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RESUMO

O descobrimento de novas moléculas bioativas tem sido o grande alvo ao decorrer
dos anos da quimica dos produtos naturais, particularmente, micro-organismos tem
se evidenciado como uma importante fonte do descobrimento de novos farmacos.
Uma ampla gama de compostos provenientes de organismos microbianos sé&o
relatados na literatura, porém, recentes pesquisas demonstram que tais micro-
organismos podem sofrer indugdo por determinados agentes externos, quimicos ou
fisicos, através de mecanismos de defesa ou até mesmo o mutualismo existente em
determinado meio, produzindo novas estruturas quimicas, que até entdo, tinham sua
rota biosintética silenciada devido a metodologias padrdes de cultivo isolado. Atraves
de utilizacdo de culturas mistas de bactérias, o presente trabalho proporciona o
conhecimento da relacéo existente entre Pseudoxanthomonas indica e Shigella sp.,
ambas provenientes da rizosfera de Senna spectabilis. Para isso, as bactérias foram
cultivadas em meio de cultivo liquido czapek broth, sendo realizado o estudo do
crescimento das bactérias e producdo de metabolitos frente ao tempo, tendo em vista
uma maximizacao de resultados e maior inducdo de compostos quimicos. A utilizacédo
de ferramentas analiticas de analise rapida e eficiente como a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) associada a espectrometria de massas de alta resolugéo
(HRMS) propiciaram a obtencdo do perfil cromatografico dos micro-organismos
estudados em cultura mista e simples, sendo possivel observar a existéncia de
compostos quimicos produzidos apenas em co-cultura, evidenciado o potencial
existente da abordagem utilizada.

Palavras-chave: Senna spectabilis; Pseudoxanthomonas indica; Shigella sp.; co-cultivo;
rizosfera



ABSTRACT

The discovery of new bioactive molecules has been the big target to over the years the
chemistry of natural products, particularly micro-organisms has been shown to be an
important source of discovery of new drugs. A wide range of compounds from microbial
organisms are reported in the literature, however, recent research shows that these
micro-organisms can undergo induction by certain external, chemical or physical
agents, through defense mechanisms or even the existing mutualism on a particular
medium, producing new chemical structures, which until then had silenced their
biosynthetic route due to methodologies patterns of isolated farming. Through use of
mixed cultures of bacteria, this study provides knowledge of the relationship between
Pseudoxanthomonas indica and Shigella sp., Both from the rhizosphere of Senna
spectabilis. For this, bacteria were grown in liquid Czapek broth cultivation being
conducted the study of the growth of bacteria and production of metabolites against
time, with a view to maximizing results and greater induction of chemical compounds.
The use of analytics quickly and efficiently analyzes such as high-performance liquid
chromatography tools (HPLC) associated with high resolution mass spectrometry
(HRMS) enabled the obtaining of the chromatographic profile of microorganisms
studied in mixed and single culture, and you can to observe the existence of chemical
compounds produced only in co-culture demonstrated the potential of the approach
used.

Keywords: Senna spectabilis; Pseudoxanthomonas indica; Shigella sp.; co-culture;
rhizosphere
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1 INTRODUCAO

Durante a histéria do homem, desde as civilizacdes egipcias, greco-romanas e
chinesas, utiliza-se fontes naturais para alivio e cura de doencas (MOLINSKI, 2010).
Por possuirem essas propriedades, conduziram novas descobertas visando
moléculas medicamentosas  (Produtos Naturais), demandando estudos
interdisciplinares nas areas de quimica, biologia e medicina (NEWMAN; CRAGG,
2012).

Os Produtos Naturais (PNs) sdo metabolitos secundarios produzidos por
diversas fontes naturais como, plantas, micrébios e outros organismos, possuindo
uma enorme diversidade estrutural e quimica (MOLINSKI, 2010).

Em meados da década de 50, as descobertas da penicilina (1) e estreptomicina
(2) (Figura 1), por Alexander Fleming e Selman Abraham Waksman, respectivamente,
estimularam as pesquisas de produtos naturais voltadas ao descobrimento de novas
drogas (LI; VEDERAS, 2009)(ALY et al., 2010).

Figura 1 - Estrutura das moléculas de penicilina e estreptomicina.

\_'/3

O/\OH

W\

1 penicilina 2 estreptomicina

Contudo, ao final da década de 90, o emprego da técnica de triagem biologica
automatizada em alta escala (HTS — high throughput screening), que basea-se em

sinteses combinatdrias, substituiram o isolamento de produtos naturais, visto que,
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consistiam muitas vezes de extratos e fracdes parcialmente purificadas (LI;
VEDERAS, 2009).

Em 2015 apos a laureacédo com o Nobel em Fisiologia ou Medicina de Willian
C. Campbell e Satoshi Omura, pela descoberta do produto natural microbiano,
avermectina (3), e YouYou Tu pela artemisina (4) (Figura 2) juntamente com o avanco
de tecnologias analiticas, as pesquisas em PNs foram resgatadas, demonstrando a

sua importancia no cenario da terapéutica moderna (SHEN, 2015).

Figura 2 - Estrutura das moléculas de avermectina e artemisina.

3 avermectina 4 artemisina

1.1 Senna spectabilis

Senna spectabilis popularmente conhecida como sédo-jodo, cassia-do-nordeste,
canafistula-de-besouro e pau-de-ovelha, apresenta-se no Brasil nos estados de Santa
Catarina, Parana e algumas regides do sudeste (ALBUQUERQUE MELO, DE et al.,
2014).

