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RESUMO

O aumento de bactérias resistentes a antibioticos incentiva a pesquisa por novas substancias
antibacterianas. Diante disso, a selecdo de microrganismos com potencial para a producao de
novos compostos antimicrobianos tem sido amplamente estudada. Dentre estes
microrganismos uma especial atencao ¢ dada aos actinomicetos que apresentam capacidade de
produzir uma ampla variedade de compostos bioativos como antibidticos, antifiingicos,
antitumorais entre outros compostos que podem ser aplicados nos mais diversos segmentos da
industria. O género Streptomyces € considerado de grande importancia industrial devido a sua
capacidade de produzir muitos metabolitos secundarios, respondendo por 80% dos
antibioticos utilizados atualmente. Em trabalhos anteriores, foi possivel reportar a atividade
antimicrobiana de uma linhagem de Streptomyces spp. que apresentou atividade inibitoria
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 e
Enterococcus faecalis ATCC 292123. Posteriormente, verificou-se ainda a sua atividade
tuberculicida inibindo o crescimento da M. tuberculosis H3;Rv (ATCC 27294). A partir
desses resultados preliminares, o presente trabalho teve por objetivo analisar os extratos e
fragdes de metabolitos de Streptomyces sp. visando isolar, purificar e identificar
quimicamente o(s) composto(s) com atividade antimicrobiana e tuberculicida. A partir dos
metabolitos obtidos em meio AC liquido e por particao liquido-liquido utilizando solventes de
polaridade crescente, obteve-se as fragdes em hexano (fr-Hex), acetato de etila (fr-AcoEt) e
cloroféormio (fr-Clo). A fr-Clo foi escolhida para dar continuidade aos ensaios pois o seu
rendimento foi maior, apresentando alta atividade antibacteriana nos testes de Concentragao
Inibitéria Minima (CIM), contra as bactérias Staphylococcus aureus e Mycobacterium
smegmatis. Dessa forma, a fr-Clo foi submetida a Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
utilizando varios sistemas de eluentes e, em seguida, a técnica de Bioautografia foi realizada
para identificar os compostos com atividade. Dessa purificacdo foram obtidas duas sub-
fragdes bioativas, as quais foram submetidas ao isolamento dos compostos pela técnica de
CCD preparativa e HPLC — DAD-MS. As substancias isoladas foram denominados Clarina A
e Clarina B, as mesmas apresentaram uma Concentra¢ao Inibitéria Minima (CIM) de 1,0
pg/mL para a Clarina A e 0,5 pg/mL para Clarina B frente a bactéria Staphylococcus aureus e
16 ng/mL frente a Mycobacterium smegmatis. As mesmas nao apresentaram citotoxidade para
céluas ndo tumorais 3T3-L1. As substancias Clarina A e Clarina B foram analisadas por meio
das técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas de baixa
e alta resolugdo para identificagdo quimica. As substincias isoladas foram identificadas como
Actinomicina D e Actinomicina X; com m/z de 1277 [M + Na] ¢ 1291 [M+Na]. A forte
atividade antibacteriana apresentada pelas substincias isoladas torna este produto uma
importante fonte de compostos antibacterianos naturais.

Palavras-chave: Actinomicetos, Antibiotico, Streptomyces spp, Actinomicinas.



ABSTRACTS

The increase of antibiotic-resistant bacteria encourages the search for new antibacterial
substances. Therefore, the selection of microorganisms with potential for the production of
new antimicrobial compounds has been extensively studied. Among these microorganisms,
special attention is given to actinomycetes that are capable of producing a wide variety of
bioactive compounds, such as antibiotics, antifungals, antitumorals and other compounds that
can be applied in various segments of the industry. The genus Streptomyces is considered of
great industrial importance due to its capacity to produce many secondary metabolites,
accounting for 80% of the antibiotics currently used. In previous studies, it was possible to
report the antimicrobial activity of a strain of Streptomyces spp. Which showed inhibitory
activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pneumoniae ATCC
49619 and Enterococcus faecalis ATCC 292123. Subsequently, its tuberculicidal activity was
also inhibited by the growth of M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294). From these
preliminary results, the present work had the objective of analyzing extracts and fractions of
metabolites of Streptomyces sp. Aiming to isolate, purify and chemically identify the
compound (s) with antimicrobial and tuberculicidal activity. The fractions in hexane (fr-Hex),
ethyl acetate (fr-AcoEt) and chloroform (fr-Clo) were obtained from the metabolites obtained
in liquid AC medium and by liquid-liquid partition using solvents of increasing polarity. The
fr-Clo was chosen to continue the tests because its yield was higher, presenting high
antibacterial activity in the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) tests against the
bacteria Staphylococcus aureus and Mycobacterium smegmatis. Thus, the fr-Clo was
subjected to thin layer chromatography (CCD) using several eluent systems and then the
Bioautography technique was performed to identify the compounds with activity. From this
purification two bioactive sub-fractions were obtained, which were subjected to the isolation
of the compounds by preparative CCD and HPLC-DAD-MS technique. The isolated
substances were named Clarin A and Clarin B, which presented a Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) of 1.0 pg / mL for Clarin A and 0.5 pg / mL for Clarin B against
Staphylococcus aureus and 16 ng / M1 against Mycobacterium smegmatis. They did not
present cytotoxicity to 3T3-L1 non-tumor cells. The Clarin A and Clarin B substances were
analyzed using Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and low resolution and high resolution
Mass Spectrometry techniques for chemical identification. The isolated substances were
identified as Actinomycin D and Actinomycin X2 with m / z of 1277 [M + Na] and 1291 [M
+ Na]. The strong antibacterial activity of the isolated substances makes this product an
important source of natural antibacterial compounds.

Key words: Actinomycetes, Antibiotic, Streptomyces spp, Actinomycins.
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1 INTRODUCAO

Existe uma constante necessidade de se descobrir novos antibidticos. A industria
farmacéutica tem buscado novos medicamentos que possam ser mais eficazes e que produzam
menos efeitos indesejaveis. A partir da introdu¢do da penicilina, a taxa de mortalidade por
micro-organismos patogénicos caiu drasticamente (DANCER, 2008). No entanto, nas ultimas
décadas tem ocorrido um aumento consideravel de bactérias resistentes a antibidticos tais,
como Staphylococcus aureus resistente a penicilina, linhagens de Staphylococcus aureus
resistentes (MRSA) e susceptiveis a meticilina (MRSA) e vancomicina (VISA), o que tem
tornado a resisténcia bacteriana um importante problema global. Nos Estados Unidos, cerca
de 70% dos dois milhdes de pessoas que contrairam alguma doenca de origem bacteriana,
envolvem cepas resistentes a pelo menos uma droga (CUSHINE; LAMB, 2005).

Outra doenca que tem preocupado muito a Organiza¢cdo Mundial de Satide (OMS) ¢ a
tuberculose, uma endemia de maior incidéncia nos paises em desenvolvimento, que também
apresenta altos indices de resisténcia aos antibidticos utilizados em seu tratamento. Tal fato
indica a necessidade de uma releitura na busca por novas substincias antibiéticas (BROTZ-
OESTERHELT; SASS, 2010). Produtos oriundos de microrganismos s3o uma estratégia
importante para o desenvolvimento de novas moléculas antimicrobianas e varios trabalhos
indicam a potencialidade da utilizacdo de microrganismos na producdo de compostos
antimicrobianos. Dentre estes microrganismos, grande parte dessa produgdo ¢ dada ao género
Streptomyces, que sdo responsaveis pela producdo de uma variedade de compostos com
aplicagdo na induastria, medicina e veterinaria (DEMAIN; SANCHEZ, 2009). Os
microrganismos possuem algumas caracteristicas importantes que justificam sua grande
aplicacdo biotecnologica, dentre elas: facilidade de adaptacdo em diversos ambientes, o que
permite transpor um microrganismo da natureza para o laboratdrio e posteriormente cultiva-lo
em escala industrial; possuem um rapido mecanismo de nutri¢do e altas taxas de metabolismo
e biossintese; podem realizar uma grande variedade de reacdes; possibilidade de manipulagao
genética e capacidade de biossintese de enantiometros especificos, geralmente ativos.
(DEMAIN; SANCHEZ, 2009). Estas caracteristicas os tornam promissores, estimulando
ainda mais a busca de novos microrganismos produtores de compostos bioativos,
principalmente na regido Amazdnica devido a grande diversidade de plantas e nichos exdticos
pouco estudados. Dessa forma, a chance de encontrar novos farmacos, como por exemplo,

novas substancias antimicrobianas, ¢ grande.
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A partir destes conhecimentos, Silva (2012) analisou a atividade antimicrobiana de
371 actinomicetos isolados de solo de diferentes localidades da regido Amazdnica. Destes 371
isolados, 46 produziram metabdlitos com atividade antimicrobiana, com espectro de agao
predominante para bactérias Gram-positivas. Constatou que substancias presentes em extratos
de trés linhagens de Streptomyces sp. apresentavam atividade inibitéria frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Enterococcus
faecalis ATCC 292123, Mycobacterium tuberculosis ¢ a uma linhagem de Staphylococcus
aureus resistente a diversos antibioticos. A fim de otimizar a produgdo desses compostos
antimicrobianos, foi analisada a influéncia das varidveis fisicas (temperatura, pH, agitacio e
tempo) e quimicas (concentragdes de carbono e nitrogénio) de acordo com um planejamento
estatistico fatorial utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta. Os resultados
apresentados neste primeiro trabalho demonstraram que as condi¢cdes ambientais ¢ do
substrato sdo fundamentais na produgcdo de metabolitos secundérios, principalmente
antimicrobianos e que o Streptomyces chamado isolado n° 01 ¢ produtor de metabolitos
bioativos (SILVA et al., 2012).

A etapa seguinte para a indicagdo de um produto biotecnologico determina que se
realize o fracionamento quimico dos metabolitos, ensaios de bioatividade por fracado,
separacdo e identificacdo quimica da substancia ativa. Assim, dando sequéncia aos trabalhos
preliminares, a presente proposta pretendeu realizar o fracionamento dos extratos ativos,
guiado por bioensaios de atividade antimicrobiana, visando isolar, purificar e caracterizar

quimicamente os metabdlicos com atividade antibacteriana.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

Determinar os constituintes responsaveis pela atividade antimicrobiana de extratos de

Streptomyces por meio de fracionamento fitoquimico bioguiado.

2.2 Especificos

» Fracionar os extratos e fragdes por técnicas de particdo ¢ cromatograficas;

» Avaliar a atividade antimicrobiana dos extrato, fracdes e substancias isoladas frente
aos microrganismos alvos Gram-positivos e Gram-negativos: Staphylococcus aureus
ATCC 25923; Streptococcus pneumoniae ATCC 49619; Enterococcus faecalis ATCC
29212; Staphylococcus aureus (MRSA); M. smegmatis;, M. tuberculosis H3;Rv ATCC
27294 e E. coli ATCC 25922.

» Purificar os compostos bioativos utilizando técnicas cromatograficas;

» Determinar a estrutura do(s) composto(s) bioativo(s) purificado(s) através de técnicas

espectroscopicas e espectrométricas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Actinobactérias e 0 Género Streptomyces

A familia Streptomycetaceae compreende um importante grupo de bactérias,
provenientes principalmente do solo, pertencentes a classe das actinobactérias, também
conhecida como actinomicetos (SOARES et al., 2010).

A classe das actinobactérias compreende um grupo de bactérias filamentosas, Gram-
positivas, anaerébias ou anaerdbias facultativas. Apresentam caracteristicas intermedidrias
especificas, tais como: células procariontes, portanto, com auséncia de membrana nuclear;
sensibilidade as lisoenzimas e agentes antibacterianos; crescimento cubico, formando
grumulos em meio de cultura liquido; filamentos finos semelhantes as hifas fingicas, mas
com didmetro significativamente menor (0,5 a 1,0 pm) e dimensdo andloga a células
bacterianas (GOODFELLOW, 1989).

As actinobactérias representam um grupo diversificado de microrganismos
classificados taxonomicamente através de sua morfologia, colora¢do do micélio, composi¢ao
e estrutura do pepitideoglicano, arranjo dos conididsporos, porcentagem de G+C, sequencia
de 16S rDNA, composi¢ao fosfolipidica da membrana celular e resisténcia dos esporos ao
calor (OLIVEIRA, 2003).

A maioria destes microrganismos sdo quimio-organotroficos, os quais crescem em pH
neutro, mas alguns sdo aciddfilos ou alcaléfitos. Outros ainda sdo haldfilos e alguns sdo
termofilos (GOODFELLOW, 1989).

As actinobactérias sdo as bactérias mais biologicamente vidveis € mantém uma
posicdo de destaque devido a sua diversidade e capacidade comprovada para produzir novos
compostos com atividade biologica (SUBRAMANI; ALBERSBERG, 2012).

Cerca de 22.500 metabolitos que mostram alguma atividade bioldgica sao produzidos
por microrganismos. Desses, cerca de 17% (3.800) sdo produzidos por bactérias unicelulares
(especialmente Bacillus e Pseudomonas spp.); 45% (10.100) sao produzidos pela fermentagao
de actinobactérias; e cerca de 38% (8.600) sdo de origem flngica. Entre as actinobactérias,
cerca de 75% (7.600) dos metabdlitos sdo produzidos por espécies do gé€nero Streptomyces.
(SOLECKA, et al., 2012) (Figura X).

A familia Streptomycetaceae € constituida de quatro géneros: Intrasporangium,
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Kineosporia, e Streptoverticillium, onde Streptomyces tem sido o mais estudado, contendo o

maior numero de espécies descritas (MENDES, 2010; HODGSON, 2000).

I 1 milhdo de Compostos Naturais I

¥

I 200 -250 mil Compostos Bioativos I

¥

Mais de 22 mil Compostos
Bioativos Derivados de

' Microrganismos s

86040 NMetabolitos 380 Metabolitos
Bioatives de Fungos Bionativos de Bactérias
Tnicelulares

I 10100 Metabolitos Bioativos de Actinobactérias I

7600 MMetabolitos 2504 Metabolitos
Bioativos de Strepromy-ces Bioativos de
Actinobactérias raras

Figura 1. Distribuicdo dos micro-organismos produtores dos metabolitos secundarios bioativos (DEMAIN e
SANCHEZ, 2009).

Streptomyces ¢ um género de bactérias Gram-positivas, aerobias, mesofilicas que
apresentam crescimento relativamente lento. Este género ¢ caracterizado por sua diversidade
morfologica, ecologica e de patogenicidade (HODGSON, 2000).

Embora algumas espécies de Streptomyces sejam encontradas em ambientes aquaticos,
o solo ¢ o seu principal habitat, pois oferece condi¢des apropriadas para o seu
crescimento e proliferagdo (SOARES et al., 2010).

Sao classificados como quimioheterotroficos e sao geralmente capazes de crescer em
meio composto de sais inorganicos e glicose. Sua parede celular ¢ constituida de uma rede de

peptidioglicanos ligada por subunidades peptidicas de L-alanina, L-4cido glutamico e L-acido
17



diaminopolimélico ligados por pontes de glicina. O tipo de fosfolipidio predominante ¢ o
fosfatidiletanolamina com acidos graxos do tipo saturados (PIEPERSBERG, 1993).

O ciclo de vida dos Streptomyces ¢ saprofitico, precisam excretar enzimas para digerir
polimeros insoltiveis como nutrientes € consumir mondmeros para a biossintese da sua
biomassa. Esse processo demanda tempo e libera uma alta concentracdo de enzimas digestivas
(HODGSON, 2000).

Espécies do género Streptomyces sdo catalase positiva, reduzem nitratos a nitritos e
degradam adenina, esculina, caseina, gelatina, hipoxantina, amido, e L — tirosina (SMAOUI et
al., 2011).

Produzem micélio aéreo que estd vinculado com a alta concentracdo de enzimas
digestiva na matriz alimenticia, gerando uma alta concentracdo de produtos digestivos
disponiveis para o crescimento celular. Uma desvantagem desse crescimento micelar ¢ a
exaustdo de nutrientes, pois ndo existem caminhos de acesso a novos nutrientes, levando a
morte celular. Uma estratégia utilizada por Streptomyces € a fragmentacdo do pseudo-micélio
no final da coldnia de crescimento e pelo desenvolvimento da mobilidade ou imobilidade dos
esporos. Streptomyces sintetizam esporos no final de seu ciclo de vida a partir de um micélio
sobreposto ao micélio de substrato (YAGUE et al., 2013).

Sua diversidade morfologica estd baseada, primeiramente, nas estratégias
reprodutivas, que levam a formagdo de uma variedade de estruturas de esporos (DUARTE,
2009; OMURA et al., 2001).

Apresentam colonias com crescimento lento, necessitando em torno de sete a dez dias
para desenvolver suas hifas aéreas (FAVORETTO, 2010). Em geral, possuem colonias
pequenas pulverulentas ou velutinas, com micélio aéreo de diferentes tonalidades e produgao
de pigmentos soluveis, sendo bem distintas das coldnias de outros géneros como Frankia,
Micromonospora, Nocardia, Rhodococcus e Thermoactinomyces (SOARES et al., 2010)
(Figura 2).

Estes microrganismos produzem uma variedade de pigmentos responsaveis pela
coloragao do micélio sob o substrato e micélio aéreo. A producao de pigmentos no micélio e
de exopigmentos ¢ considerado um elemento-chave para identificacao de Streptomyces. As
colonias possuem um odor terra molhada devido a produgdo de um metabolito volatil

chamado geosmina (JUTTNER; WATSON, 2007; SORIANO; BERNILLA, 2010).
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A temperatura 6tima de crescimento varia de 25 a 35 °C, sendo que algumas espécies
sdo psicrofilas e termofilas. O pH 6timo para crescimento varia entre 6,5 a 8,0 (MARCON,
2002).

Os esporos germinam para formacao das hifas, com micélio aéreo multinuclear, que
forma septos em intervalos regulares, formando uma cadeia de esporos uninucleados
(OHNISHI et al., 2008). Quando o esporo encontra condi¢des favoraveis de temperatura,

nutrientes e umidade, o tubo germinativo ¢ formado e a partir dele sdo desenvolvidas as hifas.

Figura 2 - Diversidade morfoldgica de actinomicetos do género Streptomyces. Fotografado no Centro de Biotecnologia da
Amazénia — Laboratorio de Microbiologia

Posteriormente, surgem as hifas aéreas e, num estagio programado se inicia a
organiza¢do de varios processos como o de crescimento e ciclo celular. A explicagdo para a
presenca de esporos em Streptomyces € que provavelmente estes surgiram a partir de
fragmentos miceliais que sob pressdao seletiva, podem ter desenvolvido a habilidade de

sobreviver fora de invertebrados e plantas, ou seja, em ambientes extremos. A habilidade dos
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esporos sobreviver em ambientes hostis deve ter sido aumentada devido ao pigmento e aroma
presentes nos esporos em algumas espécies (CHATER; CHANDRA, 2006).

