritos na literatura,
como o acido Streptotricina F e Streptotricina D. Os mesmos autores detectaram trés
novos compostos: acido 12-carbomilstreptotrina E, 12-carbomilstreptotricina D e &cido
N-acetil-streptotricina D. Os resultados mostraram que os compostos isolados possuem
atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis, E. coli e S. aureus. Os dados obtidos
por estes autores corroboram com o0s encontrados no presente trabalho, onde as
substancias isoladas e purificadas por HPLC apresentaram bioatividade contra

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,

El-Naggar (2007) isolou uma cepa de Streptomyces do solo do Egito, que de
acordo com a sequéncia do rRNA 16S, foi identificado como S. violaceusniger. O
extrato produzido pelo isolado apresentou atividade antibacteriana contra
microrganismos Gram-positivos, similarmente aos dados obtidos no presente trabalho.
As substéncias produzidas foram separadas por HPLC, usando as colunas de silica-gel

e a sephadex LH-20. No presente trabalho foi utilizada coluna C18.

Yoo et al. (1984) extrairam e detectaram uma molécula bioativa produzida por S.
tubercidicus, utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC). Os autores

utilizaram como solventes agua e metanol (20/80) e a coluna C18. O composto foi
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detectado num comprimento de onda de 254 nm.Os dados obtidos por estes autores
corroboram com os obtidos em nosso trabalho, no qual foram detectadas substancias
bioativas utilizando a mesma técnica cromatografica e a coluna C18. O diferencial do
presente trabalho € que foram aplicados outros métodos para a deteccdo de
substéancias bioativas, como 0 ensaio qualitativo para a determinacdo da atividade

antimicrobiana.

Os dados obtidos na presente pesquisa mostraram que foram detectados dois
compostos diferentes no comprimento de onda de 254 nm produzidos por S.
tubercidicus. Estes resultados sugerem o isolamento de substancias diferentes das
isoladas por Yoo et al. (1984), ressaltando a possibilidade de serem substancias ainda

nao descritas na literatura cientifica vigente.

5.6. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para se avaliar a natureza dos compostos contidos nos extratos brutos de S.
tubercidicus RND-C, e determinar a técnica cromatografica mais adequada para
separacdo dos compostos bioativos foram realizadas analises por CCD. O melhor

sistema eluente testado foi o sistema Metanol/Diclorometano (7:3).

Desta forma, foram preparadas quatro placas de CCD contendo o extrato bruto
de S. tubercidicus, eluidas com Metanol/Diclorometano (7:3) e reveladas como descrito

na parte experimental.

A partir da Figura 25, observa-se a presenca de compostos contendo
consideravel quantidade de aminoacidos polares (Placa revelada com Ninidrina).
Observa-se a presenca de trés compostos de média polaridade. Dentre estes, 0 mais

polar foi revelado apenas a luz UV no comprimento de onda de 365 nm. Por sua vez, o
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intermediario e o menos polar foram revelados a luz UV no comprimento de onda de
254 nm (placa revelada com Acido Fosfomolibdico), tratando-se de um composto

redutor (Figura 25).

o o (@) o
= (= (= =
St g St St
Luz UV Ninidrina Acido Reagente de

Fosfomolibdico Dragendorff

LEGENDA:

¢ Tracovazio—revelacoma luz UV em 254 nm

c>Traco cheio—revelacom aluz UV em 365 nm

Figura 25: CCD do extrato bruto de S. tubercidicu RND-C, reveladas com diversos reveladores para
cromatografia em camada delgada.

Heck (2007) selecionou actinomicetos produtores de antibioticos e otimizou a
producdo dos mesmos. Realizou-se uma triagem para detectar a atividade
antimicrobiana de 24 isolados de actinomicetos. Esta triagem foi realizada contra 8
microrganismos alvo de interesse clinico e 10 isolados apresentaram alguma atividade
antimicrobiana. Destes foram escolhidos 4 isolados que apresentaram as maiores
zonas de inibicdo e com eles foram feitos novos ensaios de antibiose, inclusive contra
Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA) ATCC 33591. O composto
antimicrobiano foi separado por cromatografia em camada delgada e analises

espectroscopicas visando elucidar sua possivel estrutura quimica. Essas analises
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indicaram a presenca de hidroxilas livres e um ciclo contendo nitrogénio, indicando
estrutura semelhante a bleomicina. No presente trabalho utilizou-se CCD e foram

detectados trés compostos revelados no comprimento de onda de 254 nm.

