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Resumo

Este trabalho descreve a investigagao quimica de uma parte do metabolismo
secundario do actinomiceto Streptomyces clavuligerus e dos fungos endofiticos
filamentosos Penicillium s.p isolado de Murraya paniculata; Penicillium brasilianum e
Aspergillus aculeatus isolados de Melia azedarach e Penicillium griseoroseum
isolado dos graos de Coffea arabica. Inicialmente, foram realizados testes
preliminares para definir a melhor composicdo do meio de cultura e as melhores
condigdes de cultivo para Streptomyces clavuligerus, ja os fungos endofiticos foram
cultivados em arroz e em meio liquido Czapec’k. Dos extratos de S. clavuligerus
foram identificados, por métodos espectroscopicos de RMN 1D e 2D e
espectrometria de massas, o acido antranilico e a 7-hidroxi-2-metilcromona. Com o
objetivo de determinar a presencga de antibidticos B-lactamicos e outros metabdlitos
nos extratos foram desenvolvidas metodologias de detecgdo por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas. A identificacdo das substancias foi
feita com base no estudo de padrdes comerciais e levantamento bibliografico. Estas
metodologias se mostraram eficientes na analise deste tipo de substancias e
permitiu a deteccéo de antibidticos 3-lactdmicos como a penicilina N, a cefamicina C,
a deacetoxicefalosporina C e o acido clavulanico nos extratos de S. clavuligerus.
Estas metodologias foram aplicadas nas analises dos extratos fungicos onde foi
identificado o acido 6-aminopenicilanico, precursor da penicilina G e metabdlitos nao

B-lactdmicos como os nucleotideos timina e adenosina.



Abstract

This work describes the investigation of part of the secondary metabolism of
actinomicete Streptomyces clavuligerus and endophytic filamentous fungus
Penicillium sp isolated from Murraya paniculata; Penicillium brasilianum and
Aspergillus aculeatus isolated from Melia azedarach and Penicillium griseoroseum
isolated from the grains of Coffea arabica. Preliminary tests were realized to define
the best composition of medium culture and the best condition of cultivation
Streptomyces clavuligerus. On the other hand, the endophytic fungus were cultivated
in rice and Czapec’k (medium liquid). The anthranilic acid and the 7-hydroxy-2-
methyl-chromone were identified from the extracts of S. clavuligerus by spectroscopic
methods 1D e 2D NMR and mass spectrometry. Methodologies of analysis for
detection of B-lactam antibiotics were developed by liquid chromatography combined
with mass spectrometry. The identification was based on studies of standard
compounds and comparison with literature data. These methodologies were efficient
in the analysis of this type of substances and they allowed the detection and
identification of B-lactam antibiotics such as the penicillin N, the cephamycin C,
deacetoxy-cephalosporin C and the clavulanic acid in small amounts in S.
clavuligerus the extracts. In the endophytic fungus extracts were possible to identify
the 6-aminopenicillanic acid, precursor of the penicillin G and metabolites no B-

lactams as nucleotides thymine and adenine.
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1. INTRODUCAO



1. Introducao

1.1. Antibidticos e metabolismo secundario.

Os actinomicetos (bactérias filamentosas Gram-Positivas) e os fungos
filamentosos sdo os principais produtores de metabdlitos secundarios no mundo
microbiano, microrganismos endofiticos, que por definigdo, sdo microrganismos que
colonizam tecidos internos de plantas sem causar efeitos negativos séao
relativamente pouco estudados como potencial fonte de novos produtos naturais
para a exploragao meédica e comercial (Challis e Hopwood, 2003). Frequentemente
cada espécie de microrganismo produz mais de um metabdlito secundario, sendo
algumas espécies grandes produtoras de compostos com diferentes estruturas e
atividades biologicas (Demain, 1998). Os metabdlitos secundarios microbiais séo
moléculas, que possuem uma grande variedade de estruturas quimicas complexas
as quais sao produzidas pelos microrganismos logo que a fase de crescimento

esteja completa (Phaff, 1981).

A necessidade da descoberta e utilizagdo de compostos com atividade biologica,
que acrescam a qualidade de vida em todos os aspectos da condicdo humana é
preponderante. A resisténcia das bactérias as drogas e o aumento da incidéncia de
doencgas bacterianas, virais e fungicas enfatizam a necessidade de investigar a
producdo microbiana de novos compostos bioativos. Os metabdlitos secundarios
produzidos pelos microrganismos constituem a interface quimica entre eles e o resto
do mundo vivente. O alcance das possiveis interagdes (antagbnicas, sinergéticas,
etc.) entre os microrganismos e outros sistemas existentes através de seus
metabdlitos € enorme, e, as mesmas sao uma fonte inesgotavel para a obtencao de
novos compostos ativos (Brizuela et al., 1998). Atualmente, o estudo destas
interagbes tem possibilitado o conhecimento de um grande numero de substancias
de origem microbiana com importantes atividades bioldgicas, dentre as quais se
encontram: os inibidores enzimaticos, antibiéticos, pigmentos, toxinas, feromonios,
praguicidas, agentes antitumorais e promotores de crescimento de animais e

plantas, entre outras.



1. Introducao

Embora estes compostos ndo atuem diretamente no metabolismo energético nem no
crescimento celular, contribuem seguramente para a sobrevivéncia do
microrganismo, ja que inibem a acdo de competidores que possam ocupar 0 mesmo
nicho ecoldgico (Phaff, 1981).

Dos metabdlitos secundarios produzidos industrialmente, provavelmente os mais
importantes sdo os antibidticos, obtidos principalmente de fungos filamentosos e
bactérias do grupo dos actinomicetos. Na tabela 1.1 € observada a importancia dos

grupos microbianos na produgao de antibiéticos.

TABELA 1.1. Espécies produtoras de antibidticos.

Espécies % de antibioticos
descritos
Liquens e Algas 0.8
Fungos
Penicillium 4.1
Aspergillus 3.0
Fusarium 1.2
Cefalosporium 0.8
Outros fungos 54
Basidiomicetos e Ascomicetos 5.0
Bactérias
Pseudomonadaceae 1.3
Bacillaceae 7.0
Outras eubactérias 1.7
Actinomicetos 69.7

(Lereau e Bouix, 2000)

Os antibidticos sdo produtos do metabolismo secundario de microrganismos, que
inibem o processo de crescimento de outros organismos, inclusive quando utilizados

em baixas concentragdes. Eles possuem como propriedade comum a atividade
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bactericida, quando eliminam as bactérias, provocando a destruicdo da parede
bacteriana, e bacteriostatica, quando detém o crescimento das bactérias, deixando

ao sistema imunoldgico a tarefa de eliminar a infecgdo (Walsh, 2003).

Durante milhares de anos a medicina popular utilizou carne, queijo e pao mofado
para curar as feridas, contudo somente em 1929 Alexander Fleming observou que o
fungo Penicillium notatum produzia uma substancia capaz de inibir o crescimento do
Staphylococcus aureus. A partir dessa observagao inicial, constatou-se que o caldo
de cultura do fungo era inibidor e mesmo bactericida para muitos microrganismos
patogénicos comuns. A substancia, devido a sua origem, foi denominada penicilina
(Fonseca, 1984).

A penicilina foi o primeiro antibiético de interesse produzido industrialmente durante
a Segunda Guerra Mundial. Na década de 50, foram isolados e utilizados
clinicamente outros tipos de antibiéticos como a estreptomicina, o cloranfenicol e a
tetraciclina. Nas décadas seguintes, com o avango tecnologico dos processos de
fermentacdo e das novas técnicas de sintese quimica e enzimatica de
medicamentos, novos antibidticos foram desenvolvidos tais como as cefaloporinas e
as penicilinas semi-sintéticas. Muitos antibiéticos descobertos até os anos 70 foram
produzidos industrialmente e serviram como base para a sintese de novos
compostos com propriedades antimicrobianas semelhantes, através de modificacbes

quimicas (Pelaéz, 2006).

Atualmente sdo conhecidos varios compostos com atividade antibacteriana que
podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica. O grupo mais
utilizado até hoje é aquele que apresenta o anel B-lactdmico devido a sua eficiéncia
contra varias infecgbes bacterianas e poucos efeitos colaterais (Baggaley et al.,
1997).
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1.2. Antibiéticos B-lactamicos

A familia dos antibiéticos B-lactdmicos constitui 0 grupo mais importante dentre
esses farmacos, tanto no que diz respeito a sua utilizagao clinica, quanto do ponto
de vista econémico (Ghosh et al., 1996). Cerca do 60% do total de antibidticos
produzidos no mundo correspondem a compostos [(-lactamicos, eles fazem parte
dos antimicrobianos que inibem a sinteses da parede celular das bactérias

ocasionando a morte celular (Mayer et al., 1996).

Esta familia de antibi6ticos é dividida em cinco grupos principais de acordo com suas
caracteristicas estruturais; Penams, Cefems, Clavams, Carbapenems, e
Monolactams (TABELA 1.2). Todos estes compostos, com excecao dos
monobactamicos, sdo formados por um sistema biciclico de anéis. As penicilinas e
cefalosporinas sdo os mais efetivos de todos os agentes terapéuticos para o controle
de doencas infecciosas. A estrutura basica das penicilinas € o acido 6-amino-
penicilanico (6-APA) constituido de dois anéis: o anel B-lactamico (I) e o anel
tiazolidinico (llI). Esta estrutura, comum a todas as penicilinas, possui uma parte
variavel acilada na posicédo 6 (FIGURA 1.1a). As cefalosporinas possuem como
nucleo basico o acido 7-amino-cefalosporanico que consiste de um anel diidrotiazino
(lll) ligado ao anel B-lactamico (FIGURA 1.1b). As diferentes cefalosporinas sao
obtidas pela modificacdo das cadeias laterais aos radicais ligados nos carbonos 3 e
7 da molécula. As cefalosporinas que possuem uma metoxila na posicdo 7 sao

chamadas de cefamicinas (Crueger e Crueger, 1990).

,3
R. NH R NH
\H/ 6| S “‘CHS 1\/ \Er
I \ 1|
O [NJ\ o N
O/ 4 CHjs O/
COOH COOH
a b

FIGURA 1.1 Nucleo das Penicilinas (a), e Cefalosporinas (b).
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TABELA 1.2 Estruturas quimicas basicas de antibiéticos B-lactdmicos e principais

espécies produtoras.

Principais Espécies

Estruturas Quimicas Basicas Antibidticos
Produtoras
R—c—NH s. CHs Penicillium chrysogenum
(”) \E( :CH3 o Aspergillus nidulans
_—~——N Penicilinas . '
) COOH Cephalosporium acremonium
Penem Streptomyces clavuligerus
R
R NHw S . .
(HZ \E( Cefal . Cephalosporium acremonium
efalosporinas .
0 O/ N~ CHy-R' Streptomyces clavuligerus
COOH Nocardia lactamdurans
Ceph-3-em
O R
Ni Acido _
O/ ' . Streptomyces clavuligerus
R Clavulanico
Clavam
O R' - - .
‘ Tienamicinas Strent i
. reptomyces cattleya
o N Acidos _
COOH o Streptomyces olivaceus
Olivanicos
Carbapenem
ﬁ) R Gluconobacter sp.
R*C*NH'—'D Chromobacterium violaceum
O/ N\803H Monobactamicos Pseudomonas acidophila
o Acetobacter sp.
[ '
R—C—NY OH Flexibacter sp.
O/ "
COOH Nocardicinas Nocardia uniformis

Monolactam

(Aharonowitz et al., 1992)
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Os antibidticos B-lactamicos exercem seus efeitos letais através da interferéncia na
maquinaria metabdlica, responsavel pelo crescimento e desenvolvimento da parede
celular bacteriana (Charnas e Knowles, 1981), inibindo a formacdo da camada
peptideoglicana, interferindo na fungdo de varias enzimas de sintese
(transpeptidases) e ainda aumentando a atividade das autolisinas que sé&o
responsaveis pela lise da célula. A camada peptideoglicana é essencial para a
sobrevivéncia da bactéria em meios hipotdnicos, a danificacdo desta camada resulta
na perda da rigidez e como consequéncia da resisténcia mecanica da parede
bacteriana se produz o rompimento da estrutura celular (Madigan et al., 1997). Como
as células de mamiferos ndao possuem esse componente de parede celular, os
antibiodticos B-lactamicos geralmente tém uma raz&o entre efeito terapéutico e efeito

toxico muito favoravel (Pitarch et al., 1998).

O uso continuo e indiscriminado de antibidticos, desde suas primeiras aplicacbes
clinicas, somada a evolugdo natural de defesa dos organismos as condi¢des
ambientais, tém sido as principais causas da crescente resisténcia bacteriana
aqueles agentes. Esta resisténcia a antibidticos prejudica o efeito clinico das
terapias empregadas em termos de altas taxas de morbidez e mortalidade, e acaba
aumentando os custos com seguros de saude devido a longos periodos em
hospitalizagdes e a administragdo de drogas alternativas de alto custo (Essack et al.,
2001).

A maior causa de resisténcia a antibidticos B—lactamicos € a existéncia das enzimas
B—lactamases produzidas principalmente por linhagens de Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Pseudomonas, Enterobacter e Staphylococcus que atuam hidrolisando a
ligacdo C-N do anel B-lactamico de penicilinas e cefalosporinas (Cole et al., 1985),
resultando na inativagado do produto e gerando um composto sem ag¢ao bactericida
(Essack et al., 2001). Impedindo a agdo dos antibidticos devido a formagao de
compostos inativos como o acido penicildico e o acido cefalospdrico respectivamente
(FIGURA 1.2 E 1.3) (Charnas e Knowles, 1981).
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FIGURA 1.2 Reacgao de hidrélise de uma penicilina genérica.
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FIGURA 1.3 Reacéo de hidrolise de uma cefalosporina genérica.

Para resolver esse problema foram desenvolvidos antibiéticos mais potentes contra
a acao das B-lactamases, os quais foram obtidos por alteragdo da cadeia lateral da
penicilina G e da cefalosporina C, através do uso de métodos quimicos associados a
fermentacado tradicional (Baggaley et al., 1997). Durante as pesquisas em busca
desses novos antibidticos foram isolados microrganismos capazes de produzir
inibidores de pB-lactamases, como o actinomiceto Streptomyces clavuligerus
(Coleman et al., 1994) capaz de produzir o acido clavulanico que tem se mostrado

eficiente na luta contra a resisténcia bacteriana (Brown et al., 1979).

1.3. O género Streptomyces

De cerca de 12.000 antibidticos conhecidos, estima-se que 160 sdo ou tém sido
usados para uso clinico humano onde os microrganismos do género Streptomyces
sao responsaveis por cerca de 55 % destes antibidticos comercialmente disponiveis
(Champness, 2000).