Outro ponto a ser destacado ¢ a extremidade da hifa, considerada como sendo a regido
mais importante, onde proteinas de membranas e lipideos podem ser secretados e reunidos
especialmente na zona apical de crescimento (FLARDH; BUTTNER, 2009).

Algumas espécies de Streptomyces contém plasmideos, geralmente associados a
fatores de fertilidade, que podem ser circulares ou lineares com tamanhos que variam de 10 a
600 kb. Os cromossomos lineares possuem um tamanho de 8 a 10 Mb e, em geral, contém
mais de 20 clusters de genes associados com a biossintese de metabdlitos secundarios (NETT,
2009). Esses estdo restritos a espécies com estrutura e ciclo de vida sofisticada como os
Streptomyces, Nocardia, Streptoverticilium, Saccharopolispora, Actinoplanses,
Micromonospora, Corynebacterium, Mycobacterium e Rhodococcus (SALAMONI, 2010).

As extremidades do cromossomo de Streptomyces apresentam teldmeros com
proteinas ligadas covalentemente, permitindo assumir forma circular sob condi¢des naturais
ou em laboratorio. Essas regides terminais possuem sequéncias repetitivas que codificam
principalmente funcgdes relacionadas a regulacdo, secrecdo, diferenciacdo, transporte e
biossintese de antibioticos (SALAMONI, 2010).

Durante o metabolismo secundério sdo produzidos principalmente antibidticos e
pigmentos difusiveis no meio, que estd diretamente relacionado ao ciclo celular de
Streptomyces, sofrendo influéncia de fatores como variagdes nas fontes nutricionais e fatores
de regulacdo (PADILHA, 2002). Este processo ¢ unico entre as bactérias Gram-positivas, €
requer um metabolismo especializado e coordenado, que ¢ mais complexo do que outras
bactérias Gram-positivas (OMURA et al., 2001).

Filogeneticamente, Streptomyces fazem parte dos Actinomycetes, seu DNA ¢ rico em
CG (70%), quando comparado com outras bactérias como a Escherichia coli (50%)
(CHATER; CHANDRA, 2006). Essa caracteristica aumenta sua estabilidade genética,
ficando entre os mais numerosos e mais versateis microrganismos do solo. Os Streptomyces
sdao importantes por causa da sua ampla taxa de metabolitos e processos de biotransformagao,
além de possuirem a capacidade de degradar lignocelulose e quitina, sendo fundamentais nos
ciclos biologicos da matéria organica (BENTLEY et al., 2002).

Streptomyces sao microrganismos com capacidade para a producdo de uma grande

variedade de produtos naturais complexos, sendo de extrema importancia particularmente
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para a industria farmacéutica, assim como também para a agricultura e industria alimenticia
(NAEIMPOOR, 2001).

Entre os antibioticos produzidos por Streptomyces estdo as antraciclinas, como a
daunorrubicina e a doxorrubicina, e os antibioticos antitumorais (dactinomicina) largamente

empregadas no tratamento quimioterapico de diversos tipos de tumores (PAMBOUKIAN,

2003).

3.2 Ecologia dos Streptomyces

Streptomyces podem também ser encontrados em agua fresca, ambientes marinhos e
no ar. Mas seu habitat preferencial ¢ o solo, onde desempenham fungdes ecologicas
importantes como decomposicao da matéria organica e ciclagem de nutrientes. Além de
possuirem atividade proteolitica, decomposicdo de queratina, quitinas, celulose, amido e
também participam no ciclo de aminoécidos e nitrogénio (ARAUJO, 1998; ANDERSON,
2001; CHATER; CHANDRA 2006).

Solos muito secos inibem seu crescimento. O nuimero total de Streptomycetes na
populacdo microbiana encontrada no solo pode aumentar de 1-20% em condi¢des normais,
em 70% em solos secos ou até 98% sob condi¢cdes muito severas de seca. Acredita-se que a
resisténcia dos Streptomycetes a dessecagdo ¢ devido as suas habilidades na formagdo de
esporos (HIRSCH & MCCANN-MCCORMICK, 1985).

Os Streptomyces também podem colonizar a rizosfera de raizes e mesmo tecidos
vegetais. Em alguns casos a producgdo natural de antibidticos por espécies de Streptomyces
pode proteger o vegetal contra agentes patogénicos (CASTILLO et al 2002).

As bactérias de solo provavelmente desenvolvem varias estratégias de sobrevivéncia,
como a limitacao de nutrientes e a flutuagdo na disponibilidade de nutrientes durante o ano no
solo. Dentre essas estratégias esta: um ciclo de vida complexo, a capacidade de formagao de
esporos ¢ a indugdo a proteinas especificas para mudar a fisiologia celular (KJELLEBERG,
1993).

Dessa forma, a populagdo e a biodiversidade de Streptomyces em um ecossistema sao
determinadas por vérios fatores fisicos, quimicos e biologicos. E a identificagdo de novos
sistemas ecoldgicos €, portanto, crucial para a descoberta de novos estreptomicetos

(INAHASHI et al., 2011).
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3.3 Metabolismo Secundario e a Producao de Compostos Biologicamente Ativos

O metabolismo primério produz metabdlitos essenciais para o crescimento,
manutengdo da vida e reproducdo dos seres vivos, como os aminoacidos, acucares, acidos
nucleicos acidos graxos, estando presentes em toda forma de vida. O metabolismo secundario
consiste em outra rota metabolica que possibilitam os organismos a produzirem os mais
diversos tipos de compostos, alguns inclusive restritos a certos géneros ou espécies.
(VINING, 1986)

Os produtos naturais microbianos derivados do metabolismo secundario representa
uma importante via para a descoberta de novos produtos com aplicagdes clinicas
principalmente antibidticos. (TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

As actinobactérias em especial o género Streptomyces, t€m sido especialmente uteis
para a industria farmacéutica devido a sua capacidade, aparentemente ilimitada, de produzir
metabolitos secundarios com diversificadas estruturas quimicas e atividades bioldgicas
(NAEIMPOOR, 2001).

A descoberta de novos agentes antimicrobianos mais seguros, com menos efeitos
colaterais indesejaveis e mais facilmente obtidos sdo essenciais na descoberta de novos
agentes antimicrobianos (LIU et al., 2001).

Cerca de 66 %, de todas as novas moléculas aprovadas como farmacos
antimicrobianos humanos, sao produtos naturais ou derivados de produtos naturais (HASANI
et al., 2014). A investigagao de novos farmacos derivados de produtos naturais tem diminuido
desde o inicio do século. Um dos argumentos mais utilizados, € que os recursos monetarios
para a identificacdo e posterior isolamento dos compostos antimicrobianos sdo muito elevados
(HASANTI et.al., 2014).

As principais vantagens, segundo ZHANG (2009), atribuidas a descoberta de farmacos
baseados em produtos naturais em relagdao a quimica sintética sao:

* Os produtos naturais oferecem diversidade quimica com complexidade estrutural;

* Os produtos naturais foram selecionados pela natureza através de interagdes

biologicas especificas;

* Produtos naturais sdo as principais fontes de farmacos. Drogas como a ciclosporina

A e FK-506 ndo sdo apenas ativos como imunossupressores, mas também, como

antivirais, antifingicos e antiparasitarios;
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* Os recursos naturais sdo ainda inexplorados e as novas descobertas levardo a novos

compostos bioativos;

* Os produtos naturais podem orientar a sintese de compostos sintéticos.

No entanto, a extracdo a partir de fontes naturais, apresenta algumas desvantagens,
como por exemplo, a variacdo sazonal e possiveis problemas ecologicos envolvidos com a
extracdo, pondo em risco a obten¢do de tais compostos. Como alternativa promissora na
solucdo deste problema, surge entdo, o uso de técnicas biotecnoldgicas, como a manipulagdo
de genes de microrganismos (BICAS et al., 2009).

Antibidticos sdo produtos do metabolismo secundario, produzidos por organismos
vivos capazes de inibir em baixas concentragdes 0s processos vitais de uma ou mais espécies
de microrganismos (KOROLKOVAS, 1999).

Alexander Fleming, em 1928, observou que colonias do fungo Penicillium notatum,
que era um contaminante na placa, inibiam o crescimento da bactéria Staphylococcus aureus.
Esse componente ativo foi isolado posteriormente e denominado penicilina (DEMAIN;
SANCHEZ, 2009). Essa descoberta s6 despertou real interesse apds a eclosao da Segunda
Guerra Mundial, em 1939. Em 1940, um grupo de pesquisadores chefiados por Howard
Florey e Erns Chain, retomou as pesquisas de Fleming e conseguiram produzir penicilina para
fins terapéuticos em escala industrial, inaugurando a chamada “Era dos Antibidticos”.

Nas ultimas décadas, o crescente aumento da resisténcia bacteriana, em virtude da
transferéncia e disseminacao de genes de resisténcia de microrganismos aos antibioticos,
juntamente com a sensibilidade de pacientes imunodeprimidos e a dificuldade em controlar
certas doengas, e principalmente ao uso indiscriminado de antibidticos, tem levado ao avango
nas pesquisas sobre novos antibioticos (MICHEL et al., 2006; FISCHBACH; WALSH, 2009;
ALVAN et al., 2011).

Waksman (1943) foi o primeiro a introduzir os Streptomyces em um programa
sistematico de selecdo para novos antibioticos. Antes mesmo da estreptomicina, Waksman
publicou em 1940 sobre a descoberta das actinomicinas, uma delas, a actinomicina D, que foi
usada para combater o tumor de Wilms em criangas e se tornou extremamente importante
como ferramenta bésica para o desenvolvimento da biologia molecular, agindo como inibidor
de RNA polimerase (DEMAIN, 2006). Mais tarde, durante os anos 1970 e 1980, foram
introduzidos os métodos de mutassintese, fusdo celular e manipulagdo genética e suas
aplicagdes foram feitas especialmente em Streptomyces, o que facilitou a descoberta de novos

antibioticos (YAGUE et al., 2013).
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Os Streptomyces tém sido a fonte mais abundante de importantes antibidticos desde a
descoberta da actinomicina D, estreptomicina e estreptotricina. A estreptomicina foi o
primeiro antibidtico ativo contra a bactéria da tuberculose e também contra a meningite
bacteriana (DEMAIN, 2006). Esse género, sintetiza uma grande variedade de inibidores
quimicos distintos em diferentes processos celulares. Incluindo antibioticos, fungicidas,
citostaticos, moduladores de resposta imune e efetores de crescimento de plantas, portanto,
sao de grande interesse para a medicina e industria (HOPWOOQOD, 2007).

Um grande nimero de antibioticos tem sido produzido por microrganismos industriais
tais como Penicillium, Cephalosporium, Bacillus e Actinomycetes. A espécie Streptomyces € a
mais versatil e comercialmente importante produtora de antibioticos.

A producdo de antibidticos ¢ a caracteristica mais importante e estudada dos
Streptomyces, o qual produz a maioria dos antibioticos utilizados em humanos, na veterinaria
e agricultura (CHATER, 2006). Cerca de 75% dos antibioticos utilizados na clinica médica
sdo produzidos por esse género, aumentando assim sua importancia economica (TADDEI et
al., 2005).

Alguns antibidticos de importancia médica sao produzidos por Streptomyces, entre
eles estdo anfoteracina B, produzida por Streptomyces nodosus, ativos na membrana celular
de fungos; eritromicina, produzida por Streptomyces erythreus, que ¢ eficiente contra
bactérias Gram-positivas, atuando na sintese protéica; neomicina, produzida por Streptomyces
fradiae, usada em infec¢des de pele, olhos e ouvidos; estreptomicina, produzida por
Streptomyces griseus, que atua contra bactérias Gram-negativas, aerObias e certas
micobactérias; a tetraciclina produzida por Streptomyces rimosus; a rifamicina e a
tobramicina, eficientes no tratamento da tuberculose; e a gentamicina, produzida por
Streptomyces tenebrarius (SAADAUM & GHARAIBEH, 2003).

Alguns antibioticos produzidos por Streptomyces estdo apresentados na Tabela 1.

Tabelal.
GHARAIBEH, 2003).

Antibioticos produzidos por Streptomyces sp. (SAADAUM &

Streptomyces SP. Antibiotics Streptomyces sp. Antibiotics

S.orchidaccus Cycloserin S. eryhtraeus Erytromycin

S. oriantalis Vancomycin S. vensuella Chloramphenicol

S. fradie Neomycin, S. aureofaciens Chlortetracycline,
Actinomycin, Dimethylchlor
Fosfomycin Tetracycline
Dekamycin

S. nodosus Amphotricin B S. ambofaciens Spiramycin
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S. noursei Nistatin S. avermitilis Avermicin

S. mediterranei Rifampin S. alboniger Puromycin

S. griseus Streptomycin S. niveus Novobicin

S. knanamyceticus | Kanamycin S. platensis Platenmycin

S. tenebrarius Tobramycin S. roseosporus Daptomycin

S. spectabilis Spectinomycin S. ribosidificus Ribostamycin

S. viridifaciens Tetracycline S. garyphalus Cycloserine

S. lincolensis Lincomycin, S. vinaceus Viomycin
Clindamycin

S. rimosus Oxytetracyclin S. clavuligerus Cephalosporin

Notaveis progressos tém sido feito em analise molecular para a producdo de
antibidticos por Streptomyces, principalmente em duas espécies modelo, Streptomyces
griseus, o produtor da Estreptomicina, e Streptomyces coelicolor A3 (2), a linhagem mais
estudada. A grande maioria dos antibidticos produzidos por Streptomyces sdo do tipo
polipeptideos, sintetizados pela condensa¢do de unidades de 4cidos carboxilicos. Esse grupo
de antibiodticos tem atraido a atencdo de pesquisadores devido ao seu potencial no uso das
sintases polipeptidicas (PKSs — Poliketide Synthases) engenheiradas geneticamente e por
produzirem novos polipeptideos pela biossintese combinatéria de bancos de dados de
moléculas sintéticas (MACDANIEL et al., 1994; KHOSLA, 1997, HOPWOOQOD, 1999).

A producao da maioria dos antibidticos € espécie-especifica, sendo estes metabolitos
secundarios importantes para que as espécies de Streptomyces possam competir com 0s outros
microrganismos que ele pode entrar em contato, ou mesmo dentro do proprio género
(HOPWOOD, 1985).

Existem espécies de Streptomyces que produzem mais de um tipo de antibidtico, bem
como existem espécies de diferentes habitats que podem produzir o mesmo antibiotico. Essa
diversidade dos metabolitos produzidos ¢ devido ao tamanho do seu genoma e por
apresentarem centenas de fatores de transcricdo que controlam a expressdo génica
(HOPWOOQD, 1985).

Outro processo importante envolvendo a producao de antibidticos € a simbiose entre
Streptomyces e plantas, enquanto o antibiotico protege a planta contra fitopatogenos, a planta
fornece exudatos para o desenvolvimento do Streptomyces (CHATER et al., 2010).

Dados encontrados na literatura tém sugerido que alguns antibiéticos foram originados
como moléculas sinais, podendo induzir mudangas na expressao de alguns genes que nao
estao relacionados a uma resposta ao estresse (CHATER et al., 2010).

Outras substancias importantes produzidas por este género incluem enzimas, agentes

anti-tumorais, agentes antifungicos, inseticidas, acaricidas, anti-helminticos entre outras. Estas
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caracteristicas fazem deste género um instrumento de pesquisa importante tanto do ponto de
vista académico como industrial (STROBEL et al., 2004).

Segundo, Tuntiwachwuttikul (2008), Streptomyces sdo microrganismos promissores
com alta capacidade de produzir actinomicinas biologicamente ativas. Em seu estudo foram
isolados e identificados estruturalmente quatro novos compostos, lansai A-D (FIGURA 4), a

partir de Streptomyces sp. que apresentaram atividades antiflingicas e anti-cancer.

LANSAI C (3): R=0H, LANSAID (4): R=H
Figura 3: estruturas de lansai a-d (1-4), (TUNTIWACHWUTTIKUL, 2008)

A geldanamicina (Figura 4), pertencente a familia das ansamicinas provenientes do
metabolismo secundario de actinobactérias, ¢ um agente anticancerigeno produzido por
Streptomyces hygroscopicus, que se liga ao sitio de ligagdo do ATP da proteina de choque 90
(HSP90) e inibe atividade dependente de ATP que sdo criticas para suas interagdes com varias
proteinas oncogénicas, necessarias para a transducdo de sinal e transcrigdo durante a

tumorigénese.

Figura 4: geldanamicina (1); Analogo geldamicina (2), (HONG, 2010).
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Portanto, a GM e seus andlogos sdo considerados anticancerigenos e potenciais
agentes quimioterapicos (HONG, 2010).

Em andlise quimica de metabolitos realizada por Yuan (2010), a cepa Streptomyces sp.
211726, isolada de solo de mangue, apresentou uma produtividade notavel de lactonas
macrociclicas. O fracionamento resultou no isolamento de uma nova lactona macrociclica,
cuja estrutura foi caracterizada como 2-1 éster etil pentilico da azalomicina com base em
evidéncias espectroscopicas, e trés conhecidas lactonas macrociclicas azalomicinas F3A, F4A

e F5A, foram simultaneamente isoladas dos metabdlitos da cepa (Figura 5).

0] 0 OH

HaN'52

Figura 5: Estrutura de azalomicina f4a . (YUAN, 2010).

Estes quatro compostos apresentaram largo espectro de atividade antifungica, e as
concentragdes inibitoérias minimas contra Candida albicans ATCC 10231 de azalomicinas
F3A, F4A e F5A foram 2,34 mg/mL, 1,56 mg/mL, 3,13 mg/mL e 3,13 mg/mL,
respectivamente. Estes compostos, também, apresentaram efeitos citotoxicos contra células de
tumor de c6lon humano HCT-116.

Outra substancia com atividade antibacteriana, parcialmente purificada P3-1, foi
obtida a partir de Streptomyces sp. N°87. Essa substancia mostrou atividade contra diversas
espécies de agentes patogénicos, incluindo bactérias Gram-positivas, como Bacillus cereus, B.
subtilis, B. megaterium, Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Gram-negativas, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhi, Vibrio cholerae e Xanthomonas sp (CHAROENSOPHARAT
et al., 2008).

Chenomicina A, um novo antibidtico anguciclinone, com atividade contra Bacillus

subtilis e Enterococcus faecium foi extraido a partir do caldo da cultura de Nocardia
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mediterranei subsp. kanglensis 1747-64. A estrutura quimica (Figura 4) foi determinada

depois de uma analise espectroscopica detalhada (SUN et al., 2007).

OH

HO OH

OH CH,
HO

OH O

Figura 6 . Estrutura da Chenomicina A (SUN et al., 2007).

