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RESUMO

Os microrganismos endofiticos apresentam uma grande diversidade
genética e sdo importantes fontes para a descoberta de novos metabdlitos
secundarios bioativos. Os produtos naturais de endofiticos apresentam amplo
espectro de atividade biolégica, incluindo antibidticos, imunossupressores,

anticancerigenos, antioxidantes e outros.

Neste trabalho reproduziu-se o cultivo do microrganismo endofitico
Streptomyces tubercidicus isolado da planta Solanum lycocarpum St. Hill
(Lobeira) do Cerrado da cidade de S&o Carlos - SP, que faz parte do campus
da Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar, seguindo as condicdes
previamente descritas. Os resultados do cultivo demonstraram quea linhagem é
bastante resistente ao tempo de armazenamento, pois quase dez anos apos

seu isolamento e estudos realizados por Ratti et al., 2008.

O processo de separacao e purificacdo por técnicas cromatograficas do
extrato bioativo de S. tubercidicus, levou ao isolamento de uma fracéao ativa, a
gual apresenta atividade antibacteriana contra bactérias Gram + e Gram -.
Esse resultado é diferente do obtido anteriormente, pois no estudo anterior
foram obtidas duas fracdes ativas, porém uma com atividade contra a
Escherichia coli, bactéria Gram + e outra com atividade contra bactéria

Staphylococcus aureus, bactéria Gram -.

O processo de elucidacdo estrutural do metabdlito secundéario bioativo
isolado de S. tubercidicus ainda néo foi finalizado, mas é possivel concluir que
nao foi isolada a tubercidina composto bioativo produzido pelo S. tubercidicus,
pois os dados dos espectros de RMN de *H e de *C do composto majoritario

isolado sdo bastante distintos dos dados simulados para a tubercidina.

Palavras-chave: Microrganismos endofiticos, atividade antibacteriana, RMN



ABSTRACT

Endophytic microorganisms present a great genetic diversity and are an
important source for the discovery of new bioactive secondary metabolites.
Natural endophytic products exhibit a broad spectrum of biological activity,
including antibiotics, immunosuppressants, anticancer drugs, antioxidants and
others.In this study, the endophytic microorganism Streptomyces tubercidicus,
isolated from the Solanum lycocarpum St. Hill (Lobeira) plant of the Cerrado of
the Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar),was cultivated and the
results demonstrate that the lineage is quite resistant to storage time, as it was
isolated almost ten years before the present cultivation. The process of
separation and purification of the bioactive extract of S. tubercidicus led to the
isolation of only one active fraction. This fraction displays antibacterial activity
against Gram + and Gram - bacteria. This result is different from that previously
obtained, where two active fractions were obtained, but one with activity against
Gram + bacteria and another with activity against Gram - bacteria.The structural
elucidation of the bioactive secondary metabolite isolated from S. tubercidicus
has not yet been concluded, but it can be concluded that tubercidin has not
been isolated as the 1H and 13C NMR spectra of the isolated major compound

are distinct from simulated data for tubercidin.

Keywords: Endophytic microorganisms, Antibacterial activity, NMR
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1.INTRODUCAO
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Com o aumento de bactérias resistentes, de virus que ameagam a vida, 0s
problemas de doencas recorrentes em pessoas transplantadas e o grande aumento
na incidéncia de infec¢des por fungos na populacdo mundial, ha necessidade de se
descobrir novos compostos com potencial quimico e biolégico (Strobel et al., 2004).

Os microrganismos endofiticos foram isolados pela primeira vez em Darnel,
na Alemanha, em 1904 e desde entdo existem varias definicbes para esses
organismos. S&0 microrganismos que vivem no interior dos tecidos de plantas sem
causar nenhum dano aparente a planta ou sinal externo de infec¢éo (Strobel et al.,
2004; Zhang et al., 2006; Ryan et al., 2008). Os endofiticos sdo pouco estudados,
estima-se que existem mais de 250.000 diferentes espécies de plantas e 1 milhdo de
endofiticos no mundo tendo cada individuo, em média, quatro microrganismos
endofiticos associados (Zhanget al., 2006; Tejesvi et al. 2007; Ryan et al., 2008).
Como exemplo, 22 amostras de Taxus baccata e 1 amostra de Taxus brevifolia
foram coletadas de diferentes locais do centro da Itdlia e destas amostras,150
linhagens de fungos e 71 linhagens de Actinomicetos foram isoladas da casca e das

folhas dessas plantas (Zhang et al., 2006).

Esses microrganismos podem ser encontrados em uma grande variedade de
tecidos de plantas, como por exemplo, sementes, ovulos, frutas, caule, raiz, folhas,
tubérculo, broto, lenho, raquis e casca (Zhang et al., 2006). Os endofiticos residem,
preferencialmente, nos espacos intercelulares mais do que nos espacos
intracelulares dos tecidos de plantas (Zhang et al., 2006). E possivel isolar centenas
de espécies de endofiticos de uma Unica planta e dentre estes, pelo menos um,
geralmente, apresenta especificidade de hospedeiro. Entretanto, diversas espécies
sdo capazes de colonizar varias espécies de hospedeiro pertencentes a familias

diferentes em um dado local geografico (Zhang et al., 2006).

Os microrganismos endofiticos apresentam uma grande diversidade genética
e sao importantes fonte para a descoberta de novos metabdlitos secundarios
bioativos. Os produtos naturais de endofiticos apresentam amplo espectro de
atividade bioldgica, incluindo antibiéticos, imunossupressores, anticancerigenos,
antioxidantes e outros. Polissacarideos, enzimas e proteinas também ja foram
isolados de fungos e bactérias endofiticas, apresentando importantes funcdes

biolégicas (Zhang et al., 2006).
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Alguns metabdlitos microbianos parecem ser caracteristicos de certos
biétopos, tanto em nivel do organismo quanto do ambiente(Blackwell, 2000). Desta
forma a pesquisa de metabdlitos secundarios de microrganismos endofiticos deve
basear-se em organismos que habitam bi6étopos impares. Segundo Ratti et al. o
bioma do cerrado € uma das mais ricas savanas do mundo, comportando imensa
diversidade de fauna e flora(Ratti et al., 2008). Em solos do cerrado, a populacéo
natural de actinomicetos pode ser superior a 75%, com predominancia do género
Streptomyces (Shirling & Gottlieb, 1966). O género Streptomyces € responsavel pela
producdo de uma alta porcentagem dos antibiéticos utilizados atualmente (Challis &
Hopwood, 2003).

Neste trabalho foi estudado o microrganismo Streptomyces tubercidicus,
isolado da planta Solanum lycocarpum St. Hill (Lobeira) do Cerrado da cidade de
Séo Carlos - SP, pertencente ao campus da Universidade Federal de Sao Carlos
UFSCar. O extrato bruto deste microrganismo apresentou atividade antibacteriana
contra E. coli e S. aureus. Desta forma, foi realizado o isolamento biomonitorado do

composto bioativo presente neste extrato.
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2.1. Objetivos Gerais

Isolar 0 metabdlito secundario antibacteriano presente no extrato bruto do

Streptomyces tubercidicus e adquirir 0os espectros de Ressonancia Magnética

Nuclear (RMN) deste composto.

2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

Reproduzir o cultivodo microrganismo endofitico Streptomyces tubercidicus
isolado da planta Solanum lycocarpum St. Hill (Lobeira) do Cerrado
pertencente ao campus da Universidade Federal de Sdo Carlos - UFSCar,
pelo grupo da Profa. Dra. Cristina P. de Sousa do Departamento Morfologia e
Patologia da UFSCar, nas condi¢cdes previamente descritas para se obter o
extrato bruto desse microrganismo (Ratti et al., 2010);

Com o extrato bruto de S. tubercidicus, realizar a separacéo e purificacdo do
metabdlito secundario bioativo utilizando-se técnicas cromatograficas de
analise;

Analisar por Ressonancia Magnética Nuclear mono e bidimensionais como
metabdlito secundario bioativo purificado para posterior andlise e identificacéao

estrutural do metabolito secundario bioativo;
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3.1. Consideragdes gerais sobre os microrganismos endofiticos

Os relatos de compostos produzidos por microrganismos sao historicamente
mais recentes do que os produzidos a partir de plantas. Ap6s a descoberta da
penicilina por Fleming, em 1928, houve uma revolugao no tratamento de infec¢des
bacterianas, e 0s pesquisadores comecaram uma intensa busca por compostos
bioativos originados a partir de microrganismos. Desde entdo, um grande nimero de
farmacos,com base nos compostos isolados de microrganismos, foi desenvolvido

com ampla variedade de indicagOes terapéuticas.