Streptomyces € um género de bactérias Gram-positivas que crescem em solos,

pantanos, e habitats de litorais marinhos (Omura et al., 2001). S&o protistas
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inferiores, classificados como eubactérias com organizacdo filamentosa muitas
vezes ramificada, ao contrario dos fungos, sao organismos procariéticos em sua
grande maioria aerobios (Stanier et al., 1969). O processo unico de crescimento
requer a coordenacgao especializada do metabolismo o qual € mais complexo que
para outras bactérias Gram-positivas. A propriedade mais interessante dos
Streptomyces é sua habilidade para produzir metabdlitos secundarios inclusive
antibioticos e muitos outros compostos bioativos de grande diversidade estrutural
(Tanaka e Omura, 1993).

Muitos séo os critérios utilizados para a classificagdo de Streptomyces, sendo os
principais relacionados a morfologia das cadeias de esporos, cor da massa de
esporos, pigmentacdo do substrato micelial, pigmentos difusiveis, atividade
antimicrobiana, atividade enzimatica, resisténcia a antibiéticos e uso das fontes de

carbono e nitrogénio (Dary et al., 1999).

Algumas espécies de Streptomyces constituem um grupo de microrganismos muito
promissores nos processos de triagem de novos antibidticos B-lactdmicos e
compostos com atividade anti-B-lactamases, entre eles se encontra o S.

clavuligerus.

1.4. A espécie Streptomyces clavuligerus

Em 1971, Higgens e Kastner do laboratério de pesquisa Lilly descreveram um
estreptomiceto isolado de uma amostra de solo da América do Sul, o qual ficou
conhecido como produtor de novos antibidticos, qualificado como uma nova espécie

chamada Streptomyces clavuligerus (Butterworth, 1984).

Os microrganismos desta espécie se caracterizam por serem aerdbios estritos,
primeiramente habitantes do solo, e morfologicamente semelhantes aos fungos.
Streptomyces clavuligerus é importante do ponto de vista industrial, atualmente
sabe-se que esta bactéria é capaz de produzir cerca de 21 metabdlitos secundarios,
incluindo varios antibidticos B-lactamicos como a cefamicina C, penicilina N e

deacetoxicefalosporina C (Nagarajan et al., 1971; Liras e Martin, 2005); também, é
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reconhecido por produzir alguns compostos do tipo clavama (FIGURA 1.4a) com
propriedades antibacterianas e antifungicas (Liras e Martin, 1989). Além disso,
algumas linhagens desta espécie produzem antibidticos ndo B-lactamicos como a
holomicina, a N-propionilholotina e a tunicamicina (FIGURA 1.4c) (Okamura et al.,
1977; Kening e Reading, 1979).

H
a 0 H 0 H
e et
N fOH fOH
=
O B N N
o o

COOH
Acido clavulanico (1) 2-Carboxilato clavama (2) 2-Hidroximetil clavama (3)
H (H) H H o)
z O - : O
- -0
MOH ;O/VOH EQAOJKH
o NH, o N v N
Alanil clavama (4) 2-Hidroxietil clavama (5)  2-Formiloxometil clavama (6)
OCH3
HOOC NH_: S HOOC NH s
NH, o /N_~ O.__NH; NH, o N%C%
|
COOH o) - COOH
b Cefamicina C (7) Penicilina N (8)

HOOCYWNH S HOOC NH S
YT YTY 7T
NH, o /, N_~ NH, o} N.
O/ CHs O/

CH,—OH
COOH COOH
Deacetoxi cefalosporina C (9) Deacetil cefalosporina C (10)
c NH
Holomicina (11) Holotina (12) N-propionilholotina (13)

FIGURA 1.4 (a) Antibidticos tipo Clavama; (b) Antibidticos B-lactamicos; (c)
Antibioticos tipo Pirrotina, produzidos por Streptomyces clavuligerus (Elson et al.,
1988).
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O mais importante metabdlito comercial produzido por este microrganismo € o acido
clavulanico; este composto possui uma fraca atividade antibacteriana, embora seja
um potente inibidor de B-lactamases (Brown et al., 1976). Sua utilizac&o clinica é
realizada em conjunto com um antibiético B-lactdmico convencional, que possui
maior agcao antibacteriana, mesmo que seja sensivel as p-lactamases (Baggaley et
al., 1997). Esta combinagdo apresenta um amplo espectro bactericida a qual é
utilizada a mais de 20 anos e ainda com grandes resultados. (Buynak, 2006).

1.5. Biossintese de Penicilinas e Cefalosporinas.

Os fungos filamentosos produzem somente antibioticos B—lactdmicos como
penicilinas ou cefalosporinas, ja os actinios sintetizam uma variedade de estruturas
B—lactadmicas incluindo cefalosporinas, cefamicinas, clavamas entre outras (Liras,
1999). Na figura 1.5 é apresentada a rota biossintética de cefamicinas e penicilinas

em alguns microrganismos.

A biossintese se inicia com a formacao da estrutura basica do nucleo B-lactamico a
partir de trés aminoacidos: o acido L-a-aminoadipico (L-a-AAA), a L-cisteina e a L-
valina, que ativados por ATP sao condensados e forma o tripeptideo 6-L-a-
aminoadipil-L-cisteina-D-valina (ACV); a enzima responsavel por este passo é a
ACV sintetase. Na segunda etapa do processo, catalisado pela isopenicilina N
sintetase, ocorre o fechamento oxidativo do tripeptideo, formando um anel com
estrutura biciclica caracteristico das penicilinas. O produto formado é a isopenicilina
N (IPN) que possui fraca atividade antibidtica, mas € o primeiro intermediario bioativo
a partir do qual divergem as vias de biossintese de penicilinas, cefalosporinas e
cefamicinas; esta reacdo é catalisada pela isopenicilina N sintetase. No processo
final da biossintese de penicilinas, o lado hidrofilico da IPN que corresponde ao L-a-
AAA, é modificado por um grupo hidrofébico acilo. Em culturas de Penicillium
chrysogenum esta reagao é catalisada pela enzima isopenicilina N aciltransferase

formando a penicilina G (Brakhage, 1998).
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O primeiro passo que compromete a producédo de cefalosporinas € a isomerizagao
da IPN ao enantiomero D, que corresponde a penicilina N, esta reacao é catalisada
pela IPN epimerase. A penicilina N é o precursor de antibidticos como as
cefamicinas e cefalosporinas (Brakhage, 1998). A seguir o anel tiazolidinico de cinco
membros da penicilina N é expandido a um anel diidrotiazino de seis membros
comum a todas as cefalosporinas e forma a deacetoxicefalosporina C (DAOC). Esta
reacao € levada a cabo pela DAOC sintetase. No passo seguinte, a metila em C-3
da DAOC é hidrolisada e oxidada para formar deacetilcefalosporina C (DAC) (Liras,
1999).

Na ultima etapa da biossintese da cefalosporina C, o grupo acetila € transferido
desde a acetil-CoA a hidroxila da DAC, reacdo catalisada pela DAC acetil
transferase. Ja cefalosporinas que possuem uma metoxila no C-7 (cefamicinas) séo
formadas através de uma reacao catalisada pela enzima DAC-carbamoil transferase
em S. clavuligerus a qual transfere o grupo carbamoil a DAC para produzir o O-
carbamoil-DAC (OCDAC); seguidamente C-7 é hidroxilada pela acdo de OCDAC
hidrolase. No passo final da biossintese de cefamicina C, a hidroxila em C-7 é
metilada; em S. clavuligerus e N. lactamdurans esta reagdo € catalisada pela

cefamicina C sintetase (Brakhage, 1998).
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FIGURA 1.5 Biossintese de Penicilina G, Cefalosporina C e Cefamicina C

(Brakhage, 1998).
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1.6. Meios de cultivo para a producao de antibiéticos.

O crescente interesse do mercado por varios produtos biotecnoldgicos dentre os
quais se destacam os antibidticos [-lactdmicos tem provocado grandes
investimentos no aperfeicoamento de métodos de producéo e recuperagao desses
produtos, visto que essa recuperagao equivale a cerca de 50% do total dos custos

de producgao do antibidtico (Ghosh et al., 1996).

O fator que controla o inicio da biossintese de antibidticos € provavelmente a
deficiéncia de um ou mais componentes limitantes do crescimento. Os
microrganismos parecem ser programados para produzir antibiéticos apenas quando
diminui a velocidade especifica do crescimento. Em ambientes ricos tais como, o
intestino de mamiferos, a producdo de antibidticos por microrganismos nao é
necessaria desde que haja alimento disponivel para todas as espécies presentes.
Entretanto, em muitos ambientes naturais como solo e agua, os nutrientes sao
limitantes para o crescimento microbiano e a produgdo de antibidticos € uma

alternativa para a sobrevivéncia (Martin e Demain, 1980).

Os principais nutrientes necessarios para o crescimento, manutengao e biossintese
de produtos de interesse por microrganismos aerdbios sdo: carbono, nitrogénio,
potassio, fésforo, enxofre e oxigénio correspondendo entre 80 e 90% do material
celular (Moo-Young et al., 1995). Em fermentagdes industriais as fontes de
nitrogénio utilizadas nos meios de cultura para a producdo de compostos [-
lactdmicos séo provenientes de matérias primas vegetais baratas que rendem altas
produtividades. Este rendimento, porém, ¢€ influenciado por fatores de
disponibilidade e qualidade de lotes de matéria prima. Assim uma alternativa para
esta situagcao € a utilizagdo de meios quimicamente definidos, que permitem obter
resultados mais reprodutiveis e consistentes, além de facilitarem as etapas de

recuperacao e purificagdo dos produtos de interesse (Kieser et al., 2000).

Normalmente os microrganismos do género Streptomyces utilizam diversas fontes

de carbono, no entanto S. clavuligerus é uma excegao, pois apresenta importantes

14



1. Introducao

limitagdes metabdlicas, crescendo de maneira eficiente em meio de cultura contendo

glicerol, maltose ou amido como unicas fontes de carbono.

A regulacao biossintética de compostos B-lactamicos em S. clavuligerus pode ser
influenciada pela natureza e concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio entre
outros. Enquanto o uso de glicerol resulta em maiores crescimentos e producéo de
acido clavulanico, o amido e a lisina promovem a formagao de compostos cefamicos
e menor rendimento celular (Romero et al., 1984, lebrihi et al., 1988). As fontes de
nitrogénio geralmente consistem de sais de aménio ou compostos organicos, com
destaque para aminoacidos simples ou aqueles provenientes da peptona e da
farinha de soja ou seu extrato (Butterworth, 1984; Lee e Ho, 1996; Kim et al., 2001;
Chen et al., 2002). Deste modo, a modificagdo da composi¢gdo do meio de cultura

possibilita a formagao de diversas classes de metabdlitos secundarios.

1.7. Os géneros Penicillium e Aspergillus.

Dentre os microrganismos que acumulam substancias bioativas, os fungos e os
actinomicetos destacam-se pela quantidade de produtos farmacéuticos de uso
corrente na medicina. Os fungos filamentosos, onde os endofiticos estao incluidos,
formam um grupo de microrganismos que biossintetizam uma quantidade fantastica
de metabdlitos secundarios, chegando, em casos especiais, a uma produgao 73%
superior a de outras classes de microrganismos (Dreyfuss et al., 1994). Sendo,

portanto, uma fonte potencial de substancias de interesse farmacoldgico.

Em meio da grande variedade de espécies produtoras de substancias
antibacterianas destacam-se os fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus como
produtores de importantes grupos de antibidticos. O género Penicillium foi descrito
pela primeira vez por Link em 1809. As espécies que incluem o género Penicilium
sdo ubiquas, de ampla distribuicdo por todo o mundo e consideradas saprofitas.

Muitas delas crescem no solo ou em matéria organica em decomposigao (Pitt, 1979).

Como outros géneros de fungos microscopicos as espécies do género Penicillium,

compartiiham muitas rotas metabdlicas com animais e plantas, possuem a
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capacidade de sintetizar metabdlitos muito complexos como as benzodiazepinas
(Bringmann e Mader, 1995), além de produzir outras substancias como alcaléides,
meroterpenos, policetideos, terpendides, esterdides e aminoacidos entre outros
(Santos, 2003).

O primeiro e principal uso industrial de algumas espécies de Penicillium tem sido na
producdo de penicilina desde o descobrimento deste metabdlito por Alexander
Fleming (Pitt, 1979). Hoje sado utilizadas diferentes cepas de Penicillium em
processos industriais na produgdo do antibiético. Do mesmo modo, algumas
espécies do género Aspergillus sdo importantes produtoras de antibiodticos (Lereau e
Bouix, 2000), assim como de outras classes de substancias dentre as que se
encontram os alcaldides inddlicos, policetideos, dicetopiperazinas, terpenos,

meroterpenos entre outros (Campos, 2005).

Aspergillus € um género de Hyphomycetes com aproximadamente 150 espécies
reconhecidas. Membros deste género ocorrem em uma variedade de habitats,
embora sejam comuns como saprofitas do solo, alimentos e produtos alimenticios
estocados e vegetagdo em decomposi¢ao. No entanto algumas espécies parasitam

insetos, plantas e animais, inclusive o homem. (Teixeira et al., 1994).

1.8. A espectrometria de massas como ferramenta nas analises

de metabdlitos secundarios.

O principal obstaculo na descoberta de novos metabdlitos secundarios
produzidos por microrganismos é a dificuldade de distinguir a fragado produtiva entre
muitas culturas improdutivas. Enquanto os métodos tradicionais de cultivo e
analises, como também as estratégias mais novas, tém pretendido conhecer novos
metabdlitos secundarios, todas elas estdo limitadas pelo grande numero de
amostras que devem ser avaliadas antes que conclusdes significativas possam ser
feitas sobre a efetividade de uma metodologia na producdo de metabdlitos
secundarios (Zahn et al., 2001). No entanto, algumas técnicas rapidas de analises

como a espectrometria de massas acoplada a um método cromatografico vém sendo
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empregadas para a caracterizagao dessas substancias em misturas complexas sem

a necessidade do isolamento do produto de interesse.

Nas ultimas décadas foram desenvolvidas varias técnicas de ionizacdo que
permitiram o interfaceamento da cromatografia liquida com o espectrémetro de
massas e a analise de substancias com baixa pressdo de vapor e termicamente
labeis, 0 que nao era possivel com a técnica convencional de impacto eletronico.
Estas técnicas realizam a ionizagdo de uma forma branda, ou seja, com pouco
excesso de energia interna, reduzindo a fragmentagao e tornando o ion molecular o

pico base na maioria dos casos (Murgo, 1998).

Neste trabalho foi utilizada a técnica de ionizagado por Electrospray (ESI) a qual é
diferente da maioria das outras técnicas pelo fato de ser feita a pressdo atmosférica,
onde os ions sao direcionados a regiao de alto vacuo e analisados. A técnica ESI
apresenta alta sensibilidade e capacidade de produzir ions moleculares varrendo
compostos de baixa massa molecular até biopolimeros, de elevada massa
molecular, permitindo que as interagdes ndo covalentes entre moléculas que existem
em solugcdo sejam preservadas na fase gasosa e, como 0 aquecimento nao é
aplicado diretamente na amostra, permite a analise de substancias muito polares e
labeis (Thompson, 1998).