Dois  compostos  5,7-dimetoxi-4-fenilcumarina e  5,7-dimetoxi-4-p-metoxi-
fenilcumarina produzidos por Streptomyces aureofaciens CMUAc130, possui agdo anti-
inflamatoria e foi investigada sobre a formacdo de o6xido nitrico (NO), prostaglandina E2
(PGE2), fator de necrose tumoral (TNF-a ), interleucinas (IL-6 e IL-1B), e também o6xido
nitrico sintase induzivel (iINOS) e ciclo-oxigenase-2 (COX-2) em macréfagos murino (células
RAW 264.7) estimulados por lipopolissacarideo (LPS). Os dados obtidos mostraram o efeito
inibitorio dose-dependente (TAECHOWISAN et al., 2007).

Os extratos e fracdes da estirpe 606 isolada de um solo tropical brasileiro e
classificada como Streptomyces sp. apresentaram atividade antimicrobiana, onde a fragao
metanolica apresentou elevada atividade antiviral contra o virus herpes simplex 1 (HSV-1) em
células HEp-2 em concentracdo nao citotoxica (SACRAMENTO et al., 2004).

O extrato acetoetilico também de Streptomyces sp. isolado da rizosfera da planta
medicinal chinesa, Rhizoma curcumae Longae, apresentou atividade antioxidante contra
os radicais livres DPPH e ABTS [4cido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)]
(ZHONG et al., 2011).

Foram extraidos a partir da fermentacdo de Streptomyces plutensis MER-11107 sete
novos macrolideos, designados pladienolideos. Seis destes novos macrolideos apresentaram
atividade inibidorada contra a linhagem humana U251 (glioblastoma multiforme - tumor
maligno mais comum do Sistema Nervoso Central) (SAKALI et al., 2004).

Shaaban et al. (2011) isolaram oito novos compostos denominados landomicina P-W,
juntamente com outros 10 anguciclinone conhecidos, a partir da fermentacdo de Streptomyces
cyanogenus S-136. Todos os compostos apresentaram atividade em linhagens de cancer

mama (MCF7 e MDA MB-231).
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A partir da cultura de Streptomyces sp. KN-0647, foi obtido o extrato acetatoetilico
que causou a inibicdo do crescimento de insetos patogénicos, como Spodoptera exigua,
Dendrolimus punctatus, Plutella xylostella, Aphis glycines e Culex pipiens. O composto ativo
foi isolado e identificado como quinomicina A. Este foi o primeiro relato sobre a atividade
inseticida do antibidtico quinomicina A (LIU et al., 2008).

O estudo biomonitorado de metabolitos de Streptomyces sp. isolado de esponjas do
Mediterraneo levou ao isolamento e purificacdo de trés compostos conhecidos com atividade
antiprotozoaria, a valinomicina, a estaurosporina ¢ o butenolideo, que apresentaram novas

atividades contra Leishmania major € Trypanosoma brucei I (Figura 7).

D (IT)

CHy

(I1T)

Figura 7. (I) Valinomicina; (I) Estaurosporina; (IIT) Butenolideo. (PIMENTEL-ELARDO et al., 2010).

Este foi o primeiro relato do isolamento da valinomicina a partir de uma fonte marinha
(PIMENTEL-ELARDO et al., 2010).

Metabolitos de sete isolados de actinobactérias isoladas do solo do deserto de
diferentes regides do Egito causaram 100% de mortalidade contra as larvas no terceiro estadio

do mosquito Culex pipiens. Estes foram identificados como Streptomyces fungicidicus, S.
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griseus, S. albus, S. rochei, S.violaceus, S. alboflavus e S. griseofuscus (EL-KHAWAGH et
al., 2011).

Um potente metabolito secundario produzido por Streptomyces parvulus RSPSN2
foi isolado de solo marinho de sedimentos da costa do Mar Visakhapatnam, Baia de Bengala.
O metabolito mostrou alta atividade frente a bactérias resistentes a estreptomicina como
(Pseudomonas mirabilis, Pseudomonas putida e de Bacillus cereus). Os dados encontrados na
literatura apontam esse metabolito como sendo um antibiotico polipeptideo (actinomicina D)
que ¢ produzido por Streptomyces RSPSN2 parvulus (SHETTY et al., 2013).

Durante os estudos de triagem para descobrir composto antidiabético a partir de
recursos microbianos, uma cepa PM0324667 Streptomyces (MTCC 5543) foi isolado do solo
arido. Esse metabolito secundario induziu a captacdo de glicose em células do musculo
esquelético L6. Este foi caracterizado com base em MS e de RMN 2D de dados espectrais e
identificado como NFAT-133 que ¢ um conhecido agente imunossupressor que inibe a
transcri¢do dependente de NFAT in vitro (KULKARNI-ALMEIDA et al., 2011).

A partir da fragdo em acetato de etila de Streptomyces purpurascens, isolado do
solo, foram obtido trés compostos, Rhondomycin B, Rhodomycin II e Obelmycin
respectivamente. O Composto E, identificado como Rhodomycin B, demonstrou ser o mais
potente com um MIC de 2 pg / mL contra o Bacillus subtilis (HOLKAR, 2013). Trés
tetrahydroxanthones policiclicos , chrestoxanthones C, em conjunto com conhecida
chloroalbofungin e albofungin foram isolados a partir de Streptomyces chrestomyceticus BCC
24770. As estruturas foram elucidadas por analises espectroscOpicas extensivas.
Chrestoxanthone A ¢ ativo contra Curvularia lunata e Alternaria brassicicola , enquanto
todos os outros metabolitos isolados exibiram ampla atividade antifingica contra C. lunata ,
A.  brassicicola , Colletotrichum  capsici e  Colletotrichum  gloeosporioides
(BUNYAPAIBOONSRI et al., 2015).

Um macrolideo chamado hygrobafilomycin foi isolado a partir de Streptomyces
varsoviensis. Sua estrutura foi totalmente estabelecida por MS e anélises de RMN, revelando
um hibrido bafilomycin hygrolidin com uma molécula incomum de monoalkylmaleic
anidrido. Hygrobafilomycin mostrou forte atividade antifingica, antiproliferativa e citotdxica
(NDEJOUONG et al., 2010).

Suzuki et al., 2015, descobriram que uma cultura de Streptomyces sp . estirpe
MC11024 apresentou atividade inibitéria sobre a formagdo de biofilme de Staphylococcus

aureus € isolaram o composto streptorubin B como o inibidor da formagao deste biofilme. A
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formag¢ao do biofilme foi reduzida para menos que 30 % a 1 ug / mL de streptorubin B , e

nesta concentragdo o crescimento celular ndo foi afectada (Figura 8).

Figura 8. Estrutura da Streptorubin B. (SUZUKI et al., 2015)
3.4 Tuberculose e Streptomyces

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga cronica endémica na maioria dos paises em
desenvolvimento, transmitida pelo ar e existente ha milhares de anos. E causada pelo agente
etiologico Mycobacterium tuberculosis, que, por ser uma bactéria aerdbia, desenvolve-se
principalmente nos pulmdes, mas também pode atacar outras areas do corpo humano. Estima-
se que um ter¢o da populacdo mundial seja portadora assintomdtica do Bacilo de Koch, dos
quais 5% a 10% irdo manifestar a doenca que tem como principais sintomas tosse cronica
persistente, suor noturno, dor no torax e perda de peso devido a falta de apetite. (DE SOUZA
et al., 2010).

A tuberculose tornou-se ainda mais delicada quando inserida no contexto da pandemia
de HIV/AIDS, j4 que a co-infeccdo por M. tuberculosis e HIV tem se mostrado uma
combinagdo letal. Dados da Organizagao Mundial de Saude (OMS) indicam a ocorréncia de
mais de 300 casos anuais de TB a cada 100.000 habitantes em areas da Africa subariana, local
em que ha maior incidéncia do virus HIV. Nessas areas, mais de dois ter¢os das pessoas
infectadas por TB estdo co-infectadas por esse virus. No Brasil, dados da OMS mostram que
no periodo entre 2000 e 2006 foram notificados quase 700.000 casos de TB, sendo o Rio de
Janeiro o estado com maior niumero de casos registrados por ano, € pouco mais de 60.000
obitos causados por essa doenca. Aproximadamente 20% associadas a pacientes co-infectados

pelo virus HIV. (WHO, 2014). Esse fato demonstra a urgéncia de novos esfor¢os com relacao
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a identificagdo de novos alvos terapéuticos e ao desenvolvimento de novos farmacos no
combate a TB. (WHO, 2013)

A quimioterapia ¢ fundamental no controle da TB, pois interrompe a cadeia de
transmissao, que sao os pacientes baciliferos. No entanto, € necessario que os farmacos sejam
utilizados em esquemas terapéuticos padronizados: (i) administrados em combinagdo de pelo
menos 3 farmacos, com acdo sobre diferentes sitios de lesdo e sobre diferentes fases do
metabolismo bacteriano, para prevenir o desenvolvimento de resisténcia; (ii) prescritos
corretamente e por tempo prolongado de tratamento, visando atingir os bacilos de crescimento
lento e intermitente; e (iii) tomados regularmente para manter as concentragcdes necessarias
sobre a populagdo bacilar (BRASIL, 2004).

Os farmacos mais eficazes no tratamento da tuberculose sao Isoniazida e Rifampicina.
A forma de TB com bacilos resistentes a Isoniazida e a Rifampicina foi denominada
Multidrug resistant (MDR), segundo a OMS (Organizagio Mundial da Satde) (SAUDE,
2014). A resisténcia a um destes farmacos pode ser suprida pela a¢do de outros farmacos do
esquema basico, porém, a resisténcia a ambos, demanda tratamento com os farmacos de segunda
escolha, esquema multidroga resistente, que sdo menos efetivos e mais toxicos (SHARMA;
MOHAN, 2004).

O tratamento da tuberculose, preconizado pela Sociedade Brasileira de Pneumologia e
Tisiologia e Ministério da Satde (SBPT, 2009), consiste de uma associacdo de quimioterapicos
com dois esquemas padronizados:

a) Esquema Basico 2 indicado para casos novos de todas as formas de tuberculose pulmonar e
extrapulmonar (exceto meningoencefalite) infectados ou ndo pelo HIV, sendo utilizados a
rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol nos 2 primeiros meses e continuacdo do
tratamento por mais 4 meses utilizando somente a rifampicina e isoniazida;

b) Esquema para multirresisténcia = indicados para pacientes com resisténcia a rifampicina e
isoniazida, resisténcia a rifampicina e isoniazida e outro(s) farmaco(s) de primeira linha, faléncia
ao esquema bdasico ou na impossibilidade do uso do esquema basico por intolerancia a dois ou
mais farmacos. Este esquema utiliza, nos dois primeiros meses, estreptomicina por 5 dias da
semana, etambutol, levofloxacina, pirazinamida e terizidona, e mais quatro meses de
estreptomicina por 3 dias da semana, etambutol, levofloxacina, pirazinamida e terizidona,
mantendo por mais 12 meses etambutol, levofloxacina e terizidona.

A utilizagdo do esquema basico ¢ geralmente efetiva no combate aos microrganismos

sensiveis com a cura do paciente ao término do tratamento. A longa duragao do tratamento ¢ a
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falha dos pacientes em completar o tratamento tém levado ao aparecimento e distribuigdo de
cepas de M. tuberculosis resistentes a um ou mais farmacos (ROSSETTI et al., 2002).

Dada a importancia de se obter novos farmacos para o controle e cura da TB, podemos
destacar os obtidos de produtos naturais, como por exemplo, a descoberta da estreptomicina,
que foi uma das mais relevantes da histéria da medicina moderna e da humanidade. A
estreptomicina foi isolada a partir de culturas de Streptomyces griséus, pela equipe liderada
por, Selman Waksman, em 1943. Esse medicamento foi responsavel pela cura e pelo controle
da tuberculose que, na época de seu surgimento, causava a morte de milhdes de pessoas no
mundo todo. (SOUZA, 2011).

Apods a descoberta da estreptomicina, outros aminoglicosideos foram descobertos e
utilizados até os dias atuais no tratamento e controle da tuberculose, como a canamicina,
obtida a partir da cultura de Streptomyces kanamyceticus; a amicacina, derivado semisintético
obtido partir da canamicina A; e a capreomicina 1A, obtida a partir da cultura Streptomyces
capreolus. Além dos aminoglicosideos, pode-se mencionar também a D- cicloserina, obtida a
partir da fermentacao de Streptomyces sp.

Além dos fatos relatados, diversos antibidticos disponiveis hoje no mercado e
utilizados na terapéutica atual, produzidos por sintese ou semi-sintese, tiveram como modelo
produtos naturais, principalmente microrganismos, tendo um destaque especial aos do género

Streptomyces como mostra a Tabela 2 (TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

Tabela 2. Antimicrobianos produzidos por Streptomyces disponiveis no mercado.

Antimicrobianos Microrganismos
Acido Clavulanico Streptomyces clavuligerus °
Anfotericina B Streptomyces nodosus
Capreomicina Streptomyces capreolus *
Canamicina Streptomyces kanamyceticus ’
Cicloserina Streptomyces orchidaceus *
Cloranfenicol Streptomyces venezuelae
Clortetraciclina Streptomyces rimosus
Daptinomicina Streptomyces roseosporum ’
Eritromicina Streptomyces erythreus
Estreptomicina Streptomyces griséus '
Rifampicina Streptomyces mediterranei 3
Vancomicina Streptomyces orientalis 7

1 Waksman et.al. (1944); 2 Umezawa et al. (1957); 3Harmed (1960); 4Sensi; Thiemann (1967); 5Gyselen-Cohen (1971);
6Saudagar et al . (2008); 7Takahashi; Lucas (2008).

Com o crescente surgimento de bactérias resistentes a praticamente todos os farmacos

utilizados no tratamento da tuberculose, diversos grupos de pesquisa tem se concentrado na
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busca por novas substincias naturais no combate a tuberculose. Nesse contexto, pode-se
destacar o crescente numero de publicagdes cientificas na area, como por exemplo, podemos
citar o trabalho de Arzuaga et al. (2011) que avaliaram o potencial de Streptomyces como
vetor de uma vacina para TB. Neste trabalho, inocularam a vacina BCG juntamente com
culturas de Streptomyces em cobaias e observaram que a carga bacilar foi significativamente
mais baixa quando as cobaias foram sensibilizadas com Streptomyces. Neste contexto, a
utilizacao de microrganismos, principalmente o género Streptomyces pode ser uma alternativa

promissora no combate a tuberculose multiresistente.

3.5 Actinomicinas

Nas ultimas duas décadas, a exploracdo e possibilidade de desenvolvimento de
novas classes de compostos antimicrobianos emergiu proeminente devido a agentes
patogénicos que adquiriram resisténcia a antibidticos emergentes. Paralelamente, os
compostos antimicrobianos disponiveis estdo ficando velhos € menos eficientes, € apenas
alguns substitutos estdo disponiveis (NATHAN; GOLDBERG, 2005; PAYNE., et al 2007).

Desde o final da década de 1960, apenas duas novas classes de antibiodticos, as
oxazolidinonas e os lipopeptideos ciclicos, entraram no mercado. Hoje em dia, uma enorme
quantidade de recursos estd sendo investido em P & D para encontrar novos agentes
antimicrobianos que podem resolver o problema da resisténcia bacteriana (MARIA-NETO et
al., 2012). Portanto, a triagem e caracterizagdo de novos compostos antimicrobianos,
especialmente os peptidios de microorganismos, tem chamado a atencao (PIRRI et al., 2009;
LAVERTY etal., 2011).

Entre os peptidios antimicrobianos, lipopeptidios sao moléculas pequenas e foram
consideradas como potencial fonte de futuros antibioticos devido aos seus diferentes
mecanismos de agcdo, em compara¢ao com os antibioticos convencionais (BAINDARA et al.,
2013).

O mecanismo de acdo dos lipopeptidios sdo distintos dos outros antibidticos
atualmente no mercado. Eles formam poros em membranas de bactérias apds a
oligomerizacdo e estes poros podem causar afluxo transmembrana de ions, incluindo Na + e
K +, que resultam na ruptura da membrana e morte celular. Duas propriedades fundamentais
dos lipopeptideos sdo: a) os lipopeptidios tendem a oligomerizar; e b) possuem capacidade de

interagir com as membranas através de sua cauda lipidica (STRAUS; HANCOCK, 2006).
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Estas propriedades tnicas dos lipopeptidios torna-os altamente ativo contra bactérias
multirresistentes (MANGONI; SHAI, 2011).

Actinomicinas sao uma familia de antibioticos cromopeptideo lactona que
apresentam propriedades anti-tumorais, sendo utilizados no tratamento de varias neoplasias
humanas (PRAVEEN et al., 2008). Eles representam uma importante classe de produtos
naturais que, apesar de sua primeira descoberta a mais de 60 anos atrs, continuam a ser foco
de investigacao especialmente nas areas de ciéncias bioldgicas e medicinais. Hoje existe uma
riqueza de conhecimentos para esta classe de compostos e os seus produtores microbianos.

Actinomicina D, foi o primeiro antineoplasico de origem natural, extraido do cultivo
de Streptomyce. Foi utilizado em um paciente com tumor de Wilms metastatico em 1954, tal
fato, despertou o interesse do meio cientifico por esta classe (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Existem pelo menos 19 espécies de Streptomyces capaz de produzir actinomicinas.
Tais estirpes incluem S. antibioticus (WAKSMAN; ASPERULA, 1940), S. flavus (HIRATA;
NAKANISHI, 1949), S. chrysomallus (FROMMER, 1959), S. lanatus (FROMMER, 1959), §.
michiganensis (FROMMER, 1959), S. murinus (FROMMER, 1959), S. galbus (FROMMER,
1959), S. fradiae (BOSSI et al., 1958), S. globosus (MARROQUIN, 1959), S. fluorescens
(MEN'SHIKOV; DENISOVA, 1962), S. regensis (GUPTA et al, 1963), S.
melanochromogenes (KURZATKOWSKI, 1975), S. parvulus (WILLIAMS; KATZ, 1977), S.
elizabethii (PIRT et al., 1981), S. viridiviolaceus (EL-GAMMAL, 1987), S. floridae (HA;
HONG 1994), S. Nasri (EL-NAGGAR, 1998), S. plicatus (LAM, et al. 2002), e S. violascens
(ROOS; LOANE, 2004). No entanto, a maior parte pode produzir actinomicinas apenas em
pequenas quantidades.

Entre as actinomicinas, actinomicina D foi estudada extensivamente e ¢ um
alcaloide, pois deriva do acido 3-hidroxiantranilico, um metabo6lito da via degradativa do
aminoacido triptofano (GOODFELLOW, 1989). A sua estrutura quimica contém duas
lactonas pentapeptidicas, com cinco aminoécidos ligados ao cromoforo fenoxazina (2-amino-
4,6-dimethylphe- acido noxazine-3-ona-1,9-dicarboxilico), sendo por este motivo, classificada
como cromopeptideo (Figura 9).