Os microrganismos endofiticos foram mencionados pela primeira vez no inicio
do século XIX, mas foi Baryem 1866 quem primeiro delineou uma possivel distincdo
entre endofiticos e patégenos de plantas (Ratti, 2009).0s microrganismos
endofiticos sdo aqueles que vivem no interior dos tecidos de plantas sem causar
nenhum dano aparente a planta ou sinal externo de infeccao (Strobel et al., 2004;
Zhang et al., 2006; Ryan et al., 2008). Os endofiticos s&o pouco estudados, estima-
se que existem mais de 250.000 diferentes espécies de plantas e 1 milhdo de
endofiticos no mundo tendo, em meédia, cada individuo apresentando quatro
microrganismos endofiticos associados (Zhang et al., 2006; Tejesvi et al. 2007; Ryan
et al., 2008).

Esses microrganismos podem ser encontrados em uma grande variedade de
tecidos de plantas, como por exemplo, sementes, ovulos, frutas, caule, raiz, folhas,
tubérculo, broto, lenho, raquis e casca (Zhang et al., 2006). As bactérias endofiticas
residem, preferencialmente, nos espacos intercelulares mais do que nos espacos
intracelulares dos tecidos de plantas (Zhang et al., 2006). E possivel isolar-se
centenas de espécies de endofiticos de uma Unica planta e, dentre estes, pelo
menos um, geralmente, apresenta especificidade de hospedeiro. Entretanto,
diversas espécies sdo capazes de colonizar varias espécies de hospedeiro
pertencentes a familias diferentes com um dado local geogréafico (Zhang et al.,
2006).

Os endofiticos ja foram detectados em plantas tropicais, temperadas e
florestas boreais. Aparentemente, estes apresentam um importante papel nos
ecossistemas, influenciando na biodiversidade das comunidades e mediando as

interacdes ecologicas. Em algumas plantas, osfungos endofiticos apresentam
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funcbes ecoldgicas novas, p.ex. termo toleréncia de plantascrescendo em solos
geotérmicos. Em pastos (do inglés “grasses”), os endofiticos dominantesproduzem
alcaltides toxicos que detém ou envenenam os herbivoros. Os endofiticos podem
atuarespecificamente na defesa, diminuir os danos causados por agentes
patdgenos, insetos e em alguns casos acelerar a emersédo de sementes, promover o
equilibrio da planta em condi¢cfes adversas e aumentar o seu crescimento (Zhang et
al., 2006; Ryan et al., 2008; Bae et al., 2008).

Esse aumento no crescimento pode ocorrer por diversos mecanismos,
atividade de solubilizacédo de fosfato e producéo de sideréforos, moléculas organicas
capazes de sequestrar o Ferro, dentre outros metais, que podem alterar a
disponibilidade de elementos toxicos na rizosfera (Ryan et al.,, 2008). Esses
microrganismos também podem suprir vitaminas essenciais as plantas, fazer ajuste
osmotico, aumentar a retirada de minerais do solo e alterar a acumulacdo de

nitrogénio (Ryan et al., 2008).

Os microrganismos endofiticos podem promover o crescimento da planta
hospedeira e também agir como agentes biocontroladores. Os endofiticos também
podem ser beneficiados pela planta, pois as condi¢cdes ambientais podem favorecer
a producdo de metabolitos secundarios bioativos e esses podem ser aplicados
comercialmente (Ryan et al., 2008). Acredita-se que certas bactérias endofiticos
iniciam um processo conhecido como Resisténcia Sistémica Induzida (ISR), a qual é
similar a Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR). A SAR se desenvolve quando a
planta ativa seu sistema de defesa em resposta a uma infeccdo primaria causada
por um patégeno. A ISR é efetiva contra varios tipos de patdégenos, mas difere da
SAR, pois a bactéria ndo causa nenhum sintoma visivel na planta hospedeira (Ryan
et al., 2008).

Metabolitos secundarios produzidos por microrganismos constituem uma
poderosa fonte de novos compostos com estruturas intrinsecas e com potentes
atividades biologicas tais como antibioticos, antitumorais, imunossupressores,
antivirais, antiparasitarios, entre outros. Na Tabela 1 pode-se observar alguns

exemplos de compostos bioativos produzidos por microrganismos.
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Tabela 1. Exemplos de substancias produzidas por microrganismos.

Composto / Classe  Propriedades Microrganismos
Cefalosporina C Antibiotico Cephalosporium acremonium
Avermectina Antielmintico Streptomyces avermitilis
Herbicidina Herbicida Streptomyces saganonensis
Vitamina Bi»
Vitamina Pseudomonassp.

(Cobalamina)
Piericidina Inseticida Streptomyces mobaraensis

Fonte: Do autor, 2017

Microrganismos endofiticos, especialmente aqueles que pertencem ao género
Streptomyces, sao economicamente importantes de um ponto de vista
biotecnolégico, por produzirem antibioticos, compostos anticancerigenos e uma
variedade de substancias bioativas que sédo potencialmente aplicaveis nas industrias

agroquimicas e farmacéuticas (Ratti et al., 2010).

Paralelamente a producdo de novos compostos bioativos, muitos endofiticos
tém apresentado capacidade natural de degradacdo de xenobioticos. Essa
habilidade de alguns microrganismos endofiticos de serem resistentes a metais
toxicos e degradar compostos organicos provavelmente seja devido a exposicao a
diversos compostos no nicho planta/solo. Essa habilidade natural tem sido
investigada com o proposito de fitoremediacdo de contaminacdo por metais toxicos
(Ryan et al., 2008).

A origem genética dos metabdlitos produzidos pelos microrganismos
endofiticos ainda é desconhecida, mas especula-se que esses metabdlitos podem
surgir através da transferéncia horizontal de genes da planta para seus
microrganismos endofiticos. Como € o caso do Taxol especula-se que haja uma
transferéncia horizontal de genes de Taxus spp. aos seus endofiticos (Strobel et al.,
2002). Se este for 0 caso e a capacidade de produzir certos metabdlitos secundarios
por alguns microrganismos ocorre através de transferéncia horizontal de genes das
plantas para os microrganismos endofiticos, a conservacdo de plantas hospedeiras
e sua flora microbiana é de vital importancia na busca de novos medicamentos
(Tejesvi et al. 2007).
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3.2. Compostos com atividade antibidtica isolados de microrganismos
endofiticos

E incontestavel a ameaca real que doencas infecciosas como AIDS, SARS
(do inglés “Severe Acute Respiratory Syndrome”), febre aviaria, e outras,
representam a populagdo mundial. Com isso, é extremamente importante a
obtencdo de substancias que atendam a necessidade de combate destas e outras
doencas (Guo et al., 2008).

Os endofiticos sdo uma rica fonte de novos produtos naturais para utilizacao
na medicina, agricultura e industria. Como dito anteriormente, estima-se que existam
um milhd&o de espécies distintas de microrganismos endofiticos, entretanto somente
uma pequena quantidade destes ja foi estudada. Portanto, existe uma grande
oportunidade de se encontrar novos produtos naturais de microrganismos
endofiticos entre inUmeras plantas em diferentes nichos e ecossistemas. Apesar da
maioria da pesquisa com microrganismos endofiticos ser baseada na producdo de
agentes antimicrobianos por fungos, alguns compostos de baixo peso molecular,
com atividade embaixas concentracdes contra patdgenos humanos, animais e
plantas foram isolados de bactérias endofiticas. Estudos recentes destacam o
isolamento de varios compostos isolados de endofiticos, incluindo alcaloides,
terpendides, flavonoides, esteradis, etc. Até 0 momento os tipos de produtos naturais
isolados de microrganismos endofiticos sao antibidticos, anticancerigenos,

imunossupressores, etc (Guo et al., 2008).