As plantas dessa espécie sdo angiospermas com porte médio de 10 m, caule
com de 30-40 cm de diametro, e suas folhas sdo compostas por aproximadamente 12
pares de foliolos pontiagudos na extremidade, suas flores sdo amarelas e florescem

em buqués, ja seus frutos apresentam-se em favas (Figura 3).
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Figura 3 — frutos e flores de Senna spectabilis

Quanto a classificagdo da ordem taxonOmica a S. spectabilis apresenta a

seguinte hierarquia segundo Integrated Taxonomic Information System (ITIS):

reino Plantae
sub reino Viridiplantae
infra reino Streptophyta
super divisdo Embryophita
divisao Tracheophyta
subdivisédo Spermatophytina
classe Magnoliopsida
super ordem Rosanae
ordem Fabales
familia Fabaceae
género Senna
espécie spectabilis

Estudos associados a S. spectabilis denotou a presenca de alcaloides,
piperidinicos como, (-)-espectalina (5), 6-iso-espectalina (6), (-)-7-hidroxi-espectalina
(7), (-)-3-O-acetil-espectalina (8), (-)-espectalinina (9), (-)-6-iso-carnavalina (10),
carnavalina (11), leptofilina A (12), 3-O-acetil-leptofilina A (13) e leptofilina B (14).
(Figura 4).
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Figura 4 - alcaloides piperidinicos descritos por (SILVA et al., 2010) para Senna spectabilis
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Estudos indicaram que esses alcaloides piperidinicos apresentaram atividades
antinflamatorias, analgésicas, laxativas, anestésicas, antimicrobianas e
principalmente com protétipos inibidores da acetilcolinesterase sugerindo potencial
tratamento para o mal de Alzheimer (VIEGAS et al., 2004)(VIEGAS JUNIOR et al.,
2006) (BOLZANI et al., 1995) (ALEXANDRE-MOREIRA et al., 2003).

1.2 Rizosfera

A rizosfera refere-se a regido do solo, aproximadamente 1 mm de largura,
diretamente associada as raizes onde esté localizada maxima atividade microbiana.
O crescimento das plantas é controlado, substancialmente, pelo solo na regido
radicular, ambiente que a prépria planta ajuda a criar através dos seus exsudatos
(LINES-KELLY et al., 2005).

Os exsudatos sdo constituidos por 4gua, aminoacidos, acucares e acidos
organicos que atuam como mensageiros estimulando as interacdes fisicas e
bioldgicas entre as raizes e uma diversidade de organismos presentes no solo (EL-
SHATNAWI; MAKHADMEH, 2001).

Dentre os organismos encontrados na rizosfera destacam-se: bactérias,
actinomicetos, fungos, protozoérios, algas, nematbides, vermes enquitreideos,
minhocas, centopéias, lacraias, insetos, acaros, caracois, pequenos animais e virus
do solo que competem constantemente por agua, comida e espaco (FAURE et al.,
2009).

Essa atividade e diversidade biologica fazem com que a rizosfera seja o
ambiente mais dinadmico do solo. No entanto, o destino completo dos exsudatos na
rizosfera e a complexa natureza de suas reacdes no solo permanecem pouco
compreendidas e estudadas (LINES-KELLY et al., 2005; FAURE et al., 2009).

De maneira geral, até 2012, foram isolados 136 fungos filamentosos, 61
bactérias da rizosfera de S. spectabilis. Neste trabalho foram selecionadas duas

bactérias, Pseudoxanthomonas indica e Shigella sp.
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1.3 Bactérias

As bactérias que colonizam a area denominada como rizosfera sdo conhecidas
como rizobactérias. Elas podem atuar de forma indireta pela supresséao de doencas e
diretamente pela producédo ou alteracdo da concentracdo de fitormoénios, fixacdo de
nitrogénio, solubilizag&o de fosfatos ou outros nutrientes do solo, oxidagao de enxofre,
aumento da permeabilidade das raizes e producdo de sider6foros promovendo o
crescimento da planta (MARIANO & KLOEPPER, 2000).

Dentre as 61 bactérias isoladas da rizosfera de S. spectabilis podemos destacar
as Pseudoxanthomonas. indica e Shigella. sp., presentes neste trabalho.

O género Pseudoxanthomonas pertence a familia Xanthomonadaceae da
ordem Xanthomonadales. Os membros deste género sao aerobios, gram-negativos e
nao formadores de esporos. Sua espécie P. indica é lisa, esférica e possui coloracédo
amarelo forte, apresentando temperatura 6tima de crescimento em 28°C. (KUMARI et
al., 2011)

J& Shigella sp. pertence a familia Enterobacteriaceae da ordem
Enterobacteriales. Também sdo gram-negativas e ndo formadoras de esporos. Ao
contrario da bactéria anterior, sdo aerdbios e anaerobios facultativos, em formato de
bastonete. Sua temperatura de crescimento pode variar de 10-45°C tendo como
temperatura 6tima em 37°C (YANG et al., 2005).

Ha& poucos trabalhos que relatam o estudo dos metabdlitos secundarios
produzidos por essas bactérias. A diversidade estrutural e quimica destes produtos

naturais torna-se potencial a novos trabalhos e descobertas.

1.4 Co-cultivo microbiano

Os estudos de produtos naturais vindos de micro-organismos sédo usualmente
focados a partir de culturas individuais. Essa abordagem, por mais efetiva que seja,
nao é capaz de observar um comportamento proximo ao natural (Oslen, et al. ,1986).

Uma forma de contornar essa problematica € através do co-cultivo. Nele,
diferentes micro-organismos sao cultivados em um mesmo meio, induzindo a
competicao e/ou sinergismo entre eles.

Estas interacdes induzem uma resposta quimica, resultando no aumento de

alguns metabdlitos, reducdo, producdo de novos, ou ainda podem ndo sofrerem
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interacdo apresentando caracteristicas idénticas as culturas individuais, simulando
assim algumas interag@es bidticas (ALY et al., 2011).

O co-cultivo sugere um avanco nos estudos de produtos naturais uma vez que
foi pouco explorado na literatura. Assim ensaios de inducdo inter-espécie e inter-
género se fazem necessarios.

Tendo isso em vista, esta abordagem se torna valiosa, diante do panorama

exposto da exploracao racional da rizosfera.

1.5 Desreplicacéo

A “Desreplicagao” constitui um conjunto de metodologias rapidas de deteccéo
de substancias pertencentes a uma matriz bruta com o objetivo de evitar o re-
isolamento de compostos ja relatados na literatura. O processo de desreplicacéo inclui
0 acoplamento de técnicas de separacdo e deteccdo (HPLC-NMR - cromatografia
liguida com ressonéncia magnética nuclear; GC-MS - cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas e HPLC-MS - cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas), bem como bioensaios e analises que permitam a
comparacao dos conjuntos de dados obtidos através do uso de bibliotecas virtuais
detentoras de dados quimiotaxondmicos, farmacologicos e fisico-quimicos, tais como
NAPRALERT ou DNP (Dicionario de Produtos Naturais) (CORDELL et al., 1997,
LANG et al., 2008, NG et al., 2009).