Os melhores resultados analiticos sdo, em geral, obtidos para moléculas ibnicas em
solugdo e onde os ions observados na fase gasosa sdo uma representacéo
qualitativa dos ions na solugdo da amostra original, retendo aspectos da sua
estrutura e associagbes nao covalentes. Em principio, todas as moléculas que

podem ser carregadas sdo acessiveis a uma analise por ESI/MS.

1.8.1. Electrospray como interface em LC/MS

A cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas (GC/MS) é
considerada uma técnica analitica adequada para a analise de misturas complexas,
mesmo que limitada por ser aplicavel apenas a moléculas relativamente volateis e

termicamente estaveis. O acoplamento entre a cromatografia liquida e a
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espectrometria de massas (LC/MS) foi desenvolvido para a analise de compostos
sem estas caracteristicas. Dentre as interfaces desenvolvidas, a interface a pressao
atmosférica (APl) quando operada no modo electrospray possui um grande
potencial para a andlise de uma variedade de moléculas com uma vasta gama de
massas moleculares com alto grau de sensibilidade. A ionizagao por electrospray
requer um fornecimento constante de liquido e € por isso facilmente acoplada a um

sistema de separagao, tal como um cromatografo liquido.

Um espectro de ESI apresenta geralmente o ion molecular e seus adutos ([M+Na]" e
[M+K]") como principais ions do espectro, fornecendo como informagéo principal a
massa molar da substancia, com pouca informacéao estrutural devido a auséncia de
fragmentagcado; para resolver este problema foi desenvolvida a espectrometria de

massas tandem (Murgo, 1998).

1.8.2. Espectrometria de Massas Tandem (MS/MS).

A Espectrometria de Massas Tandem (MS/MS) foi desenvolvida para
complementar as técnicas de ionizacdo ESI, APClI e MALDI no sentido de
proporcionar fragmentagcdo aos ions originados, oferecendo assim, informacao

estrutural.

Num experimento MS/MS é selecionado um ion especifico numa mistura de ions,
proporcionando a fragmentagdo do mesmo, gerando assim ions produtos cujo
espectro de massas é caracteristico da estrutura do ion precursor (McLafferty, 1993;
Siuzdak, 1996). Alguns dos experimentos MS/MS serdo desenvolvidos no trabalho,

portanto, para uma melhor compreensao, eles serdo apresentados aqui.

Entre os analisadores de massas que podem ser utilizados em MS/MS o analisador
de duplo quadrupolo apresenta varias vantagens em custos e aplicagbes. O
analisador de duplo quadrupolo é formado por dois quadrupolos ligados em série a
uma cela de colisdo, como mostra a figura 1.6. Um quadrupolo consiste em quatro
barras paralelas, arranjadas em dois pares opostos onde € aplicada uma corrente

continua (DC) a qual se superpde um potencial de radiofrequéncia; a aplicagéo
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destas duas voltagens afeta a trajetdria centralizada dos ions. Ao variar a corrente,
somente ions com uma razdo m/z determinada irdo atravessar no centro do
quadrupolo, enquanto que os outros ions serdo desviados da trajetoria central
(Siuzdak, 1996).

I Quadrupolo 1 | Celade I Quadrupolo 2 l
| 1 I 1
| - |=l F a
| | 1 |
s‘:ﬁ»’
I 1 I ]
E - i =

FIGURA 1.6 Esquema de um analisador de duplo quadrupolo.

1.8.3. Experimentos de MS/MS.

a) Aquisicao no modo full scan.

Quando a aquisicéo é feita no modo full scan (FIGURA 1.7), os ions de uma dada
relacdo massal/carga sao filtrados no primeiro quadrupolo, que opera em
radiofrequéncia e voltagem de corrente direta. Estes ions passam intactos pela
camara de colisdo a qual estara desativada e pelo segundo quadrupolo, que opera
somente em radiofrequéncia (McLafferty, 1993; Siuzdak, 1996). No espectro de
massas sao observadas as moléculas ionizadas e seus adutos, que poderdo ser

selecionados e fragmentados.

Quadrupolo 1 | Cela de Quadrupolo 2 |
| ] . i 1
| ; |=l . f d
| | | [
— ——
———————— ——
— ——
[ 1 I 1
| - |=‘ T ! A }
L | | [

FIGURA 1.7 Analisador de duplo quadrupolo operado no modo de aquisi¢ao “full

scan”.
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b) Experimento de ions produtos.

Neste experimento o ion de interesse observado no espectro de full scan podera ser
fragmentado, e a partir das anadlises destes fragmentos é possivel obter informagéao
estrutural. O primeiro quadrupolo, operado a radiofrequiéncia e voltagens de corrente
direta fixas, permite somente a passagem dos ions com uma determinada relagéo
massa/carga, os quais sao dirigidos a cela de colisdo onde o gas introduzido
geralmente argdnio produz a fragmentagao destes ions. Os fragmentos gerados séo
analisados no segundo quadrupolo e direcionados ao detector (Siuzdak, 1996). Na

figura 1.8 é observada uma representagao esquematica deste experimento.

I Quadrupolo 1 | Celade I Quadrupolo 2
T ] i 1
| - I=l I a
| | | I
% ? ——
—— —————
—
| 1 I N
C - i =
|

FIGURA 1.8 Analisador de duplo quadrupolo operado no modo de aquisi¢ao de “ions

produtos”.

c) Experimento de ions precursores.

Neste experimento todos os ions sao analisados no primeiro quadrupolo, que opera
no modo de varredura. Estes ions sdo fragmentados na cela de colisdo e somente
sdo escaneados no segundo quadrupolo aqueles ions que geram fragmentos de
uma determinada relagdo massa/carga, este quadrupolo devera estar operando em

radiofrequéncia e voltagens de corrente direta fixas (Strege, 1999).

I Quadrupolo 1 | Cel_a Sle I Quadrupolo 2 l
| 1 T 1
| : |=l I L ._l
! ! L |
—— —————
T 1 I )
E - i =

FIGURA 1.9 Analisador de duplo quadrupolo operado no modo de aquisicao “ions

precursores”.

20



1. Introducao

d) Experimento de perda de moléculas neutras.

Neste experimento (FIGURA 1.10), o primeiro e o segundo quadrupolo operam em
sincronia, ambos no modo de varredura. Cada ion transmitido pelo primeiro
quadrupolo é fragmentado na cela de colisdo e analisado no segundo quadrupolo,
onde as diferengas de massas sado estabelecidas. Os ions que apresentarem a
perda neutra de uma determinada massa pré- especificada sdo registrados no
detector. (Strege, 1999).

[ ouadrupolo1 | Cela de [ quadrupoio2 |
I 1 i )
= - ' -
| | | [
T 1 i .
E - i =

FIGURA 1.10 Analisador de duplo quadrupolo operado no modo de aquisigdo de

“perda de moléculas neutras”.

e) Experimento “Selected Reaction Monitoring” (SRM).

O experimento “SRM” é o de maior seletividade, neste, (FIGURA 1.11) o primeiro e
segundo quadrupolo sdo operados em radiofrequéncia e voltagens de corrente
direta fixas. O primeiro quadrupolo escanea ions de uma relagdo massa/carga
determinada, estes ions serdo fragmentados na cela de colisdo e analisados no

segundo quadrupolo (Strege, 1999).

I Quadrupolo 1 | Cel_a Sle I Quadrupolo 2 l
| 1 T 1
| : |=l I L ._l
! ! :: L |
I 1 I q
E - i =

FIGURA 1.11 Analisador de duplo quadrupolo operado no modo de aquisicao
“SRM”.
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2. Objetivos

Os objetivos principais deste trabalho foram:

Desenvolver metodologias de analise para antibiéticos p-lactamicos utilizando

padrdes e técnicas de espectrometria de massas.

Determinar a presencga de antibiéticos (B-lactamicos e de outros metabdlitos
nos caldos de fermentacéo de Streptomyces clavuligerus e em cultivos dos
fungos endofiticos do género Penicillium e Aspergillus, mediante técnicas de

espectrometria de massas acoplada ou ndo a cromatografia liquida.

Isolar e caracterizar metabdlitos secundarios das culturas de Streptomyces

clavuligerus por diferentes métodos analiticos e cromatograficos.

Estudar a influéncia das fontes de carbono e nitrogénio na produgao de
antibiéticos B-lactamicos por Streptomyces clavuligerus em mesa incubadora

rotativa.

Verificar as atividades antibacterianas dos extratos e fragcbes dos fungos
endofiticos do género Penicilium e Aspergillus e do actinomiceto

Streptomyces clavuligerus.
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3. Parte experimental

3.1. Equipamentos

+» Espectrobmetros de RMN
BRUKER ARX 200
BRUKER ARX 400

+»» Espectrdmetro de Massas

Equipamento Quattro LC — Micromass, triple quadrupole

s Cromatégrafo Liquido (Waters)
Detector de UV (PDA) para CLAE Waters 2996
Waters 2695 Separations Module.

+ Evaporadores Rotativos
Rotoevaporador rotativo Tecnal (TE 120)
Rotoevaporador Buchi 461-water bath (EL 131)

++ Camara de Fluxo Laminar
Veco VL FS-12M

<> Autoclave Vertical
Phoenix AV 70

Soc. FABBE 103

« Triturador

Turratec Tecnal

« pHmetro
Tecnal Tec-SMP

« Ultrafreezer

Bio-Freezer Forma Scientific Temperatura -50 °C.
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3. Parte experimental

« Biorreator Convencional

Bioflo Ill da New Brunswick

+» Mesa Incubadora Rotativa
Tecnal TE 140

% Centrifuga

Volcon Technologies

¢+ Concentrador Centrifugo a Vacuo (Speedvac)

Thermo Scientific

3.2. Reagentes e materiais cromatograficos

%+ Suportes para Cromatografia
Silica gel 70-230 Mesh
Lipophilic Sephadex LH-20 (Sigma)
Silica gel 230-400 Mesh
Silica gel 60 PF 254.

% Coluna Waters Spherisorb®S3 ODS 1 (2.0mm x 100 mm).

% Solventes
Solventes destilados no departamento de quimica, utilizados em cromatografia de
coluna.
Solventes deuterados MERCK e ALDRICH (98,0 — 99,9 %), para a obtengdo dos
espectros de RMN.
Solventes de grau de HPLC Merck e Aldrich.

++ Antibidticos Padroes

Penicilina G, Amoxicilina, Cefalosporina C, Cefoxitina, Acido clavulanico adquiridos
da Sigma-Aldrich.
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3. Parte experimental

3.3. Cultivo do Streptomyces clavuligerus.

Com a intencao de testar a producao de metabdlitos secundarios em diferentes
condicdes de cultivo, foram realizados ensaios em mesa incubadora rotativa e em
biorreator convencional. Nos ensaios em incubador rotativo foram usados substratos
soluveis nos meios de cultura e nos cultivos em biorreator foram usados substratos

complexos como principais componentes do meio.

A cepa ATCC 27064 do Streptomyces clavuligerus foi cedida pelo Laboratério de
Engenharia Bioquimica do Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar, na
forma de micélios liofilizados. Apds reidratagdo das células e reativagdo em meio
apropriado (TABELA 3.1), aliquotas da suspensdo micelial (~3,5 mL) com uma
concentragdo celular de 1.4x107, foram distribuidas em criotubos e conservadas a

—70 °C em solugéo de glicerol a 20% v/v.

3.3.1. Experimentos em mesa incubadora rotativa

Os procedimentos utilizados nesta seccdo do trabalho tiveram como base os
estudos realizados por Rosa (2002) e a composigdo dos meios de cultura foi
baseada nos estudos realizados por Sperandei (2003). Os cultivos foram

desenvolvidos em trés etapas:

3.3.1.1. Etapa de reativacao

Na etapa de reativagao, um erlenmeyer de 500 mL ou 1000 mL que continha 50 mL
de meio de reativacdo (MR, TABELA 3.1) previamente esterilizado, foi inoculado
com um criotubo (3.5 mL). O erlenmeyer foi mantido em incubador rotativo por 24

horas, a temperatura ambiente e 130 rpm.
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3. Parte experimental

3.3.1.2. Etapa de preparacao do inéculo

Na etapa de preparagao do indculo, dois erlenmeyers de 500 mL ou 1000 mL que
continham 50 mL do meio de inoculacdo (Min, TABELA 3.1) previamente
esterilizados, foram inoculados com 5 mL da suspensao de células obtida na etapa
de reativagao. Os erlenmeyers eram mantidos em incubador rotativo por 24 horas, a

temperatura ambiente e 130 rpm.

3.3.1.3. Etapa de producéo

Na etapa de producdo, oito erlenmeyers de 500 mL ou 1000 mL previamente
esterilizados que continham 45 mL do meio de produgdo (TABELA 3.2), foram
inoculados com 5 mL da suspensdo de células obtida na etapa do indculo. Os
erlenmeyers foram mantidos em incubador rotativo entre 94 e 130 horas, a

temperatura ambiente e 130 rpm.

TABELA 3.1 Composigao dos meios de reativagao e do inoculo.

Meio de reativagdo g/L | Meio do in6culo g/L
Composicao

MR Min
Peptona bacteriolégica 10 10
Extrato de malte 10 -
Glicerol 15 20
Extrato de levedura 1.0 1.0
KH2PO4 25 25
MgS0QO4.7H20 0.75 0.75
MOPS ! 21 21
Solucao de sais @ 1mL 1 mL
Ajuste do pH com NaOH pH 6.9+0.2 pH 6.9+0.2

(1) Acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico
(2) Composig¢ao: MnSO,. H,O (1.0 g/L), FeSO4. 7H,0 (1.0 g/L), ZnSO4. 7H,0 (1.0 g/L).

Com a finalidade de conhecer a influéncia das fontes de carbono e nitrogénio na

producao de metabdlitos secundarios, foram testados diferentes substratos sintéticos
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nos meios de cultura (TABELA 3.2). Estes meios menos complexos compostos por
substancias quimicamente definidas, facilitam as analises principalmente por
espectrometria de massas devido ao menor numero de interferéncias provenientes

dos meios de cultura.

Foram testadas as melhores condicbes de: tempo de cultivo, capacidade dos
erlenmeyers, e a quantidade do meio de cultura adicionado nos mesmos. Ja o pH do
meio de cultura foi mantido em todas as etapas de 6.9 a 7.1 através da adigao de
tampao MOPS, tal como descrito anteriormente. Para cada um dos ensaios foi feito

um controle.