5.7. Técnicas Cromatograficas

De acordo com os dados obtidos na CCD, as técnicas cromatograficas
empregadas na separacao do extrato bruto de Streptomyces tubercidicus RND-C foram

especificas para extratos polares.

Inicialmente, o extrato foi separado por cromatografia em coluna pré-
empacotada de fase reversa do tipo Sep-Pak. A partir dessa separacdo foram obtidas
quatro fracdes (St. 1, St. 2, St. 3 e St. 4). Essas fracdes foram avaliadas quanto a

atividade antimicrobiana e antifingica através de bioensaios.

As fracBes St. 2 e St. 4 apresentaram atividade antimicrobiana somente contra
bactérias e foram purificadas separadamente por cromatografia de permeacdo em gel
de Sephadex LH-20 utilizando eluicdo isocratica com metanol. As fracdes obtidas (St.

2-A; St. 2-B; St. 4-A e St. 4-B) foram submetidas a bioensaios (Figura 26).

As fragbes St. 2-A e St. 2-B apresentaram atividade contra S. aureus. Ja as
fracbes St. 4-A e St 4-B foram ativas contra os dois microragnismos indicadores
testados, S. aureus e E. coli (Figura 26). Os dados obtidos corroboram com os de

HPLC onde foi notada a presenca de duas substancias distintas.
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Atividade antibacteriana

EXTRATO BRUTO B contra:
Streptomyces S. aureus
tubercidicus (St) E. coli

Cromatografia Sep Pak — C18
Gradiente de metanol em agua

T T
I
Purificacdo por permeacao em gel de Sephadex-LH20

Metanol !
A B

4| |
D O
z/ ’:’

|
4

Composto com »
atividade antibacteriana
contra S. aureus

Composto com atividade
antibacteriana
contra S. aureus e E. coli

Figura 26: Representacdo esquematica da separacdo do extrato bruto de S. tubercidicus RND-C

utilizando métodos cromatogréficos.

5.8. Determinacao Estrutural dos Compostos Bioativos

A determinacédo estrutural dos compostos puros estd sendo realizada com base
nos espectros mono e bidimensionais de RMN. Até o momento, foram determinados os
espectros de RMN-'H do extrato bruto de S. tubercidicus e os espectros RMN-'H dos

compostos puros (Figura 27).
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Figura 27: Espectro de RMN-"H do extrato bruto de S. tubercidicus.

A partir do espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio do extrato

bruto de S. tubercidicus (Figuras 28 e 29), observa-se:

e sinais de hidrogénios caracteristicos de aminoacidos entre $ 1,3-2,0 ppm;

e sinais de hidrogénios caracteristicos de agucar entre 4 3,5-4,2 ppm;

¢ sinais de hidrogénios ligados a carbono em dupla ligacéo entre & 5,0-5,5 ppm;

¢ sinais de hidrogénios ligados a grupos aromaticos entre & 7,0-7,5 ppm;

e dois sinais em & 8,48 e & 8,98 ppm caracteristicos de hidrogénio vizinho de

heteroatomos em anel.
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Figura 28: Expans&o do espectro de RMN-"H (5,0-9,5 ppm) do extrato bruto de S. tubercidicus.
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Figura 29: Expansao do espectro de RMN-'H (1,0-5,0 ppm) do extrato bruto de S. tubercidicus.

Ja nos espectros de RMN-'H dos compostos puros observa-se grande definicdo
no padrdo dos sinais e alto grau de pureza. Através do espectro de RMN-'H da fracdo

St.2-B observa-se na Figura 30:
e varios sinais de hidrogénios caracteristicos de alifaticos entre 5 0,5-2,0 ppm;

e um sinal caracteristico de hidrogénios de grupo metoxila (OCH3) em 6 3,21 ppm;
e sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos em dupla ligacao entre &

5.5-6.0ppm;
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e trés sinais caracteristicos de hidrogénio vizinho de heteroatomos em anel entre

6 8,0-8,5 ppm.

| MALJ\#*LLML ‘

Figura 30: Espectro de RMN-'H da fracdo St.2-B.