A ressonancia magnética nuclear e a espectrometria de massas sdo as
técnicas mais utilizadas para a deteccdo da composicdo metabdlica de um
determinado sistema:

- A espectrometria de massas € altamente sensivel e proporciona informacfes
moleculares e padrdes de fragmentos para uma ampla gama de metabdlitos. No
entanto, requer a confirmacgao a partir de compostos padréo, que muitas vezes nao
esta disponivel, especialmente para substancias desconhecidas (TANG et al.,2009);

- A ressonancia magnética nuclear possui robustez e alta sensibilidade na
quantificacdo dos nucleos ativos organicos mais populosos: H, 13C, 1°N, 3!P e permite
gque um catalogo de espectros bidimensionais possa ser utilizado para obter
conectividade atbmica em uma molécula e subsequentemente a sua elucidagédo
(VERPOORTE et al., 2007; KIM et al., 2010). Entretanto possui baixa sensibilidade

intrinseca para baixas concentracdes de metabolitos e a sobreposicdo de sinais em
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uma mistura complexa dificulta a elucidacdo da estrutura destes compostos em baixa
concentracéo (TANG et al., 2009).

Para superar as limitacdes impostas pelos equipamentos e reunir as vantagens
das técnicas acima mencionadas, algumas metodologias e acoplamentos tém sido
desenvolvidos como é o caso da técnica hifenada que utiliza a combinacdo da
separacdo por HPLC, a deteccdo por DAD e MS, além de extracdo em fase sélida
(SPE - solid phase extraction) para o enriquecimento do metabdlito e RMN para a
revelacdo de conectividade nucleos (HPLC-DAD-MS-SPE-NMR) (JAROSZEWSKI,
2005; TANG et al., 2009)

Diante desse cenério que contempla desde o potencial etnofarmacoldgico que
foram base para estudos com resultados satisfatorios frente a ensaios preliminares de
bioatividade, que apontaram potencial promissor para uma exploracdo ainda mais
ampla da espécie em discussdo, esta pesquisa visa 0 estudo das rizobactérias
associadas a rizosfera da espécie Senna spectabilis. Objetiva-se conhecer a producéo
metabdlica dessas bactérias, e empregar ainda o uso da co-cultura de micro-
organismos que € uma abordagem que atualmente vem sendo bastante pesquisada.
O uso da co-cultura microbiana € de grande relevancia. Este tipo de técnica contempla
uma mimetizagdo do ambiente competitivo dos micro-organismos e aproximando-a do
ambiente natural. Isto associado a estudos que dispbe de propostas analiticas
utilizando das principais ferramentas espectroscopicas do estado da arte, ha
possibilidade do entendimento de associa¢des sinérgicas e da complexidade

micromolecular.
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2 OBJETIVOS

Cultivar em cultura simples e em cultura mista micro-organismos selecionados da
rizosfera de Senna spectabilis. Estudar a diversidade dos metabdlitos produzidos

pelos micro-organismos selecionados;

Monitorar o crescimento microbiano dos individuos selecionados;

Utilizar métodos de desreplicacao para analise dos metabdlitos secundarios dos

micro-organismos em estudo;

Estabelecer um paralelo entre os metabdlitos obtidos em cultura simples e em co-

cultura.
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3 MATERIAIS E METODOS

Estudos prévios sobre S. spectabilis.

Inicialmente, os estudos sobre S. spectabilis foram conduzidos por Marcos
Pivatto em 2009. Sementes dessas plantas foram coletadas a partir de vagens de
arvores adultas localizadas nas dependéncias do Instituto de Quimica UNESP-AQA.

Apoés a coleta das sementes, a Dr. Patricia Cardoso, promoveu um vasto e
promissor estudo sobre a rizosfera dessa espécie de plantas. Obtendo o isolamento
de 136 fungos, 61 bactérias (CARDOSO, 2015).

Para tal, foram seguidos alguns processos como a escarificagdo e germinacao
das sementes, cultivo das plantulas em rizotron e por fim, o isolamento de micro-
organismos.

No processo de escarificacdo e germinacgdo, sementes uniformes quanto a cor,
tamanho e estado de conservacdo foram selecionadas. A seguir, empregou-se a
metodologia descrita por Souza e colaboradores e Jeller e colaboradores (2001).
Apods, as sementes foram germinadas em placas de petri previamente estéreis,
contendo um papel de filtro com 4,0 mL de agua.

Para o cultivo de plantulas em rizotron, trés sementes geminadas foram
transferidas para recipientes contendo areia previamente tratada e levadas a casa de
vegetacdo. O meio de cultivo foi feito com solu¢des nutrientes baseadas nas
composicdes descritas por Clark (1975), e Hoagland e Arnon (1950). Antes de serem
levadas aos vasos de rizotron, as mudas foram lavadas com agua e hipoclorito de
sédio 2 % (v/v). Posteriormente, as plantas foram coladas nos vidros rizotron, onde as
partes aéreas foram deixadas para fora do recipiente. Em seguida, foi adicionado areia
sobre as raizes até cobertura de 5 cm.

Passados 60 dias em rizotron, a rizosfera da S. spectabilis foi coletada,
seguindo a metodologia adaptada de Aneja (2003). A partir de entdo, iniciou-se o
processo de identificacdo e isolamento dos micro-organismos (fungos, bactérias e
actinomicetes) presentes.

Assim, dentro do cenario de varios micro-organismos, para este trabalho foram

selecionadas as bactérias previamente identificadas como, Pseudoxanthomonas
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indica e Shigella sp., por apresentarem viabilidade e ndo conter relatos sobre co-

cultivo.

Materiais e Métodos.
3.1 Assepsia de materiais.