TABELA 3.2 Composi¢ao dos meios de producao usados em incubador rotativo para

S. clavuligerus.

Composigéo Meio I g/L | Meio Il g/L | Meio lll g/L | Meio IV g/L

(Meio soluvel) Ml M I M I M IV
Triptona 15 15 - -
Soytone - - 15 15
Amido 15 - - 15
Extrato de malte 10 10 10 10
Glicerol - 15 15 -
Extrato de levedura 1.0 1.0 1.0 1.0
KH,PO4 0.8 0.8 0.8 0.8
MgS0,4.7H,0 0.75 0.75 0.75 0.75
Lisina - - - 3.0
CaCl, 0.4 0.4 0.4 0.4
MopPs ) 21 21 21 21
Solucao de sais @ 1 mL 1mL 1 mL 1 mL
Ajuste do pH com NaOH | pH 6.9+0.2 | pH 6.91£0.2 | pH 6.920.2 | pH 6.91£0.2
Tempo de cultivo 94 horas 94 horas | 120 horas 120 horas

(1) Acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico
(2) Composicao: MnSQO,. H,0O (1.0 g/L), FeSO,4. 7H,0 (1.0 g/L), ZnSO4. 7H,0 (1.0 g/L).
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3.3.2. Cultivo em biorreatores

Com o objetivo de produzir cultivos em escala maior, foram realizados ensaios em
biorreator convencional de bancada tipo tanque agitado e aerado, modelo Bioflo Il
da New Brunswick, disponivel no Laboratério de Engenharia Bioquimica do
DEQ/UFSCar; Este fermentador possui uma capacidade de 5 litros de volume util e
se encontra equipado com controle de temperatura, agitacdo aeragao, eletrodos de
pH e de oxigénio dissolvido, bem como de fluxbmetro de massa e registrador dos
gases de saida (CO; e O;) para o acompanhamento da velocidade de respiragao do

microrganismo.

As etapas de reativagcédo e de preparo do inéculo seguiram o mesmo procedimento
dos cultivos em mesa incubadora rotativa, diferenciando-se somente na etapa de
producao que é realizada no fermentador, no qual foi controlada a temperatura em
28 °C, a agitacao em 800 rpm e a aeragcao em 0.5 vvm. O controle de pH em 6.8 foi
feito a través da adicéo de acido (4M HCI) e base (1M NaOH).

Os cultivos em biorreator de linhagens de Streptomyces clavuligerus foram feitos em
meios de cultura complexos, os quais sao quimicamente indefinidos provenientes de
fontes de origem vegetal. Estes substratos geralmente garantem uma maior
producdo de metabdlitos secundarios possibilitando o isolamento dos compostos e a
sua determinacao estrutural. A composicdo dos meios de cultura esta descrita na
tabela 3.3.
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TABELA 3.3 Composi¢cao dos meios de produgdo usados nas fermentagdes em

biorreator para S. clavuligerus.

Composicao Meio BCCI Meio BCCII
g/L g/L
Farinha de soja 20 -
Caseina hidrolisada 10 10
Extrato de levedura 1.0 1.0
Extrato de carne 1.0 -
Lisina 1.0 3.0
Na,S203.5H,0 5.0 5.0
MgSQO, .7H,0 0.5 0.5
K2HPO, 0.5 0.5
Amido - 15
Farinha de algodé&o - 20
Oleo de soja 7.0 -

3.3.3. Obtengdo dos extratos das culturas de Streptomyces

clavuligerus

Com o objetivo de avaliar o comportamento quimico dos constituintes nos meios de
cultura fermentados, apds a secagem foram feitas diversas extragdes continuas com
solventes organicos, a pH neutro e acido, segundo 0s esquemas representados a
seguir (ESQUEMAS 3.1, 3.2 e 3.3). As fragbes obtidas foram usadas nas analises
para o isolamento de metabdlitos secundarios sendo reservada uma parte do extrato

bruto para as analises por LC/MS e os ensaios antimicrobianos.
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Cultivos
BCCI9.0L
eMI15L

Filtracdo a vacuo

I ]
Filtrado Células

Extragdo com Etanol 70%

N BCCI-E1=4.0g
Fracdo reservada para MI-E1=0.8g

analises por LC/MS

Extragcdo AcOEt pH 7.0

I
Fase aquosa Fase organica

MI-E2=0.6 g

Extracdo com BuOHl

Fase aquosa Fase organica
BCCI-E3=3.8¢g
MI-E3=1.2g

Extracdo AcOEt pH 3.5

Fase aquosa Fase organica
BCCI-E4=1.2¢g
MI-E4=1.0g

ESQUEMA 3.1 Processo de extragao e particdo dos cultivos obtidos em biorreator

(BCCI) e em mesa incubadora rotativa (M ).
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Cultivo M Il
1L

Filtragdo a vacuo

Filtrado Células
Extracdo com Etanol 70%
- MII-E1 =43 mg

Fracao reservada

para analises por Extracdo AcOEt pH 7.0

LC/MS
Fase aquosa Fase organica
M II-E2 = 188 mg
Extragdo com BuOH
Fase aquosa Fase organica

MII-E3=2.0¢g

Extracdo AcOEt pH 3.5

Fase aquosa

Fase organica
M II-E4 = 205 mg

ESQUEMA 3.2 Processo de extracdo e particdo do cultivo obtido em mesa

incubadora rotativa (M II).
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Cultivo M I
400 mL

Filtracdo a vacuo

]
Células

Extracédo com Etanol 70%
M llI-E1 = 30 mg

Filtrado
Fracdo reservada
para analises por Extracdo AcOEt pH 7.0
LC/MS

Fase aquosa

Fase organica
M llI-E2 = 95 mg

Extracdo AcOEt pH 2.0

Fase aquosa

Fase organica
M llI-E3 = 60 mg

ESQUEMA 3.3 Processo de extracdo e particdo do cultivo obtido em mesa

incubadora rotativa (M II).

3.4. Isolamento de metabdlitos produzidos por Streptomyces

clavuligerus.

Os extratos obtidos segundo procedimento anteriormente descrito, foram

analisados por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e por

Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA). Com base nas apreciagdes,

todos os extratos foram fracionados, entretanto, somente dos extratos BCCI-E2 e

MI-E1, foi possivel isolar substancias puras. Os fluxogramas de extracdo sao

descritos nos esquemas 3.4 e 3.5; as substancias puras s&o destacadas em negrito.
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Extrato BCCI-E2

159

Sephadex LH -20
F. Movel MeOH

Cromatografia de exclusao

F1-6

F7-8

Cromatografia em coluna

F. Movel Hexano, AcOEt, MeOH

F9-12

F13-14 F15-17 F18-20

F1 F2-3

Silica gel

SC1
7 mg

ESQUEMA 3.4 Fracionamento do extrato BCCI-E2.
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Extrato MI-E1
08¢

Cromatografia em coluna
Silica gel
F. Movel Hexano, CHCI,, AcOEt, MeOH

F1-3 F4-7 F8 F9-12 F13-17 F17-28 F29-32
Cromatografia Fase Reversa
Cromatografia em coluna ODS
Silica gel F. Movel MEOH:H,O 1:1

F. Movel Hexano:AcOEt 1:1

| | ‘ F1 F2 F3-7

F1-2 F3 F4 F5 F6
| Peptideo
SC2 SC3
3mg 6 mg

ESQUEMA 3.5 Fracionamento do extrato M1-E1

3.5. Cultivo dos fungos endofiticos Penicillium s.p, P. brasilianum,

P. griseoroseum e Aspergillus aculeatus

Com o intuito de determinar a presenca de compostos B-lactamicos, os fungos
endofiticos, obtidos da micoteca do laboratério LaBioMMi: Penicillium s.p isolado de
Murraya paniculata, Penicillium brasilianum e Aspergillus aculeatus isolados Melia
azedarach e Penicillium griseoroseum isolado dos graos de Coffea arabica, foram
inoculados e reativados em meio de cultura BDA (Batata, dextrose, Agar), utilizando
a técnica de semeadura em superficie, durante sete dias a 25°C. Apos serem
reativados, os fungos foram inoculados em dois meios de cultura diferentes em

pequena escala: Meio sdlido arroz (Uncle Bens) e meio liquido Czapeck’s.
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3.5.1. Cultivo em meio sodlido

O cultivo dos fungos em meio solido foi feito em arroz parbolizado (Uncle Bens). A 3
erlenmeyers de 500 mL foram adicionados 75 mL de agua destilada e 90 g de arroz,
em seguida os erlenmeyers foram autoclavados duas vezes por 40 minutos a 121 °C
e 1 atm. num intervalo de 24 horas, ap6s do periodo de esterilizagdo, 100 pl de
solugdo de esporos do fungo em estudo foram transferidos assepticamente para
cada erlenmeyer. Os erlenmeyers foram mantidos estaticos, protegidos da luz e a

temperatura ambiente por 20 dias. Foram empregados trés frascos como controle.

3.5.1.1. Obtencéao dos extratos

Apds do periodo de cultivo, o crescimento do microrganismo foi interrompido com a
adicdo de 100 mL de metanol. A mistura foi triturada e deixada em repouso por 24
horas, e posteriormente o micélio foi filtrado a vacuo. O filtrado foi concentrado em
concentrador centrifugo a temperatura ambiente, garantindo a conservagdo dos
compostos de interesse nos extratos. Este procedimento foi repetido por trés dias
consecutivos. Uma segunda extragcdo com metanol:agua 3:7 foi realizada seguindo o
mesmo processo anteriormente descrito. Os procedimentos de cultivo e extragao
foram feitos separadamente e de igual forma para cada um dos quatro fungos em
estudo. Na tabela 3.4 sdo apresentados os rendimentos dos extratos obtidos por

fungo.

TABELA 3.4 Rendimentos dos extratos. Cultivos em meio sélido.

Extrato Metandico Extrato MeOH:H,O
Espécie
g/(Cdbédigo) g/(Cébédigo)
Penicillium s.p 1.7 (SP1) 0.9 (SP2)
Penicillium brasilianum 1.4 (PB1) 0.79 (PB2)
Aspergillus aculeatus 2.3 (AA1) 1.1 (AA2)
Penicillium griseoroseum 1.8 (PG1) 0.5 (PG2)
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3.5.2. Cultivo em meio liquido

Os cultivos em meio liquido foram feitos em meio Czapec’k enriquecido com 2% de
extrato de levedura. Inicialmente, 3 erlenmeyers com 150 mL do meio de cultura
Czapec’k foram autoclavados a 121 °C e 1 atm. por 20 minutos. Apds da
esterilizacdo, 100yl de solucdo de esporos previamente preparada foram
adicionados a cada frasco. Os erlenmeyers foram mantidos estaticos, protegidos da
luz e a temperatura ambiente por 18 dias. Adicionalmente trés frascos foram

mantidos como controle.

TABELA 3.5 Meio de cultura Czapec’k enriquecido com 2% de extrato de levedura.

Reagentes g/L de agua
NaNO; 3.0
KoHPO4 1.0
MgSO4 0.5

KCI 0.5
FeS0,4.7H,0 0.5
Glicose 30
Extrato de levedura 20

3.5.2.1. Obtencgao dos extratos

Apos o periodo de crescimento o micélio produzido em cada erlenmeyer foi filtrado,
triturado e extraido com etanol 70%; a fase aquosa foi concentrada em concentrador
centrifugo a temperatura ambiente. Os extratos obtidos foram conservados em
freezer e usados nas analises por espectrometria de massas. Os procedimentos de
cultivo e extragdo foram feitos separadamente e de igual forma para cada um dos
quatro fungos em estudo. Os rendimentos dos extratos obtidos por fungo sé&o

apresentados na tabela 3.6.
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TABELA 3.6 Rendimentos dos extratos. Cultivos em meio liquido.

. Extrato bruto filtrado | Extrato bruto micelial
Espécie
g/(Cédigo) g/(Cédigo)
Penicillium s.p 3.5 (SP3) 1.9 (SP4)
Penicillium brasilianum 4.3 (PB3) 2.2 (PB4)
Aspergillus aculeatus 4.5 (AA3) 6 (AA4)
Penicillium griseoroseum 2.9 (PG3) 2.0 (PG4)

3.6. Ensaios antimicrobianos

Com a finalidade de testar as propriedades antimicrobianas dos extratos, foram
utilizadas as bactérias Gram Positivas Bacillus subtilis e Micrococcus luteus e a

bactéria Gram Negativa Escherichia coli na realizagdo dos ensaios bioldgicos.

3.6.1. Ativacao das bactérias

As bactérias testadas nos ensaios foram ativadas em placa de Petri de 9 cm de
diametro contendo Agar Muller Hinton devidamente esterilizado (9.5 g em 250 mL de
agua), por um periodo de 24 horas a 33 °C. Apds esse intervalo transferiu-se cerca
de uma colbnia de cada bactéria para tubos contendo 3 mL de caldo Muller Hinton
(10.5 g em 50 mL de agua), com o auxilio de uma alga de platina devidamente
esterilizada. Estes tubos apds serem homogeneizados, foram incubados por um
periodo de 24 a 30 horas, a uma temperatura de 33 °C. Suas concentragdes foram
padronizadas frente a escala de McFarland de turbidez padrdo para se obter uma

cultura com aproximadamente 1,0x10® UFC (unidades formadoras de coldnias).

3.6.2. Padronizacao das culturas

Primeiramente preparou-se uma solugdo de sulfato de bario numa concentragao
referente a 1,0x10® UFC/mL. Para se obter essa concentragdo foi necessario fazer
uma mistura das solugdes de H,SO4 1% (9,95 mL) e BaCl, 1% (0,05mL). Feito isso

se comparou o grau de turbidez do tubo de ensaio contendo a bactéria com o do
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padrdao contendo sulfato de bario. Com essa padronizacdo o tubo contendo a
bactéria apresentara uma concentragdo aproximadamente de 1,0x10® UFC. Quando
necessario, realizou-se a diluicdo do tubo contendo a bactéria utilizando solucao

salina estéril 0,9%.

3.6.3. Preparo das amostras

Os extratos testados foram dissolvidos em DMSO, em tubo de Eppendorf, e agitados
em agitador de tubos para homogeneizar a solugédo. A concentragdo das amostras
foi de 3000 pg/mL.

3.6.4. Preparo do antibiético controle

Foi usada tetraciclina como antibiético padrao, preparada numa concentragao de 50
pg/mL, dissolvida em DMSO.

3.6.5. Ensaio preliminar (home da metodologia)

Em placas petri de 9 cm de didmetro contendo meio de cultura BHI (52 g em 1L de
agua) inoculou-se as bactérias testes através da técnica de semeadura em
superficie. Em cada placa foram feitos nove furos com o auxilio de um tubo de vidro.
Em cada furo foi acrescentado 50 uL dos extratos a serem testadas na concentragao
de 3 mg/mL e deixaram-se as placas a 37 °C por um periodo de 24 a 48 horas para
crescimento das bactérias. Apds esse periodo observou-se quais extratos tinham
sido ativos através da formacado do halo de inibicdo. Cada extrato foi testado em
triplicata, e foi determinada a média da medida do didmetro do halo de inibicado dos

extratos ativos.
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3.7. Analises de compostos fB-lactamicos por espectrometria

de massas

Embora existam na literatura reportes de analises para compostos (-lactamicos
por espectrometria de massas, estes so se restringem a determinagdo das massas
moleculares destes compostos, principalmente em analises de fluidos bioldgicos e
leite. Com o objetivo de estudar em detalhe as caracteristicas de fragmentagéo de
alguns antibidticos B-lactadmicos, foram analisados alguns padrbes comerciais de
compostos B-lactamicos. Apds a otimizacdo das condigbes experimentais, foram
analisados os extratos obtidos a partir dos cultivos dos microrganismos na procura
destes compostos, utilizando experimentos de full-scan, ions produtos, ions

precursores e de SRM (Selected Reaction Monitoring).