Antibioticos sdo definidos como produtos naturais organicos de baixo peso
molecular, produzidos por microrganismos, que sao ativos em baixas concentracdes
contra microrganismos. Estes antibioticos, sdo 0s compostos mais isolados de
endofiticos. Os compostos 1-3 (Figura 1), foram obtidos de cultura de Colletotrichum
sp., isolado de Artemisia annua (Lu et al., 2000) e apresentaram atividade ndo so6
contra fungos e bactéria patégenas humanas como também contra fungo patégeno
de planta. Suas estruturas foram elucidadas através de uma combinacdo de
métodos espectroscépicos (IV, RMN-'H, *C, EM).

A coronamicina, um peptideo com atividade antibidtica, foi isolada de
Streptomyces sp. verticilado. Esse endofitico foi obtido de um epifitico Monstera sp..

A coronamicina é ativa contra fungos fitiaceos e contra fungos patégenos humano
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Cryptococcus neoformans, além de apresentar atividade antimaldrica contra

Plasmodium falciparum com ICso de 9,0 ngml™ (Ezraet al., 2004).

Weber et al. (2004) obtiveram outro antibiético, isolado da fermentacdo de um
fungo da espécie Phomopsis obtido a partir da planta medicinal Erythrina crista, que
recebeu o nome de fomol (Figura 1). Este € uma lactona policetidica e sua estrutura
também foi elucidada através da combinacdo de métodos espectroscépicos.

As periconicinas A e B (Figura 1), dois diterpenos, foram isolados por
fracionamento biomonitorado do fungo endofitico Periconia sp., obtido a partir de
amostras de Taxuscus pidata, e apresentam atividade antibacteriana (Kim et al.,
2004). Mais recentemente, dois antibioticos, as pirrocidinas A e B (Figura 1), foram
isoladas a partir da fermentacdo de sementes amarelas de Acremonium zeae (NRRL
13540), e apresentaram importante atividade antifingica contra Aspergillus flavus e
Fusariun verticillioides( Wicklow et al., 2005). Castillo (2006), estudando culturas de
Streptomyces NRRL 30562 que apresentaram atividade antibiotica de amplo
espectro, encontraram uma fracdo cujo espectro de Massas mostrava que 0s
compostos apresentavam massas idénticas, mas tempos de retencao diferentes em

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE / HPLC).

Com o intuito de desenvolver o estudo com fungos endofiticos, foi realizada
uma triagem com quatro tipos de plantas medicinais da familia Euphorbiaceae. Das
43 linhagens obtidas, 11 apresentaram atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (Dai et al.,, 2006). Em 2005, Zeng et al.
também testaram a atividade antibidtica de 24 fungos endofiticos isolados de
Polygonum cuspidatum, Como resultado, 3 linhagens identificadas como sendo
Aspergillus, Penicillium e Mycetia sterillia mostraram capacidade de produzir

substancias antibioticas (Zeng et al., 2005).

Wang e colaboradores (2006), estudando a bioatividade de fungos endofiticos
isolados de Sino podophyllum hexadnim e Diphylleia sinensis, mostraram que esses
apresentam alta atividade antibacteriana. Porém, néo foi realizado nenhum estudo
para o isolamento da (s) substancia (s) responsavel (s) pela bioatividade das
linhagens. Ishii e colaboradores (2013) isolaram do caldo fermentativo do fungo

Trichoderma sp. FKI-6626 a citosporona S, que apresentou atividade antimicrobiana
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contra Vvéarias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de atividade

antifangica.

Figura 1. Estrutura quimica de Produtos Naturais isolados de microrganismos

endofiticos
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Fonte:Luet al., 2000; Weberet al., 2004; Kim et al., 2004

Além da importancia medicinal da producdo de antibioticos por endofiticos,
estes também servem como agentes de controle biolégico, uma vez que eles podem
matar insetos ou patdégenos e ainda serem utilizados para remediacdo ambiental
(Van Aken, 2004; Newman & Reynolds; 2005; Sumarah, Miller & Adams, 2005;
Rubini et al., 2005. Muitos endofiticos ainda sdo capazes de fixar nitrogénio
(Baldaniet al., 1986; Barraquio et al., 1997; Boddey et al., 2003; Loiret et al., 2004;
Sandhiya et al., 2005) e aumentar a captacao de fosforo (Gasoni & Gurfmkel, 1997;
Malinowski, Brauer e Belesky et al., 1999), elementos importantes para o

crescimento das plantas.

3.3. Streptomyces tubercidicus, tubercidina e analogos

Esse microrganismo é uma bactéria Gram-positiva, aerdbia e ndo apresenta
motilidade. S. tubercidicus foi isolado pela primeira vez do solo da cidade de Mobara
Chiba no Japado em 1957 por Anzai, Nakamura e Suzuki e colaboradores. Os

mesmos autores isolaram o antibidtico tubercidina, em 1957, (Figura 2 — 1) do
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extrato desse microrganismo. Devido a sua atividade biolégica, a tubercidina foi

patenteada pela Sigma Aldrich (patente 93747).

Figura 2. Estrutura da tubercidina, toiocamicina e sangivamicina.
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Fonte: Do autor, 2017

Antes do isolamento da tubercidina, em 1956 Nishimura et al. (1956) isolaram
a toiocamicina (Figura 2 - 2), um produto natural analogo a adenosina e derivado da
pirrolo [2,3-d]-pirimidina (7-deazapurina). A toiocamicina & um metabdlito antifngico
isolado de Streptomices toyocaensis. Pouco tempo depois, em 1963 Rao e Renn
isolaram a sangivamicina (Figura 2 - 3) de Streptomyces rimosus. Interessante € o
fato deste mesmo microrganismo ter produzido a toiocamicina. Isso demonstra que
ambos os compostos sdo produzidos pelo mesmo mecanismo de biossintese
(McCarty & Bandarian, 2012).

De fato, tanto a toiocamicina, como a tubercidina, quanto a sangivamicina
apresentam uma unidade 7-deaza-adenosina com uma unica diferenca estrutural em
C-7 da base. A toiocamicina e a sangivamicina possuem um substituinte ciano ou
amido em C-7, respectivamente, enquanto que na tubercidina o substituinte C-7 é
um hidrogénio (McCarty & Bandarian, 2012).

A toiocamicina apresenta atividade antitumoral tanto in vitro como in vivo, no
entanto, também apresenta altos niveis de toxicidade (Saneyoshi, Tokuzen e
Fukora, 1965). De acordo com Saneyoshi, Tokuzen e Fukora, (1965), a tubercidina
exibe potente atividade antibiotica contra Mycobacterium tuberculosis, mas nao inibe
o crescimento de bactérias Gram-positivas e fungos. A tubercidina apresenta ainda
atividade citotoxica contra células de sarcoma NF de rato sem cultura (Saneyoshi,
Tokuzen e Fukora, 1965), fibroblastos de camundongos cultivados (Acs, Reich e

Mori, 1964) e espécimes de tumores humanos (Wolberg, 1965), atividade antiviral
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em relagédo a Vaccinia, Reovirus Il e Mengiovirus, que contém genomas compostos
de DNA, RNA de cadeia dupla e RNA de cadeia simples, respectivamente (Acs,
Reich e Mori, 1964), estabiliza microtubulos contra a despolimerizacao induzida por
vimblastina (Mooberry, Stratman e Moore, 1995), que é a mesma atividade
apresentada pelo taxol e atividade anti-leishmania (Aoki et al, 2009). A
sangivamicina é altamente citotdxica para células HeLa em cultura e Leucemia

L1210 em ratos (Rao e Renn, 1963).