Para o estudo de crescimento, cultivo e manipulagdo dos micro-organismos, foi
empregada vidrarias como, placa de petri, espatulas, erlenmeyers, micropipetas, alcas
de niquel-cromo, previamente esterilizadas em autoclave por 20 minutos a

temperatura de 120 ° C e presséo de 1,5 atm.
3.2 Equipamentos

Para a esterilizacdo dos meios de cultura, frascos coletores de amostras e o
descarte do material microbioldgico, foi utilizado autoclave (Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda).

Para os experimentos de isolamento e inoculagcdo dos micro-organismos, foi
empregada uma Camara de Fluxo Laminar (Pachame PA 310-Série 172-99).

Para a agitacao dos erlenmeyers foi empregado um Shaker (WEQ CFWO08).

Para concentrar os extratos bacterianos foi empregado um evaporador rotatorio
a vacuo Bruchi R-114.

Para o estudo do crescimento bacteriano foi empregado um espectrofotbmetro
operando na faixa do ultravioleta e do visivel (UV/VIS) Amersham Biosciences,
Ultrospec 2100 pro.

Para a separacdo cromatografica dos extratos por polaridade, foi utilizado
Phenomenex® Knitex C-18 com 5 uym de tamanho de particula, apresentando
diametro interno 4,6 nm e largura 150 mm.

Para a andlise dos extratos previamente separados foram empregados
cromatografo liquido de alta eficiéncia HPLC-Shimadzu, acoplado as bombas modelo
LC-6 AD Shimadzu, sistema de controle SLC-10VP-Shimadzu e detector de arranjo
de diodos UV/VIS-Shimadzu PC 1520 — Diode Array. Cromatografo liquido de alta
eficiéncia HPLC Dionex® Ultimate 3000 (Sunnyvale, EUA), equipado com duas
bombas modelo DGP-3600RS, detector de arranjo de diodos (DAD) modelo
DAD3000(RS), amostrador automatico modelo WPS-3000 SL. Espectrémetro de
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massa ESI-MS micro-TOF, Bruker Daltonics (Billerica, MA, EUA.) que possui ionizador
por eletrospray (ESI). Espectrometro de massas LTQ-Orbitrap Velos, Thermo Fisher

Scientific.

3.3 Solucdes utilizadas

Para os meios de cultivo feitas foram feitas solu¢Ges que continham o Czapek®
Dox Broth e o Czapek® Doz Agar, com composicédo descrita na Tabela 1. Os meios
de cultivo foram preparados com agua deionizada (18 mQ, Milli-Q, Millipore) e

autoclavados durante 20 min, a 120°C e 1,5 atm.

Tabela 1: Composigdo do meio de cultivo Czapek Dox Broth® e o Czapek Dox Agar®.

Composicéao Massa (Q)

Sacarose 30
NaNOs3 3
Naz(PO)s 1
MgSOa4 0,5
KCI 0,5

FeSO4 0,01
Agar* 15

*presente apenas no Czapek Dox Agar®

3.4 Bactérias

As bactérias Pseudoxanthomonas indica e Shigella sp. foram selecionadas a
partir das 61 bactérias isoladas da S. spectabilis, previamente estudadas pela Dr.
Patricia Cardoso (CARDOSO, 2015).

3.5 Monitoramento do crescimento bacteriano

O monitoramento do crescimento bacteriano foi conduzido segundo Madigan
et al (2012), com modifica¢des. Assim, o pré-inoculo foi feio em diferentes erlenmeyers
com 100 mL de meio de cultivo liquido, adicionando as linhagens selecionadas e

deixando-as sob agitacdo a 110 rpm, por 48 horas a 25°C.
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Apbs as 48 horas de crescimento, 2,0 mL de solugéo foram transferidos para
Erlenmeyers com 300 mL de meio de cultivo liquido mantido sob agitacdo de 110 rpm
e a 25 °C. Posteriormente, foram retiradas aliquotas de 6 em 6 horas para a
determinacdo da densidade Optica em espectrofotbmetro de UV/VIS, analisando

comprimento de onda em 600 nm (Figura 5).

Figura 5 - Representacdo esquematica da metodologia empregada para curva de crescimento.
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3.6 Cultivo e co-cultivo das bactérias

Inicialmente, as bactérias de Pseudoxanthomonas indica e Shigella sp.
codificadas como CSP-49 e CSP-52b respectivamente, foram repicadas em placas de
Petri separadamente contendo o meio Czapek Dox Agar e 100 mL do meio Czapek
Dox Broth e posteriormente foram incubados por 24 h.

Apbs essa etapa, essas bactérias foram inoculadas em Erlenmeyers contendo
300 mL de meio Czapek Dox Broth, sobre agitacdo de 110 rpm e temperatura de 27
°C para posterior extracdo do extrato bruto. E importante ressaltar, que nesta etapa
também foi feita a inoculacéo do branco, ou seja, apenas o meio de cultivo.

Para o co-cultivo, aliquotas de 2,0 mL dos dois pré-indculos de cada bactéria
separadas e foram inoculadas em Erlenmeyers contendo 300 mL de Czapek Dox

Broth para incubacéo, e estas foram denominadas CSP-MIX.
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3.7 Obtencao do extrato bruto

Para a obtencao do extrato bruto, foi necessaria a etapa de extracao liquido-
liquido dos metabdlitos secundarios produzidos pelas linhagens CSP-49, CSP- 52b e
CSP-Mix.

ApGs o periodo de incubacdo das linhagens, para cessar seu crescimento,
foram adicionados 50 mL de acetato de etila (AcOEt). Em seguida, a solucédo foi
filtrada, e submetida a extracdo multipla liquido-liquido com trés aliquotas de 500 mL
de AcOEt como solvente extrator, a fase organica foi concentrada em evaporador
rotatorio a vacuo, fornecendo os extratos brutos.

Os extratos foram suspensos em metanol grau HPLC e filtrados em membrana
0,22 um para posterior analise do perfil cromatografico (HPLC-CAD) e analise dos
metabdlitos (HPLC-ESI-TOF e HPLC-MS/MS).

3.8 Andlises cromatograficas

Para a analise em HPLC-CAD foram utilizadas como fases modveis agua
(bomba A) e metanol (bomba B), ambos acidificados com 0.1% V/V de &cido férmico.
O gradiente utilizado nas analises esta descrito abaixo.