3.7.1. Analises dos antibiéticos padrdes.

Foram preparados numa concentragdo de 50 pug/mL em metanol:agua 2:8 os
padrdes comerciais de amoxicilina, penicilina G, cefalosporina C, cefoxitina e o acido
clavulanico; estas solugbes foram analisados num equipamento MICROMASS

QUATRO Il mediante a técnica de ionizagao por electrospray.

3.7.1.1 Padrdes de Penicilinas e Cefalosporinas

As moléculas da classe das cefalosporinas e penicilinas foram analisadas no modo
positivo de ionizagdo; as condi¢cbes experimentais sdo descritas nas tabelas 3.7.
Embora as analises por espectrometria de massas tandem nao requeiram uma 6tima
separagao cromatografica, com o objetivo de aumentar a sensibilidade dos
diferentes métodos empregados foi utilizada a técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas; onde foi usada como fase estacionaria uma
coluna Waters Spherisorb®S3 ODS 1 (2.0mm x 100 mm) e como fase mével uma

variacao do gradiente apresentado na tabela 3.8.
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TABELA 3.7 Condi¢des do espectrometro de massas para compostos da classe das

penicilinas e cefalosporinas. ESI (+).

Temperatura da fonte ("C) 50
Temperatura do probe (°C) 350
Capilar (kV) 3.05
Cone (V) 17
Extrator (V) 8
Lentes RF (V) 0.70

TABELA 3.8 Condic¢des utilizadas nas analises por LC/MS.

Tempo (Min.) | H»0 + 0,1%TFA (%) | MeOH + 0,1%TFA (%)
0.00 90 10
10 80 20
20 70 30
30 60 40
40 40 60
45 0.0 100
50 0.0 100
55 90 10
65 90 10

* TFA = Acido trifluoroacético.

3.7.1.2. Padrao do acido clavulanico

As analises do acido clavulanico foram realizadas no modo negativo de ionizagéo
por insergcdo direta numa concentragdo de 50 ug/mL. As condigdes experimentais

das analises estao descritas na tabela 3.9.
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TABELA 3.9 Condi¢des do espectrdbmetro de massas para o acido clavulanico. ESI

ﬁ
Temperatura da fonte ("C) 50

Temperatura do probe (°C) 350
Capilar (kV) 3.15
Cone (V) 32
Extrator (V) 11
Lentes RF (V) 0.70

3.7.2. Analises dos extratos

Apds estudo das fragmentacbes dos compostos B-lactdmicos analisados por
electrospray (ESI), pode-se estabelecer os melhores experimentos para a detec¢ao
seletiva dessas substancias nos meios de cultura. A partir dos fragmentos
observados nos espectros de ions produtos, foi possivel determinar os canais de
SRM para as substancias de interesse e as melhores condigbes de analise para os

experimentos de ions precursores.

Inicialmente foram pesados 50 mg de cada um dos extratos, apos serem diluidos em
4 mL de MeOH:H,0 2:8, a solugao obtida foi sonicada por 5 minutos e centrifugada
por 20 minutos mais; o sobrenadante foi filtrado e reservado para as analises. A
obtencéo dos espectros por full scan, ions produtos e ions precursores, foi feita de
acordo com as condi¢cdes estabelecidas para os padrbes. As condi¢cdes utilizadas

nos experimentos de SRM sao citadas nas tabelas 3.10, 3.11 e 3.12.

TABELA 3.10 Condi¢cbées de SRM para o acido clavulanico.

lon Precursor ___ lon Produto __ Energia de Colisao _
(m/z) (m/z) (eV)
198 136 7.0
198 108 7.0
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TABELA 3.11 Condi¢gbes de SRM para penicilina G.

ion Precursor ion Produto Energia de Colisdo
(m/z) (m/z) (eV)
335 160 15.0
335 176 15.0

TABELA 3.12 Condi¢gbes de SRM para cefalosporina C

ion Precursor ion Produto Energia de Colisdo
(m/z) (m/z) (eV)
416 143 20.0
416 312 20.0

Na tentativa de determinar a presenga de alguns compostos produzidos pelos
microrganismos diferentes dos padrbes previamente analisados, foi usada a
ferramenta de monitoramento de ions. Nos extratos onde estas substancias foram
detectadas, foram realizados experimentos de SRM e de ions produtos. As analises

s&o descritas na segao 4 pagina 69.

44



4. RESULTADOS E DISCUSSAO



4. Resultados e Discussao

4.1. Cultivos dos microrganismos

Streptomyces clavuligerus € um microrganismo reconhecido por produzir
diferentes classes de metabdlitos secundarios como foi descrito anteriormente
dentro dos quais se destacam os antibidticos B-lactamicos. A formulacdo adequada
do meio de cultura principal deve favorecer o processo como um todo (bom
crescimento e producao) e determinara a classe de compostos a serem produzidos.
As composigdes dos meios utilizados no presente trabalho foram elaboradas

levando-se em consideragao as seguintes informagdes da literatura e proposigdes:

= QO glicerol é a fonte de carbono e energia mais adequada para o cultivo de S.
clavuligerus (Kieser et al., 2000), porém, concentragdes acima de 165 mM no
meio fermentativo podem inibir a producéo de acido clavulanico (Romero et
al., 1984).

» Fontes organicas de nitrogénio como aminoacidos, farinhas de soja, milho ou
algodao e/ou extratos protéicos vegetais, sdo mais adequadas ao
desenvolvimento celular do que as fontes inorgénicas como os sais de
amoénio (Kieser et al., 2000; Trovatti, 2001).

» Para nao haver limitagao pelo oxigénio dissolvido nos frascos, a fermentacao
foi feita em frascos de 1L sob agitagao.

» Finalmente, a utilizagdo do tampao biolégico MOPS permitiu manter o pH em
6,9 +/- 0,2 durante todas as fermentagdes, evitando uma possivel degradagao
dos compostos principalmente do acido clavulanico, uma vez que este
composto é muito susceptivel a degradacdo em valores 7,5 < pH < 6,0
(Bersanetti et al., 2005).

Os cultivos iniciais foram feitos para otimizar as condi¢gdes de cultivo. Primeiramente
foi observado que a velocidade de agitagdo influenciava o crescimento do
microrganismo nas etapas de reativagdo e do inéculo, onde a menores velocidades
de aeragao o crescimento celular foi mais lento ou nao ocorria. Foi determinado 130

rom como a menor velocidade no incubador rotativo a ser utilizada.
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Num teste posterior, foi diminuida a concentragao das células a serem inoculadas de
1.4x10°, contidas num criotubo de 3.5 mL, para 7.0x10™* e 1.0x10%; e foram
eliminadas as etapas de reativacado e do inéculo, desta forma, a inoculacao foi feita
diretamente no meio de producdo. As observacdes demonstraram que a diminuicio
da concentragdo celular no indculo influenciava na formacdo de “Pellets”
(aglomerados de células) o que prejudica a sintese de metabdlitos secundarios,
segundo estudos realizados previamente (Sanchez e Brana, 1996), porém, foram
conservadas todas as etapas do cultivo e foi mantida a concentracao inicial celular a

ser inoculada.

Foi possivel observar nos cultivos o bom desenvolvimento celular quando foram
usados erlenmeyers de 1 litro com um volume ndo maior que 50 mL do meio de
cultura e Soytone (Hidrolisado protéico de soja) como fonte de nitrogénio. Foram
realizados alguns testes usando meio de cultura sélido (milho) enriquecido com o
meio de cultura lll em condi¢des de fermentagao estaticas, mas nao foi observado

nenhum crescimento celular.

A realizacdo dos cultivos dos fungos endofiticos foi feita em meios de cultura
convencionais sob parametros padronizados e amplamente usados no Laboratério

de Bioquimica de Microrganismos onde o crescimento ocorreu sem dificuldades.

4.2. Substancias isoladas de Streptomyces clavuligerus

Dos extratos obtidos dos cultivos de S. clavuligerus foram isolados: o acido
antranilico (14) e a 7-Hidroxi-2 metilcromona (15). A elucidacédo estrutural destas
substancias foi feita por experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e

de *C de 1D e 2D e por Espectrometria de Massas.
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4.2.1. Acido antranilico (SC1)

Esta substancia foi isolada a partir do extrato BCCI-E2 como cristais amarelos
que apresentavam uma mancha de coloracdo amarela na placa CCDA quando
revelada com vanilina. No espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.1) sdo observados
sinais tipicos de um sistema aromatico disubstituido com hidrogénios orto
relacionados. Observou-se quatro sinais, cada um integrando com um hidrogénio;
em $ 7,8 (ddd, J = 8,2; 1,6 e 0,8 Hz) um sinal duplo quarteto com constantes de
acoplamento que sugerem que estejam orto-meta relacionados; em ¢ 7,22 (ddd, J =
8,0; 5,6 e 1,2 Hz) com constantes de acoplamento referentes a hidrogénios orto e
meta relacionados; em 4 6,73 (ddd, J = 8,2; 1,2 e 0,8 Hz) e em & 6,56 (ddd, J = 8,0;
7,4 e 1,6 Hz) ambos os sinais com acoplamentos referentes a hidrogénios orto e

meta relacionados.

No experimento de HSQC (FIGURA 4.2) foram observadas as correlagdes para cada
hidrogénio presente na molécula com o carbono aromatico, estas correlagbes séo
apresentadas na tabela 4.1. A partir do experimento de HMBC (FIGURA 4.3) foi
possivel determinar a existéncia de sete carbonos que confirmam a presenga de um
anel aromatico e um carbono carboxilico localizado em & 172 que correlaciona com o
hidrogénio em & 7,8 (H-3); € possivel observar também as correlagdes do carbono
aromatico substituido localizado em & 153 com os hidrogénios em 6 7,8 (H-3) e &
7,22 (H-4); a correlagao do carbono em 6 135 com o hidrogénio em ¢ 7,8 (H-3) assim
como a correlagdo do carbono em & 118 com o hidrogénio em 6 6,56 (H-5) e a
correlagdo do carbono aromatico substituido em 6 112 correlacionando com os
hidrogénios localizados em & 6,73 e d 6,56. Os dados obtidos foram coincidentes

com os reportados na literatura para o acido antranilico (14).

48



4. Resultados e Discussao

TABELA 4.1 Dados espectroscoépicos para SC1.

RMN'H (DMSO-ds)

N° de RMN'H HSQC
Carbono S (mult., Jem Hz ) ) 0
Lit. Osborne e Goolamani, 2000

C1 1722
C2 153°
C3 7,8 (ddd, 8,2; 1,6 e 0,8) 132 7,82
C4 7,22 (ddd, 8,0; 5,6 e 1,2) 135 7,30
C5 6,56 (ddd, 8,0; 7,4 e 1,6) 116 6,58
C6 6,73 (ddd, 8,2; 1,2 e 0,8) 118 6,82
C7 1122

@ Dados adquiridos do experimento HMIBC

Esta substancia foi comparada com o padrdo e foi observada como uma mancha

amarela em CCDA quando revelada com vanilina nos extratos BCCI-E4, MII-E2, MII-

E4, MIII-E2 e MIII-E2 dos cultivos de S. clavuligerus. Este composto esta presente

no metabolismo secundario de microrganismos como precursor na sintese de

pigmentos.

Acido antranilico (14)
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FIGURA 4.1 Espectro de RMN "H obtido para SC1 (Metanol-d,, 400MHz).
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FIGURA 4.2 Experimento de HSQC de SC1 (Metanol-d4, 400MHz).
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FIGURA 4.3 Experimento de HMBC de SC1 (Metanol-d4, 400MHz).

4.2.2. 7-Hidroxi-2-metilcromona (SC2)

Esta substancia foi isolada do extrato M1-E1 através de métodos classicos de
cromatografia, o qual revelava vermelho em CCDA quando usado vanilina como
solugdo reveladora. O espectro de RMN 'H (FIGURA 4.4) para esta molécula
mostrou quatro sinais na regido aromatica: em & 7,47 (d, J = 8,0 Hz) com uma
constante de acoplamento referente ao hidrogénio orto relacionado, em 4 6,86 (dd, J
= 8,0 e 2,4 Hz) com J referentes a hidrogénios na posigao orto e meta relacionados;
em 6 6,83 (d, J = 2,4 Hz) o sinal correlaciona com um hidrogénio meta relacionado e
em ¢ 6,13 (g, J = 1,2) o hidrogénio apresenta uma correlagao a longa distancia com
os hidrogénios da metila. Cada sinal desta regido integra para um hidrogénio o que

caracteriza uma molécula altamente substituida. Além disso, € observado um sinal
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em 3 2,4 (d, J = 1,2) que integra para trés hidrogénios e que acopla com o
hidrogénio aromatico em 6 6,13. No experimento de HSQC (FIGURA 4.5) foi
possivel observar cinco sinais de carbonos que correlacionam com 0s seus

respectivos hidrogénios, os dados s&o apresentados na tabela 4.2.

TABELA 4.2 Dados espectroscoépicos para SC2

N° de RMN'H HSQC RMN'H (DMSO-ds) &
carbono o (mult., Jem Hz ) ) Lit. Yu et al., 2004
C2 153,0°
C3 6,13 (q, 1,2) 11,7 6,10 (s)
C4 ND
C4a 155,0°
C5 7,47 (d, 8,0) 125,8 7,43 (d, J = 8,4 Hz)
C6 6,86 (dd, 8,0 € 2,4) 103,5 6,87 (dd, J = 2,1; 8,4 Hz)
C7 ND
C8 6,83 (d, 2,4) 112,9 6,81 (d, J = 2,1 Hz)
C8a 159,5°
-CH; 2,4 (d, 1,2) 18,5 2,33 (s)

@ Dados adquiridos do experimento de HMBC.
ND: Nao detectado.

O experimento de massas realizado, através da técnica de ionizacdo por
electrospray no modo positivo, mostrou o ion molecular em m/z 177 [M+H]" e o ion
em m/z 199 [M+Na]" correspondente ao aduto de sodio (FIGURA 4.6). Através das
analises dos espectros junto a comparagcdo dos dados da literatura, foi possivel
propor a formula molecular do composto como C1HsO3; e sugerir a seguinte

estrutura para SC2.

HO™ ;%07 “CHs

7-Hidroxi -2-metilcromona (15)
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Os experimentos bidimensionais de HMBC (FIGURA 4.7) e COSY (FIGURA 4.8)
foram uteis na confirmacdo da estrutura. No experimento de HMBC é possivel
observar a correlagéo do carbono em & 159,5 (C-8a) com o hidrogénio em 6 7,47 (H-
5), este além correlaciona com o carbono em & 155 (C-4a). O carbono 4a
correlaciona também com o hidrogénio em 4 6,86 (H-6). Foi observada a correlagao
dos hidrogénios da metila com o carbono em 6 153,0 (C-2) ao qual se encontra
diretamente ligada e com o carbono adjacente em & 111,7 (C-3). Finalmente,
observam-se as correlagdes do carbono em & 112,9 (C-8) com os hidrogénios em &
6,13 (H-3) e com os hidrogénios da metila em 5 2,4. No entanto, no experimento de
COSY é possivel observar duas correlagdes simples, a primeira com uma constante
de acoplamento de 8,0 Hz referente a um acoplamento orto entre os hidrogénios H-5
e H-6 localizados em 6 7,47 e o 6,83 respectivamente; e a segunda entre o
hidrogénio H-3 em & 6,13 e os hidrogénios da metila em 5 2,4, com uma constante

de acoplamento de longa distancia de 1,2 Hz.