A partir do espectro de RMN-'H da fracdo St.4-B observa-se na Figura 31:
e sinais caracteristicos de hidrogénios metilénicos (CH) entre 6 1,0-2,0 ppm;

e um sinal caracteristico de hidrogénios de grupo metoxila (OCH3) em 6 ~ 3,5 ppm;

e um multipleto entre & 4,0-4,5 ppm, caracteristico de hidrogénios ligados a
carbonos funcionalizados;

e um dubleto caracteristico de hidrogénios ligados a carbonos em dupla ligacéo
entre 6 5.5-6.0ppm;

e um sinal caracteristico de hidrogénios arométicos em 4 ~ 7,2 ppm;

e sinais caracteristicos de hidrogénios vizinho de heteroatomos em anel em & ~

8,2 ppm.
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Figura 31: Espectro de RMN-'H da fracdo St.4-B.

Como até o momento, na literatura, o Unico composto isolado de Streptomyces
tubercidicus foi a tubercidina, foi realizada uma simulacdo do espectro de RMN-'H
deste composto para comparar com 0s espectros dos compostos isolados. A simulacéo
do espectro de RMN-"H da tubercidina foi realizada utilizando-se o programa ACD Lab
HNMR. Abaixo tem-se a estrutura da tubercidina numerada e em seguida a simulacéo
de seu espectro de RMN-'H com os deslocamentos quimicos de cada nucleo de

hidrogénio descrito.

Estrutura da tubercidina.
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Figura 32: Simulag&o do espectro de RMN-"H da tubercidina utilizando-se o programa ACD Lab HNMR.

Como se pode observar na Figura 32, comparando-se o espectro simulado da
tubercidina e os espectros dos compostos isolados de S. tubercidicus, provavelmente,
estes compostos isolados também devem ser nucleosideos, porém nédo se trata da
tubercidina. Esta constatacéo foi baseada na observacdo dos espectros de ambos os
compostos isolados de um sinal de hidrogénios caracteristicos de grupo metoxila (em &
3,21ppm para a fragdo St.2-B e & ~ 3,5 ppm para a fracdo St.4-B). Além disso, existe
um padrao de sinais entre 5 ~ 0,5-2,0 ppm nos espectros de ambas as fracfes que néao
€ visualizado no espectro da tubercidina. Desta forma, com base no espectro de RMN-
'H dos compostos isolados, pode-se predizer que os compostos isolados,

possivelmente, sejam derivados da tubercidina.
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A estrutura dos compostos isolados sera determinada a partir dos espectros de
RMN-'H, *C, HSQC que descreve a correlacdo direta entre 'H-*C. Assim pode-se
determinar, a qual carbono esté (ao) ligado (s) o (s) ndcleo (s) de hidrogénio (s), HMBC
que descreve a correlacdo a longa distancia entre *H-'*C. Pode-se também determinar
as vizinhancas dos nucleos de hidrogénio e COSY que descrevem a correlacdo entre
'H-'H, caracteristica que determina as vizinhancas dos nlcleos de hidrogénio,
corroborando com o HMBC. Finalmente sera realizada andlise por espectrometria de
Massas de Alta Resolucdo, que elucidard a massa molar e a férmula molecular dos
compostos analisados. Desta forma, as estruturas serdo determinadas sem

ambigiidade.
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6. CONCLUSOES

Na realizacdo do estudo bioprospectivo de microrganismos endofiticos
produtores de substancias bioativas, utilizando plantas do Cerrado, foi isolada uma
bactéria, a partir de folhas e caule de Solanum lycocarpum, apresentando bioatividade

contra microrganismos de importancia em saude publica;

O endofitico isolado foi identificado através de analises fenotipicas e genotipicas

como Streptomyces tubercidicus e denominado RND-C,;

