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RESUMO

Este trabalho relata o isolamento e a caracterizagdo de um novo metabdlito hexapeptidico linear com potencial bioativo produzido por um
microrganismo marinho (Streptomyces sp. SS99BA-2), utilizando técnicas de extracéo liquido-liquido, cromatografia liquida acoplada a
extracdo em fase solida (LC-SPE), além de RMN e espectrometria de massas de alta resolugéo.
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Introducéao

O estudo da quimica de produtos naturais provenientes de
plantas, animais e microrganismos tem resultado na descoberta de
in0meros compostos organicos com aplicagBes relevantes,
incluindo farmacos, pesticidas, antibiéticos e antiflingicos. Nesse
contexto, o ambiente marinho, que representa mais de 95% da
biosfera terrestre, tem se mostrado uma fonte promissora de
metabolitos secundérios com potencial bioativo. Microrganismos
marinhos, em particular, tém despertado crescente interesse por sua
capacidade de produzir compostos inéditos e pela facilidade de
cultivo e escalonamento em comparagdo com organismos maiores.

O Streptomyces sp. SS99BA-2, isolado de sedimentos
marinhos coletados no Canal de S8o Sebastido (litoral norte do
Estado de S&o Paulo, Brasil), tem se revelado uma fonte valiosa de
novos metabolitos. Trabalhos anteriores com essa cepa resultaram
na identificacdo de quatro pirazinonas (1) e dois poliquetideos
fosforilados (2) com estruturas inéditas. Dando continuidade a essa
linha de investigacdo, o presente estudo descreve o isolamento e a
caracterizacdo de um novo metab6lito hexapeptidico linear
produzido por essa mesma cepa, empregando técnicas de extracao
liquido-liquido, cromatografia liquida acoplada a extragcdo em fase
solida (LC-SPE) e analises espectroscépicas avancadas (RMN e
espectrometria de massas de alta resolucéo).

Experimental

O Streptomyces sp. marinho SS99BA-2 foi cultivado em
meio GYM (glicose, extrato de malte e extrato de levedura, pH
7,2). A reativacdo do microrganismo foi realizada em frascos
Erlenmeyer contendo meio de reativacdo, inoculados com culturas
preservadas em criotubos. As culturas foram mantidas em agitador
a 28°C por 24 horas, sendo o crescimento visualizado por
alteracGes na turbidez, cor e formacdo de biofilme. Em seguida, o

cultivo foi escalonado para frascos maiores contendo meio GYM,
com volume final de 1000 mL, e incubado por 72 horas. Apds o
cultivo, o caldo fermentativo foi centrifugado para separacdo
celular, e o sobrenadante foi extraido sequencialmente com acetato
de etila (AcOEt) e butanol (BuOH). A evaporacdo do extrato
butandlico gerou 10 mg de material seco.

Uma aliquota de 3 mg do extrato foi dissolvida em 1,5 mL
de uma mistura 1:1 de agua Milli-Q e metanol, filtrada por
membrana PVDF e submetida & analise por HPLC. A separacgao
cromatografica foi realizada em coluna C18 com fase mdvel
composta por agua e acetonitrila, ambas contendo 0,05% de TFA.
A analise por HPLC foi realizada com volume de inje¢do de 20 uL
e fluxo de 1,0 mL/min, monitorando o comprimento de onda de
210 nm (selecionado com base na maior absor¢do detectada por
analise DAD-2D). Utilizou-se como fase movel o eluente A (agua
Milli-Q com 0,05% de TFA) e o eluente B (acetonitrila com 0,05%
de TFA).

O composto foi retido em cartuchos de extracdo em fase
solida (SPE), utilizando sistema automatico. Apos 20 injecdes
sucessivas, os cartuchos foram secos com fluxo de nitrogénio e o
composto eluido com CDsOD diretamente em tubos de RMN,
resultando na obten¢do de 200 pg do hexapeptideo.