Este composto tem sido isolado exclusivamente de plantas, pertencentes
principalmente as espécies de Cassia e € o primeiro relato como metabdlito
produzido por Streptomyces clavuligerus. Esta substancia € um importante precursor
de compostos derivados de cromonas que sao destacados por serem inibidores do
virus do HIV (Yu et al.; 2004).
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FIGURA 4.4 Espectro de RMN "H de SC2 (cloroférmio-ds, 400MHz).
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FIGURA 4.5 Experimento de HSQC de SC2 (cloroférmio-ds, 400MHz).
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FIGURA 4.6 Espectro de massas do SC2 obtido via ESI”
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FIGURA 4.7 Experimento de HMBC de SC2 (cloroférmio-ds, 400MHz).
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FIGURA 4.8 Experimento de COSY do SC2 (cloroférmio-ds, 400MHz).

4.3. Identificagao de sorbitol nos extratos dos fungos:

Penicillium brasilianum e Aspergillus aculeatus.

Dos extratos metanodlicos destes fungos cultivados em arroz foi obtido o
sorbitol como um precipitado branco soluvel em agua (15 mg do extrato do
Penicillium brasilianum e 7 mg do extrato do Aspergillus aculeatus). A elucidagao
estrutural foi feita por RMN de 'H e de 'C. No espectro de RMN de 'H sao
observados os sinais que caracterizam o sorbitol (16) na regiao entre & 3,50 e 3,80
como um multipleto (FIGURA 4.9), estes sinais sado atribuidos aos hidrogénios

carbindlicos.
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FIGURA 4.9 Espectro de RMN de "H do sorbitol (D-O, 400 MHz).

No espectro de RMN de "*C (FIGURA 4.10) observou-se trés sinais em & 63,2; §
69,4 e & 70, referentes a carbonos carbindlicos. As analises dos dados obtidos
confirmam a estrutura do sorbitol (16) o qual € um poliol com um centro de simetria o

que justifica a presenca de apenas trés sinais no espectro de RMN de "*C.

OH OH
HO
OH
OH OH
Sorbitol (16)

FIGURA 4.10 Espectro de RMN de *C do sorbitol (D0, 50 MHz).
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4.4, Analises dos padroes B-lactamicos por espectrometria

de massas.

Este estudo teve como finalidade avaliar e comparar o comportamento
quimico das substancias padrées quando submetidas a analise por espectrometria
de massas com ionizagao por electrospray sendo esta técnica a mais adequada por
se tratar de substancias de alta polaridade, e de facil ionizagdo. As analises foram
feitas num equipamento MICROMASS QUATTRO Il nas condigbes descritas na

secao experimental.

Neste trabalho foram utilizados os antibidticos comerciais Amoxicilina (17), Penicilina
G (18), Cefoxitina (19), Cefalosporina C (20) e o acido clavulanico (1). A estrutura
quimica, a formula molecular e a massa molar destas substancias sdo mostradas na

figura 4.11. As quais est&o classificadas de acordo com seu nucleo quimico basico.

Inicialmente os padrbes foram analisados por insercao direta no modo positivo e
negativo de ionizagdo. Devido a presenga de pelo menos um acido carboxilico na
molécula, os antibidticos podem ser desprotonados e os ions negativos podem ser
analisados por MS. Ja no modo positivo de ionizagdo, os grupos basicos presentes
nas moléculas facilmente aceitam um préton e igualmente podem ser analisadas por

espectrometria de massas.

A partir dos espectros de ions produtos e também de dados da literatura foram feitas
propostas de caminhos de fragmentagdao dos compostos B-lactamicos padroes. Este
estudo teve como objetivo verificar caracteristicas de fragmentagcdo que fossem
comuns a classe. As anadlises foram realizadas de maneira comparativa, de forma
que os mecanismos propostos pudessem ser reforcados pela observacao de rotas
de fragmentacdo semelhantes em substancias com semelhancgas estruturais. De
maneira geral foi observado nos espectros de ions produtos que os padroes
estudados apresentam mais de um caminho de fragmentagcdo sendo muitas vezes
bastante dificil propor a formagao dos ions. Algumas das fragmentacdes propostas

foram baseadas em dados descritos na literatura, principalmente nos trabalhos de
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Straub et al. (1993), Nagele (2005), Seifar et al. (2008) e Reyns et al. (2007), e

puderam ser complementadas de acordo com os resultados obtidos.

NH2
CH3 @ J\ CH3
O j 0 CH
HO g o 3
COOH COOH
Amoxicilina (17) Penicilina G (18)
C16H19N305S C163H?:2'\:132£§)4S
365.40 :
H
b OCHs o HOOC\/\A/NH
<jA/ I@\/ H, NH2 O/[N OYCHs
COOH o COOH 0
Cefoxitina (19) Cefalosporina C (20)
C16H17N307S2 C16H21N308S
427 .45 415.42
H
E@—/OH
Y N
O/ H
COOH
Acido clavulanico (1)
CgHgNO5
199.16

FIGURA 4.11 Estruturas de antibioticos padrdoes estudados: Penicilinas (17 e 18),

Cefalosporinas (19 e 20) e o Acido clavulanico (1).

4.4.1. Analises de Amoxicilina (17) e Penicilina G (18).

Em geral, os espectros de full scan e ions produtos obtidos no modo negativo de
ionizagdo mostraram baixa sensibilidade e baixo grau de fragmentacdo quando
comparados com os espectros obtidos no modo positivo. Portanto, os ions foram
fragmentados usando um probe de electrospray no modo positivo de ionizagdo com

energia de colisdo de 5 a 20 eV, nas condi¢des descritas na secgao 3.7 pagina 41.
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Estes dois compostos 17 e 18 apresentam estruturas bastante semelhantes onde a
diferencga entre eles ocorre na cadeia lateral ligada ao acido 6-aminopenicilanico (6-
APA), comum a todas as penicilinas. As figuras 4.12 e 4.13 apresentam os

respectivos espectros de ions produtos obtidos para estes padroes.
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FIGURA 4.12 Espectro de ions produtos de amoxicilina obtido via ESI".
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FIGURA 4.13 Espectro de ions produtos de penicilina G obtido via ESI”.
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Estes espectros mostram dois ions comuns a m/z 160 e a m/z 114. O ion em m/z
160 é formado pela quebra do anel B-lactamico mediante um movimento do tipo
retro cicloadi¢do quando a carga se encontra sobre o nitrogénio do anel tiazolidino, a
subsequente eliminacdo de acido féormico (m/z 46) produz o ion em m/z 114
(FIGURAS 4.14 e 4.15). Com base nestas informacdes e em dados reportados na
literatura (Nagele, 2005), foram considerados estes ions como caracteristicos dos
compostos p-lactdmicos da classe das penicilinas. Deste modo, foram feitas
analises de ions precursores de m/z 160 nos extratos obtidos dos microrganismos
na procura desta classe de compostos. Os mecanismos de fragmentagéao propostos

dos principais ions formados sédo apresentados nas figuras 4.14 e 4.15.

/Q); NHﬁ @ o5 e

m/z 366 COOH m/z 349 COOH
i )
© __N-CH=C=0
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HO o | 3 COOH 1__cooH
/2 366 COOH m/z 160
* l
Y
NH3 @ CH3
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o) NH
HO o o

m/z 234

FIGURA 4.14 Principais fragmentag¢des da amoxicilina (17).
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No espectro de ions produtos da amoxicilina o pico base em m/z 349 é formado pela
perda de amoénia a partir da molécula protonada; a quebra do anel B—-lactadmico a
partir do ion em m/z 349 produz o ion em m/z 190. Os ions em m/z 208 e m/z 70.4

nao sao atribuidos, porém se encontram em estudo.

NH, | @
2 S o, NH,CH=C=0
o o/ N CHs o)
COOH miz 176
m/z 335
HWb H
Hi s CH
NH a S cH s %S CH3 ® 3
o ‘ CHs @ CHs lH/ CHs
O y CooH COOH COOH
m/z 160
m/z 335
lb l
H
HaN S cH ® CHj
® 3 S=C=N=C
s N CHs miz 114 CHs
H' CooH
m/z 217

FIGURA 4.15 Principais fragmentag¢des da penicilina G (18).

No espectro da penicilina G é observado o ion em m/z 176 formado pela clivagem do
anel p-lactamico. A fragmentagcdo da cadeia lateral através da quebra da ligagcéo
peptidica forma o ion em m/z 217. (FIGURA 4.15)

4.4.2. Analises de Cefoxitina (19) e Cefalosporina C (20).

Do mesmo modo que nas analises de penicilinas, os espectros de full scan e ions
produtos obtidos no modo negativo de ionizagcdo mostraram baixa sensibilidade e
baixo grau de fragmentagdo quando comparados com os espectros obtidos no modo
positivo. Portanto, os ions foram fragmentados usando um probe de electrospray no
modo positivo de ionizagdo com energia de colisdo de 5 a 20 eV, nas condigbes

descritas na secg¢ao experimental 3.7, pagina 41.
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No espectro de full scan da cefoxitina (19) néo foi possivel observar o ion [M+H]"

428 que corresponderia @ molécula protonada, no entanto, foi observado um pico

intenso em m/z 450 que corresponde ao aduto de sédio [M+Na]® (FIGURA 4.16).

Devido a alta estabilidade deste ion nao foi possivel obter o espectro de ions

pr

odutos para este composto. As analises da cefalosporina C (20) sob as mesmas

condigdes de ionizacao utilizadas na cefoxitina proporcionaram o espectro de ions
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GURA 4.16 Espectro de full scan de cefoxitina.
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GURA 4.17 Espectro de ions produtos da cefalosporina C, obtido via ESI*
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A figura 4.18 mostra o mecanismo de fragmentagdo proposto para a molécula.
Inicialmente é observada a saida de acido acético formando o ion m/z 356; este ion
apos a perda de CO; produz o ion em m/z 312, em seguida através do rearranjo 1-4
de hidrogénio se produz a perda da cadeia lateral ligada ao anel B-lactadmico e forma
o ion em m/z 152. O ion a m/z 267 é formado a partir do ion m/z 356 através da
fragmentacdo da cadeia lateral do peptideo. Um dos mecanismos que podem
explicar a formagéo do pico base em m/z 143 é por meio da clivagem do tipo retro
Diels Alder do anel diidrotiazino a partir da molécula protonada. Os ions m/z 185 e

m/z 97 nao foram atribuidos e se encontram em estudo.
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FIGURA 4.18 Principais fragmentagdes da cefalosporina C (20).

Embora a cefoxitina (19) e a cefalosporina C (20) possuam como nucleo comum o
acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA) caracteristico das cefalosporinas e
cefamicinas, nao foi possivel propor um padrao de fragmentagao para esta classe de
substancias. Considerando a importadncia da deteccdo e determinacdo de
cefalosporina e cefamicina C nos extratos de Streptomyces clavuligerus, foi adotada
como base a relagao estrutural existente entre a cefalosporina C e a cefamicina C na

procura desta ultima nos extratos.
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4.4.3. Analises de Acido clavulanico (1)

As analises do acido clavulanico por Electrospray no modo positivo de ionizagao
mostraram espectros com baixa sensibilidade e menor grau de fragmentagao
quando comparados com os espectros obtidos no modo negativo. Portanto, as
analises foram feitas utilizando o probe de electrospray no modo negativo de
ionizacdo com energia de colisdo de 5 eV, nas condigbes descritas na seccgao
experimental. Na figura 4.19 é observado o espectro de ions produtos adquirido nas

analises.

135.9
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198.0 : J—/‘O OH
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COOH
Acido clavulanico (1)
[M-HJ" 198
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FIGURA 4.19 Espectro de ions produtos do acido clavulanico obtido via ESI

A proposta de fragmentagao para o acido clavulanico explica a eliminagao inicial de
CO; e a formacéo do ion em m/z 154, seguida da perda de uma molécula de agua
formando o ion m/z 136. O ion em m/z 154 produz também os ions em m/z 124 e
m/z 112, o primeiro é formado por meio de um rearranjo 1-4 de hidrogénio seguido
da eliminagdo de CH»=0, e o segundo se forma pela clivagem do anel B—lactdmico
quando a carga se encontra suportada sobre o anel oxazolidino, a partir deste ion
(m/z 112) ocorre a eliminagédo de CH,=0 e forma o ion m/z 82. O ion m/z 108 foi
atribuido segundo Reyns (2007). Na figura 4.20 sdo observadas as rotas de

fragmentagao propostas para esta molécula.
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FIGURA 4.20 Principais fragmentag¢des do acido clavulanico.

Com base nas observacdes de estabilidade e intensidade dos ions sdo sugeridos os
ions m/z 136 e m/z 108 para o monitoramento nos experimentos de SRM, na

procura deste composto nos extratos.

4.4.4. Analises dos padrées por LC/MS

Uma vez otimizados os parametros no espectrometro de massas foram realizados
alguns testes utilizando a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas, com a finalidade de aumentar a sensibilidade das analises. Amoxicilina (17)
penicilina G (18), e cefalosporina C (20), foram testadas por LC/MS segundo as
condigbes descritas na secdo experimental. Os cromatogramas de ions
selecionados obtidos dos padrées 17, 18 e 20 injetados separadamente sé&o
mostrados na figura 4.21; neles se observa uma separagao satisfatéria das bandas

de absorcao com tempos de retencéo de 13.56, 18.92 e 9.89 min. respectivamente.
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FIGURA 4.21 Cromatograma de ions selecionados dos padrdes de antibioticos.

Os estudos de LC/MS dos padrdoes tornaram-se viaveis para a confirmacao de
estruturas idénticas a esses padrbes presentes nos extratos, bem como para
diferenciar substancias que apresentem tempos de retengdo muito proximos, mas

com diferentes caminhos de fragmentagcéo e/ou massa molar.

As condicdes estabelecidas para este tipo de ensaio ndo foram adequadas para as
andlises do acido clavulanico, consequentemente para a determinacdo deste

composto nos extratos as analises foram feitas somente por insergao direta.

4.5. Busca de compostos p-lactamicos nos extratos de

Streptomyces clavuligerus.

Em geral, os cromatogramas de full scan obtidos das analises dos extratos
nao apresentaram sinais evidentes correspondentes as massas molares dos
compostos padrdes, foi preciso o uso da ferramenta de monitoramento de ions e a
realizagcdo de experimentos de ions produtos, ions precursores e de SRM para a

confirmacéao dos dados.
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4.5.1. Determinacao de penicilinas e cefalosporinas.