Este estudo relata, pela primeira vez, a associacdo endofitica da bactéria S.
tubercidicus RND-C, com folhas de Solanum lycocarpum, vegetacdo de Cerrado de

Sao Carlos, SP;

O extrato bruto fresco produzido por S. tubercidicus RND-C apresentou potencial
antimicrobiano méaximo de 200 UA.mL™? contra Escherichia coli ATCC 25922 e

Staphylococcus aureus ATCC 25923 apds 48 h de cultivo;

ApoOs ter sido submetido a tratamento enzimatico com amilase e pepsina, o
extrato concentrado manteve-se bioativo, sugerindo a natureza lipidica e nao-

proteinacea das substancias bioativas;

O composto ativo contra E. coli sugere a presenca de substancia de natureza
glicidica e lipidica, devido a resisténcia a agdo da enzima invertase e lipase,
respectivamente, sugerindo que as substancias contidas no extrato bruto de S.

tubercidicus RND-C contra E.coli pode ser um glicolipidio.

O extrato concentrado manteve-se biologicamente ativo quando exposto a
baixas (-20 e -80 °C) e elevadas (100 e 121 °C) temperaturas, sugerindo que 0s

compostos bioativos produzidos ndo sao sujeitos a degradacéo espontéanea;
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O extrato manteve-se ativo contra E. coli em condi¢des de acidez (pH, 2,0 — 5,0)
e também apresentou bioatividade em pH 7,0 e 8,0. Em condicfes de alta alcalinidade

(pH 9,0) ndo detectou-se bioatividade;

O extrato manteve-se ativo contra S. aureus apenas na faixa de pH 7,0. Em
condicles de acidez e acalinidade a substancia bioativa produzida por S. tubercidicus

foi inativada;

A massa molar dos compostos bioativos produzidos por S. tubercidicus RND-C

foram estimadas em menor que 3,0 kDa.

Através da separagcdo biomonitorada foi possivel separar as substancias

bioativas contidas no extrato produzido por S. tubercidicus RND-C;

A separacdo usando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) sugere a
existéncia de duas substancias diferentes produzidas por S. tubercidicus, sendo duas

ativas contra S. aureus e a outra ativa contra E.coli e S. aureus;

Na separacdo por cromatografia em camada delgada (CCD) foram obtidos trés

compostos de média polaridade revelados no comprimento de onda de 254 nm;

Na separacdo por cromatografia em coluna pré-empacotada de fase reversa do
tipo Sep-Pak, foram obtidas quatro fragdes (St. 1, St. 2, St. 3 e St. 4). As fracbes St. 2 e

St. 4 apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias;

As fracbes St. 2 e St. 4 foram purificadas separadamente por cromatografia de
permeacdo em gel de Sephadex LH-20 obtendo as fragdes St. 2-A; St. 2-B; St. 4-A e
St. 4-B. A fragdo St. 2-B foi ativa contra S. aureus. Ja a fracdo St. 4-B foi ativa contra S.

aureus e E. coli. Estes resultados sugerem a presenca de duas substancias diferentes;
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O estudo prosseguira na determinacdo da estrutura dos compostos bioativos
puros através de técnicas espectroscopicas (Ressonancia Magnética Nuclear mono e

bidimensional) e espectrométrica (Espectrometria de Massas).
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7.PERSPECTIVAS FUTURAS

Com os resultados experimentais dessa pesquisa foi possivel propor novos

trabalhos, descritos a seguir:

7.1. Melhoramento genético da cepa de Streptomyces tubercidicus RND-C, visando

aumentar a bioatividade;

7.2. Avaliar as composicfes de meios de cultura para aumentar a producdo de

susbstancias bioativas;

7.3. Testar a bioatividade de S. tubercidicus contra outros microrganismos envolvidos

em surtos de infeccBes hospitalares, incluindo fungos, bactérias e protozoarios.

7.4. Testar a bioatividade de S. tubercidicus contra células cancerigenas;

7.5. Testar e aplicar os compostos produzidos e isolados de S. tubercidicus em

industrias alimenticias, agricultura, producéo de enzimas, dentre outras.
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