Tabela 2. Gradiente exploratério empregado nas andlises de HPLC-CAD, para as amostras CSP-49,
CSP-52b e CSP-MIX.

Tempo (min) Acao Valor (%)
0.01 B. Conc 5

10.01 B. Conc 5

45.00 B. Conc 100
55.00 B. Conc 100
65.00 B. Conc 5

70.00 B. Conc 5

70.01 Stop




26

3.9 Andlises de espectrometria de massas

Os parametros para aquisicdo de dados por a analise de espectrometria de
massas foram 4,500 kV, temperatura de dessolvatacéo de 450 ° C, pressao de gas de

nebulizagcdo em 10 psi e energia de colisao de 25 eV.



27

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram adquiridos em trés etapas; a primeira visou o0
monitoramento do crescimento bacteriano; a segunda, contemplou a obtencdo dos
perfis cromatograficos em cultura simples e co-cultura e a terceira, propostas de

moléculas utilizando banco de dados através de analise de massas em alta resolucao.
4.1 Monitoramento do crescimento bacteriano

O monitoramento da velocidade de crescimento bacteriano € de crucial para
conhecimento do ciclo biolégico dos micro-organismos selecionados. Utilizando-se
deste, € possivel prever a producdo de metabdlitos, sejam eles priméarios ou
secundarios. A producao de metabolitos primarios tem por inicio na fase Log, fase
onde h& um intenso crescimento bacteriano, por sua vez, a producdo de metabdlitos
secundarios ocorre na fase estacionaria da curva, fase onde o crescimento bacteriano
alcanga uma cinética de equilibrio (MADIGAN, 2012).

Os resultados do estudo de crescimento das células bacterianas séo

representados a seguir (Figura 6).

Figura 6 - Curva de monitoramento do crescimento das linhas Pseudoxanthomonas indica (CSP-49) e
Shigella sp. (CSP-52b)
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Pode ser observado na Figura 6 que as bactérias apresentaram trés fases de
crescimento, Lag, Log e estacionaria. A fase Lag ou fase de adaptacédo das duas
linhagens sédo semelhantes, a fase Log, de maior crescimento, ambas se mostraram
diferentes. A linhagem CSP-49 apresentou maior taxa de crescimento, sendo assim,
essa linhagem atinge a fase estacionaria em um menor tempo. A fase estacionaria, a
fase de interesse, iniciou-se em ~ 66 horas de incubag¢do na linhagem CSP-49,
enquanto na CSP-52b iniciou-se em ~ 72 horas de incubac&do. Admite-se que os
tempos de inicio da fase estacionaria para as distintas bactérias compreende um
intervalo de 6 horas, o que pode ser um fator de influéncia na produgéo de metabdlitos

no cultivo misto entre as duas linhagens.
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4.2 Fingerprint das linhagens bacterianas

Todos os extratos obtidos apds incubacdo das linhagens bacterianas foram
analisados quanto ao seu perfil cromatografico, empregando deteccdo por aerossol
carregado.

Em busca da elaboragédo de um perfil cromatogréfico, junto a analise dos perfis
dos extratos brutos provenientes das amostras CSP-49 (Figura 7), CSP-52b (Figura
8) e CSP-MIX (Figura 9), a ultima consiste no extrato resultante do metabolismo misto
entre CSP-49 e CSP-52b. Foi realizada também analise cromatografica do extrato do
branco (meio de cultivo sem o indculo). Todos os cromatogramas a seguir apresentam
0s experimentos realizados comparando-os com perfil do branco (cromatogramas
preto) com a finalidade de fazer uma relacdo direta entre 0s compostos pertencentes

ao meio utilizado e os produzidos pelos micro-organismos.

Figura 7 - Fingerprint obtido a partir de andlise por HPLC-CAD para o extrato CSP-49 (preto) e czapek
(vermelho).

00 T T T ] T
— C3P-49
Czapek
400 - -
=1
o 300 S 4
o
L=
m
=
c 2004 i
L4 k]
E
100 - J
j-j‘n T LI
! I 1 1
0 20 4D 80

Tempo de retencao, min



30

A Figura 7 acima evidencia a complexidade do perfil quimico produzido pela
bactéria P. indica, apresentando uma composicdo majoritaria de compostos de
caracteristicas apolar, a sobreposicdo dos cromatogramas (czapek e CSP-49),
apontam que os compostos sdo produzidos pela bactéria e ndo provenientes do meio
de cultivo.

Picos presentes no cromatograma evidenciam caracteristicas intrinsecas do
extrato obtido a partir do metabolismo aerobio de Pseudoxanthomonas indica,
chamando a atenc¢éo para o pico em tempo de retencéo de 44,49 min e intensidade
de 75,14 pA que se apresenta como majoritario dentre os componentes do extrato.
Vale ressaltar que proximo ao mesmo intervalo de tempo ha um pico relativo ao branco
gue apresenta intensidade 12,89 pA, o que pode indicar que esse composto seja

proveniente do meio de cultivo.

Figura 8 - Fingerprint obtido a partir de andlise por HPLC-CAD para o extrato CSP-52b (preto) e czapek
(vermelho).
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De maneira analoga ao apresentado na Figura 7, é possivel observar também
a producdo de compostos com caracteristicas apolares (Figura 8). Em comparacao
ao perfil do branco, mais uma vez, se faz presente um pico no extrato de CSP-52b
préximo a 44,4 min o que reforca que esse sinal pertence ao meio de cultivo (Figura
8). Comparando os dois perfis, de CSP-49 e CSP-52b, é possivel observar
carateristicas distintas entre os extratos (Figuras 7 e 8). Como exemplo 0s sinais em
39,04; 43,44; 46,85 min, entre outros, que sO sdo observados no cromatograma do
extrato de CSP-52b (preto). Outros exemplos sdo os sinais particulares do extrato de
CSP-49 (vermelho) nos tempos de retencéo de 38,11; 39,44; 41,93 min.

Por fim, temos a analise de fingerprint proveniente do extrato da co-cultura

entre as linhagens de P. indica e Shigella sp. codificado com CSP-MIX (Figura 9).