Foram feitas analises para cada um dos extratos por insercdo direta no modo
positivo de ionizacao e por LC/MS na procura de compostos B—lactamicos da classe
das penicilinas e cefalosporinas. Por meio do uso da ferramenta de monitoramento
de ions, foram procurados nos espectros ions que correspondessem aos padroes
estudados, mas nao foi identificada nenhuma destas substdncias nas amostras
analisadas, confirmando o reportado na literatura. Ndo obstante, este microrganismo
€ conhecido por produzir algumas penicilinas e cefalosporinas, porém foi realizado
inicialmente o experimento de ions precursores de m/z 160 na procura de
penicilinas. Na figura 4.22 sao apresentados os espectros dos extratos que

mostraram resultados promissorios.
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FIGURA 4.

22 Experimento de ions precursores de m/z 160

Contudo, os espectros de ions precursores somente fornecem a massa molar dos
constituintes do extrato, o que dificulta uma atribuicdo segura no caso das analises
dessas substancias em misturas complexas; procede-se entdo a utilizacdo do
recurso tandem, onde sao obtidos os espectros de ions produtos para cada uma das

massas selecionados. Na figura 4.23 sao apresentados os espectros de ions
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produtos de alguns dos ions observados nos espectros de ions precursores, 0s
demais ions ndo foram apresentados porque ndo foi obtido nenhum tipo de

fragmentacao nas condi¢des de analise utilizadas.

Apos analise por comparagdo com os padrdes dos tempos de retencédo e das rotas
de fragmentagao, foi concluido que, as massas obtidas nos espectros de ions
precursores de m/z 160 nao correspondem a substancias da classe das penicilinas.

262.5
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71.5 1005 202.5
: 128.4 136.5 160.4 198.3 244 4
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100, BCCII 286.4
¥ 254.3
86.3 127.4
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Figura 4.23 Espectro de ions produtos de m/z 262 (Extrato MIV) e m/z 286 (Extrato
BCCII).

Com o intuito de procurar ions de penicilinas e cefalosporinas previamente isoladas
das culturas deste microrganismo foi utilizada a ferramenta de monitoramento de
ions nos cromatogramas de ions totais (TIC) obtidos das analises. Desta maneira,
nos extratos sem partigdo BCCII e MIV foram observados ions que correspondiam a
cefamicina C [M+H]" 447 e seus precursores biossintéticos tais como a penicilina N
[M+H]" 360; deacetilcefalosporina C [M+H]" 375, deacetoxicefalsoporina C [M+H]"
358 e carbamoil deacetoxicefalosporina C [M+H]" 417. Os cromatogramas de ions
selecionados obtidos destas analises sdo mostrados nas figuras 4.24 e 4.25

respectivamente.
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FIGURA 4.24 Cromatograma de ions selecionados do extrato bruto BCCII.
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FIGURA 4.25 Cromatograma de ions selecionados do extrato bruto MIV.

Como pode ser observado nos cromatogramas de ions selecionados apresentados
(Figura 4.24 e 4.25), para alguns ions varias bandas de absorg¢ao sao registrados em
tempos de retencao diferentes. Procede-se entdo a utilizagdo do recurso tandem,
onde sao obtidos os espectros de ions produtos para cada uma das massas
selecionadas em cada um dos tempos de retencdo onde houve absorg¢ao. Apesar de
nao contar com o padrao para comparacao do espectro e tempo de retencio se tém
varias evidéncias da presenca da cefamicina C (7), da penicilina N (8) e da
deacetoxicefalosporina C (9) nos extratos. A andlise estrutural e a proposta de

fragmentacao para cada ion € apresentada a seguir.

4.5.1.1 Analises do ion [M+H]" 447

O ion [M+H]" 447 sugere uma substancia de massa molar 446 Da coincidente com a

massa da cefamicina C; este composto tem sido previamente isolado de S.
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clavuligerus (Nagarajan et al. 1971), e, devido a inexisténcia de um padréao

comercialmente disponivel sua determinagado vém sendo feita principalmente através

do método de bioensaio, o qual utiliza um microrganismo sensivel e sua atividade é

determinada em relagdo a outro composto com bioatividade e estrutura quimica

semelhantes, como a cefalosporina C (Yegneswaran et al., 1988).

COOH

Cefalosporina C (20)
[M+H* 416]

|
o)

HOOCMNH S
: |

CH3 NH2 O O/ N — O NH2

COOH o]
Cefamicina C (7)

[M+H" 447)

FIGURA 4.26 Comparacao estrutural entre a cefalosporina C e a cefamicina C.

Deste modo, nas analises por LC/MS ¢é possivel comparar o tempo de eluicdo e o

espectro de ions produtos da cefalosporina C (FIGURA 4.17) com o espectro de ions
produtos de [M+H]" 447 apresentado na figura 4.27, obtido dos extratos BCCll e MIV

(tr 8.9 - 9.1 min.). A comparacao dos dois espectros mostra algumas semelhangas

como o pico base a m/z 143 e o ion m/z 97.
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FIGURA 4.27. Espectro de ions produtos [M+H]" 447. Obtido via ESI*
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Baseado nas informacbes do espectro €& possivel propor o mecanismo de
fragmentagcao para esta estrutura o qual se inicia com a eliminagdo da amida que
substitui o anel diidrotiazino, formando o ion m/z 386, este ion através da eliminagao
de CO; forma o ion m/z 342, o qual por meio da perda de metanol produz o ion m/z
310. O ion m/z 264 se forma a partir do ion m/z 310 por meio da eliminagao de acido
férmico. A molécula protonada pode sofrer diretamente a perda de uma unidade de
metanol e produzir o ion m/z 415. Embora, os demais ions incluindo o pico base m/z
143 e o ion m/z 97 n&o foram determinados e se encontrem em estudo, evidéncias
como; a massa molar, o tempo de retencdo e o padrdo de fragmentacao

anteriormente descrito sugerem que o ion detectado a m/z 447 corresponde a

cefamicina C.
'ﬂDCH3 OCH;
HOOC Ly s HOOC NH s
M b a H a M
NH, o _ 6VNH2 ’ NH; o _~ pZ
O ® H O ®
m/z 447 COOH (0] m/z 386 O:C\kol ¥

ﬁ

"l <

HOOC N H. ocH
M HOOC W °s
415 COOH O °6
miz 342
l-CH3OH
[
= S HCOOH  HOOC s
| -~ [
NH2 0] = =
NH o)
(@] @ 2 ({/ = ®
m/z 264 m/z 310

FIGURA 4.28. Proposta de fragmentagéo [M+H]" 447.

Para verificar a presenca desta substancia nos outros extratos mesmo em baixa

concentracéo foi usada a técnica SRM (Selected Reaction Monitoring) na qual foram
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monitorados os ions m/z 447 (ion molecular) e m/z 310 e m/z 143 (ions produtos)

devido a sua maior estabilidade.
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FIGURA 4.29 Experimento de SRM. (a) Extrato BCCII (b) Extrato MIV.

Na figura 4.29 sdo apresentados os resultados obtidos neste experimento. No
cromatograma (a) referente ao extrato BCCIlI é possivel observar a presenga de
duas bandas que correspondem a dois compostos de massa molecular m/z 447 e
com fragmentagbes semelhantes, possivelmente se tratando de compostos
isoméricos. Devido a falta de resolugdo das bandas nao foi possivel obter os
espectros de ions produtos que corresponderiam a cada absor¢do. No entanto no
cromatograma (b) referente ao extrato MIV é possivel observar somente uma banda
de absorcdo. Esta diferenca evidencia a influéncia da composicdo do meio de
cultura assim como também a forma de cultivo, sendo que o extrato BCCII foi obtido
dos cultivos em meios complexos e o extrato MIV foi obtido dos cultivos em

incubador rotativo em meios de cultura soluveis.

Nos outros extratos que foram analisados nao foi detectado nenhum sinal que
pudesse determinar a presenga da cefamicina C, o qual sugere que meios de cultura
que contém amido e lisina promovem a formagao de cefamicina C em cultivos de

Streptomyces clavuligerus.
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4.5.1.2 Andlise do ion [M+H]" 360

O ion [M+H]" 360 evidencia a presenca de uma substancia de massa molar de 359
Da, que corresponde com a massa molar da penicilina N, embora nédo se dispéem
de padrao para comparagao, as analises por LC/MS mostram algumas evidéncias da
presenca desta substancia em alguns extratos, além do fato de ser um composto

que esta presente na biossintese de penicilinas e cefalosporinas em S. clavuligerus.

Portanto, empregando os mesmos critérios usados nas analises do ion m/z 447,
inicialmente, foram obtidos os espectros de ions produtos em diferentes tempos de
retencdo em que o ion aparece (FIGURAS 4.24 e 4.25), seguidamente foi
determinado o espectro de ions produtos que provavelmente corresponde a
penicilina N e baseado neste espectro foi proposta uma rota de fragmentagao.
Finalmente foram realizados os experimentos de SRM com o objetivo de confirmar a
presenca deste ion em outros extratos. Das analises do extrato BCCII foram obtidos
dois espectros de ions produtos que correspondem ao ion m/z 360 em diferentes
tempos de retengdo (FIGURA 4.30 b e c), no entanto, do extrato MIV foi obtido

somente o espectro (c).

A comparagao destes dois espectros sugere que além de possuir a mesma massa
molar, estas duas substancias possuem caracteristicas estruturais semelhantes,
formando ions produtos da mesma massa e possivelmente se trate de compostos

isoméricos.
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360.5
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FIGURA 4.30 (a) Cromatograma de ions selecionados. (b) Espectro de ions

produtos de m/z 360 (Tr 11.98 min.) (c) Espectro de ions produtos de m/z 360 (Tr

32.22 min.).

A figura 4.31 descreve a rota de fragmentagado proposta para alguns dos ions

formados baseada no espectro b; porém a fragmentagao proposta na figura 4.32 foi

baseada no espectro c. Os principais ions observados no espectro da figura 4.30b

sao produzidos a partir da cadeia lateral do anel B-lactamico, principalmente pela

quebra da ligacéo peptidica, o ion em m/z 72 é formado pela perda de acido féormico

a partir do ion m/z 118 produzido a partir da cadeia lateral do anel B-lactamico.
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HOOC (*N s
®
O / 5 N\2<CH3
COOH H cooH
m/z 360 miz 243
H HoN s
HOOC Y NH s CHjs
F Chs N/ en
©) 3
NH, o ) N\2<CH3 o |
o | COOH
m/z 360 COOH m/z 217
<
HOOC ‘N H
| CHs . HoOC_ ¥’ CHs
@NH3; O V% N CH
o COOH 3 ONHs
m/z 360 m/z 118
o l
HoN.__~.__CHg
m/z 72

FIGURA 4.31 Proposta de fragmentacao do ion m/z 360 (Baseado no espectro b).

Do mesmo modo, os ions presentes no espectro da figura 4.30c sdo formados a

partir da perda de moléculas neutras da cadeia lateral peptidica. E assim como o ion

m/z 201 & formado pela clivagem do anel B-lactdmico quando a carga esta sobre o

nitrogénio da amina. A partir deste ion e por meio da quebra da ligagao peptidica é

formado o ion m/z 144, o qual através da eliminagcédo de acido férmico produz o ion

m/z 98. A eliminacgao direta de CO; a partir da molécula protonada produz o ion em

m/z 316 (FIGURA 4.32).
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FIGURA 4.32 Proposta de fragmentagao do ion m/z 360 (Baseado no espectro c).

Além disso, é possivel observar neste espectro que o ion m/z 160, caracteristico das
penicilinas analisadas, aparece com uma pequena porcentagem de abundancia;
este fato, e a ndo presenca do ion m/z 114 tém varias explicagdes; a primeira delas
€ que a energia de ionizagdo nao foi suficiente para a formagdo destes ions,
evidenciado pela alta porcentagem do ion molecular no espectro. Outra explicagéo
pode ser que as principais fragmenta¢des nesta molécula ocorrem na cadeia lateral

do composto, a qual é diferente dos compostos padroes.
Para os experimentos SRM foram monitorados os ions m/z 360 (ion molecular) e os

ions produtos m/z 144 e m/z 98, estes experimentos ndo mostraram a presenga

desta substancia em outros extratos analisados.
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4.5.1.3 Analise dos ions m/z 358, m/z 375, m/z 417

A presenga dos ions m/z 358, m/z 375, m/z 414 sugerem substancias de massa
molar 357, 374 e de 416 Da. respectivamente nos extratos. Estas massas
correspondem a compostos (B-lactamicos presentes na biossintese da cefamicina C

em S. clavuligerus e sao apresentadas na figura 4.33.

HOOCwNH ° HoOC NH S
[ T YO
NH 0] N

COOH

CH,-OH

. . COOH
Deacetoxicefolosporina C (9) Deacetilcefolosporina C(10)
C14H19N306S C14H20N307S
357.38 374.39
HOOCYWNH S
[ T
NH (0] N 0] NH
S S
COOH (0]

O-carbamoyl-deacetilcefalosporina C (21)

C15H20N408S
416.41

FIGURA 4.33 Estruturas de cefalosporinas presentes na biossintese de cefamicina C

em S. clavuligerus.

As analises dos espectros de ions produtos produzidos pelos ions m/z 374 e m/z
417 concluirdio que estes ions nao correspondem aos compostos
deacetilcefalosporina C e O-carbamoil deacetilcefamicina C respectivamente. Além
disso, o tempo de retengcdo observado de 49 min. e 28.08 min. respectivamente n&o
sao comparaveis com compostos da classe das cefalosporinas. No entanto, o tempo
de retengao observado para o ion m/z 358 (tr 10.9 — 11.6) nos extratos BCCIl e MIV
pode ser comparavel ao da cefalosporina C, embora, ndo se dispdéem do espectro
de ions produtos devido a energia de colisdo que nao foi suficiente para a
fragmentacao da molécula, o dado da massa molar, o tempo de retencéo e o fato de
ser um composto previamente identificado em S. clavuligerus, sao indicios da

presenca de deacetoxicefalosporina C nos extratos.
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Nos outros extratos analisados nao foi determinada a presengca de compostos da
classe das penicilinas, isso indica a ineficiéncia dos métodos de extragdo com
solventes orgéanicos devido a que somente foram detectadas estas substancias na
fracdo aquosa bruta dos extratos. Além disso, dos meios de cultura testados; o meio
IV e o meio BCCII se mostraram como os mais eficientes na producao de cefamicina
C.

4.5.2. Determinacao de acido clavulanico

As analises para a determinacado do acido clavulanico por espectrometria de massas
foram feitas por insergao direta através da técnica de ionizagao por electrospray no
modo negativo (ESI’), as condicbes do equipamento foram otimizadas por meio da

analise do padrao e estdo descritas na secédo experimental.

Inicialmente foram adquiridos os espectros de full scan onde nao foi observado o ion
molecular, do mesmo modo, n&o foi possivel obter o espectro de ions produtos
através de experimentos MS/MS, fato que pode ser explicado pela baixa
concentragédo da substancia nos extratos e em alguns casos pelos ions interferentes
no meio. Para contornar este problema foi necessario o uso da técnica SRM na
determinagcao do composto nos extratos. Deste modo, foram monitorados os ions
m/z 198 (ion molecular), m/z 108 e m/z 136 (ions produtos), selecionados pela

estabilidade observada nas analises do padrao.