A toiocamicina, a tubercidina e a sangivamicina serviram como prototipos
para o estudo do mecanismo de acdo molecular de metabdlitos 7-deazapurinas.
Esses compostos parecem exercer sua acao citotéxica interferindo no metabolismo
celular em uma variedade de niveis, em vez de um alvo celular especifico (McCarty
& Bandarian, 2012).

3.4. Biossintese de derivados 7-deazapurinas

A biossintese da tubercidina e de derivados 7-deazapurinas foi realizada
através de estudos experimentais promovendo alimentacao de culturas de linhagens
bioprodutoras, que produzem esses metabolitos, com padrdes de isétopos marcados

radioativamente.

Nesses estudos alimentando as linhagens com [2-1C]-
adenina e com [8-'"C]-adenina, observou-se que apenas a [2-}C]-
adenina € incorporada na base 7- deazaadenina da tubercidina. Isso sugere que o
nucleo 7-deazapurina tem como precursor um nucleosideo purinico com a perda do
carbono 8 da purina, como pode ser observado na figura 3 (McCarty & Bandarian,
2012).

A origem dos carbonos 7 e 8 do anel pirrdlico da tubercidina e da
toiocamicina, bem como, do grupo ciano da toiocamicina foi determinada através de
estudos alimentando-se as culturas com [1-**C]-ribose. Essa foi incorporada na base
de deazapurinica. Isso pode ser comprovado quando avaliou-se a radioatividade na
toiocamicina isolada a partir de cultura na presenca adenosina [U-**C] ou de [1', 2', e

3'-YC]-adenosina. Essas observacdes levaram & conclusdo de que a ribose de um
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nucleosideo purinico é rearranjada para formar os carbonos 7 e 8, bem como, o

carbono do grupo ciano na toiocamicina (McCarty & Bandarian, 2012).

Figura 3:Biossintese de derivados 7-deazapurinas.
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Apesar das estruturas da tubercidina, toiocamicina e sangivamicina serem
mais semelhantes a estrutura da adenosina que da guanosina, experimentos de
alimentacdo com guanina [2-'C] ou adenina deram origem a 7-deazapurinas radio
marcadas. Por isso, permanece incerto qual dos dois é o verdadeiro precursor das
deazapurinas,porque a interconversdo de purinas por caminhos enddégenos néao

pode ser descartada (McCarty & Bandarian, 2012).

Como esses compostos sdo frequentemente isolados dos filtrados de cultura
de 24-48 h apos inoculacdo, sugere-se que as vias biossintéticas para a sua
producdo sao ativadas na fase estacionaria de crescimento. O cluster biossintético
para a toiocamicina/sangivamicina também codifica um ativador transcricional tipo-
LuxR. No entanto, o modo de regulacdo, e se a ativacdo da via estd ligadaa

reguladores de transcricdo gerais em Streptomyces, ainda é desconhecido.

3.5. Sintese de derivados da tubercidina e toiocamicina

Smith, Lee e Marquardt (1995) sintetizaram um derivado 5’-orto-metoxilado
(1 — Figura 4) para testar a hipbétese da tubercidina, bem como, deste composto
interagirem com receptores adenosina em varios sistemas biologicos. Utilizando-se

cultura de células de ovario de hamsters, os autores demonstraram que 1 apresenta



26

1/3 da citotoxicidade da adenosina e é10° mais citotdxico que a tubercidina. Os
autores ainda demonstram em seu estudo que ambos, tubercidina e 1, inibiram a
liberagdo estimulada por antigeno de B 3-hexosaminidase de mastdcitos derivados
de medula éssea de rato in vitro, mas apenas a tubercidina foi ativa no teste de PCA
(Resisténcia a Proteina C Ativada) in vivo. Segundo os autores, o efeito inibitério de
1 na liberacdo de mediadores de mastécitos ndo parece envolver inteacdo com
receptores de adenosina ou ser o resultado da converséo para lper se (Smith, Lee e
Marquardt ,1995).

Mitchell et al (1996) isolazaram trés compostos inéditos, os analogos
datubercidina 3, 4 e 5 a partir do extrato metandlico da ascidia Didemnum
voeltzkowi,coletada nas Filipinas. Zhang et al (2002), sintetizaram seis analogos da
tubercidina, os compostos 2 a-d, 3 e 4 (Figura 4) e observaram que a proteina
guinase A podia ser ativada pelo analogo 1la e a capacidade de ligacdo de cAMP a
PKA-I era seletivamente inibida por esse composto. A desregulacdona sinalizacao
celular, i.e., ativacdo ou desativacdo de proteinas quinase, tem sido associada a

muitas doencas, incluindo cancer e diabetes (Zhang et al., 2002).

Rayala e colaboradores sintetizaram os compostos 5 a-d e 6 a-d. Os autores
mostram que em bioensaios de inibicdo especifica de células cancerosas a
proliferacédo foi observada em concentracées micromolares com os derivados 4-N-(4-
nitrobenzilicos) da sangivamicina e da toiocamicina, e também com a 4-N-
benziltubercidina. Ja os derivados 6-ureidoadenosinicos, nenhum deles exibiu

atividade inibitéria contra a proliferacao de células cancerigenas (Rayala et al., 2014)

Lee et al. (2014), sintetizaram varios analogos da toiocamicina, 0s compostos
10-18, sendo que o composto 14 apresentou significante atividade antiproliferativa
contra células PA-1 de cancer de ovario humano, com ICsp:de 3,9 uM. O composto
18 apresentou atividade antiproliferativa similar ao composto 14, com ICso de 2.6 uM
(Lee et al., 2014).

Yang e colaboradores (2014), sintetizaram o composto 19, um analogo da 2’-

deoxy-tubercidina 20, sintetizada previamente por Zabel, Saenger e Seela (1987).
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Figura 4: Analogos da tubercidina e da toiocamicina, isolados ou sintetizados.
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3.6. Microrganismos indicadores, Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Os microrganismos que foram utilizados para o teste qualitativo de atividade

antimicrobiana, foram Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

A prevaléncia de micro-organismos importantes como Escherichia coli e
Staphylococcus aureus resistentes a varios antimicrobianos esta aumentando,
principalmente devido ao seu uso extensivo e indiscriminado. Isso representa um
grande problema e ameaca para a saude publica em muitos paises, devido a
persisténcia da circulacdo de cepas de bactérias resistentes no ambiente e a
possivel contaminacdo de agua e alimentos, podendo tornar-se um meio pela qual
estas bactérias patogénicas resistentes aos antimicrobianos séo transmitidas para

as pessoas, dificultando o tratamento (Manguiat & Fang, 2013)

A Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa, anaerdbia facultativa
pertencente a Familia Enterobactereacea (Kaper et al, 2004). A grande maioria
dessas amostras € pertencente a microbiota intestinal, tanto de seres humanos
guanto de animais de sangue quente. No entanto, aproximadamente, 10% s&o
patogénicas, podendo causar infeccOes intestinais e infec¢des extra-intestinais. A

bactéria Escherichia coli tem a forma de bacilo, € gram - negativa, ndo - esporulada,
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anaerobia facultativa e fermentadora de acgUcares. Existem muitas estirpes de E.
coli, desde formas comensais até formas patogénicas. O contagio por E. coli se da
através da ingestdo de agua ou alimentos que ndo foram processados e tiveram
algum tipo de contaminagéo fecal durante a sua producdo, como por exemplo, leite
ndo-pasteurizado. O tratamento de infecgBes por E. coli é feito basicamente pela
reposicao de liquidos. O uso de antibacterianos é recomendado somente em casos
graves (Alves, 2012).