Viérias espécies de microrganismos sintetizam uma variedade de metabolitos, entre

eles o pigmento de coloracdo vermelha-alaranjado caracteristicos do tipo 2-amino fenoxazina

(Figura 9) (SMANIA et al., 1998).
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Figura 9. Estrutura dos derivados fenoxazinicos. (SMANIA et al., 1998)

Todas as actinomicinas naturais compartilham desse mesmo cromodforo, variando apenas o
contetido de aminoécidos dos anéis pentapeptideolactona (WAKSMAN, 1968).

O mecanismo de agdo baseia-se na intercalacdo do croméforo phenoxazinone entre
dois pares de base guanina / citosina da dupla hélice do DNA. O peptideolactona das cadeias
laterais ligam-se em ambas as dire¢des com o menor sulco do DNA. Assim, a for¢a de ligacao
estd dependente da sequéncia de flanqueamento, bem como a composicdo de aminoacidos
(BITZER et al., 2006).

Actinomicina D ¢ o composto mais comum deste grupo de antibidticos e pode ser
considerada como uma estrutura de referéncia (Figura 10). E uma isoactinomicina porqué
contétm os mesmos aminoacidos (p-Thr, p-Val, (-Pro, Sar, MeVal) em cada unidade

peptideolactona (BITZER et al., 2006).
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Actinomycin D (1)

Figural0. Estrutura da Actinomicina D. (BITZER et al., 2006)

A actinomicina D ¢ amplamente utilizada para tratamento de tumores malignos,

como tumor de Wilms e Rabdomiossarcoma da infancia e Sarcoma de Ewing, em que ela ¢
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usada em combinagdo com radioterapia e outros agentes anticanceres, tais como vincristina e
doxorrubicina. Embora raramente usada, a actinomicina D também ¢ eficaz am alguns tipos
de cancer em adultos, tais como a Doenga Trofoblastica Gestacional (FARBER et al., 2002;
TURAN et al, 20006).

Actinomicina D tem a capacidade de intercalar no DNA duplex, o que resulta na
inibi¢do de DNA-dependente de RNA-polimerase e, portanto, a sintese de proteinas. Além
disso ela tem sido proposta para o tratamento do virus da imunodoficiéncia humana tipo 1
(HIV-1), gracas a sua capacidade comprovada de inibir a transcrigao reversa (IMAMICHI et
al, 2003). Devido a propriedades biologicas Unicas, actinomicina D tornou-se uma ferramenta
importante na clinica, biologia celular e molecular (KLEEFF et al., 2000; CHEN et al. 2004).

O potencial da actinomicina D tem estimulado uma grande quantidade de
investigacao sobre a sua natureza quimica e fisica. A modificagdo estrutural de actinomicinas
com o objetivo de minimizar os seus efeitos colaterais indesejados e para investigar a relagdo
estrutura / funcdo para esta classe de compostos ¢ uma area continua e ativa de pesquisas
(TAKUSAGAWA et al. 2001; BOLOGNESE et al., 2002). Actinomicina X, esta
estruturalmente relacionadas com actinomicina D, mas as suas propriedades medicinais nado
tém sido bem investigadas. Novas fontes naturais de actinomicina X, seria extremamente

valiosa.

3.6 Técnicas Cromatograficas na Pesquisa de Novos Antimicrobianos

Entre as décadas de 1950 e 1970, ocorreu o auge dos produtos naturais, e durante este
periodo, varios métodos foram desenvolvidos para o isolamento de uma grande variedade de
metabolitos secundarios. No entanto, para esse processo, era despendido muito tempo no
1solamento e purificagdo de novos compostos, € por sua vez era um processo que apresentava
alto custo (GRABLEY; THIERICKE, 1999).

O monitoramento bioguiado também ¢ um procedimento de fundamental importancia,
pois analisa a poténcia das fragdes, sub-fracdes e substancias puras dos extratos, permitindo
predizer se o principal componente quimico responsavel pela atividade biologica foi
determinado (CECHINEL; YUNES, 1998).

O objetivo principal na escolha da melhor estratégia de purificagdo ¢ obter um

maximo rendimento com a maxima pureza, € minimizar os custos. Para isso, ¢ necessario
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reduzir a0 maximo o niimero de etapas no processo de purificagdo (HARRIS e ANGAL,
1995).

O primeiro aspecto que deve ser considerado quando se procura obter substancias
ativas naturais € a preparacao do extrato. No caso de metabolitos microbianos a preparacao do
meio de cultura, fornecendo os nutrientes ideais para a producdo do metabdlito de interesse, ¢
de fundamental importancia (HARRIS e ANGAL, 1995).

Posteriormente, o extrato pode ser submetido a um processo de parti¢ao liquido-
liquido, com solventes de baixa, média e alta polaridade, como hexano, cloroféormio, acetato
de etila e butanol, visando separar as substancias através de suas polaridades
(HAYACIBARA et al., 2005; ALENCAR et al., 2007). Todos os extratos semi-puros devem
ser testados com o objetivo de identificar aquele que apresenta o efeito bioldgico de interesse,
e posteriormente esse extrato deve ser submetido aos procedimentos cromatograficos para o
fracionamento, isolamento e purificagdo da substancia com atividade biolédgica.

Os avangos tecnoldgicos na instrumentagdo analitica tornaram possivel o acoplamento
das técnicas de cromatografia com os métodos espectroscopicos, o que vem possibilitando
uma maior velocidade com que os produtos naturais sao identificados e avaliados quanto a
sua atividade bioldgica (CASS; CASSIANO, 2015; WOLF; SIEMS, 2007). A combinacdo de
ambas as técnicas (hifenacdo) facilita muito o processo de desreplicacdo, principalmente na
identificacao estrutural.

Em produtos naturais desreplicacdo implica necessariamente a utilizacao de técnicas
cromatograficas, como cromatografia gasosa (CG), cromatografia em camada delgada (TLC)
e cromatografia liquida (LC). Uma tnica técnica analitica ndo ¢ capaz de cobrir sozinha toda
a variedade molecular produzida pelo metabolismo secundario dos seres vivos, de modo que a
quantificagdo e caracterizagdo desses compostos contam com uma variedade de técnicas
analiticas que auxiliam nesses estudos (CASS; CASSIANO, 2015).

A cromatografia liquida destaca-se devido a sua capacidade de propiciar analises
rapidas com alta resolucdo, precisdo, exatiddo e robustez. Apresenta também grande
versatilidade possibilitando a separacao de ampla gama de compostos com propriedades
fisico-quiimicas distintas, ainda tem a posssibilidade de utilizar diferentes modos de eluicao e
disponibilidade de grande diversidade de fases estacionarias (CASS; CASSIANO, 2015).

Atualmente as técnicas hifenadas mais utilizadas sdo cromatografia liquida hifenada a
detector de arranjo de diodos e espectrometria de massas (LC — DAD — MS) e cromatografia

acoplada a espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (LC — NMR) (CASS;
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CASSIANO, 2015). Outras técnicas de escolha para a identificagio de metabolitos em
extratos brutos de microrganismos e plantas, como CG-MS (Cromatografia gasosa-
Espectrometria de massas) sdo utilizadas para compostos volateis e termicamente estaveis,
assim como LC-NMR e LC-MS (Cromatografia Liquida — Espectrometria de Massas) para
outros compostos que ndo sdo volateis e termicamente instdveis. Essas novas tecnologias
possibilitam a identificacdo rdpida de compostos sem a necessidade de isolamento e
purificacdo, caracterizando uma metodologia de alta eficiéncia e com redugao significativa do

tempo de analise (WOLF; SIEMS, 2007).

3.6.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) ¢ uma técnica de adsor¢ao liquido-sélido,
na qual a separacdo se da pela diferenca de afinidade dos componentes de uma mistura pela
fase estaciondria. Além de ser utilizada no acompanhamento da purificagdo, também pode ser
usada no isolamento de compostos (CCD-preparativa) (TRUSHEVA et al., 2006; AWALE et
al., 2008).

O parametro de maior importancia na CCD ¢ o fator de retengdo, que € a razao entre a
distancia percorrida pela substancia e a distdncia percorrida pela fase movel. Esse fator
determinard se a substancia analisada confere com a substancia padrao (AWALE et al., 2008).

As fragdes obtidas devem ser reunidas de acordo com o seu perfil cromatografico,
verificado na CCD, assim como nos ensaios de atividade biologica alvos. As fragdes com
atividade bioldgica devem ser novamente submetidas a outras técnicas cromatograficas de
acordo com sua complexidade, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (JIN et al., 2005;
OLDINI, 2007).

Uma vez isolada a substancia com atividade bioldgica, deve-se proceder a elucidagao
estrutural da mesma (TEIXEIRA et al., 2006). O uso em conjunto de algumas técnicas
espectrais ¢ importante na identificacdo rapida e eficiente de misturas, como a cromatografia
liquida acoplada ao espectrometro de massa, e de ressonancia magnética nuclear (RMN).
Essas técnicas tém permitido propor com seguranga a estrutura molecular de substincias

naturais (TRUSHEVA et al., 2006).

3.6.2 Cromatografia Liquida (LC) - Espectrometria de Massas (MS)

39



A Espectrometria de massas (MS) pode ser entendida como uma técnica analitica que
através da determinac¢do de suas massas moleculares na forma idnica, (ou seja, com carga
elétrica liquida, positiva ou negativa), permite a identificagdo da composi¢ao quimica de um
determinado composto isolado, ou de diferentes compostos em misturas complexas, baseada
na sua movimenta¢do através de um campo elétrico ou magnético. Esta movimentacdo ¢
determinada pela razdo entre a massa de um determinado composto (analito) e sua carga
liquida, designada por m/z (mass to charge ratio). Assim, conhecendo o valor de m/z de uma
molécula ¢ possivel inferir sua composi¢do quimica elementar, e com isso determinar sua
estrutura (VILA-BOAS et al, 2005).

A Espectrometria de Massas (MS) tem um papel importante na aceleracdo da
elucidacao estrutural dos compostos ativos, seja fornecendo resultados relevantes para buscas
em banco de dados, ou como complemento de informacdes obtidas através de outras técnicas,
que juntas auxiliam na completa caracteriza¢io do ativo (VILA-BOAS et al, 2005).

A MS tem se tornado uma importante ferramenta para andlise de metabdlitos em
matrizes biologicas complexas, principalmente devido a sua alta sensibilidade e seletividade
(VILA-BOAS et al, 2005; CRISTONI; BERNARDI, 2003). Os extratos microbianos sao mais
complexos, e em algumas situagdes ha necessidade de uma separagdo cromatografica para
reduzir os interferentes que causam a supressdo de ions (espécies que sdo mais facilmente
ionizéaveis, podem mascarar a presenca de espécies menos ionizaveis) (GARCIA et al, 2008).

Um espectrometro de massas € composto por trés modulos principais: fonte de ions,

analisadores de massas e os detectores (Figura 11).

FONTE DE iONS ) ANALISAD OF DE ) DETECTOR

Figura 11 — Representagdo esquematica de um espectrometro de massas. (MAURER, 2005)

Fontes de ions: parte do espectrometro responsavel pelo processo de ionizacao das moléculas,
ou seja, transformacao de moléculas neutras em ions;
Analisadores de massas: parte do espectrometro responsavel pela separacao dos ions de
acordo com seu m/z, realizado através de aplicagdes de campos elétricos e magnéticos;
Detectores: parte final de um espectrometro de massas, responsavel pela detec¢do e
amplificagdo dos ions.

Desde a introducdo das técnicas de ionizagdo por electrospray (ESI) e ionizacdo

quimica a pressao atmosférica (APCI), a jun¢do da cromatografia liquida com a
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espectrometria de massa (LC-MS) foi utilizada para a andlise de produtos naturais, devido a
elevada especificidade, velocidade e sensibilidade (MAURER, 2005; QIAN, 2005).

As diferentes interfaces LC-MS para analisar produtos naturais, ttm em comum uma
caracteristica, todos pretendem originar uma ionizagdo ligeira, com poucos ions formados.
Mostrando uma ionizagdo mais estavel e sensibilidade mais elevada (XING, 2006; PICO,
2004). Dessa forma, a MS acoplada com outras técnicas cromatograficas, em especial a
cromatografia liquida (LC-MS e LC-MS/MS), permite a identificacdo e a quantificacdo de
metabolitos secundarios, at¢ mesmo quando tais compostos estdo presentes em concentragdes
relativamente baixas em uma amostra. A identificagdo dos metabdlitos secundarios € obtida
por meio da interpretacio dos diferentes dados espectrais (VILA-BOAS et al, 2005).

Pela técnica LC-MS foi possivel analisar o extrato bruto de um coral das Caraibas,
Pseudoplexaura porosa, para pesquisa de compostos antibacterianos para agentes patogénicos
marinhos e humanos (SCHUG, 2012). Os resultados mostraram a presenga de varios
compostos desconhecidos que inibiam o crescimento de varias estirpes de bactérias, incluindo
algumas resistentes a farmacos (SCHUG, 2012). Ficou demonstrado que esta técnica (HPLC-
ESI-MS) ¢ importante na investigacdo de novos farmacos antimicrobianos, uma vez que
permite ultrapassar técnicas mais demoradas de isolamento, que além de consumirem muito
tempo, também sao dispendiosas, tornando a investiga¢cdo mais onerosa. (SCHUG, 2012).

As informagdes das massas moleculares dos analitos obtidos em equipamentos de alta
e baixa resolugdo, assim como as informagdes estruturais que sao deduzidas a partir de
padrdes de fragmentacao dos compostos sdo utilizadas como ponto de partida no processo de
desreplicacdo, acelerando o estagio de descoberta de novas substancias, como também de
compostos ja caracterizados, mas que ndo apresentam todas as suas atividades biologicas
descritas na literatura (COEDEEL et al, 1997; KONISHI et al., 2007).

A “redescoberta” de compostos ja descritos na literatura ¢ um problema custoso do
processo de isolamento e caracterizacdo de substincias. Depois de caros e demorados
processos de isolamento e elucidagcdo estrutural, encontrar uma estrutura com atividade
biologica ja descrita pode ser comum e indesejado. A pesquisa voltada para produtos naturais,
a identificacao de novos metabolitos € os compostos conhecidos sdo objetivos igualmente
importantes, sendo o ultimo fator um pré-requisito fundamental para a desreplicacdo bem
sucedida (CONSTAT; BEECHER, 1995).

A desreplicagdo consiste em um processo de reconhecimento e eliminagdo prévia de

substancias isoladas presentes em um extrato com a finalidade de economizar tempo de
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pesquisa e dinheiro e tem sido um consenso na quimica de produtos naturais desde o inicio da
pesquisa de antibidticos. (COEDEEL et al, 1997). Essa metodologia ¢ um passo crucial na
busca de metabdlitos secundarios bioativos inéditos ou para a confirmacao de uma atividade
biologica nao caracterizada.

Para a desreplicacdo eficiente ¢ altamente desejavel ndo apenas os compostos
conhecidos, mas também os seus parentes proximos desconhecidos. Geralmente, os
organismos responsaveis pela produgcdo de muitos metabolitos secundarios microbianos,
produzem uma gama de produtos muito semelhantes, obtidos por modificagdes posteriores
efetuadas por enzimas com seletividade variavel. No entanto a desreplicagdo de compostos
estruturalmente semelhantes usando somente espectros de MS nado ¢ tdo simples, podendo
obter resultados enganosos, ja& que pequenas mudangas na estrutura podem acarretar
mudangas significativas no padrdo de fragmentagdo. A fragmentacao também depende do tipo
de espectrometro de massa e os parametros instrumentais utilizados. Novos métodos que
possibilitem uma robusta comparag@o de um elevado numero de espectros de MS, para avaliar
a semelhanca estrutural dos compostos analisados sdo extremamente necessarios. (KRUG;

MULLER, 2014).

3.6.3 RMN

A técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, RMN, quando
associada a outros métodos espectroscopicos, também ¢ uma valiosa ferramenta de
identificacdo e caracterizagdo das moléculas fornecendo um grande volume de informagdes,
fruto dos efeitos das agdes inter- e intramoleculares sobre os valores da forca do campo
magnético ao nivel dos nucleos das moléculas (CORREIA, 2002).

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear baseia-se nas propriedades fisicas
e quimicas da matéria, na observacdo de que nucleos magnéticos tais como hidrogénio,
carbono, fosforo e nitrogénio podem absorver energia em frequéncias caracteristicas, quando
colocados em um campo magnético interpretando-se como um ramo da espectroscopia que
explora as propriedades magnéticas de nucleos atomicos (CORRADI et al.,, 2006). Em
quimica, a espectroscopia de RMN ¢ frequentemente usada no estudo da estrutura dos
compostos usando técnicas uni- ou bidimensionais simples. E uma técnica ndo destrutiva que

permite a analise de compostos organicos e inorganicos (CORREIA, 2002).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Fluxogramas de Procedimentos

As principais atividades desenvolvidas neste trabalho estdo apresentadas na Figura 12
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Figura 12 - Fluxograma do fracionamento e isolamento bioguiado por bioensaios dos compostos com atividade

antibacteriana de Strepfomyces

4.2 Material Bioldgico

4.2.1 Pré-inoculo - Streptomyces

O Streptomyces em estudo foi selecionado de uma triagem inicial a partir de 371
actinomicetos isolados de amostras de solo coletadas de véarias localidades da regido. O
mesmo foi isolado de solo, do Distritito Industrial, bairro de Nova Republica cuja localizagao
geografica esta a 3° 06°24.71”°S na cidade de Manaus. A cultura pura foi crescida em meio
liquido de amido caseina e armazenada em freezer a -70°C até ser reativada para utilizagdo. A
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linhagem foi identificada através do sequenciamento do gene 16S do rRNA como
pertencentes ao género Streptomyces (SILVA, 2012).

Para a preparacao do pré-indculo, o Streptomyces em estudo foi reativado em placa
contendo meio Amido Caseina (AC) de Kiister; Williams (1964) e meia placa de crescimento
de 7 dias foi inoculada em um erlemeyer de 1000 mL contendo 100mL de meio Amido
Caseina Liquido de composicdo (g/L): amido (10,0), caseina (0,3), KNO3 (2,0), NaCl (2),
K2HPO4 (2), KH2PO4 ( 1,0), CaCO3 (0,1), MgSO4 (0,1), FeSO4 (0,01), ZnSO4 (0,01) e
agua destilada (50:50), o pH foi ajustado para 6,5 e autoclavado. O indculo foi incubado sob
agitacao (150 rpm), a 30°C por 48h

4.2.2 Cepas de Mycobacterium spp.

A cepa de M. smegmatis foi gentilmente cedida pela Prof®. Dr". Maria Francisca Simas
Teixeira, estando armazenada a 4 °C na colegdo de culturas do Laboratorio de Microbiologia
da Universidade Federal do Amazonas. Para a reativacdo, a micobactéria foi cultivada em
caldo Triptona de Soja (TSB: 15 g/L de triptona, 5 g/LL de digestao papainica de soja, 5 g/L de
cloreto de s6dio) a 35 °C por 48 horas. Apds esse periodo, a suspensdo micobacteriana foi
padronizada com a turbidez da escala n° 1 de McFarland.