Figura 9 - Fingerprint obtido a partir de analise por HPLC-CAD para o extrato CSP-MIX (preto) e czapek
(vermelho).
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A analise cromatografica possibilita observar simultaneamente sinais
caracteristicos dos extratos de CSP-49 e CSP-52b, como por exemplo a faixa do

tempo de retencdo de 40 a 50 min, mas também €& observado uma regido exclusiva



32

do co-cultivo (25-35 min), isso pode ser devido a interagcdes entre 0s micro-
organismos, que podem revelar vias biosintéticas distintas de quando os micro-
organismos sao cultivados isoladamente.

E observavel aqui que o cromatograma apresenta caracteristicas dos mesmos
associados as monoculturas das linhagens, assim mostrando picos que ja séo
presentes nas culturas. A Figura 10, apresenta a sobreposi¢do dos cromatogramas
do czapek, CSP-49, CSP-52b e CSP-MIX, afim de melhor reportar as semelhancas
e/ou diferenca apresentada nos fingerprints aqui discutidos.

Figura 10 — Sobreposi¢do do perfil cromatogréafico dos extratos CSP-49, CSP52b e

CSP-MIX.
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4.3 Analises por espectrometria de massas de alta resolucéo

Foram realizadas analises de espectrometria de massas de alta resolucdo das
linhagens selecionas e do co-cultivo.

As massas de alta resolugdo de cada metabolito produzido pela P. indica foram
adquiridos e comparados com auxilio de bases de dados ja consolidadas na literatura
como: METLIN (Metabolite and Tandem MS Database); DNP (Dictionary of Natural
Products); MassBank (High Quality Mass Spectral Database) e ECMDB (E. coli
Metabolome Database), assim, foi possivel propor algumas possiveis moléculas.

A figura a seguir representa pico referente ao ion extraido do cromatograma de
ions totais para o extrato de CSP-49 (Figura 11).

Figura 11 - Cromatograma de ions totais do extrato de CSP-49 (P. indica).
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Para contemplar uma melhor visualizacdo dos ions utilizados para busca nas

base de dados foram extraidos TIC os ions de interesse.
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Figura 12 - Pico relativo ao ion extraido m/z 146,0617 do TIC de CSP-49 (P. indica).
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No tempo de retengdo de 23,4 min temos o ion [M+H]* = m/z 146,0617 como

propostas para referida massa:
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O

Massa 145,0527 145,0527
Nome quinolin-2-ol Indol-3-carbaldeido

CAS No. 59-31-4 487-89-8
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Figura 13 - Picos relativos aos ions extraidos [M+H]+ = m/z 245,0248 e [M+Na]+ =267,0089 do TIC
de CSP-49 (P. indica).
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No tempo de retencao de 27,4 min temos o ion [M+H]* = m/z 245,0248 como

propostas para referida massa séo;
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CAS No. 480-00-2 36791-04-5



Figura 14 - Pico relativo ao ion extraido [M+H]+ = m/z 382,1551 do TIC de CSP-49 (P. indica).
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No tempo de retencéo de 33,42 min temos o ion [M+H]* = m/z 382,1551 como

propostas para referida massa séo:

Estrutura

(0]

Massa 381,1787
Nome otosenina

CAS No. 16958-29-5
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Figura 15 - Picos relativo ao ion extraido [M+H]+ = m/z 301,1414 do TIC de CSP-49 (P. indica)
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Figura 16 - Pico relativo ao ion extraido [M+H]+ = m/z 315,1567 do TIC de CSP-49 (P. indica).
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tempo de retencédo de 40,12 min temos o ion [M+H]* = m/z 315,1567 como

propostas para referida massa sao:

S O
ogs I
\ﬂ/\/

Massa 314,1549 314,1518
Nome Clomipramina Menadiol dibutirato

CAS No. 303-49-1 53370-44-8
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Foi também realizada analise de espectrometria de massas de alta resolucao
da linhagem CSP-52b (figura 17).

Figura 17 - Cromatograma de ions totais para o extrato de CSP-52b (Shigella sp.).
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Utilizou-se dos mesmos bancos de dados para a procura de propostas dos
metabdlitos de CSP-49. Comparando os dois perfis quimicos dos extratos, fica
evidente, mais uma vez, a producao de compostos diferentes, devida a presenca de
distintas massas de alta resolucéo existente em cada TIC. Dessa forma, as Figuras
seguintes representam os ions extraidos do cromatograma de ions totais do extrato
de CSP-52b.
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Figura 18 - Picos relativos aos ions extraidos [M+H]+ = m/z 147,0930 e m/z 279,1349 do TIC de CSP-
52b (Shigella sp.)
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No tempo de reten¢do de 18,31 min temos o ion [M+H]* = m/z 279,1349 como

propostas para referida massa,
OH (O

N/Ko
Estrutura i rL
OH Y\O/
HN o ©

Massa 278,1266 278,1266

Iz

Nome prolil-tirosina oxadixil

CAS No. - 77732-09-3
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Ainda nesse tempo de retencao, temos o ion [M+H]+ = m/z 147,0930 e também

como propostas para referida massa;

A\
\

Estrutura N /
/> W

N

Massa 146,1891 146,1877
3,4-dimetilpirrol[1,2-

alpirazina

Nome 5,6-Dimetilbenzimidazol

CAS No. 582-60-5 64608-64-6
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Figura 19 - Picos relativos aos ions extraidos [M+H]+ = m/z 243,0883 e [M+Na]+ = m/z 265,0702 do

TIC de CSP-52b (Shigella sp.)
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No tempo de retencao de 27,2 min temos o ion [M+H]* = m/z 243,0883 como

propostas para referida massa séo:
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Figura 20 - Pico relativo ao ion extraido [M+H]+ = m/z 295,1891 do TIC de CSP-52b (Shigella sp.)
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No tempo de retencéo de 31,40 min temos o ion [M+H]* = m/z 295,1891 como

propostas para referida massa séo:

L
Estrutura O N O
Massa 294,1831 294,2096
Nome Fitotuberina Trimipramina

CAS No. 37209-50-0 739-71-9
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Figura 21 - Pico relativo ao ion extraido [M+H]+ = m/z 329,1727 do TIC de CSP-52b (Shigella sp.)
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No tempo de retencéo de 41,21 min temos o ion [M+H]* = m/z 329,1727 como

propostas para referida massa séo:
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Nome guaiacina labetalol