7

Staphylococcus aureus é um patdégeno associado a altas taxas de
mortalidade e morbidade, capaz de produzir infec¢cées em diversos tecidos do corpo
humano. Sua capacidade em adquirir resisténcia a antibioticos e de sobreviver em
diferentes condi¢des ambientais o torna um perigoso agente infeccioso no ambiente
hospitalar (LEITE, 2008). Staphylococcus aureus € um importante patégeno devido a
sua viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos e associacdo a varias doencas,
incluindo enfermidades sistémicas potencialmente fatais, infecgcbes cutaneas,
infeccbes oportunistas e intoxicacdo alimentar (Cruvinel & Silveira, 2011). Esta
bactéria se apresenta como um coco gram - positivo, imovel, medindo de 0,5 a 1,0
micrometro, agrupando-se em massas irregulares que lembram cachos de uvas.
Apresentam-se como germes anaerobios facultativos, mesofilos, com temperatura
otima de crescimento em torno de 30 a 37°C (Williams, 1994). O Staphylococcus
aureus habita frequentemente a mucosa nasal, a partir das quais contamina as
maos. Ele também é uma causa frequente de infec¢cbes cutaneas nas maos. Destas

fontes, pode facilmente penetrar no alimento (Tortora, 2000).

Os Estafilococos sdo microrganismos procariontes que se apresenta em
forma de cocos, o que diferencia esta espécie é a parede celular rica em
peptidioglicanos e a producdo de enzimas e toxinas (ROSSI et al.,, 2005). O S.
aureus € um microrganismo capaz de causar desde pequenos furinculos até sepse
grave, sendo a principal bactéria causadora de doencas comunitarias e infeccdes
hospitalares. Staphylococcus aureus € uma das bactérias Gram-positivas
encontradas na microbiota do corpo humano, pode causar infec¢des superficiais e
até algumas disseminadas com elevada gravidade, a sua importancia clinica é
devido a incidéncia de infeccbes hospitalares graves causadas por amostra

multirresistente (Cruvinel & Silveira, 2011).
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4 METODOLOGIA
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4.1. Microrganismo endofitico

A linhagem do microrganismo endofitico foi cedida pela Profa. Dra. Cristina
Paiva de Sousa e esse foi previamente isoladoda planta Lobeira do Cerrado, da
cidade de Sao Carlos — SP, planta pertencente ao campus da universidade Federal
de S&o Carlos - UFSCar e identificado genotipicamente pelo método de amplificacdo
e sequenciamento do RNA ribossomal 16S como Streptomyces tubercidicus, a
linhagem estava armazenada a -70°C para manter sua integridade. Trabalhos
anteriores (Ratti et al., 2010) demonstraram que 0 extrato bruto de S. tubercidicus
(fitrado da cultura) apresenta atividade contra Escherichia coli e contra
Staphylococcus aureus, portanto o bioensaio de atividade antimicrobiana foi

realizado somente contra esses microrganismos.

4.2. Bioensaio qualitativo de atividade antibacteriana

O teste da sobrecamada (Overlay Assay) foi utilizado para detectar a
producéo de compostos bioativos (Rosado & Seldin, 1993). Duas a trés colénias dos
microrganismos endofiticos foram diluidas, separadamente, em 10ml de agua
peptonada 0,1% e cinco aliquotas de 20 pL transferidas para a superficie de placas
contendo agar peptona, extrato de levedura e TSA (figura 5). As placas foram
incubadas a 28°C por 7-10 dias. ApoOs crescimento, 1 mL de cloroférmio foi
adicionado na superficie interna da tampa de cada placa para inativacdo microbiana
(20 minutos). As placas permaneceram semiabertas, por 30 minutos, para

eliminacdo dos residuos de cloroférmio.

Como dito anteriormente, 0os microrganismos Staphylococcus aureus (ATCC
29213) e Escherichia coli (ATCC 35218) foram utilizados como microrganismos
indicadores. Estes microrganismos foram cultivados em 50ml de caldo BHI (Brain
Heart Infusion) por 24 horas e 200 pL foram transferidos para tubos contendo 10 mL
de BHI semissadlido. As solugdes resultantes foram vertidas na superficie de placas
contendo o endofitico inativado. As placas foram incubadas (37 °C/24 - 48h) para

verificar a ocorréncia de zonas de inibicao.
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Figura 5. Representacdo esqueméatica do teste de sobrecamada para avaliacdo

gualitativa da producgéo de substancias bioativas.
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Fonte: Rattiet al,2010

4.3. Cultivo do microrganismo endofitico.

O meio de cultura para o crescimento do Actinomiceto Streptomyces
tubercidicus foi o meio ISP2 (extrato de levedura 2,5g; extrato de malte 10,0g;
dextrose 4,0qg; Agar 20,0g; agua destilada 1000 mL; pH 7,0) suplementado 0,25% de
peptona. O meio de indéculo foi preparado transferindo-se duas alcadas do
microrganismo endofitico, acondicionado em slant, a um erlenmeyer com
capacidade de 200 mL contendo 10 mL de ISP2. Este meio foi mantido “overnight” a
28° C e 180 rpm em incubadora shaker. Entdo, 1% (v/v) do inéculo (densidade
optica 0,8; A 600 nm) foi adicionado a um erlenmeyer de 1000 mL contendo 200 mL
de ISP2. O meio de producéo foi incubado a 28° C e 180 rpm (Gerhardt et al., 1994).
Apos atingir a fase estacionaria, a cultura foi centrifugada (10.000 rpm, 20 minutos) e

o sobrenadante “cell-free” foi seco para a obtencéo do extrato bruto.
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4.4. Cromatografia em Camada Delgada (CCD):

Foram realizadas andlises por Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
para comparar-se a natureza dos compostos contidos nos extratos brutos do cultivo
realizado neste trabalho com a dos compostos do cultivo realizado no trabalho de
Ratti et al. (2010). Os reveladores utilizados, separadamente, foram 0S mesmos
utilizados por Ratti et al. (2010):

I.  Luz ultravioleta (UV) Spectroline Model ENF- 260 C/F nos comprimentos
de onda de 254 nm e 365 nm;

II. Solugdo de 0,2g de ninidrina em 100 mL de etanol P.A. (Merck),
aquecendo-se em seguida por 5 minutos em estufa a 120°C, utilizada na

identificagdo de aminoacidos e aminas primarias;

lll.  Solugdo de 20% de acido fosfomolibidico em etanol P.A. (Merck),
aquecendo-se em seguida por 5 minutos em estufa a 120°C, capaz de

detectar substancias redutoras, lipideos e esterdides;

IV. Solucdo do reagente de Dragendorff, para identificacdo qualitativa de
alcalbides e/ou substancias com heteroatomos contendo pares de

elétrons livre (literatura Merck- Darmstadt).

4.5. Separacdao e Purificacdo dos metabdlitos secundarios bioativos

O mesmo processo de separacao utilizado no trabalho de Ratti (2010-B) foi
seguido e as técnicas cromatograficas empregadas na separacdo do extrato bruto
do Streptomyces tubercidicus foram especificas para extratos polares. O extrato
bruto, também nomeado St, foi separado inicialmente em uma coluna de fase
reversa do tipo Sep-Pak C-18 utilizando-se como fase moével um gradiente de
metanol em agua. Foram obtidas quatrofracdes desta separacdo cromatografica
(St.1, St.2, St.3 e St4) que foram avaliadas nos bioensaios de atividade
antibacteriano contra E. coli e contra S. aureus separadamente. Entretanto, apenas
a fracdo St.2 apresentou atividade bioldgica, e a mesma fracdo apresentou atividade

contra S. aureus e E. coli.
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A fracdo St.2 foi purificada por cromatografia de permeacdo em gel,
utilizando-se Sephadex LH-20 e eluicdo isocrética utilizando-se metanol.Foram
obtidas duas fracbes (St.2-A, St.2-B) que foram avaliadas no bioensaio
antibacteriano contra E. coli e S. aureus. A fracao St.2-B foi a Unica que apresentou

atividade antibacteriana contra E. coli eS. aureus.

A fracdo ativa foi submetida as analises espectroscopicas para a

determinacao estrutural dos compostos.