A cepa de M. tuberculosis utilizada foi a cepa padrio Hi;Rv (ATCC 27294)
armazenada no Laboratério de Micobacteriologia do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), onde foram realizadas as analises com a M. tuberculosis. Para a reativagao,
a micobactéria foi cultivada em caldo Lowenstein-Jensen (2,4 g KH,PO4; 0,24 g MgSOQOy; 0,62
CeHeMgO7; 3,6 g asparagina; 12 mL glicerol; 600 mL &4gua destilada; 1000 mL
homogeneizado de ovos; 20 mL Verde de Malaquita a 2%) a 35 °C por 21 dias. Dessa
suspensado foi retirada uma aliquota de aproximadamente 100 pL para padronizacdo com a

turbidez da escala n°1 de McFarland.

4.2.3 Bactérias Indicadoras

As Dbactérias indicadoras Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), E. coli ATCC 25922 foram reativadas em caldo Triptona de
Soja (TSB: 15g/L d e triptona, 5 g/L de digestdo papainica de soja, 5 g/L de cloreto de s6dio)
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a 35 °C por 24 horas. Ap6s esse periodo, a suspensao micobacteriana foi padronizada com a
turbidez da escala n°® 0,5 de McFarland.

4.3 Obtencao dos metabdlitos microbianos

Para a obtencdo dos metabolitos em meio liquido foram utilizados Erlenmeyers de
2000 mL contendo 180 mL de meio Agar-Amido-Caseina (AC) liquido com algumas
modificacdes (12,5 g/L de amido e 1 g/L de sulfato de amonio). O pré-indculo foi preparado
de acordo com o item 4.2.1. O conteudo de 20 mL do pré-indculo foi adicionado a cada
erlenmeyer de 2.000 mL contendo 180 mL de meio AC liquido modificado. Os frascos foram
incubados por 48 hs a 30 °C em agitador orbital a 150 rpm. Apds este periodo, 400 mL desse
indculo foi transferido para o biorreator Bioflo 110 (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC CO)
contendo 3.6 L de meio Amido-Caseina (AC) liquido. As condi¢des de incubagao foram: pH
6,5, 400 rpm, 30 °C e 3 m’ de ar por hora. O periodo de incubagdo para o isolamento dos
compostos antimicrobianos foi de 4 dias. Essas condigdes de incubag¢dao foram pré-

estabelecidas em ensaios anteriores.

4.4 Isolamento Bioguiado dos Compostos Bioativos

4.4.1 Fracionamento Liquido-Liquido do Extrato Bruto

Apo6s o periodo de incubagdo em escala preparativa do Streptomyces em estudo o
caldo de fermentacdo foi separado do micélio por meio de filtragdo em papel de filtro. O
metabolito foi avaliado quanto a sua atividade antimicrobiana conforme descrito no item
4.7.1.
O caldo de fermentacdo foi concentrado, em rota evaporador em banho Maria a 40 °C sob
pressao 42 atm. Para cada litro do fermentado concentrado, o volume foi reduzido a 150 mL.
O extrato concentrado foi primeiramente separado por particao liquido-liquido (PLL) em
funil de separa¢do com os solventes hexano, cloroféormio e acetato de etila. Foram utilizados
150 mL do caldo de fermentagdo e 150 mL do solvente (1:1) para cada particdo conforme
esquema apresentado na Figura 13 (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998).
A partigdo liquido-liquido ¢ uma técnica cromatografica que se baseia na diferenga de
solubilidade dos componentes da amostra entre os solventes imisciveis (COLLINS; BRAGA;
BONATO; 2006).

As partigdes foram realizadas utilizando o seguinte esquema de solvente:
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e Hexano (2x), as fragdes foram reunidas;
e Cloroférmio (2x), as fragdes foram reunidas;

e Acetato de Etila (2x), as fragdes foram reunidas.

As fragdes obtidas de cada solvente foram secas em capela de exaustdo de gases, a
temperatura ambiente para calculo de seus rendimentos e posteriormente avaliadas quanto a

sua atividade bioldgica conforme item 4.7.1.

Particao Liquido-Liquido

Metabolitos
Meio de cultivo liquido

Separacio e concentracio do solvente

Extrato em ‘ Meio de cultivo liquido

‘ Particio com hexano

hexano . ' .
Particiio com acetato de etila

Separacio e concentracio do solvente

Extrato em Meio de cultivo liquido
acetato de etila

Particiio com cloroférnio
Separacio e concentracio do
solvente

Extrato em : —
Cloroférmio Meio de cultivo liquido

Figural3. Fluxograma de procedimento da Parti¢do Liquido-Liquido (PLL)

Estas analises foram realizadas em colabora¢ao com a Coordenacdo de Quimica de

Produtos Naturais (LQPN) do Centro de Biotecnologia da Amazénia — CBA.

4.4.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
As fragdes em hexano, acetato de etila e cloroférmio obtidas na PLL ( item 4.4.1) que
apresentaram atividade antimicrobiana foram avaliadas quanto ao seu perfil cromatografico

pela téctica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Diferentes solventes ou misturas
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destes como fase movel foram utilizadas para avaliar a complexidade dos compostos. A
técnica de CCD foi utilizada durante todo o processo de isolamento dos compostos bioativos,
para avaliar o perfil de separacao e pureza das substancias isoladas.

As analises por cromatografia em camada delgada foram realizadas em cromatofolhas
de silica gel 60 F,s4 (Merck Co.).

Aliquotas de 4 uL de cada fragdo foram aplicadas em placas de silica, utilizando o
aparelho AUTOMATIC TLC SAMPLER 4 — CAMAG. Apés a secagem, as placas de CCD
foram colocadas em cuba previamente saturada com o eluente da fase mével. Os sistemas
eluentes testados foram misturas polares de solventes organicos nas seguintes proporgoes:
acetato de etila/metanol (1:1; 8:2; 9:1) e cloroformio/acetato de etila (1:1; 8:2; 7:3; 9:1). A
cuba foi fechada para saturagao da placa de CCD e a elui¢cdo do solvente feita até¢ 7 cm a partir
da aplicagao da amostra na placa. Apds eluicdo as placas foram secas e reveladas sob os
comprimentos de onda 254 e 366 nm, utilizando o aparelho Luz ultravioleta (UV) CAMAG
REPROSTAR 3. As placas foram fotografadas utilizando o sistema Wincats e seus fatores de
retencao foram calculados (Rf).

A partir do perfil cromatografico, definem-se quais os novos fracionamentos a serem
realizados nas fragdes ativas, com a finalidade de isolar a substancia que contém a atividade
bioldgica. A fragdo em Cloroféormio (fr-Clo) foi utilizada nos ensaios posteriores, pois,
apresentou o mesmo perfil da fracdo em Acetato de Etila, esta também obtida em maior

quantidade.

4.4.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) Preparativa

Com o objetivo de isolar a substancia com atividade bioldgica 40uL da fragdo em
cloroférmio foi aplicado em uma placa de silica preparativa em suporte de vidro. Foram
realizadas varias repeti¢cdes para obten¢do de uma maior quantidade das substancias isoladas.

A placa foi eluida no sistema AcoEt/MetOH 9:1 e, em seguida, visualizada nos
comprimentos de onda 254, 366 nm e visivel. O perfil cromatografico das substancias foram
analisadas para verificar se houve uma boa separacao.

Em seguida as regides dos Rfs 0,51 e 0,44 foram raspadas das placas de silica e
solubilizadas em metanol e filtradas em algodao estéril. A partir desse material foi realizado
um ensaio de bioautografia, conforme descrito no item 5.4.4, utilizando a bactéria

Staphylococcus aureus ATCC 25923 como indicadora.
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4.4.4 Analise em Scaner dos Compostos Isolados (Clarina A e Clarina B)

As fragdes correspondentes as regides dos Rfs 0,51 e 0,44 que foram raspadas da placa
preparativa foram avaliadas por Scaner (AUTOMATIC TLC SAMPLER 4 — CAMAG ) para
verificar o perfil de isolamento das mesmas.

Para isso, as substincias foram novamente submetidas a CCD. Na mesma placa de
silica foram aplicadas 4 ul. da fragdo em cloroférmio, 10 uL da fragdo Rf 0,51 ¢ 10 uL da
fracao Rf 0,44. A fragdo em cloroformio foi utilizada como padrao para nivel de comparagdo
dos compostos isolados.

A placa foi eluida utilizando o sistema AcoEt/MetOH 9:1. Apos eluicdo, a andlise da
placa cromatografica foi realizada em Scaner nos diferentes comprimentos de onda 254 nm,

366 nm e 400 nm com o objetivo de verificar a pureza das substancias isoladas (Figura 14).

Figura 14 - Analise das Placas Cromatograficas em Scaner. (A) Aplicador de amostras; (B) Camara de UV: 254nm, 366 e
Visivel — digitalizacdo das imagens; (C) Programa Wincats; (D) Scaner — varredura nos diferentes comprimentos de onda.

A figura 14 mostra individualmente os blocos do aparelho AUTOMATIC TLC
SAMPLER 4 — CAMAG, onde foram realizadas as analises de CCD para isolamento das
substancias ativas, inclusive as analises em Scaner.

4.5 Isolamento por HPLC das Substancias Bioativas
As andlises em HPLC analitico foram realizadas em cromatografo Surveyor Plus®

(Thermo Scientific) equipado com bomba Surveyor LC Pump Plus, autoamostrador Surveyor

Autosampler Plus, vélvula de injecdo Rheodyne (25 pL), operando simultaneamente com
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detector de arranjo de diodos (DAD) Surveyor PDA Plus Detector e de espectrometria de
massas (MS) (LCQ Fleet).

4.5.1 Investigacio da fragao Cloroféormio por HPLC-DAD-MS

Além do isolamento por CCD preparativa as substancias bioativas foram isoladas por
HPLC. Para essa analise, 10 uL da solugdo estoque (1 mg.mL™") da fracdo Cloroférmio foram
analisados em sistema HPLC-DAD-MS. Foi utilizada durante a analise uma coluna CI18
(Luna) (S5um, 150 x 4,60 mm) da Phenomenex. Como fases moveis foram utilizadas uma
solugdo aquosa 4cida (0,01% TFA — Acido Trifluoacético) (A) e metanol (B). Inicialmente foi
realizada uma analise com gradiente de elui¢io de 20-80% (B) em 24 minutos (1 mL.min™),
seguido de 80% por mais 10 minutos. Em seguida, foi realizada uma analise em modo
isocratico 70% de B por 20 minutos (I mL.min"). O detector de DAD monitorou os

comprimentos de onda na faixa de 200-400 nm.

4.5.2 Fracionamento por HPLC semi-preparativo da fracao em Cloroférmio

As andlises em HPLC semi-preparativo foram realizadas em cromatografo modelo
UFLC® (Shimadzu) equipado com bomba LC-6AD (sistema binario), degaseificador DGU-
20As, detector de ultravioleta (UV) SPD-20AV, modulo de comunicacdo CBM-20A ¢ valvula
de injecao Rheodyne (200 pL).

Como o objetivo de otimizar o isolamento das substancias bioativas, cerca de 20 mg
da fragdo em cloroférimio foi solubilizada, individualmente, em 200 pL de metanol e
submetida a fracionamento em cromatografo semi-preparativo. Nesta etapa utilizou-se uma
coluna C18 (Luna) (S5pm, 250 x 10,00 mm) da Phenomenex. Como fases moéveis foram
utilizadas uma solucdo aquosa 4acida (0,01% TFA) (A) e metanol (B), sendo monitorados os
comprimentos de onda de 240 e 280 nm. As analises foram conduzidas em modo isocratico de
eluigio 70% de B por 20 min, com fluxo de 6 mL.min"'. Apés analises por MS em
equipamento TSQ Quantum Acess. As fragdes obtidas foram encaminhadas para analises de
NMR 2D e MS de alta resolucao.

As andlises para isolamento e caracterizagdo das substancias bioativas foram
realizadas no Laboratério de Espectrometria de Massas da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) e no Laboratorio da Central Analitica do Centro de Biotecnologia da
Amazonia (CBA).

49



4.5.3 Solventes

Todos os solventes utilizados nos procedimentos cromatograficos e em experimentos
de MS eram grau de pureza HPLC da Tedia. Solventes deuterados da marca Merck foram
utilizados para obtengdo dos espectros de ressondncia magnética nuclear (NMR). Agua

ultrapura foi obtida a partir de um sistema Milli-Q, modelo Synthesis (Millipore).

4.6 Caracterizaciao das Substincias Isoladas

4.6.1 Analises por Espectrometria de Massas

Os espectros de baixa resolucdo foram registrados em equipamento do tipo ion-trap,
modelo LCQ Fleet® (Thermo Scientific), operando com fonte de electrospray (ESI) ou com
fonte de ioniza¢dao quimica a pressao atmosférica (APCI), enquanto os espectros de alta
resolugdo foram obtidos a partir do equipamento MicrOTOF QII (Bruker), operando com

fonte de electrospray (ESI).

4.6.2 Analises por Espectrometria de Massas com Fonte de Ionizagao

“eletrospray” (ESI-MS)

Solugdes estoque (1 mg.mL’l) da fragdo Cloroférmio ¢ das duas substancias Clarina A
e B isoladas por CCD preparativa, foram solubilizadas em metanol. Aliquotas (5 uL) das
solucdes estoque foram posteriormente diluidas a 5 pg.mL™”, sendo as solugdes resultantes
analisadas por infusdo direta no espectrometro de massas.

Todos os espectros de massas foram registrados em modo de monitoramento continuo
(Thermo LCQ Fleet Tune application) utilizando-se um equipamento LCQ Fleet, equipado
com fonte de ESI e operando no modo positivo de aquisicao para as analises de ESI-MS e
ESI-MS" Os espectros foram obtidos a partir da média de pelo menos 10 espectros adquiridos.
As amostras foram infusionadas na fonte de ESI através da bomba seringa do equipamento
(10 pL.min™). As condi¢des analiticas da analise foram as seguintes: spray voltage, 5 kV;
sheath gas, 10 arb; auxiliary gas, 5 arb; sweep gas, 0 arb; capillary temp, 200 °C; capillary
voltage, 40 V; tube lens, 115 V; mass range, m/z 150 a 2000; colision gas, He. Os espectros
de ESI-MS" foram obtidos a partir da aplicagdo de energia de 20 a 30%.
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4.6.3 Analises por espectrometria de massas com fonte de ionizacdo quimica a

pressao atmosférica (APCI-MS)

Cada pico cromatografico gerado no cromatograma obtido por HPLC- DAD-MS
(regides A, B, C e D), do item 4.5.1, foram novamente analisadas por espectrometria de
massas com fonte de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI-MS) em modo positivo
e negativo, com o objetivo de confirmar a m/z das substancias isoladas.

As condi¢des analiticas da andlise foram as seguintes: discharge current. 5 uA;
vaporizer temperature: 350 °C; capilary temperature: 270 °C; sheath gas: 35 psi; aux gas: 15
arb, mass range, m/z 150-2000. ESI foi utilizada como fonte de ioniza¢do no modo isocratico,
sendo utilizados os seguintes parametros: spray voltage, 5 kV; sheath gas, 35 arb; auxiliary
gas, 10 arb; sweep gas, 0 arb, capillary temp, 250 °C; capillary voltage, 40 V; tube lens, 115
V; mass range, m/z 150 a 2000, colision gas, He.

4.6.4 Analises por espectrometria de massas de alta resolucao (ESI-HRMSMS)

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos utilizando um equipamento
micrOTOF — Q II-ESI-TOF, Bruker Daltonics.

Solugdes estoque (1 mg.mL'l) das amostras Clarina A e B, isoladas por HPLC semi
preparativo (item 4.5.2), foram solubilizadas em metanol. Aliquotas (5 pL) das solugdes
estoque foram posteriormente diluidas a 5 pg.mL™, sendo as solucdes resultantes analisadas
por infusdo direta no espectrometro de massas.

Os espectros de massas foram obtidos através do equipamento MicrOTOF QII
(Bruker), operando com fonte de electrospray (ESI). Os espectros foram obtidos a partir da
média de pelo menos 10 espectros adquiridos. As amostras foram infusionadas na fonte de
ESI através da bomba seringa do equipamento (180 uL.h™"). As condiges analiticas da analise
foram as seguintes: end plate offset, -50 V; capillary, 3500 V; nebulizer, 29.0 psi; dry gas, 10
L.min™; dry temp, 300 °C. Os espectros de ESI-MS? foram obtidos a partir da aplicac¢io de
energia de 30 eV.

4.6.5 Analise por Ressoniancia Magnética Nuclear - NMR
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As andlises de NMR foram realizadas na Central Analitica da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM). Os espectros de COSY foram adquiridos em equipamentos Bruker,
modelo ASCEND 500.

As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCls). Todos os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em ppm relativos ao sinal do tetrametilsilano

(TMS).

4.7 Bioensaios das Fracoes e Compostos Isolados por CCD

4.7.1 Antibiose - Difusido em Discos / Agar (Bauer et al., 1966)

A metodologia adaptada de Kirby e Bauer ¢ uma técnica destinada &4 determinacao da
sensibilidade bacteriana in vitro frente a agentes antimicrobiano, também conhecido por Teste
de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA).

Os extratos organicos, fragdes e substancias isoladas foram submetidos a ensaios de
antibiose pelo método de difusdo em agar-discos utilizando os seguintes microrganismos
indicadores: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
M. smegmatis e Escherichia coli ATCC 25922. Os microrganismos indicadores foram
padronizados de acordo com o item 4.2.2 e 4.2.3. Para o método de difusdo em disco, os
microrganismos padronizados foram semeados em placas contendo meio Agar Miiller-
Hington onde discos de papel de 6 mm de diametro foram previamente colocados no meio de
cultura, e 30 uL de cada fragdo ou metabdlito microbianos a ser testado foram inoculados em
cada disco.

Para o método de atibiose por difusdo em disco, os microrganismos indicadores
padronizados foram inoculadas com swab estéril em toda a placa de Petri contendo o meio
agar Miieller-Hinton. As placas foram previamente perfuradas obtendo orificios de 6 mm de
diametro no Agar, em seguida, 100 pL do metabdlito do Streptomyces a ser testado foi
inoculado em cada poco.

As placas foram armazenadas em geladeira por aproximadamente 4 h para maior
difusdo do composto antimicrobiano no agar. Apds esse periodo as placas foram incubadas a

35 °C, de 16 a 48 horas, dependendo do microrganismo indicador. Apos o periodo de
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incubacdo foi realizada a leitura das placas medindo o didmetro dos halos de inibicao (Figura

15).

251148
Formagéo de halo «J
de inibicao
A
Ingculo Bacterrano padromzado Antibiose pelo Metodo de dfusio em disco

discos de papel de 6 mm + 30 pL do metabdhto
31°Cpor 24h

Antibiose pelo Metodo de difusio em agan

Onficios ced mm + 100 pL do ext-ato
microbtano

Incubados a 37 °C por 24h

Figura 15 - Método de antibiose por difuséo em agar/disco.