CAS No. 36531-08-5 36894-69-6
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Figura 22 - Pico relativo ao ion extraido [M+H]+ = m/z 282,2801 do TIC de CSP-52b (Shigella sp.)
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No tempo de retencdo de ~ 43,91 min temos o ion [M+H]* = m/z 282,2801,

temos as seguintes propostas:

HO

Estrutura S N N N NN NN

Massa 281,1415 281,2791
Nome floribundina oleamida

CAS No. 3153-55-7 301-02-0
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Mais uma vez, é valido ressaltar que as propostas oriundas das bases de dados
nao sao suficientes para identificacéo estrutural dos compostos presentes no extrato,
ainda que as propostas obedecam ao limite de 10 ppm, a falta de estudos quimicos
dessa bactéria presente na literatura dificulta a desreplicacéo.

O perfil quimico por espectrometria de massas do co-cultivo também foi tragado

para avaliagdo dos metabdlitos (Figura 23).

Figura 23 - Cromatograma de ions totais para o extrato da co-cultura entre as linhagens CSP-52b
(Shigella sp.).e CSP-49 (P. indica).
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Para o perfil do extrato de co-cultivo das linhagens bacterianas estudadas,
observou-se massas ja conhecidas no perfil dos extratos de monocultura, como por
exemplo: m/z 267,0082 no tempo de retengao 27,5 min; m/z 382,1552 no tempo de
retencdo de 33,3 min, que estdo presentes no perfil quimico do extrato da bactéria P.
indica, 0 que aponta que estes compostos sao produzidos por essa bactéria, assim
como ja relatado na andlise de dados por HPLC-CAD. Para o perfil de MS, o mesmo
comportamento se repete, sdo observadas algumas massas que séo identificadas
apenas para o extrato de CSP-MIX, extrato que corresponde aos ions: m/z 373,1525;
m/z 373,1529 e m/z 373,1528 de tempos de retencdo 29,2; 29,8 e 30,9 min,

respectivamente, por apesentarem semelhantes massas de alta resolucdo e tempo
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de retencdo préximos, sugere-se que sejam isébmeros (Figura 24). Outro exemplo
evidente de ion presente apenas no extrato da co-cultura € o m/z 302,0977 com tempo

de retencéo de 19,2 min.

Figura 24 — Regido ampliada de 27,5 min — 31,5 min do cromatograma de ions totais para o extrato
da co-cultura entre as linhagens CSP-52b (Shigella sp.).e CSP-49 (P. indica).
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A escassez de nutrientes foi também um fator limitante para propiciar um
ambiente mais competitivo entre as bactérias, o que pode ter remetido a um ambiente
de maior interacdo dinamica, forcando a producdo de novos compostos. O uso do
meio de cultivo czapek broth induz uma competitividade ou ainda uma sinergia para
sobrevivéncia das linhagens, ja que é composto em sua maioria em sacarose, cCOmo
fonte de carbono, pequenas quantidades de minerais como os sais de sulfato (SO4),
nitrato (NO3°), cloreto (CI) e difosfato (HPO4%) (Tabela 1).

A Figuras 27 representa um mapa bidimensional de m/z vs. tempo de retengéo,

evidenciando os compostos que so foram produzidos em co-cultivo.



Figura 25 - Mapas de ions 2D dos extratos (Rt vs. m/z), CSP-49
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Figura 26 - Mapas de ions 2D dos extratos (Rt vs. m/z), para o extrato de CSP-52b
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Figura 27 - Mapas de ions 2D dos extratos (Rt vs. m/z), para o extrato CSP-MIX
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Os sinais destacados em vermelho contemplam compostos que sO estdo
presente no co-cultivo, é possivel também verificar a contribuicdo de cada um dos
extratos de monocultura (Figura 25) e (Figura 26), para com o extrato de co-cultivo
(Figura 27). A regido mais apolar no mapa do co-cultivo apresenta caracteristicas que
sao pertencentes ao extrato da bactéria Shigella sp., a regido polar a média polaridade
contempla caracteristicas pertencentes ao perfil quimico do extrato de P. indica.

Assim como para os demais extratos, foi realizada uma busca em base de
dados de possiveis moléculas para os ions em destague no mapa de ions do co-
cultivo.

A Figura 28 subsequente apresenta o pico referente ao ion extraido do
cromatograma de ions totais do extrato proveniente do co-cultivo das linhagens

bacterianas estudadas (Figura 28).



Figura 28 - Pico relativo ao ion extraido [M+H]+ = m/z 302,0977 do TIC de CSP-MIX (co-cultivo.)
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Figura 29 - lon extraido [M+H]+ = m/z 250,1124 do TIC de CSP-MIX (co-cultivo.).
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Figura 30 - Pico relativo ao ion extraido [M+H]+ = m/z 373,1524 do TIC de CSP-MIX (co-cultivo.).
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Para o tempo de reteng&o 29,2 min, [M+H]* = m/z 373,1524

HOAOHK\O . O | o i
Estrutura W
\ HO' O
/ OH 0\
Massa 372,0876 372,1420
Nome glafenina siringina
CAS No. 3820-67-5 118-34-3

Para tentar confirmar as propostas sugeridas pelas bases de dados consultadas,

foi realizado um estudo de massas por fragmentacdo em modo tandem (do tipo

MS/MS), para alguns dos ions proveniente do extrato do co-cultivo, uma vez que o

mesmo dispde das relagbes m/z dos extratos de monoculturas e também os ions que

apenas sao existentes no cultivo misto.
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As Figuras subsequentes, dispdem dos valores de m/z dos ions alvos, e também
os fragmentos gerados por meio do experimento HPLC-MS/MS, dados foram
adquiridos por meio de um equipamento HPLC- LTQ-Orbitrap Velos.

Figura 31 - Fragmentograma relativo ao ion alvo m/z 250.
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Figura 32 - Fragmentograma relativo ao ion alvo m/z 282.
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Figura 33 - Fragmentograma relativo ao ion alvo m/z 302.
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Figura 34 - Fragmentograma relativo ao ion alvo m/z 313.
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Figura 35 - Fragmentograma relativo ao ion alvo m/z 354.