4.6. Espectros de RMN do metabdlito secundario bioativo isolado

Os espectros da fracdo St.2-B foram adquiridos em um Espectrometro de
Ressonancia Magnética de 600 MHz na frequéncia do hidrogénio (14.1Tesla)
da Bruker modelo Ultra Shield Plus 600. Equipado com crioplataforma (cryofit),
sonda criogénica com moédulo ATMA (Automatic Tunning Matching) de 5 mm
e gradiente em Z (CPTCI 'H-®C/®*N/D Z-GRD) e unidade de controle de
temperatura variavel BVT 3000 (BCU 05).
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO
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O estudo de Ratti e colaboradores (Ratti et al.,, 2010) foi o primeiro a
demonstrar o endofiismo de Streptomyces tubercidicus na planta Solanum
lycocarpum St. Hill (Lobeira) a partir da vegetacdo do Cerrado. A linhagem estudada
nesta dissertacdo é a mesma linhagem isolada por Ratti et al. (2010). A linhagem foi
cedida pela co-orientadora deste trabalho, a Profa. Dra. Cristina Paiva de Sousa da
UFSCar e o trabalho foi realizado reproduzindo-se os experimentos realizados

anteriormente.

5.1. Bioensaio qualitativo de atividade antibacteriana

Nos ensaios qualitativos de atividade antibacteriana, S. tubercidicus
novamente apresentou atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli, como
visto no trabalho de Ratti et al.(Ratti et al., 2010). Os valores de zona de inibicéo
obtidos sédo similares aos de Ratti et al. (2010), os testes foram realizados em

triplicata e os valores foram expressos através de suas medias.

Para comparar a acdo antibacteriana do extrato obtido do caldo fermentativo
do S. tubercidicus com outros antibiéticos, aliquotas de 200 pL foram adsorvidas em
discos de mesmas dimensdes dos discos de antibidticos utilizados comercialmente.
Foram selecionados tanto discos de antibidticos contra bactérias Gram + (como S.
aureus), quanto antibioticos contra bactérias Gram —(como E. coli). Os valores de

zona de inibicdo podem ser observados na Tabela 2.

Analisando-se a tabela 2 observa-se que as zonas de inibicdo de S.
tubercidicus utilizado neste trabalho apresentam valores comparaveis aos obtidos no
estudo anterior. Isso mostra que a linhagem ainda continua apresentando o0 mesmo
poder de producdo de compostos bioativos que apresentava a quase dez anos. Isso
€ muito importante biotecnologicamente, pois mostra que essa linhagem apresenta

um amplo tempo de vida util, a linhagem estava armazenada a -70°C.

Além disso, comparando-se as zonas de inibicdo do teste utilizando o extrato
do S. tubercidicus, com as zonas de inibicdo dos discos de antibidticos utilizados
comercialmente (Tabela 2), as zonas de inibicdo do extrato de S. tubercidicus séo
bem maiores, com excecdo da ciprofloxacina que apresenta zona de inibicao

comparavel. Isso demonstra a importancia do presente estudo, pois 0 composto
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antibacteriano presente no extrato de S. tubercidicus apresenta atividade
antibacteriana acentuada. Os testes foram realizados em triplicata e os valores
foram expressos através de suas médias. A avaliagdo da atividade antibacteriana do
composto presente no extrato do S. tubercidicus podem ser utilizados os métodos
mais conhecidos: método de difusdo em agar por poco, disco - difusdo e métodos de
macrodiluicdo e microdiluicdo, os quais sdo realizados em caldo. Os métodos de
difusdo em agar ou em caldo sdo igualmente aceitaveis para medir
guantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um
determinado isolado bacteriano (Clsi, 2008). Na determinacdo da Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) ou da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de extratos,
tem-se utilizado mais frequentemente o método de microdiluicdo em caldo (Ostrosky
et al., 2008).

Existem casos onde a atividade biologica é sinergistica, i.e., a atividade
biologica apresentada pelo extrato bruto é superior a atividade biologica apresentada
pelo composto puro. No presente trabalho o extrato bruto apresenta atividade
antibacteriana contra E. coli e contra S. aureus, que sdo bactérias Gram — e Gram +,
respectivamente. Com o isolamento do composto puro e a realizacdo dos bioensaios
dessefoi possivel verificar que o composto bioativo de S. tubercidicus ndo apresenta
sinergismo e que 0 composto apresenta atividade tanto contra E. coli quanto
S. aureus. Isso é um dado que corrobora com o trabalho de Ratti et al (2010) e é

inédito.



37

Tabela 2. Valores da zona de inibicdo de S. tubercidicus e de discos de antibiéticos

utilizados comercialmente.

Amostra\Cepas patogenas E. coli S. aureus

Zonadeinibicdo em Zonade inibigdo em

mm mm
S. tubercidicus estudado
) 40,00 35,00
anteriormente *
S. tubercidicus estudado
39,00 35,00
neste trabalho**
Extrato do S. tubercidicus 31.00 28.50
CLA15 19.00
CIP 05 33.00
CFC 30 21.00
CRO 30 29.50
CLO 30 - 23,50
VAN 30 - 20,00

* linhagem estudada por Ratti et al. (2010);

** mesma linhagem isolada por Ratti et al (2010) porem, cultivada para a realizagdo deste trabalho;
Legenda: discos de antibiéticos (5 pg/disco) - claritromicina (CLA 15), ciprofloxacina (CIP 05), cefaclor
(CFC 30), ceftriaxona (CRO 30), cloramfenicol (CLO 30) e vancomicina (VAN 30).

Fonte: Do autor, 2017

5.2. Cultivo do microrganismo endofitico

O cultivo do microrganismo S. tubercidicus foi realizado segundo o trabalho
de Ratti e colaboradores (2010). Os autores relatam que em 48 horas de cultivo
observou-se o inicio da producédo das substancias bioativas e que no décimo dia de
cultivo a linhagem entrou na fase de declinio. Assim sendo, o cultivo foi realizado em
10 dias, seguindo as mesmas condi¢cdes. Em seguida, o caldo de cultivo foi filtrado
para a separacao das células e liofilizado para a obtencdo do extrato bruto de S.

tubercidicus.
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Observou-se que o cultivo realizado levou a um rendimento percentual e
atividade biolégica comparavel ao do estudo anterior realizado por Ratti et al. (2010).
Isso demonstra a grande estabilidade da linhagem em estudo, pois quase dez anos
apos o isolamento da linhagem, essa continua apresentando as mesmas

caracteristicas de cultivo

5.3. Andlise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Com o objetivo de comparar a natureza dos compostos presentes no extrato
bruto de S. tubercidicus cultivado neste trabalho, com o extrato desta mesma
linhagem cultivada anteriormente, o extrato bruto obtido neste trabalho foi avaliado
por CCD. O sistema eluente utilizado foi 0 mesmo sistema testado anteriormente,
Metanol/Diclorometano (7:3). Foram utilizadas placas de fase estacionaria de silica
(SiOz). Quatro placas de CCD com o extrato bruto de S. tubercidicus foram
preparadas, eluidas com o sistema eluente supracitado e reveladas com o0s

reveladores descritos no item 4.4.

A Figura 6 representa a separacdo cromatografica obtida para os quatro

reveladores utilizados.

A natureza dos compostos presentes no extrato bruto S. tubercidicus
cultivado neste trabalho é exatamente igual a natureza dos compostos presentesno

extrato desta mesma linhagem cultivada anteriormente (Ratti et al. 2010).

Esse resultado demonstra mais uma vez a importancia biotecnolégica desta
linhagem, uma vez que apds quase 10 anos esta linhagem ainda continua

produzindo compostos com a mesma natureza.
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Figura 6. CCD do extrato bruto de S. tubercidicus obtido neste trabalho, revelada

com varios reveladores.

4 N 4 N\ 4 N\ ' N\
) () () ()
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Fosfomolibdico  Dragendorff

D Figura vazia — revelagédo aluz UV em 254 nm

@ Figura cheia — revelagéo a luz UV em 365 nm

Fonte: Adaptado de Ratti et al., 2010

5.4. Separacao/Purificagdo dos metabadlitos secundarios bioativos

O procedimento de separacéo seguiu o trabalho de Ratti et al. (2010) e pode
ser repetido integralmente. O Fluxograma da Figura 7 representa o processo de

separacao e purificacdo dos compostos bioativos do extrato bruto de S. tubercidicus.