4.7.2 Bioensaios de Antibiose contra M. tuberculosis

A fracdo em Cloroférmio foi utilizada neste ensaio, pois apresentou o mesmo perfil
cromatografico da fracido em Acetato de Etila. A mesma também apresentou atividade
antimicobacteriana positiva em testes anteriores. Apesar de baixa atividade antimicrobiana
frente a bactéria indicadora Staphylococcus aureus ATCC 25923, a fragdo em Hexano
também foi utilizada neste ensaio, apenas para averiguacao.

No bioensaio, foi utilizada a cepa padrao de M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), por
se tratar de cepa sensivel a todos os farmacos utilizados no tratamento da TB. O preparo do
indculo micobacteriano foi realizado apos o pré-cultivo da cepa de M. tuberculosis H37Rv em
meio de Lowenstein-Jensen, a 35 °C por 21 dias, conforme descrito no item 4.2.2.

Transferiu-se aproximadamente 5,0 mg de bacilos para um tubo contendo pérolas de
vidro, agitando-se em vortex. Apos a agitacdao, adicionou-se 1,5 mL de solugdo tween
0,04%/albumina 0,2% (v/v) ao tubo e agitou-se novamente em vortex. Transferiu-se 100 pL

dessa suspensao para novo tubo contendo 5 mL de solugdo tween 0,04%/albumina 0,2% (v/v),
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agitando-se em seguida, em vortex. Ajustou-se a turbidez da suspensdo bacteriana para
correspondéncia com o tubo n° 1 da escala de McFarland.

Em um tubo contendo 7 mL de caldo Middlebrook 7H9 (0,5 g (NH4),SO4; 0,5 g
CsHoNOy; 0,1 g NazCgHsO7; 0,001 g piridoxina; 0,0005 g biotina; 2,5 g Na,HPOy4; 1 g
KH,POy4; 0,04 g CsHsFeO7; 0,05 g MgSO4; 0,0005 g CaCl,; 0,001 g ZnSOy; 0,001 g CuSOy;
900 pL agua destilada), desprezou-se 280 pL do volume do meio. Em seguida, foram
transferidos 280 pL da suspensdo bacteriana a esse tubo contendo meio 7H9, resultando em
uma suspensao bacteriana diluida em 25X (Figura 16).

Para a verificacdo da atividade de antagonismo micobacteriano extracelular foi
utilizado Alamar Blue como revelador de o6xido-reducdo, conforme técnica descrita por
Franzblau et al. (1998). Para os extratos obtidos foi verificada a Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) em concentragdes decrescentes de 512 a 4 ug/mL, sendo as fracdes avaliadas

em triplicata.

Transferirt 5 mgde Adicionar 1,5 mL de
bacilos Tween(0,04%)/Albumina(0, 2% Transferir 100 L Ajustar turbidez para 1 retirar e
tubo n® | da escala de desprezar
MeFarland 280 L

Y

Agitar

—

em vortex

22 i

transferir Dilig3o
280 L 1:25

\J

~/ Tgho com Tubo contendo 5 mL de Tuba com 7 mlL de
Tubo de péralas de solugéo meio 7H9
cultivo vidro Tween/Albumina

Figura 16 — Procedimento seqiiencial para o preparo do in6culo de M. tuberculosis, utilizado no teste de antibiose frente as
fragdes de Streptomyces sp.

Para a realizagdo dos bioensaios foram utilizadas placas de 96 pocos e adicionados os
reagentes, na seguinte ordem:
1. 4gua destilada autoclavada: 200 puL nos pogos das colunas 1 e 12, e nas fileiras A e H;
2. caldo Middlebrook 7H9: 100 pL nos pogos das colunas 2 a 11, nas fileiras de B a G;
3. extrato teste: 100 pL nos pogos da coluna 2, nas fileiras de B a G;
4. diluigdes sucessivas dos extratos teste: apds homogeneizacao do conteudo dos pocos da

coluna 2, fileiras de B a G, foram transferidos 100 uL do extrato teste para os pogos
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laterais da direita e sucessivamente repetidas até os pogos da coluna 10, fileiras de B a G.
Os 100 pL retirados dos pogos da coluna 10, fileiras de B a G foram desprezados.
5. in6culo micobacteriano: 100 puL nos pogos das colunas 2 a 11, nas fileiras de B a G.

Esses procedimentos estao esquematizados na Figura 17.
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Figura 17 Procedimento de Bioensaio pela técnica de Alamar Blue, para verificar a agdo inibitéria do M. tuberculosis pelos
extratos microbianos em Hexano e Cloroformio. Controle Negativo: controle do extrato; Controle Positivo: controle de
crescimento da cepa M. tuberculosis H37Rv; H20: agua foi adicionada para minimizar a evaporagdo dos reagentes utilizados
no bioensaio.

Os extratos foram testados em triplicata. Os diluentes do extrato (etanol e metanol)
também foram testados (Extr). Os extratos foram solubilizados em etanol/metanol de modo
que as concentracdes dos mesmos ficassem a 100 mg/mL (estoque). Posteriormente, os
extratos foram diluidos a 2048 ug/mL em meio de cultivo 7TH9GC e esterilizados por

filtragdo.

4.7.3 Bioautografia da Fracio em Cloroformio e Compostos Isolados por CCD

preparativa
Durante todo o periodo de isolamento da substincia biologicamente ativa, foram

realizados testes de bioautografia, com a finalidade de identificar as substancias

biologicamente ativas e nortear os proximos passos a serem dados para o isolamento da
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mesma. O método de bioautografia utilizado foi o descrito por Ahmad et al.(2007), com
algumas modificacdes.

A fracdo em Cloroformio e os compostos isolados por CCD preparativa, foram
aplicados em placas de silica conforme item 4.4.2. A placa foi eluida utilizando o sistema
Acetato de Etila / Metanol (AcoEt/MetOH 9:1).

Apoés a secagem, as placas cromatograficas foram depositadas em placas de Petri e
recobertas com o meio Luria-Bertani (LB) semi-s6lido contendo 100 puL da suspensdo da
bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus aureus MRSA padronizada
de acordo com o tubo n° 0,5 da escala de Mc Farland. Apos a solidificagdo, as placas de Petri
foram armazenadas em geladeira por 4 horas para difusdo do composto antimicrobiano da
silica para o 4gar. Apds esse tempo, a placa foi incubada a 35 °C, por 16 horas. As placa
contendo os bioautogramas foram borrifadas com uma solugdo de 2,3,5- cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC) na concentragdo de 5 mg/mL, para observacdo das zonas de inibi¢ao
sobre a regido do composto de interesse e determinacdo dos fatores de retencdo (Rfs) das
substancias que apresentaram atividade antimicrobiana (SAXENAS et al., 1995). Os Rfs das
zonas de inibicdo serviram como norteadores para o isolamento bioguiado dos compostos

ativos.

4.8 Bioensaios dos Compostos Isolados por HPLC

4.8.1 Antibiose - Difusao em disco

Os compostos isolados foram submetidos a ensaios antibacterinos para confirmar sua
bioatividade utilizando o método de difusdo em disco conforme item 4.7.1. Os
microrganismos indicadores utilizando foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Enterococcus faecalis ATCC 29212, e Escherichia
coli ATCC 25922. Os microrganismos indicadores foram padronizados de acordo com o item
4.2.3.

4.8.2 Concentraciao Inibitoria Minima (CIM) pelo Método de Microdiluicio em

Microplaca

Foram preparadas solugdes estoques das duas substancias a serem analisadas Clarina A e
B. As fracdes foram solubilizadas em metanol e dgua na propor¢ao 1:9, de modo que se

obteve uma concentragao de 1,024 pg/ml para as duas substancias A e B.
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As substancias foram testadas nas concentracdes de 512 a 0,125 pg/mL utilizando a
bactéria Staphylococcus areus ATCC 25923. Para a M. Smegmatis foram testadas as
concentragdes de 512 a 4 pg/mL. As bactérias indicadoras foram previamente padronizadas
de acordo com o item 4.2.2 e 4.2.3. Para realizacdo dos bioensaios foram utilizadas placas de
96 pocos e adicionados os seguintes reagentes:

1. Meio Agar Miiller Hington: 100pL nos pogos das colunas 1 a 12, nas fileiras de B a G;

2. Fragdes teste: 100uL nos pogos da coluna 1, nas fileiras de B a G, sendo que a substancia A
foi adicionada nos pogos B, C e D e a substancia B nos pogos E, F e G.

3. Diluicdes sucessivas das substancias teste: apoés homogeneizacao do conteudo dos pogos da
coluna 1, fileiras de B a G, foram transferidos 100uL das fragdes teste para os pocos
laterais da direita e sucessivamente repetidas até os pocos da coluna 11, fileiras de B a G.
Os 100uL retirados dos pogos da coluna 11, fileiras de B a G foram desprezados.

4. in6culo bacteriano: 100uL nos pogos das colunas 1 a 12, nas fileiras de B a G;

Esses procedimentos estdo esquematizados na Figura 18.
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Figura 18. Esquema para Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima de antagonismo frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923 do composto isolado Clarina A ( Rf 0,44) e Clarina B (Rf 0,51).
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As microplacas foram incubadas a 35°C por 24 horas para a bactéria Staphylococcus
aureus ¢ 48h para M. smegmatis. ApoOs esse periodo foi adicionado em cada pogo 50 puL de
uma solugdo de 2,3,5- cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) na concentragdo de 5 mg/mL para
observacdo da mudanga de coloragdo do meio para vermelho onde houver crescimento

bacteriano.
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4.8.3 Avaliacido da Atividade Citotoxica

A atividade citotoxica das substincias isoladas foram avaliadas utilizando o ensaio do
brometo de 3,4,5-dimetiltiazol-2-11-2,5-difeniltetrazolil (MTT). Este método consiste em uma
dosagem colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo tetrazolio (MTT) de cor amarela a formazan insoltivel, de cor plrpura, que precipita
devido a acao da enzima succinil-desidrogenase presente somente nas mitocondrias de células
metabolicamente ativas. Assim, o MTT atua como um indicador da funcao mitocondrial e,
consequentemente, da viabilidade celular (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).

Os ensaios para avaliacdo da atividade citotoxica foram realizados no Laboratorio de
Farmacologia e Toxicologia do Centro de Biotecnologia da Amazdnia.

As células utilizadas neste ensaio foram 3T3-L1( linhagem nao tumoral - Fibroblastos
ndo transformados de camundongo) e MCF-7 ( linhagem tumoral - adenocarcinoma de
mama).

Clarina A e Clarina B foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO), armazenados
em aliquotas a 4°C. As c¢lulas foram expostas aos compostos apds a adesao em placas de 96
pocos. A concentracdo final de DMSO foi mantida em 0,5%.

As células 3T3-L1 e MCF-7(1x10%élulas/poco) foram adicionadas a placas de 96
pocos e incubadas junto ao meio de cultura em estufa em ambiente controlado (temperatura
de 37°C e atmosfera umidificada contendo 5% de CO2) por 24, 48 e 72h.

Os tratamentos com Clarina A ¢ Clarina B foram realizados nas concentragdes de 1,
50 e 200 pg/mL com incubagdo a 37°C. Ao término desta incubagdo, o meio de cultura foi
substituido pela solucao de MTT (0,25 pg/L) e incubacao adicional por 2 h a 37°C. Apds esta
etapa, a solu¢do de MTT foi retirada e DMSO foi adicionado para solubilizar o precipitado
formazan.

As placas foram analisadas espectrofotometricamente utilizando um leitor de
microplacas (ELX800, BioteK, Vermont, EUA) em 540nm, determinando a viabilidade
celular.

A absorbancia do grupo controle foi considerada como 100% de células viaveis.
Portanto quanto maior a densidade Optica obtida no ensaio, maior o numero de células
vidveis. A concentragdo citotéxica que provoca a morte em 50% das células, foi calculada
utilizando o software GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA, EUA) - GPW6-242831-RBMZ-
03274.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao dos Metabdlitos Microbianos

Os metabolitos antimicrobianos foram produzidos em fermentador/biorreator de 6L
nas seguintes condi¢des: pH 6,5, 30°C e 400 rpm. Apds 4 dias de cultivo pode-se observar a
producdao de um pigmento amarelo que pode indicar a produgdo também do metabdlito

antimicrobiano de interesse (Figura 19).

Figura 19. Metabdlitos antimicrobianos de Streptomyces. (A) pré-indculo; (B) fermentador.
5.2 Isolamento Bioguiado dos Compostos Bioativos
5.2.1 Fracionamento Liquido-Liquido do Extrato Bruto

A partir do extrato aquoso obtido do Streptomyces em estudo foi realizada a
concentragcdo do material bioldgico em rota evaporador em banho Maria a 40°C e pressdo 42
atm. Para cada litro de metabolito, o extrato foi concentrado a um volume de 150 mL.

O processo de fracionamento do extrato concentrado iniciou-se com uma particao
liquido-liquido em funil de separagdo, conforme ilustrado na figura 20 A. As parti¢des foram
realizadas utilizando 150 mL do metabdlito e 150 mL dos solventes hexano, cloroféormio e

acetato de etila (1:1) para cada parti¢do.
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As fragdes obtidas foram secas em capela de exaustdo, obtendo-se um rendimento de
34 mg da fracdo em hexano (fr-Hex), 200 mg da fragdo em cloroférmio (fr-Clo) e 160 mg da
fracdo em acetato de etila (fr-AcoEt) (Figura 20 B). Em seguida os extratos foram avaliados

quanto ao seu perfil cromatografico e sua atividade antimicrobiana.

Figura 20 — Fracionamento Liquido-Liquido do Extrato Bruto. (A) Parti¢do liquidido-
liquido em funil de separagdo; (B) Os extratos obtidos da parti¢do PLL.

Novas extragdes foram feitas durante todo o processo de purificagdo utilizando o

solvente cloroformio com o objetivo de obter maior quantidade de material para analise.

5.2.2 Cromatografia em Camada Delgada - CCD

Os perfis cromatograficos das fragdes obtidas da parti¢do liquido-liquido (PLL) foram
analisadas por CCD e comparadas. As fracdes obtidas de cloroférmio e acetato de etila
obtiveram perfis cromatograficos e atividade antimicrobiana semelhante (Figura 21).

Conforme o perfil cromatografico das fracdes, podemos observar que a fr-Clo
apresentou um perfil semelhante a fracdo a fr-AcoEt e distinto da fr-Hex nos diferentes
comprimentos de onda analisados 254, 366 nm e visivel. Foram visualizadas varias bandas
com Rfs semelhantes tanto na fr-Clo quanto na fr- AcoEt. O sistema utilizado para elui¢ao foi

AcoEt/MetOH 9:1, pois observou-se uma melhor separa¢do dos constituintes.
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Figura 21 - Perfil Cromatografico dos extratos da PLL: Hexano (fr-Hex); Cloroformio (fr-Clo); Acetato
de Etila (fr-AcoEt) da PLL nos comprimentos de onda 254nm, 366nm e Visivel.

5.2.3 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa

Foram feitas varias aplicagdes da fracdo em cloroférmio em placa de silica de vidro
preparativa, sendo aplicadas 40 uL em cada banda. As placas foram eluidas no sistema
AcoEt/MetOH 9:1, pois foi o sistema que obteve melhor resolugao.

E possivel observar as duas substincias nos diferentes comprimentos de onda. De
acordo com os ensaios antimicrobianos anteriores, as fracdes com atividade sdo as que
possuem os Rfs 0,51 e 0,42 (Figura 21). Sendo observada uma variagdo nos valores dos Rfs,
que ficaram entre 0,55 e 0,49. Essa variacdo nos valores de Rfs nas diferentes aplicagdes se
deve a variagdes de temperatura, umidade e até no tipo de silica em diferentes cromatofolhas.
Portanto, as regides dos respectivos Rfs foram raspadas da placa de silica, filtradas em
algoddo e analisadas quanto ao seu perfil cromatografico e avaliadas quanto a sua atividade
bioldgica. Na Figura 22 podemos observar o perfil de separacdo a partir da fracdo em
cloroférmio.

De acordo com Wang et al., (2004), o processo de fracionamento separa compostos
com polaridades diferentes e rende fragdes de diferentes composicdes e propriedades com

atividade farmacolégicas individualizadas.
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Figura 22 — Perfil cromatografico da fragdo em Cloroférmio (fr-Clo) na placa preparativa.

5.2.4 Perfil Cromatografico dos Compostos Isolados por CCD

Pela técnica de CCD preparativa foi possivel isolar as duas substidncias que
apresentaram atividade antimicrobiana frente a bactéria indicadora Staphylococcus aureus
ATCC.

Na Figura 23 esta ilustrado o cromatograma por CCD da evolugdo do fracionamento e
purificacdo, partindo da fragdo em cloroférmio, o que possibilitou o isolamento de duas

substancias bioativas pela técnica de CCD-preparativa.

Visivel
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Figura 23 - Perfil Cromatografico mostrando a evolugdo do fracionamento e purificagdo dos compostos com atividade
antibacteriana do Streptomyces. Sendo Fr-Clo ( Fragdo em Cloroférmio); CA (Composto A isolado); CB (Composto B
isolado).
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Para melhor entendimento, as duas substancias isoladas foram chamadas
respectivamente de Clarina A (Rf 0,46) e Clarina B (Rf 0,54).

As substancias isoladas Clarina A e Clarina B, apresentam coloracdo alaranjada, sdo
amorfo e soluveis em cloroférmio, acetato de etila e metanol. No trabalho realizado por LIN
et al. (2010), um novo estreptomiceto, a cepa designada de L0804, isolada de lodo marinho na
China, produziu dois compostos ativos a partir de seu metabolismo secundario, os quais
apresentaram atividade antimicrobiana e anti-tumoral, sendo que um deles, o composto A ¢
um alcaléide de aparéncia laranja avermelhado e facilmente soluvel em cloroférmio, acetato
de etila, acetona, etanol, metanol e dimetilsulféoxido, mas insoluvel em ciclohexano, em éter
de petréleo, éter etilico e 4gua. Nota-se que tais caracteristicas do composto A, citadas acima,
assemelham-se as caracteristicas das substancias isoladas (Clarina A e B) no presente

trabalho.

5.2.5 Analise em Scaner dos Compostos Isolados

As substancias isoladas Clarina A e B foram analisadas a nivel de Scaner nos

diferentes comprimentos de onda 254 nm, 366nm e 400 nm. As andlises foram realizadas
utilizando o aparelho AUTOMATIC TLC SAMPLER 4 — CAMAG. A fracao em cloroféormio
foi utilizada como padrao para comparar a evolucao da purificagdo.
Esse tipo de analise por densitometria pode ser utilizado para identificagdo, comparando os
perfis das curvas analdgicas de amostras individuais. Isto inclui a digitalizagdo multi-
comprimento de onda, onde ¢ realizado o varrimento sequencial de cada faixa de
cromatograma com até 30 comprimentos de onda, e a avaliagdo de cada um dos trilhos em
todos os comprimentos de onda. Os espectros de UV de substancias separadas pode ser
gravado e usado para fins de identificagdo. Para uma boa avaliacdo densitométrica ¢
necessario uma boa cromatografia (REICH; SCHIBLI, 2006).