As analises foram realizadas utilizando um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, Agilent 1200
series) acoplado a um trocador automatico de cartuchos SPE
(Bruker Biospin). As andlises espectroscopicas incluiram
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), realizada em espectrdmetro Shimadzu IR Prestige-21, e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), utilizando
um espectrometro Bruker Avance III (600 MHz) equipado com
crioprobe. A caracterizagdo de massas foi realizada por
espectrometria de massas MALDI-TOF, utilizando o equipamento
Bruker Autoflex Speed.
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Resultados e Discussao

A identificacdo do composto majoritario na fracdo B5SGP foi
realizada por meio da analise detalhada dos espectros de RMN de
'H e das correlacdes bidimensionais gCOSY, gHSQC e gHMBC.
Os dados indicaram que trata-se de um hexapeptideo modificado,
uma classe comum de metabdlitos secundarios produzidos por
estreptomicetos, porém com uma estrutura inédita. A
espectrometria de massas de alta resolucdo permitiu determinar a
formula molecular do composto com base no ion molecular
observado. O sinal correspondente ao fon [M+H]" foi detectado em
m/z 750,4117, compativel com a massa exata de uma molécula
protonada. A partir desse valor, foi atribuida como férmula
molecular mais provavel CssHss010Ns, condizente com a estrutura
proposta do hexapeptideo e com os dados espectroscopicos obtidos
por RMN.

Todos os aminoacidos foram elucidados apds analise
extensiva dos dados de RMN. A identificacdo da unidade de
capreomicidina, por exemplo, na estrutura do hexapeptideo foi
realizada por meio da andlise cuidadosa dos deslocamentos
quimicos e das correlacbes observadas nos  espectros
bidimensionais de RMN. Na regido de hidrogénios metilénicos,
foram detectados dois sinais magneticamente ndo equivalentes em
oy 1,82-1,91 e 2,05-2,12 ppm, conectados a0 mesmo carbono em
dc 23,0 ppm, confirmados por correlagbes gCOSY. Esses
hidrogénios exibiram correla¢fes adicionais com outros hidrogénios
metilenos e metinicos, incluindo um hidrogénio metinico em dy
4,82-4.87 ppm (6c 57,0 ppm). Um hidrogénio em 64 3,33 ppm
também apresentou correlagio gHMBC com um carbono em ¢
156,3 ppm, cuja deslocamento quimico é incompativel com
carbonilas tipicas de amidas, mas consistente com um grupo
guanidinico. Esses dados, alinhados ao conhecimento prévio da
biossintese da capreomicidina como uma ciclizago da L-arginina,
permitiram atribuir esse residuo raro e estruturalmente complexo ao
hexapeptideo isolado. A estrutura final proposta é apresentada na
Figura 1.

Figura 1. Estrutura do hexapeptideo identificado bem como suas
correlagbes *H-*H COSY (em negrito) e principais correlagdes
HMBC para a estrutura proposta.
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A conexdo exata entre os residuos aminoacidicos e a ordem
em que estdo ligados na cadeia peptidica foram confirmadas pela
combinacdo das correlagbes de longo alcance observadas no
espectro HMBC e pela analise complementar de espectrometria de
massas de alta resolucdo. Essas técnicas forneceram evidéncias
robustas da sequéncia peptidica, consolidando a estrutura completa
do novo hexapeptideo modificado produzido pelo Streptomyces sp.
SS99BA-2.

Conclusoes

Neste trabalho, foi isolado e caracterizado um novo
hexapeptideo linear produzido por Streptomyces sp. SS99BA-2, por
meio de técnicas de LC-SPE, espectroscopia de RMN e
espectrometria de massas. Foram identificados seis residuos de
aminoacidos, incluindo o raro capreomicidina, e a sequéncia
peptidica foi estabelecida por correlagbes HMBC e dados de
massas. A estrutura representa um novo membro da classe dos
hexapeptideos  modificados, destacando o potencial de
microrganismos marinhos como fonte de novas moléculas
bioativas.
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