Como é possivel observar pelo fluxograma da Figura 7, a massa da fracao
ativa St.2-B foi muito baixa e por isso, a determinacéo estrutural foi mais demorada,
uma vez que foi necessaria a utilizacdo de microssonda para a aquisicdo dos
espectros e esses demoraram muito mais tempos para serem obtidos. Cabe
destacar que para a purificacdo dos compostos ndo foi possivel a utilizacdo de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE / HPLC) nem no trabalho anterior, nem
neste trabalho. A fracdo ativa ainda apresenta impurezas, mas isso ndo impediu a
determinacao estrutural deste composto, uma vez que 0 composto majoritario nesta

fracdo é justamente o composto ativo.
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Figura 7. Fluxograma que representa o processo de separacdo e purificacdo do

extrato bruto de S. tubercidicus.

St - atividade antibacteriana contra E. coli e 8. aureus
0,89 g
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Eluicdo isocratica - metanol

L k4

St.2-A || st.2- B - atividade antibacteriana contra E. coli
0,10¢g S. aureus - 0,001 g

Fonte: Do autor, 2017

5.5. Espectros de RMN do metabdlito secundario bioativo isolado

O nucleo de cada atomo apresenta uma carga e, em alguns, essa carga gira
em torno do eixo nuclear gerando um dipolo magnético ao longo deste eixo. O
momento angular da carga pode ser descrito em termos do numero de spin. A
magnitude do dipolo gerado é expressa em termos do momento magnético nuclear
(Silverstein, Bassler & Morrill, 1991).

O 'H, o C, assim como alguns outros nicleos, apresentam nimero de spin
+1/2 e uma distribuicdo de carga uniforme e esférica. Quando encontram-se em um
campo magnético By, 0s spins se alinham na direcdo deste campo. Entretanto,
guando um outro campo magnético B; é aplicado, em uma direcdo perpendicular a
Bo, 0s spins se alinham a esse campo. Assim, quando os nucleos excitados a
estados de energia mais altos, pela absorcédo de energia, retornam ao estado

fundamental perdem energia para o ambiente (Silverstein, Bassler & Morrill, 1991).
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O Processo de Relaxacao Longitudinal, um dos mecanismos que explica o
retorno ao estado fundamental, envolve a transferéncia de energia do ndcleo em seu
estado mais elevado em energia para as moléculas ao seu redor. Ja o Processo de
Relaxacdo Transversa, outro mecanismo que explica o retorno dos nucleos
excitados ao estado fundamental, envolve a transferéncia de energia de um nucleo a
outro, i.e., ndo h& perda de energia, mas propagacéao de energia (Silverstein, Bassler
& Morrill, 1991).

Desta forma, os nucleos de *H e *3C apresentam deslocamentos quimicos (3,
ppm), caracteristicos do ambiente eletrdnico proprio e, com isso, pode-se realizar a
elucidacéo estrutural de uma molécula com a andlise conjunta de varios espectros,
uma vez que cada um fornece informacdes diferentes. Os espectros de RMN-'H e
de RMN-C, que sdo espectros monodimensionais, fornecem informacéo a respeito
dos diferentes nuicleos de *H e de **C presentes na molécula. O espectro de HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation), fornece informacdes das correlacdes
diretas entre os nlcleos de'H e de '*C presentes na molécula, ou seja, a que
carbono cada hidrogénio, ou grupo de hidrogénios, esta ligado. Ja o espectro de
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) fornece informacgdes a respeito das
correlacdes a longa distancia entre os ndcleos de 'H e de C presentes na
molécula. E comum observar correlacdes até trés ligacdes de distancia. O espectro
de COSY (Correlated Spectroscopy), fornece as correlacdes entre os nlcleos de *H
presentes na molécula (Silverstein, Bassler & Morrill, 1991). Assim como o HSQC, o
HMBC e o COSY, existem ainda outros espectros de RMN bidimensionais,

entretanto, como nao foram adquiridos neste trabalho ndo seréo discutidos.

A analise conjunta dos espectros mono e bidimensionais fornece informacdes
para a determinacdo estrutural dos compostos organicos. Os dados da andlise dos
espectros de RMN mono e bidimensionais para a fracdo bioativa St.2-B, isolada

neste trabalho, encontram-se na tabela 3.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjrisqOgbzUAhWLHZAKHWNtCQwQFggnMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FHeteronuclear_single_quantum_coherence_spectroscopy&usg=AFQjCNGM0c9ZtaTeerVixj0JuSuu1UXocQ&sig2=2QLc8IIsXKmLhxe73qK3og
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Tabela 3: Dados da andlise dos espectros de RMN mono e bidimensionais da

amostra St.2-B.

SC/HSQC (ppm) "H (ppm) Correlacées Correlacdes
HMBC COosy

168 5 8,54 () 141 8,54
152 68,18 (s) - 8,18
141 68,31 (s) 152 8,31

91 § 5,97 (d) 152 5,97: 4,74
86 64,16 (m) - 4,16

74 84,74 (m) 91 4,32; 4,74; 5,97
71 § 4,32 (m) ; 4,32: 4,74
70 63,53 (M) 62 3,53; 4,32
62 6 3,87(m) 74,71 3,87; 4,32
30 6 1,23(m) - 1,23

Fonte: Do autor, 2017

A analise dos espectros da fracdo bioativa St.2-B iniciou-se pela interpretacéo
conjunta dos espectros de RMN-C e de RMN-'H. Embora a amostra tenha
permanecido no equipamento de RMN para a aquisicdo do espectro de RMN-"*C por
mais de 15 horas nao foi possivel observar todos os carbonos presentes na amostra,
devido a baixa quantidade de amostra. Isso € algo bastante comum em amostras
contendo baixa quantidade, pois a abundancia isotépica do **C (0,011) é bem mais
baixa que a do *H (0,999), ou seja, sua sensibilidade é de 1,6% da sensibilidade do
hidrogénio (Silverstein, Bassler & Morrill, 1991). Assim sendo, a avaliacdo dos
atomos de carbono presentes na molécula foi feita com base no espectro de RMN-

13C, bem como, na correlacéo direta *H-'3C pelo espectro de HSQC.

Pelo espectro de RMN-'H (figura 8) e suas expansées (figuras 9,10,11 e 12),
de RMN-3C (figura 13) e de HSQC (figura 14) foi possivel observar:

e Sinais bastante desblindados de hidrogénios em & 8,54, 8,31 e 8,18, todos

singletos, ligados aos carbonos em § 168, 141 e 152, respectivamente. Esses
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sinais sdo caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos vizinhos a
heteroatomos, principalmente, nitrogénio;

e Um dubleto em &~ 5,97,ligado ao carbono em § 91, caracteristico de
hidrogénio ligadoa carbono sp?, i.e., carbono em dupla ligacéo;

e Varios sinais entre § 4,00-3,00, caracteristicos de hidrogénios ligados a
carbonos funcionalizados do tipo sp?;

e Um sinal em § 1,23 ligado ao carbono em § 30, caracteristico de hidrogénios
metilénicos (R-CH»-R).

Entretanto, é possivel ainda perceber que a amostra apresenta impurezas
gue nao foram eliminadas durante a etapa de purificacdo. Essa amostra deveria ser
purificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa (CLAE / HPLC) em
uma coluna de fase reversa do tipo C18 ou mesmo em uma coluna derivatizada com
grupos aminopropil, uma vez que a amostra apresenta sinais caracteristicos de
hidrogénios ligados a carbonos vizinhos a nitrogénio. Porém, essa etapa nao podera
ser realizada, pois apesar do programa de mestrado da universidade possuir o

equipamento, 0 mesmo ainda nao foi instalado e, portanto, ndo pode ser utilizado.