Por meio dessa andlise foi possivel observar que as substancias isoladas Clarina A ¢ B
estavam isoladas como mostra os cromatogramas das figuras abaixo com a presenga apenas
de alguma impureza relacionada ao solvente.

Na Figura 24 estd o cromatograma de todas as fragdes e substancias isoladas nos
comprimento. Os cromatogramas da fragdo em cloroférmio em todos os comprimentos de
ondas analisados (254, 366, e 400 nm) apresentaram varios picos, indicando que existe uma
mistura de substancias. E possivel observar ainda os dois picos maiores que possivelmente

seja das substancias bioativas (Figura 24 II).
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Observando os cromatogramas da substdncia chamada de Clarina A em todos os
comprimentos de onda, verifica-se dois picos, um indicando a presenga da substancia Clarina
A e outro pico maior que provavelmente estd relacionado a mistura de solventes (acetato de
etila/metanol 9:1) utilizado para eluir as placas cromatograficas. (Figura 24 III). No
cromatograma da substancia chamada de Clarina B, em todos os comprimentos de onda
analisados, observa-se também dois picos, um pico maior, sendo a substancia Clarina B e
outro pico também relacionado com o solvente. (Figura 24 1V).

I II III v

UV 254 -
/TS

UV 366

: R EREEE

Figura 24: I -. Cromatograma de todas as fra¢des nos diferentes comprimentos de onda (254, 366, e 400 nm). Linha
(--): Extrato da fragdo em Cloroférmio; (--): Clarina A; (--):Clarina B.; II — Cromatograma da fr-Cloroférmio nos
diferentes comprimentos de onda; III — Cromatograma da substancia Clarina A nos diferentes comprimentos de
onda; I'V — Cromatograma das substancias Clarina B nos diferentes comprimentos de onda..

Nota-se ainda que nos cromatogramas das substancias Clarina A e Clarina B no
comprimento de onda 400 nm, verifica-se apenas um pico, evidenciando que as substancias

estdo isoladas. (Figura 24 I, II, Ill e IV).
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Através da analise dos cromatogramas nos diferentes comprimentos de onda € possivel
dizer que as substancias Clarina A e Clarina B estdo isoladas. Outros ensaios analiticos foram

realizados para confirmar sua pureza e caracteristicas quimicas.

5.3 Isolamento por HPLC das Substancias Ativas
5.3.1 Investiga¢do da Fraciao Cloroformio por HPLC-DAD-MS

Além do isolamento por CCD, as substancias de interesse foram isoladas por HPLC.
Para isso a fragdo em cloroformio foi submetida a técnica de HPLC-DAD-MS com detector
de UV para isolamento dos compostos antimicrobianos (Figuras 25 e 26). Este método
permite a separacdo simultdnea, deteccdo, identificacdo e quantificacdo de uma grande

variedade de compostos.
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Figura 25. Cromatograma obtido por HPLC-DAD-MS para Fragdo Cloroformio. Gradiente de elui¢do: 20-80%
de B em 34 minutos (1 mL.min™"). Fases moveis: solugdo aquosa acida (0,01% TFA) (A) e metanol (B). DAD:
200-400 nm. Coluna: C18 (5 um, 150 x 4,60 mm)

Primeiramente foi utilizado um método exploratério com gradiente de elui¢do onde
podemos observar varios picos cromatograficos, sendo as regides B e C as duas substancias
de interesse. Obteve-se entdo por HPLC a separacdo das substancias B e C com tempo de

retencao entre 21,5 e 22 min.) (Figura 26).
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Figura 26. Ampliacao do Cromatograma obtido por HPLC-DAD-MS para frag¢do cloroférmio, destacando-se os
picos cromatograficos de interesse (B ¢ C) e regides de co-elui¢do (A e D).

Praveen e Tripathi, 2008, também obtiveram a partir do género Streptomyces um

composto com 98% de pureza por HPLC, com tempo de reten¢do de 21 min, como sendo uma

substancia caracterizada como Acinomicina D.

Na Figura 27 Cada regiao do espectro obtido por HPLC-DAD-MS (regides A,B,C e

D) foram analisadas separadamente, onde os espectros se mostram bem parecidos

caracterizando substancias de mesma natureza com absorbancia nas regides entre 200 a 240

nm. Essa faixa de absorbancia ¢é caracteristico de estruturas derivadas de cromoforos

fenoxazinicos como as actinomicinas (SMANIA JR, 1998).
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Figura 27. Espectros de DAD dos picos cromatograficos de interesse (B e C) e regides de co-elui¢do (A e D) da
fracdo cloroférmio.
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Segundo Hamza et al., 2013, uma estirpe de Streptomyces AH47 também produziu
dois compostos antimicrobianos, que eluiram da coluna de HPLC a tempos de retencao
semelhantes a de actinomicinas ( 15,36 e 16,53 min ) e teve maximos de absorvancia em 220

, 242 e 443 nm.

5.3.2 Fracionamento por HPLC Semi-preparativo

Para melhorar otimizar o isolamento das substincias de interesse, a fragdo em
cloroférmio foi novamente submetida a técnica de HPLC-DAD-MS semi-preparativo, desta

vez utilizando um método de corrida isocratico com 70% de metanol (Figura 28).
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Figura 28. Cromatograma obtido por HPLC-DAD-MS para o extrato. Corrida isocratica 70% de B por 16
minutos (1 mL.min™"). Fases moveis: solugio aquosa acida (0,01% TFA) (A) e metanol (B). DAD: 200-400 nm.
Coluna: C18 (5 um, 150 x 4,60 mm).

Por este método houve uma melhor separacdo com menor tempo de retengao para
isolamento das substancias de interesse, sendo de 9,5 min para a substincia (B) e 12 min para
a substancia (C) (Figura 28). Por este método foi possivel obter 3 mg da substancia Clarina A
e 4 mg da substancia Clarina B que foram utilizadas nos ensaios antimicrobianos e

encaminhadas para analise de NMR e MS de alta resolugao.

5.4 Bioensaios das Fracoes e Compostos Isolados por CCD

5.4.1 Antibiose - Difusdo em Discos / Agar (Bauer et al., 1966)
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Pelo método de difusdo em disco foi avaliado a atividade antimicrobiana das fra¢des
obtidas da parti¢ao liquido-liquido do item 4.4.1 e dos compostos isolados por HPLC semi-
preparativo conforme item 4.5.2. As fracdes em hexano, acetato de etila e cloroformio
apresentaram atividade antimicrobiana de baixa a alta intensidade, frente a bactéria

Staphylococcus aureus ATCC 25923 como mostra Tabela 3 e Figura 29.

Figura 29 Bioensaio de antibiose dos extratos obtidos da PLL frente a bactéria
Staphylococcus aureus ATCC 25923. PLL (1) Controle (Metanol); (2) Hexano; (3) Acetato de
Etila; (4) Cloroformio.

Tabela 3. Classificacdo da atividade antibacteriana apresentada pelos extratos obtidos

da PLL.
PLLn’1 Resultado
(1) Controle (-)
(2) Hexano (2x) (+) 10 mm
(3) Acetato de Etila (+++) 20 mm
(4) Cloroféormio (+++) 25 mm

e Baixa (+): didmetro do halo de inibigdo entre 7 a 12 mm;
e Moderada (++): diametro do halo de inibi¢do entre 13 a 16 mm,;
e Alta (+++): diametro do halo de inibigao superior a 17 mm.
e Negativo (-): auséncia de halo;

As fragdes em cloroformio e acetato de etila apresentaram melhor atividade
antimicrobiana frente a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923, apresentando halos de
inibi¢do entre 20 e 25 mm O tamanho do halo de inibi¢do de 25mm, obtido encontra-se dentro
dos padroes ja descritos pela literatura. Al-Zahrani (2007) e colaboradores
estudaram Streptomyces sp., isolado de Jazan frente aS. aureus e Bacillus subtilis, e
obtiveram halos de inibi¢do de 26mm ¢ 25mm.

A bactéria Staphylococcus aureus € responsavel por muitas infecgdes hospitalares,

comunitarias e intoxicacdes, além de algumas doencas de importancia veterinaria. Sua
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viruléncia deve-se a atuagdo das exotoxinas e enterotoxinas, além de essa infeccdo induzir a
ativacdo aberrante das células T, suprimindo a resposta imune (MORK et al., 2010).

Resultados obtidos por Sahim e Ugur (2003), assemelham-se aos resultados obtidos neste
trabalho, j& que classificaram isolados de Streptomyces como moderadamente ativo frente a
Staphylococcus xylosus (MU29), S. epidermidis (UM 30), S. aureus (ATCC 6538/P) e S.
aureus (UM 38), os quais formaram zonas de inibi¢do maiores que 20 mm. Mitra et al.
(2011), ao estudarem 11 actinomicetos isolados de solo de estuario da ilha de Sagar, India,
obtiveram uma atividade antimicrobiana frente a S. aureus (MTCC 96) de 11 a 23mm de zona
de inibic¢do, confirmando os resultados encontrados na literatura.

Diante desses resultados preliminares, a fr-Clo foi selecionada para dar continuidade ao
processo de purificagdo e norteamento da substancia ativa, pois apresentou o mesmo perfil
cromatografico e atividade bioldgica da fr-AcoEt, além de seu rendimento ter sido maior, 200

mg obtido da PLL.
5.4.2 Bioensaio de antibiose contra M. smegmatis — Difusio em Agar/Disco

Pelo método de difusdao em Agar, conforme item 4.7.1, pdde ser constatado a atividade
antimicobacteriana do caldo de fermentagdo do Streptomyces em estudo e da fragdo em
cloroféormio frente a bactéria indicadora M. smegmatis (Figura 30 A e B).

Mycobacterium smegmatis ¢ um Otimo modelo de estudo para outras espécies de
Mycobactérias. M. smegmatis nao € patogé€nica, seu crescimento ¢ rapido, além de
compartilhar varias caracteristicas importantes da Mycobacteria tubesculosis, como por

exemplo, mesmas caracteristicas de estrutura da parede celular (GARY, 2003).

Figura 30 - (A) Antibiose em Agar do caldo de fermentagio do Streptomyces; (B) Antibiose em
Agar disco da fragdo em Cloroférmio frente a bactéria M. smegmatis

69



5.4.3 Bioensaio de Anibiose contra M. tuberculosis

As Fr- Hexano e Fr- Cloroformio foram utilizadas para a determinacdo da sua
Concentragao Inibitoria Minima (CIM) frente a Mycobacterium tuberculosis.O resultado de
atividade inibitéria pela técnica do Alamar Blue ¢ constatado quando, apds a reagdo de
oxidacdo, o desenvolvimento micobacteriano ¢ detectado pela coloracdo rosea e, ao contrario,
a auséncia de desenvolvimento bacteriano ¢ detectada pela coloragdo azul. Assim, ndo foi
detectada atividade antimicobacteriana no extrato em Hexano (Coluna 3 a 10, fileiras B, C e
D).

No entanto, foi detectada atividade antimicobacteriana positiva na fracdo em
cloroférmio nas concentracdes de 512 a 4 ug/mL, ja que o corante AlamarBlue permaneceu
azul. (Figura 31).

A fragdo em Cloroformio possui uma coloracdo alaranjada que modificou a principio a
cor do Alamar Blue nas concentracdes maiores (controle do extrato, 512 e 256 ug/mL)
(Figura 31). Porém, a cor do extrato nao interferiu mais a medida que foi diluido no bioensaio.

No pogo G6 provavelmente ocorreu uma contaminacgao isolada.

Fracio

Hexano —|

Fragio
Clorofirmio

Figura 31. Bioensaio pela técnica de Alamar Blue, para verificagdo da acgfo inibitoria do M. tuberculosis pela fragdo em

hexano e cloroférmio.

Gu et al. (2004), considera como promissores aqueles resultados que apresentam
valores de CIM < 125ug/mL.
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Os valores de CIM para extratos e fragdes observados neste trabalho foram mais
promissores dos obtidos por Prince (2008), que ao avaliar a atividade anti-micobacteriana de
extratos de fungos endofiticos obteve valores entre 31,25 a 250 ug/mL.

Esse estudo abre perspectivas para a continuidade das andlises, visando a descoberta

de novos compostos antimicobacterianos.

5.4.4 Bioautografia da Fracio em Cloroformio e dos Compostos Isolados por

CCD Preparativa

A bioautografia foi utilizada nas etapas iniciais do processo de purificacao para nortear
e determinar qual a regido que apresentava atividade biologica e seu respectivo Rf. De acordo
com a Figura 32, podemos observar que as substancias que apresentavam atividade biologica
correspondem aos Rfs 0,51 e 0,44. Para este ensaio foi utilizado como microrganismo

indicador a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923.

RI 0,51

. REO4

]

Figura 32 - Bioautografia da fragdo em Cloroférmio mostrando a regido (Rfs 0,51 e 0,44) com atividade bioldgica.

As substancias isoladas também foram submetidas a avaliagdo da atividade
antimicrobiana pelo método de bioautografia para confirmar sua bioatividade. Na Figura 33
esté ilustrada a bioautografia dos dois compostos isolados por CCD preparativa (Clarina A e
Clarina B). Para este ensaio foi utilizado como microrganismo indicador a bactéria
Staphylococcus aureus MRSA. De acordo com as zonas de inibicdo formadas, foi possivel

confirmar que as duas substancias isoladas continuaram ativas.
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Figura 33. Bioautografia dos compostos isolados: Clarinas A (Rf 0,44) e Clarina B (Rf 0,51) frente a
Staphylococcus aureus MRSA.

Infecgdes por bactérias resistentes aos medicamentos continuam a aumentar e ainda ¢é
uma grande ameaga para a saude humana. O Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(também conhecido pela sigla MRSA — Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) ¢ uma
bactéria que se tornou resistente a varios antibidticos, primeiro a Penicilina em 1947, e logo
depois a Meticilina. Em 2007, nos EUA, o CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) informou que o niimero de infec¢des graves causadas por Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) estava perto de 100.000 por ano, com quase 19.000 mortes
relacionadas. Atualmente estd muito propagado, principalmente em ambientes hospitalares,
onde devido a resisténcia crescente, o Staphylococcus aureus (estafilococo dourado) ¢

chamado de super-bactéria (CDC, 2011).

5.5 Bioensaios das Substincias Isoladas por HPLC

5.5.1 Antibiose - Difusao em Discos

As bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Escherichia coli ATCC
25922 foram utilizadas no ensaio para atestar a atividade antimicrobiana dos compostos
isolados por HPLC semi-preparativo, Clarina A e Clarina B. Visto que, as mesmas ja tinham

se mostrado sensiveis ao extrato bruto da qual essas fracdes foram obtidas. Apos isolamento
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das duas substancias, ¢ possivel constatar que a atividade antimicrobiana permanece
inalterada e apenas ativa para bactérias Gram positivas, pois no ensaio com a bactéria
Escherichia coli ATCC 25922, Gram negativa, as mesmas nao obtiveram atividade. Esse
resultado ja tinha sido observado em resultados anteriores (Figura 34).

Estudos demonstram que isolados de Streptomyces apresentam maior atividade contra
bactérias Gram positivas do que Gram negativas. Gonzalez et al., (2005), avaliaram a
atividade antimicrobiana de 337 isolados de actinobactérias e destas apenas 27%
apresentaram alguma atividade, sendo que a atividade mais predominante foi contra bactérias
Gram positivas (23%), contra Candida albicans (10,7%) e a menor atividade foi contra

bactérias Gram negativas (6,5%).

Figura 34. Bioensaio antibacteriano dos Compostos isolados: Clarina A e Clarina B — Método de Difusdo em
Discos

Em outro estudo com 86 isolados de actinobactérias (ZITOUNI et al., 2005) todas
apresentaram forte atividade contra bactérias Gram positivas, moderada contra leveduras e a
atividade observada contra bactérias Gram negativas foi fraca a moderada e pouco frequente.
Ainda, em outro estudo feito por Ledn et al. (2010), durante a selegdo preliminar realizada
através do antibiograma frente a patdogenos Gram positivos e Gram negativos (Staphylococcus

aureus, Vibrio cholerae,Vibrio parahaemolyticus, Salmonella typhi, Aeromonas hydrophila,
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Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli e Micrococcus sp.) os
resultados também demonstraram que dos 102 isolados de bactérias da regido entre-marés da
praia de Sao Francisco no Peru, apenas 10 isolados de bactérias apresentaram halos de
inibicao, e que a maior inibi¢cdo foi contra os patdgenos Gram positivos.

No trabalho realizado por MELO (2009), dos 41 isolados de actinobactérias isoladas
do solo que apresentaram atividade antimicrobiana, 56% inibiram bactérias Gram positivas,
49% inibiram bactérias Gram negativas e 71% apresentaram halos de inibi¢do contra fungos.
Este fato corrobora com o trabalho de AZUMA (2011), pois, a maioria dos isolados de sua
pesquisa foi capaz de inibir bactérias Gram positivas (77%) e o fungo leveduriforme testado

(87%).

5.5.2 Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) das Substiancias Isoladas pelo

Método de Microdiluicio em Microplaca

Os resultados de CIM para as substancias isoladas foram avaliadas frente as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 23923 e Mycobacterium smegmatis (Figuras 35 e 36). A CIM
frente a bactérias Staphylococcus aureus ATCC 23923 foi de 1 pg/ml para a substancia
Clarina A e 0,5 pg/ml para a substancia Clarina B (Figura 35).

Figura 35. Concentragdo Inibitoria Minima de antagonismo a Staphylococcus aureus ATCC 23923 da
Clarina A e Clarina B.

Rhaman et al., 2010, obteve resultados similares onde um polipeptideo isolado de

Streptomyces parvulus obteve uma CIM frente a Staphylococcus aureus ATCC 259233 de 2
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png/ml. Igualmente Sajid et al., 2011 obtiveram valores de CIM para a actinomicina D isolada
de Streptomyces griseoincarnatus de 4 pg/ml.

A CIM frente a Mycobacterium smegmatis foi de 16 pg/ml tanto pra Clarina A quanto
para Clarina B (Figura 36).

Figura 36. Concentragdo Inibitoria Minima de antagonismo a M. smegmatis da Clarina A (Rf0,44) ¢ B
(Rf0,51).

Através deste ensaio foi possivel determinar as concentragdes inibitorias minimas
(CIM) dos compostos isolados, confirmando o seu potencial como um agente antimicrobiano.

Singh et al, 2014, isolaram um metabodlito de cor marrom escuro, obtido de
Streptomyces yunnanensis SU 118. Esse composto foi extraido em acetato de etila e isolado
por CCD, onde foi obtido a fragdo ativa com Rf 0,56. Essa fragdo foi ativa contra todas as
bactérias Gram positivas testadas. O metabolito foi mais ativo frente a S. aureus MTCC 96
com MIC de 0,5 pg/mL, enquanto que o MIC registrado frente a M. smegmatis foi de 3,0
png/mL.