Os primeiros resultados sao destacados na figura 4.34 e fazem referéncia a
determinacao do acido clavulanico nos extratos MII-E1 (a) e MII-E3 (b), deste modo
pode ser demonstrado que o meio de cultura MIl o qual continha triptona como fonte
de nitrogénio e glicerol como fonte de carbono, favorece a producdo de &acido
clavulanico. Outro resultado interessante é a determinacdo do metabdlito no extrato
das células (MII-E1) embora, presente em menor quantidade quando comparado ao
extrato MII-E3.
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FIGURA 4.34 Experimento SRM dos extratos (a) MII-E1 e (b) MII-E3

Num segundo resultado (FIGURA 4.35) é possivel observar a presenca do
metabdlito no extrato bruto MIIl (a) e no extrato MIII-E3 (b). Dos cromatogramas
obtidos € possivel inferir que a extracdo com acetato de etila a pH 2 nio resulta
muito eficiente comparada com a quantidade de composto presente no extrato bruto;
sugerindo assim, a rapida degradagcao do composto em meio acido. Além disso, foi
evidenciado que a utilizagcdo de soytone como fonte de nitrogénio e glicerol como
fonte de carbono nos meios de cultivo também favorecem a produgao de acido

clavulanico em culturas de S. clavuligerus.
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FIGURA 4.35 Experimento SRM dos extratos (a) MIII (b) MIII-E3
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Os resultados das analises dos extratos obtidos dos cultivos suplementados com
amido e lisina ndo demonstraram a presenga deste metabdlito através dos

experimentos de SRM.

4.5.3. Outros ions determinados.

A analise dos extratos MII-E2 e MIII-E2 por LC/MS através da ferramenta de ions
selecionados permitiu a detecgcédo de alguns compostos nao B—lactamicos que fazem
parte do metabolismo secundario de S. clavuligerus (FIGURA 4.36). Foram
detectados: a N-propionilholotina, a 3-etil — 2,5-bis(2-hidroxietil)pirazina, o acido 8-
hidroxipenicilanico e a uridina (FIGURA 4.37). Embora, ndo se dispéem de padrao
para estas substancias para se comparar os espectros e os tempos de retengéo;
evidéncias como a massa molar determinada por meio do ion molecular observado,
assim como também o fato de serem produtos conhecidos do metabolismo

secundario do microrganismo demonstram a presenga dos compostos nos extratos.
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FIGURA 4.36 Cromatograma de ions selecionados do extrato MII-E2.
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FIGURA 4.37 Substancias ndo B-lactamicas detectadas por ESI”
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Figura 4.38 Espectro de ions produtos de m/z 229; m/z 197; m/z 261 e m/z 245.
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Na figura 4.38 é apresentado o espectro de ions produtos obtido para cada ion, no
entanto, as propostas de fragmentagdo ndo sao discutidas nesta ocasido e a

confirmacéao das estruturas é condicionada a futuros analises dos padrdes.

Numa consideracéao final, é preciso esclarecer que para os espectros obtidos por
MS/MS nao foram propostas muitas das estruturas dos ions formados, devido a que
para cada perda existem varias possibilidades, além disso, podem existir outros
mecanismos diferentes dos propostos assim como das estruturas dos ions,

consequentemente, estes ndo devem ser entendidos como uma proposta definitiva.

4.6. Busca de compostos B-lactamicos nos extratos dos
fungos: penicillium sp, P. brasilianum, P. griseoroseum e

Aspergillus aculeatus.

Para a determinagao de compostos B—-lactamicos da classe das penicilinas e
cefalosporinas nos extratos dos fungos endofiticos cultivados, foram obtidos os
espectros de full scan, ions produtos, ions precursores nas condi¢gdes otimizadas
pelos padrées. Além disso, foi aplicada a técnica de SRM nas analises de alguns

ions.

4.6.1. Analises dos espectros de full scan e ions produtos.

Inicialmente foram obtidos os espetros de full scan via insercéo direta, neles, nao foi
possivel observar o pico do ion molecular que correspondesse a massa molar dos
padrées analisados, porém, com a finalidade de aumentar a sensibilidade nas
analises foram realizados experimentos de LC/MS nas condi¢des descritas na segao

3.7; no entanto, os resultados obtidos ndo foram conclusivos.
Seguidamente foram obtidos os espectros de ions produtos de alguns dos ions

observados no full scan, com o intuito de encontrar compostos com caracteristicas

de fragmentagao semelhantes aos padrbes. Mesmo assim, as analises destes ions
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nao gerarao resultados conclusivos sobre a presenca de compostos B-lactamicos
nos extratos. Nao obstante, foram identificadas algumas substancias através do uso

da ferramenta de ions selecionados (FIGURA 4.39).

Do extrato PG3 de Penicillium griseoroseum e do extrato SP1 obtido de Penicillium
sp. foi identificado o acido 6-aminopenicilanico (FIGURA 4.39 a e b). Além disso,
foram identificados dois nucleotideos; a adenosina detectada no extrato PB1 de
Penicillium brasilianum (FIGURA 4.39 c) e a timina detectada no extrato AA1 de
Aspergillus aculeatus (FIGURA 4.39 d). A determinacéo destas substancias foi feita
a partir da massa molar obtida através do ion molecular, além da comparagao dos

tempos de eluicdo com alguns reportes da literatura (Seifar et al., 2008 e Pereira,
2000).
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FIGURA 4.39 Cromatogramas de ions totais (TIC) e de ions selecionados de: (a)
Extrato PG3 (b) Extrato SP1 (c) Extrato PB1 e (d) Extrato AA1.
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FIGURA 4.40 Substancias identificadas por LC/MS

endofiticos.

nos extratos dos fungos

Embora os mecanismos de fragmentacdo nado sejam discutidos nesta ocasido, os

espectros de ions produtos sado apresentados na figura 4.41. A confirmacédo da

presenca destas substancias nos extratos poderia ser feita com a disponibilidade do

padrao ou com o isolamento dos mesmos a partir dos extratos.
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Figura 4.41 Espectros de ions produtos de m/z 217, m/z 259 e m/z 268.

88



4. Resultados e Discussao

4.6.2. Analises dos espectros de ions precursores e experimento
SRM.

Para a determinagcdo de compostos da classe das penicilinas foram realizados os
experimentos de ions precursores de m/z 160 e SRM (Selected Reaction Monitoring)
por serem técnicas mais seletivas e sensiveis na detec¢ao de substancias em baixa

concentracao.

Os espectros de ions precursores de m/z 160 obtidos das analises sao apresentados
na figura 4.42, neles € possivel observar ions que apos sofrerem fragmentagédo na
camara de colisdo originam o ion m/z 160. A seguir cada um dos ions observados foi
fragmentado; porém, somente a partir do ion m/z 252 do extrato AA1 foi obtido um
espectro de ions precursores que mostrou evidéncias claras de pertencer a uma
substancia da classe das penicilinas ou pelos menos que possui em sua estrutura
quimica um anel tiazolidino. Este anel seria o responsavel pela formacao do ion m/z
160 e m/z 114 como foi determinado nas analises dos padrdes. Além disso, quando
comparado o espectro de ions produtos de m/z 252 com o espectro de ions produtos
da penicilina G sao observados varios outros ions semelhantes como os ions m/z
116, m/z 98 e m/z 70, contudo, nio foi possivel determinar a estrutura do composto.

A comparacgéao dos espectros de ions produtos € mostrada na figura 4.43.
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FIGURA 4.42 Espectros de ions precursores de m/z 160 de: (a) Extrato PG3 (b)
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FIGURA 4.43 (a) Cromatograma de ions selecionados m/z 252. (b) Espectro de ions

produtos de penicilina G (c) Espectro de ions produtos de m/z 252.
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Finalmente foi realizado o experimento SRM nos extratos para a deteccao de
penicilina G, cefalosporina C e cefamicina C conforme condigbes de analise
descritas na sec¢ao experimental. No entanto, somente no extrato SP1 de Penicillium
sp e no extrato PB3 de Penicillium brasilianum, foi observada uma sinal que
corresponderia a presenca de uma substancia com o ion molecular em m/z 335 e os
ions fragmentos m/z 160 e m/z 176, mas, com um tempo de eluicdo de 4.66 e 4.29
min respectivamente. Tempos muito diferentes do observado para a penicilina G
(13.5 min). Por esta raz&o foi concluido que o ion m/z 335 monitorado nos extratos
nao corresponde a penicilina G. Na figura 4.44 sdo observados os cromatogramas

relativos a este experimento.
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Figura 4.44. Experimento SRM para penicilina G (a) Extrato SP1 (b) Extrato PB3.

4.7. Resultados dos ensaios antimicrobianos

O estudo dos metabdlitos produzidos por microrganismos pode ser de grande
interesse, ndo so para fins académicos como também para as industrias
farmacéuticas pela possibilidade de se obter novos compostos que possam ser
empregados na cura de doengas. Por esta razdo os extratos obtidos dos cultivos dos
fungos endofiticos em estudo e do Streptomyces clavuligerus foram testados para
verificar a atividade antibacteriana frente as bactérias Micrococcus luteus, Bacillus

subtilis e Escherichia coli.

91



4. Resultados e Discussao

TABELA 4.3 Resultados do ensaio antibacteriano. Valores da medida do halo de

inibicao.
Extrato Bactéria/halo de inibicao
(mm)

M. luteus B. subtilis E. coli
PB1 14.0 16.0 14.0
PB2 15.0 15.0 15.0
PB4 11.0 13.0 9.0
o N N 13.0
BCClI N N .
MIV N N 14.0

N: Nenhum efeito observado.

As amostras nao discriminadas na tabela 4.3 apresentaram uma baixa atividade ou
foram inativas. Todos os resultados descritos acima foram acompanhados de
experimentos de controles do solvente, da amostra e do antibiético padrao, evitando

por tanto a possibilidade de resultados falso-positivo ou falso-negativos.

Nos resultados é possivel observar que exceto o extrato PB3 todos os outros
extratos obtidos do Penicillium brasilianum inibem o crescimento das bactérias
testadas, No entanto dos demais extratos analisados somente os extratos SP1,
BCCIl e MIV foram ativos contra E. coli. A atividade antibacteriana observada nas
especies de Penicillium foi anteriormente reportada e se deve provavelmente a
presenca de compostos da classe dos policetideos, meroterpenos e alcaldides. Ja, a
inibicdo causada pelos extratos de S. clavuligerus sugere a presenga de compostos
da classe das cefalosporinas e penicilinas como € amplamente descrito na literatura.
Estes resultados foram tomados como indicios da possivel presenca de antibiéticos
B—lactdmicos para a execugdo dos experimentos desenvolvidos neste projeto.
Contudo a auséncia de atividade antibacteriana ndo pressupde a inexisténcia de
compostos antibacterianos nos extratos, sendo possivel a presenca destes em

misturas complexas ou pelo sinergismo dos mesmos.

92



5. CONCLUSOES



5. Conclusoes

O estudo das condicdes de cultivo para Streptomyces clavuligerus forneceu varias
informacdes importantes, a primeira delas é que a velocidade de aeragdo nio soé
limita a producdo de metabdlitos como € amplamente descrito na literatura, como
também limita o crescimento do microrganismo. Em segundo lugar, foi determinado
que a utilizagcdo do tampao MOPS ¢é de fundamental importancia nos cultivos em
incubador rotativo, permitindo o controle do pH em torno da neutralidade e evitando
a degradacgao dos metabdlitos. E finalmente, a baixa concentragao celular do inéculo

influencia na formagéo de aglomerados celulares denominados “Pellets”.

O acido antranilico e a 7-hidroxi —2-metilcromona foram isoladas dos extratos
obtidos dos cultivos de S. clavuligerus; estas substancias nunca antes foram
reportadas como metabdlitos deste microrganismo. Dos extratos dos fungos
endofiticos Penicillium brasilianum e Aspergillus aculeatus foi identificado o sorbitol,

substancia previamente isolada em varios estudos realizados com fungos.

O trabalho com cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas através
da ionizacao por electrospray, mostrou-se como uma técnica rapida e seletiva para
analises de compostos B—lactamicos. A analise inicial dos padrées permitiu propor
rotas de fragmentagcdo que serviram como base na procura de compostos B—
lactdmicos nos extratos. A utilizacdo de experimentos de ions produtos, ions
precursores e SRM (Selected Reaction Monitoring) foram fundamentais na

determinacao destas substancias.

O estudo de substancias B-lactdmicas da classe das penicilinas e cefalosporinas
produzidas por Streptomyces clavuligerus levou a identificacdo de cefamicina C e
dois compostos precursores da cefamicina C: a penicilina N e a
deacetoxicefalosporina C. Através das analises por SRM foi possivel determinar que
a presenca de amido e lisina nos meios de cultivo influenciam a producido de

compostos cefamicos.

Para a deteccdo do acido clavulanico nos extratos a técnica SRM mostrou-se como

a mais apropriada. Através destes experimentos foi possivel determinar a presenca
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deste composto nos cultivos que continham glicerol como fonte de carbono e triptona
ou soytone como fonte de nitrogénio. Além disso, foi possivel fazer uma comparagéo

qualitativa da efetividade dos métodos de extragdo com solventes organicos.

Assim mesmo, relatou-se a presenca de quatro substancias ndao p—lactamicas, N-
propionil holotina, 3-etil — 2,5-bis(2-hidroxietil)pirazina, Acido 8-hidroxipenicilanico e
uridina nos extratos de S. clavuligerus. Embora, ndo se dispdem das substancias
padrdes, a confirmacao das estruturas podera ser feita por meio das analises dos

padroes em trabalhos futuros.

No extrato AA1 do fungo Aspergillus aculeatus foi possivel determinar a presenca
de um composto da classe das penicilinas de massa 251 Da através da utilizacao de
técnica de ions precursores de m/z 160, o espectro de ions produtos para este ion
mostra ions semelhantes com os observados no espectro da penicilina G. Além

disso neste extrato foi determinada a timina.

Do extrato PG3 do Penicillium griseoroseum e do extrato SP1 do Penicillium sp foi
identificado o acido 6-aminopenicilanico através do uso da ferramenta de ions
selecionados; e do extrato PB1 do Penicillum brasilianum foi identificado a
adenosina. Estas substancias néo tiveram suas estruturas confirmadas, uma vez

que nao foi possivel obter o padrao para comparacao.

Os resultados obtidos a partir dos testes antimicrobianos sugerem a presenga de
compostos p—lactadmicos nos extratos de Streptomyces clavuligerus o qual pode ser
confirmado através das analises por espectrometria de massas. Ja, a atividade
observada nos extratos de Penicillium sp. e P. brasilianum provavelmente esteja
relacionada com a presenga de substancias como meroterpenos, policetideos e
alcaléides produzidas por estes microrganismos, uma vez que nao foi possivel

determinar a presenca de compostos B—lactamicos nestes extratos.
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