57

Relative Abundance

100+

90

80

70

109,12

100 120

134,66 14942

140

173,10

160 180

203,59 216,93

200

220

25526 270,08 29232 31468

240 260 280 300
miz

322,05

326,08

320 340

33723 35723 37968

360 380

Figura 36 - Fragmentograma relativo ao ion alvo m/z 373.
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Figura 37 - Fragmentograma relativo ao ion alvo m/z 389.
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Figura 38 - Fragmentograma relativo ao ion alvo m/z 475.

475,33

i
=)
7

©
o

(o]
o

~
o

(=2}
o

317,11

S
o

Relative Abundance
w
o

w
o

N
o

s
o

e 457,32

142,06

17377 191,02 240,89 262,42 291,32

35224 37555 40695 42655 49584

150 200 250 300 350 400 450 500
miz




59

De posse das possiveis moléculas sugeridas pelas bases de dados, ndo foi
possivel detectar nenhuma molécula (dentro de um erro 10 ppm) para os ions
geradores dos fragmentos atendessem as possiveis fragmentacdes adquiridas pela
analise de MS/MS. De antemao, sugere-se que as respectivas moléculas aqui citadas
dentre outras investigadas podem nao pertencer aos extratos em estudo. Vale
ressaltar, que as bases dispdem de um vasto exemplar de moléculas descrita de
inumeras fontes de produtos naturais.

Se referindo a Shigella sp., ainda que se tenha conhecimento do género e nao
espécie definida como no caso da P. indica, ndo foi possivel encontrar na literatura
estudos que tratasse de andlise dos metabdlitos produzidos por esse género. O que
€ possivel encontrar, sdo estudos que contemplam outra area de aplicabilidade como
o trabalho de Meng e colaboradores, (2015) que estudaram a capacidade do género
de Pseudoxanthomonas sp. em degradacao di(2-etilexil) ftalato (DEHP, do inglés) e
juntamente a capacidade de desnitrificacdo, o que apontou a capacidade da espécie
em utilizar do DEHP como fonte de carbono e energia, e ainda, evidenciando a
possibilidade de desnitrificacdo e reducao de nitrato e nitrito. J& para Shigella que é
um género mais conhecido devido ao seu potencial patogénico, se comparado a
Pseudoxanthomonas, ha estudos que visam a inibicdo de uma espécie pertence a
esse género, entre eles segue o trabalho de Mabel Lum e colaboradores (2013), que
visaram a inibicao de espécie de S. flexneri, um patégeno que faz vitima desde adultos
até criancas de idade inferior a 5 anos.

Todavia a aplicacdo da desreplicacdo aqui associada com uso das bases de
dados para identificacdo de moléculas para extratos ndo foi suficiente para
identificacdo de compostos pertencente a matriz de estudo.

Sugere-se, um fracionamento desses extratos estudados, seguido do uso da
técnica de extracdo em fase solida (SPE - solid phase extraction), para melhor

elucidacao estrutural dos compostos dos extratos.
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5 CONCLUSOES

O estudo de crescimento bacteriano foi uma etapa crucial para obtencéo de um
extrato mais rico em metabdlitos secundarios. Foi indispensavel conhecer a curva de
crescimento para assim programar uma melhor fase para extracéo, seja em culturas
iIsoladas ou cultura mista.

Técnicas como HPLC-CAD, HPLC-HRMS, MS/MS e RMN que possibilitaram o
estudo em amostras em pequenos volumes. Assim, propiciou uma guimica mais
verde, em termos de consumo excessivo de solventes.

O emprego de estratégias que contemplam a desreplicacdo é de grande valia
para estudo de metabdlitos secundarios, ainda que estes sdo encontrados em meio a
um extrato de alta complexidade.

A aplicacdo da desreplicacdo além de evitar o re-isolamento de substancias ja
descritas na literatura, contribuiu para uma abordagem que também segue a quimica
verde.

A necessidade indispensavel de base de dados, acarreta a analise certa
dificuldade, pois se tem conhecimento na literatura de bastante compostos oriundos
das partes aéreas até sistema radicular. Quanto a metabdlitos provenientes de
bactérias, ainda ha pouco relatos.

Esses estudos relacionados a metabdlitos provenientes de bactérias presentes
na rizosfera pode desencadear um amplo leque de compostos novos para as
inumeras aplicac@es, contribuindo de suporte para pesquisas subsequentes.

Com as ferramentas utilizadas até entdo, foi possivel analisar a vasta riqueza
dos extratos obtidos. Podendo-se verificar a presenca de possiveis produtos
provenientes dos micro-organismos associando-os a rizosfera de S. spectabilis, fato
gue estimula a investigacdo mais profunda dessa microbiota e suas intera¢des tanto

por meio das culturas isoladas, como em co-cultivo.
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6 PERSPECTIVAS

A quimica envolvente nos produtos naturais sempre recebeu grande enfoque
em pesquisas que visam a descobertas de farmacos. Ao decorrer dos anos, bactérias
e fungos se tornaram uma fonte atrativa para obtencdo de medicamentos.

A extensa biodiversidade de organismos, em conjunto com uma vasta
qguimiodiversidade existente em um mesmo género, possibilitam diferentes
abordagens para a prospecc¢ao de novas drogas.

Diversas metodologias podem ser aplicadas no cultivo de micro-organismos
para uma dada pesquisa, estimulando de maneira diferente genes e rotas biosintética,
ou até mesmo inibindo a producéo de determinados metabdlitos.

Apesar do crescente numero de trabalhos na area, ainda existe uma escassez
no numero de compostos presentes na literatura para determinadas espécies de
micro-organismos.

As perspectivas para esse trabalho, circundam para analise mais pontual
desses metabdlitos. Desse modo, os resultados aqui preliminares, propiciardo a
exploracdo mais minuciosa dessa gama de dados.

Contudo, espera-se a elucidacdo dos componentes que compde esses
produtos incubacé&o das linhagens associadas a rizosfera de S. spectabilis, em ambos

0s extratos de cultura simples e co-cultura.
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