Valores de CIM préximos aos observados no presente trabalho foram obtidos por
Prince (2008), que ao avaliar a atividade anti-micobacteriana de extratos de fungos
endofiticos obteve valores entre 31,25 a 250 pg/mL. Os fAirmacos utilizados na terapéutica da
TB apresentam CIM variaveis de 0,03pug/mL (isoniazida) a 5S0pg/mL (pirazinamida).

Os resultados obtidos também estdo de acordo com os encontrados por Sharma et al.,

(2014), que isolaram um novo lipopeptidio produzido por Streptomyces amritsarensis com
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CIM de 25 pg / ml frente a Mycobacterium smegmatis (MTCC 6) e ainda ndo apresentou
citotoxidade.

Praveen e Tripathi 2009, isolaram a partir do Streptomyces griseoruber, uma
substancia chamada actinomicina D, e obtiveram resultados expressivos frente as bactérias
Staphylococcus aureus e M. tuberculosis com valores de CIM de 0,75 e 0,78 ug / ml

respectivamente.

5.5.3 Avaliacao da Atividade Citotdxica

Os resultados obtidos mostraram que as substincias Clarina A e B ndo apresentaram
citotoxicidade importante na faixa de concentracdes testadas (0-200 pg/mL) para as células
3T3-L1 apos 24h de incubacdao. Nao houve diferenga estatistica significativa na viabilidade
celular quando comparado aos tratamentos realizados com o controle negativo, onde a
viabilidade celular foi maior que 80% (Figura 37). Nao houve diferenca significativa na

viabilidade celular, quando comparamos os tempos de 48 ¢ 72h de incubagao.
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Figura 37. Efeito citotoxico das substancias Clarina (A) e Clarina (B) nas diferentes concentragdes testadas
(1-200 pg/mL) em 24 h de incubagdo sobre a viabilidade das células 3T3-L1.

Para os tratamentos com as células MCF-7 (linhagem tumoral), os resultados obtidos
mostraram reducao na viabilidade celular apds 72h de tratamento.

A substancia Clarina A apresentou efeito citotoxico tempo-dependente, com efeito
citotoxico em 24h de 15% e 40% em 72h na maior concentracao testada (200 pg/mL). Para a

substancia Clarina B, ndo houve diferenca no seu efeito citotoxico, ndo ultrapassando 15 % de
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citotoxidade na maior concentragdo testada (200 pg/mL) em 72h de incubacdo (Figura 38 e
39).
A Figura 38 e 39 representa graficamente o perfil antiproliferativo das substancias

Clarina A e B frente a linhagem MCF-7 nos periodos de 24 ¢ 72 horas, respectivamente.
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Figura 38. Efeito dos tratamentos com as substancias Clarina A e B nas concentragdes de 1 a 200pug/mL (24 h
de incubagao) sobre a viabilidade das celulas MCF-7.
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Figura 39. Efeito dos tratamentos com as substancias Clarina A e B nas concentra¢des de 1 a 200pug/mL (72 h
de incubagao) sobre a viabilidade das celulas MCF-7.

A concentracdo da citotoxidade de extratos, compostos isolados ou associacao de
compostos pode ser determinada através de diversos critérios, € um dos mais aceitos, ¢ a
determinagdo do seu valor de CC50. De acordo com SUFFINES & PEZZUTO (1990), um

dos critérios mais aceitos na avaliagdo citotoxica frente a um composto ou mistura de
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compostos, ¢ que, para ser considerado biologicamente ativo este deva apresentar a
capacidade de induzir citotoxicidade com valores de CC50 inferiores a 200 pg/mL. Tomando
este dado como parametro para classificagdo de citotoxicidade podemos inferir que a
substancia Clarina A, apresentou citotoxicidade importante para a linhagem tumoral MCF-7,
uma vez que os ensaios de citotoxidade pelo método do MTT indicou uma toxicidade de 40 %
na concentra¢do de 200 pg/mL em 72 h (Figura 39).

Outras linhagens tumorais e condigdes diferentes podem ser testadas futuramente para

confirmar a atividade antitumoral das substancias.

5.6 Caracterizacio das Substincias Bioativas
5.6.1 Espectrometria de Massas com Fonte de Ionizaciao por “eletrospray” (ESI-

MS)

Apos os ensaios bioldgicos iniciais, a fracdo em cloroférmio e as substancias isoladas
por CCD preparativa, Clarina A e B foram analisadas por espectrometria de massas de baixa
resolucao, em modo full scan, por inser¢ao direta, no qual foi utilizada a fonte de ionizagdo de
eletrospray (ESI) para a determinacdo do perfil quimico. As aquisi¢des foram realizadas no
modo positivo. O objetivo desta etapa foi determinar através de uma ferramenta rapida a
abrangente as massas moleculares dos metabolitos secundarios produzidos pelo Streptomyces
em estudo, com o intuito de realizar uma comparagao entre os perfis quimicos e a diversidade
metabolica desse extrato.

Durante a ionizagdo por “electrospray” trés tipos de produtos podem ser gerados: ions
moleculares, moléculas protonadas ([M+H]+) /desprotonadas ([M-H]-) e moléculas
cationizadas ([M+Na]+, [M+K]+, ou anionizadas [M+ClI]- etc).

Os valores de m/z em modo positivo encontrados nos espectros de massas da fracao
em cloroféormio e das substancias isoladas por CCD foram comparados com dados da
literatura (Figuras 40 e 41).

De acordo com os sinais de massas encontrados no espectro da fragao em cloroférmio,
foi possivel observar uma diversidade de compostos, destacando os picos de m/z 1278 ¢ 1292
como majoritarios com uma diferenga de 14 Da entre os sinais. Essa diferenca pode sugerir
uma série homologa (CH;), ndo sendo possivel identificar se as substancias estdo protonadas

ou desprotonadas (Figura 40).
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Figura 40. Espectro de ESI-MS (modo positivo) em modo full scan da fragao cloroférmio (A), Clarina A (B) e
Clarina B (C) isolados por CCD.

Ainda analisando os espectros da Figura 40, ¢ possivel observar as substancias
isoladas, Clarina A e Clarina B com suas respectivas m/z 1278 ¢ 1292.

Os espectros de ESI+ foram analisados para que de acordo com a diferenca m/z entre
os sinais detectados, pudessem ser determinadas as espécies iOnicas encontradas, ou seja se
correspondiam a moléculas protonadas, desprotonadas ou até coordenadas com cations como
Na+, K+ e NH4+.

As substancias isoladas por CCD preparativa foram novamente submetidas a analise
de espectrometria de massas de baixa resolu¢gdo em modo positivo, com fonte de eletrospray
(ESI-MS?) com fragmentacdo dos ions da molécula (Figura 41).

As andlises de fragmentacdo também sugerem que as duas substancias sdo
semelhantes com perdas de 113 Da (Figura 41). Esse tipo de fragmentacdo também sugere se
tratar de peptideos ou lipopeptideos, pois essas perdas podem fornecer a composi¢do dos
aminoacidos do peptideo. No entanto, ¢ importante ter em mente que se o ion para um
determinado aminoacido ndo estiver presente, isso nao significa que o aminoacido esta
ausente da seqiiéncia. Seguindo a mesma linha de raciocinio, a presenca de um ion com massa
correspondente com algum ion que determina a presenga de algum aminoacido, ndo significa

necessariamente a presenca deste. Tal ion pode corresponder, por exemplo, ao um ion-
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fragmento oriundo de rearranjo sofrido pelo peptideo que por coincidéncia possui valor de

massa igual & de um determinado aminoacido (CANTU et al., 2008).

1164 NL:
100 A 4.39E3
] larina A
8 80 (C ) 1051
e
g -113Da  -113Da
2 <+ <+
o g0
2 40: 1278
& 20]
7] 766 837 865 g79 978
(1372 400 443 504 526 554 586 639 657 695 ™ T 7ee T 950 | 1033|121 "M l4g8 1260
7 1065 1179 NL:
100 203E1
80 . -113 Da
] B (Clarina B) -113 Da «—
601
i 1292
40
20—
o] 441 526 552 605 058 683 740 780 796 851883 951 965 094 q0p1 | 1108 1160|1313 1279
L L M e L e s s M e e L N e R A T T T
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

miz

Figura 41. Espectro de ESI-MS? (modo positivo) dos ions de m/z 1278 (A) e 1292 (B) presentes na fragio
cloroférmio.

5.6.2 Espectrometria de Massas com Fonte de Ionizacdo Quimica (APCI-MS)

Apds o isolamento por HPLC-DAD-MS as substancias foram submetidas a
espectrometria de massas com fonte de ioniza¢do quimica (APCI) em modo positivo e
negativo. No modo de deteccao por APCI, as substancias ndo formam adutos, como por
exemplo com o soédio (Na+), elas podem aparecer protonadas [M+H]" ou desprotonadas
[M+H]".

Nas figuras 42 e 43 os espectros por APCI mostram as regides A e D que
correspondem a regides de coeluicdo da fragao em cloroformio, onde observa-se uma mistura
de compostos, ¢ as regides B e C observa-se apenas as substancias de interesse. Os espectros
(C), das figuras 42 e 43 com m/z de 1256, modo positivo e m/z 1255 modo negativo
corresponde a substancia chamada primeiramente de Clarina A. O espectro (B), das figuras 42
e 43 com m/z de 1270, modo positivo e m/z 1269 modo negativo corresponde a substancia
chamada primeiramente de Clarina B. As substincias aparecem protonadas [M+H] e
desprotonadas [M-H]".

Praveen e Tripathi, 2008, também obtiveram a partir do género Streptomyces uma

substancia caracterizada como Acinomicina D. Que de acordo com os espectros de ESI-MS

mostrou um ion intenso de m/z 1277,9 (M + Na +) e revelou que o peso molecular do
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composto deve ser 1255 que coincide com uma das substancias em estudo, Clarina A. Essa
substancia produziu um pigmento colorido, fracamente soluvel em agua e de natureza

anfotérico devido presenca de grupos fenolicos e agiicares aminados basicos.
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Figura 42. Espectro de APCI-MS (modo positivo) dos picos cromatograficos de interesse (B e C) e regides de
co-clui¢do (A e D) da fragdo cloroférmio.
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Figura 43. Espectro de APCI-MS (modo negativo) dos picos cromatograficos de interesse (B e C) e regides de
co-clui¢do (A e D) da fragdo cloroférmio.
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As substancias Clarina A e B isoladas por DAD-MS foram processadas por ESI-MS
em modo positivo.

Os espectros de ESI-MS no modo positivo mostram claramente as duas substancias
isoladas em seu estado protonado [M+H]" e com adulto de sédio [M+Na]". Clarina A com
m/z 1256 [M+H] e 1278 [M+Na]", Clarina B com m/z 1270 [M+H]" e 1292 [M+Na]" (Figura
44).
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Figura 44. Espectro de ESI-MS (modo positivo) dos picos cromatograficos de interesse (A e B).
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5.6.3 Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢ao (ESI-HRMSMS)

As subtancias Clarina A e B, obtida a partir do isolamento por HPLC- preparativo
da fragdao em cloroférmio, foram submetida a espectrometria de massas de alta resolu¢ao com
fonte de eletrospray em modo positivo, onde foi possivel confirmar suas m/z como 1292 e
1278 [M+Na]" respectivamente (Figura 45 e 46).

Com base nos sinais de m/z obtidos nos espectros de ESI, assim como o de massa de
alta resolucdo e de acordo com a fonte biologica, foi realizado entdo uma busca na literatura,
comparando os resultados obtidos com as possibilidades sugeridas.

Foi entdo identificada, a possivel presenga de uma substancia chamada actinomicina D, um
potente antibidtico produzido por algumas espécies do género Streptomyces, como por

exemplo, Streptomyces chrysomallus e Streptomyces antibioticus.
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Figura 45. Espectro de ESI-HRMSMS (modo positivo) do ion de m/z 1291.5972 presente na amostra A, obtida a
partir do fracionamento por HPLC-preparativo da fracdo cloroférmio.

+MS2(1277.0000), 0.1-0.7min #(5-43)
1164|5353

2000

10514502

1500

UL-0.0728 w

w2rrlyres

1000 4

VL - 0.00¢5

980.4135

796.3306

837.3565 1093.4970

766.2912

o .”Lu AAAJJ.L .l AllL N I JLL " Nt

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 mz

Figura 46. Espectro de ESI-HRMSMS (modo positivo) do ion de m/z 1277.6185 presente na amostra B, obtida a
partir do fracionamento por HPLC-preparativo da fracdo cloroférmio.

5.6.4 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear - NMR
As substancias também foram submetidas a andlises de RMN para auxiliar na

elucidacdo da estrutura das substancias em estudo (Figura 47).
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Figura 47. Espectro de COSY (*H 600 MHz, CDCl5) da substancia Clarina A.

Os acoplamentos obtidos entre 7 € 9 ppm no espectro de COSY da substancia Clarina
A, também confirmam a presenca de estruturas aromadticas, como por exemplo aminodacidos,

presentes nas actinomicinas (Figura 48).
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Figura 48. Estrutura da Actinomicina D
Actinomicina D foi identificada como sendo a substancia chamada primeiramente de
Clarina A, com peso molecular de m/z 1255, 1256 [M+H] e 1278 [M+Na] que corresponde a
formula molecular CgHgsN2O16. A outra substancia identificada primeiramente como
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Clarina B corresponde a um anélogo da actinomicina D, conhecida como actinomicina X,
com peso molecular m/z 1269, 1270 (M+H) e 1292 (M+Na) ( AJIJUR et al . , 2010; CHEN et
al, 2012; SHETTY et al, 2013).

Varios relatos na literatura reportam a produ¢ao de actinomicinas por varias espécies
de Streptomyces, Lackner et al., 2000, isolaram um complexo de actinomicinas Z a partir de
Streptomyces fradiae. O complexo de actinomicina Z foi isolado pela primeira vez em 1958
de Streptomyces fradiae ETH-20675 e verificou-se conter seis componentes denominados
actinomicinas Z0 a Z5.

Segundo, Kurosawa et al., 2006 a estirpe MITKK-103, caracterizada
filogeneticamente como membro da espécie S. padunus, é capaz de produzir uma grande
quantidade de actinomicina X2, mesmo sob condi¢des ndo otimizadas de crescimento,
permitindo novos estudos sobre essa substancia.

O antibidtico produzido por Streptomyces parvulus RSPSN2 ativo contra vérias
baterias, incluindo bactérias resistentes a estreptomicina como (Pseudomonas mirabilis,
Pseudomonas putida e de Bacillus cereus) foi extraido e purificado utilizando cromatografia
em camada delgada (CCD) e cromatografia em coluna (CC). Foram realizados estudos de
espectrometria de massas, UV-visivel e RMN. Os dados encontrados na literatura apontam
esse metabolito como sendo um antibidtico polipeptideo (actinomicina D) que é produzido
por Streptomyces parvulus (SHETTY, 2013).

Rahman, et al.,, 2010 e colaboradores, também identificaram a producdo de
Actinomicina D por Streptomyces parvulus, através da comparagdo de analises
espectrométricas com as encontradas na literatura, onde o espectro de massas apresentou m/z
1257 [M+H] e peso molecular C¢;HgsN12016.

Foram isolado a partir do solo do Sudado, dois isolados identificados como
Streptomyces spp., capazes de produzir actinomicina D com m/z 1255 e actinomicina X2 com
m/z 1269. Essas cepas sdo distintas dos conhecidos produtores de actinomicinas, portanto, sao
novas fontes desses antibidticos (HAMZA et al., 2014; HAMZA et al., 2013).

A cepa de S. griseoincarnatus foi relatada pela primeira vez como capaz de produzir
trés compostos bioativos simultaneamente, resistomycin, tetracenomicina D e actinomicina D,
mesmo em condi¢des ndo otimizadas (SAJID et al., 2011). Uma cepa também nunca relatada
como produtora de actinomicina foi identificada como S. avermitili, que foi capaz de produzir

quantidades mais elevadas de actinomicinas X2 (1,92 mg / ml) e actinomicina D (1,77 mg /
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ml) do que as cepas previamente descritas como produtoras. Sendo considerada com grande
potencial para a producdo industrial de actinomicinas (CHEN et al., 2012).

O lipopeptideo produzido por Streptomyces amritsarensis foi purificado usando
cromatografia em silica gel, cromatografia de exclusao de tamanho e de fase reversa HPLC. A
andlise por MS / MS do lipopeptidio revelou que tem a sequéncia de aminoacidos tal como
Ala-Thr-Gli-Ser-His-Gln e uma cauda de 4cidos graxos de cadeia longa com massa molecular
de 161 Da, que ¢ correspondente a -C12H19. Com base na massa molecular (878,5 Da) e
composi¢dao de aminodacidos, o lipopeptidioo foi identificado como um novo lipopéptidio. Os
valores de MIC contra Bacillus subtilis (MTCC 619), Staphylococcus epidermidis (MTCC
435), Mycobacterium smegmatis (MTCC 6) e a estirpe clinica, resistente & meticilina
Staphylococcus aureus (MRSA), foram encontradas como sendo de 10, 15, 25 e 45 pg / ml,
respectivamente. Verificou-se também, nao ser mutagénica contra Salmonella typhimurium
(TA98) e ndo mostrou citotoxicidade quando confrontados com linhagens de células de ovéario

de hamster chinés (CHO) (SHARMA et al., 2014).
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6 CONCLUSOES

Dois compostos bioativos foram isolados a partir do caldo de cultura do isolado
Streptomyces sp. CBA 61.

Com base em espectrometria de massa (ESI - MS), analises RMN - COSY e uma
pesquisa na literatura, os compostos purificados foram identificados como actinomicina D,
com peso molecular de m/z 1255, que corresponde a formula molecular C4;HgsN12,016, € um
andlogo actinomicina X;, com peso molecular m/z 1269, ambas possuem atividade
antimicrobiana e antituberculicida estabelecidos.

As substancias actinomicina D (Clarina A) e X, (Clarina B) ndo apresentaram efeito
citotoxico para as células ndo tumorias 3T3-L1, onde a viabilidade celular foi maior que 80%.
No entanto para os ensaios com a linhagem tumoral MCF-7, actinomicina D obteve uma
citotoxicidade de 40% na concentra¢do de 200 pg/mL em 72h.

Pode-se inferir a partir do estudo que o isolado Strefomyces sp. ¢ uma fonte
potencial de agentes antimicrobianos e pode ser empregado para a produgdo simultanea destes
compostos industrialmente importantes .

O estudo revela, ainda, que os solos de onde foram isolados s@o nichos ecoldgicos
promissores que podem conter varias outras estirpes de Streptomyces, € devem, portanto, ser

continuamente explorados para o isolamento de compostos antimicrobianos e antitumorais.
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