Apesar da presenca de impurezas, é possivel verificar a presenca de um
composto majoritario, cujos sinais sdo mais intensos. Assim sendo, a analise dos
espectros se torna um pouco mais dificil e deve ser realizada com bastante cautela
para ndo confundir-se os sinais do compostos majoritario com 0s sinais das

impurezas.
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Figura 8: Espectro de RMN-'H da fracéo St.2-B.
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Figura 9: Expans&o do espectro de RMN-'H da fracéo St.2-B entre § 7,15-8,60 ppm.
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Figura 10: Expanséo do espectro de RMN-'H da fracdo St.2-B entre § 4,60-6,10
ppm.
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Figura 11: Expansdo do espectro de RMN-'H da fracdo St.2-B entre § 3,55-4,40
ppm.
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Figura 12: Expanséo do espectro de RMN-'H da fracdo St.2-B entre & 3,30-3,36
ppm.
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Figura 13: Espectro de RMN-*C da fracdo St.2-B.
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Figura 14: Espectro de HSQC da fracao St.2-B.
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Se compararmos os dados dos espectros RMN-*H, RMN-*C e de HSQC com
os dados estimados pelo programa Chem Draw Ultra para a tubercidina (figura 15),
composto amplamente isolado do extrato de S. tubercidicus, observa-se uma grande

diferenca nos deslocamentos quimicos, tanto de hidrogénio, quanto de carbono.

Analisando-se os dados para a fracdo St.2-B pode-se dizer que existe a
possibilidade da presenca de estrutura ciclica com atomos de nitrogénios e/ou
oxigénio, porém essa estrutura deve ser diferente do sistema biciclico derivado da
adenina.O grau de blindagem do proton pelos elétrons circulantes depende da
densidade eletrénica relativa em torno desse préton. A densidade eletrbnica em
torno do préton, por sua vez, depende em grande parte da presenca de grupos
eletronegativos. Quanto mais proximo destes grupos “retiradores de elétrons” menos
blindado estara o préton, diante disso a presenca dos sinais desblindados em 6 8,54,
8,18 e 8,31, indica a possibilidade da presenca de nitrogénio e/ou de oxigénio no
sistema ciclico ou mesmo de carbonila, em contrapartida, protons ligados a
carbonos de duplas e triplas ligagbes possuem blindagem relativamente alta, devido

a alta densidade eletrbnica das ligagbes T e absorvem energia num campo
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magnético mais alto, o que demonstra a diferenca com o sistema biciclico derivado

da adenina.

Figura 15: Estimativa dos deslocamentos quimicos deA - RMN-'H e deB -**C para a

tubercidina, através do programa Chem Draw Ultra.
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Fonte: Do autor, 2017

Analisando-se o espectro de HMBC da fracao St.2-B(figura 16) observa-se as
correlacdes a longa distancia:

e Entre o hidrogénio em 6 8,54 com o carbono em & 141;

e Entre o hidrogénio em 6 8,31 com o carbono em & 152;

e Entre o hidrogénio em 65,97; 5,96 com o carbono em 152;
e Entre o hidrogénio em 6 4,74 com o carbono em 6 91,

e Entre o hidrogénio em 6 3,53 com o carbono em § 62;

e Entre o hidrogénio em 63,87; 3,89 com os carbonos em § 74 e 71,

Observa-se uma correlacdo do hidrogénio ligado a carbono sp?(8~ 5,97) com
o carbono em 152, que faz parte de um provavel um sistema ciclico. Observa-se
ainda que o hidrogénio em 4,74 ppm correlaciona com o carbono em 6 91, da dupla
ligacdo, portanto, pode ser a continuacao de uma cadeia lateral do sistema ciclico ou

uma ponte entre dois sistemas ciclicos funcionalizados.
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Figura 16: Espectro de HMBC da fragao St.2-B.
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Fonte: Do autor, 2017

Através da analise do espectro de COSY (figura 17), é possivel observar as

correlacoes:

e Entre os hidrogénios desblindados em 6 8,54, 8,32 e 8,18 com eles mesmos;

e Entre o hidrogénio em dupla ligacdo em & 5,97 com os hidrogénios em 64,74
e vice-versa,

e Entre os hidrogénios em 6 4,74 com os hidrogénios em 84,32 e vice-versa;

e Entre os hidrogénios em 63,53 com os hidrogénios em & 4,32;

e Entre os hidrogénios em & 3,87 com os hidrogénios em & 4,32;

As correlacBes observadas corroboram com as conclusées obtidas a partir da
analise do espectro de HMBC, i.e., que o composto majoritario da fracdo St.2-B
pode ser constituido de sistema ciclico contendo nitrogénios e/ou oxigénio que nao
se correlaciona com o restante da estrutura, um outro sistema ciclico contendo
carbonos funcionalizados ou entdo uma cadeia lateral contendo carbonos
funcionalizados que correlacionam entre si. E ainda, que a ligac&do entre os sistemas

ciclicos ou o sistema ciclico e a cadeia lateral deve ocorrer a partir do carbono 91
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sp? ligado aos hidrogénios em & 5,97; 5,96, pois é a Unica correlacdo observada

entre esses possiveis sistemas ciclicos ou entre o sistema ciclico e uma possivel

cadeia lateral.

Figura 17: Espectro de COSY da fracéo St.2-B.
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Fonte: Do autor, 2017

Entretanto, apesar das muitas informacdes obtidas a partir dos espectros

discutidos neste trabalho, ainda ndo é possivel propor uma estrutura para o

composto majoritario da fracdo St.2-B. Ainda se faz necessaria a aquisi¢ao de outros

espectros, por exemplo de um DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization

Transfer), através do qual é possivel distinguir as hibridizaces dos carbonos
presentes na amostra (sp®, sp? ou sp) e de °N para se ter certeza ou descartar a

presenca desse atomo no possivel sistema ciclico.

A realizacdo do espectro de Massas da amostra através da técnica de

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) também sera

realizada para, em conjunto, com 0s espectros de RMN propor-se uma estrutura

para o composto majoritario da fracdo St.2-B e a publicagédo dos resultados obtidos.
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6.Conclusoes
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A partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel reproduzir o cultivo
do microrganismo endofitico Streptomyces tubercidicus isolado da planta Solanum
lycocarpum St. Hill (Lobeira), do Cerrado pertencente ao campus da UFSCar,
seguindo as condi¢cdes previamente descritas para se obter o extrato bruto desse
microrganismo. Destaca-se que esse resultado demonstrou que a linhagem é
bastante resistente ao tempo de armazenamento, pois quase dez anos ap0s seu

isolamento, essa ainda continua apresentando as mesmas caracteristicas de cultivo.

A partir do processo de separacdo e purificacdo do metabdlito secundario
bioativo de S. tubercidicus, utilizando-se técnicas cromatograficas, conclui-se que o
processo de purificacdo necessitaria de mais uma etapa de purificacao utilizando-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE / HPLC) e coluna de fase reversa C-18

ou uma coluna de fase reversa derivatizada com grupos aminopropil.

O processo de elucidagéo estrutural do metabdlito secundario bioativo isolado
de S. tubercidicus ainda néao foi concluido, mas é possivel concluir que néo foi
isolada a tubercidina, pois os dados dos espectros de RMN de *H e de *C do
composto majoritario isolado sdo bastante distintos dos dados simulados para a
tubercidina, além disso, a atividade biol6gica descrita para a tubercidina e bem
distinta da verificada no extrato e fragcdes obtidas pela purificacdo do extrato no

presente trabalho.
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7.Perspectivas futuras
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Pretende-se finalizar a aquisicao dos espectros de RMN e analisar a fracao
por espectrometria de Massas para completar a elucidagdo estrutural do
composto bioativo isolado e publicacdo do artigo cientifico dos resultados
obtidos,

J4 estd em fase final de preparacdo um artigo de revisdo sobre
microrganismos endofiticos, entre o autor deste trabalho, a orientadora e co-
orientadoras, em colaboracdo com a Profa. Dra. Jaine H. H. Luiz da UNIFAL,
gue também realiza pesquisa cientifica com microrganismos endofiticos. Esse
artigo sera submetido a Revista Brasileira de Ciéncia, Tecnologia e Inovacao,
vinculada ao PMPIT-UFTM,;

Pretende-se cultivar o microrganismo em biorreator nas mesmas condi¢oes
para obter-se maior quantidade de extrato bruto e realizar-se o processo de
isolamento e purificacdo deste composto para explorar-se melhor a atividade

contra bactérias Gram + e Gram — apresentada.
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