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RESUMO

O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil. Tal ambiente possui um solo
diferenciado de varias outras regifes. Existem VAarios seres vivos neste
Bioma, dentre estes, as actinobactérias. S&o micro-organismos cujas células
tém parede celular Gram-positiva, >50% de G+C (guanina + citosina) em
seu DNA, produzem diversas substancias com alto valor agregado.
Actinobactérias sdo importantes produtores de enzimas Uteis aos seres
humanos. A enzima L-asparaginase €é utilizada na terapia de Leucemias
Linfoblasticas Agudas (ALL) sendo também empregada no pré-tratamento
de alimentos ricos em acucares redutores, inibindo a formacao de
acrilamida. O objetivo deste estudo foi produzir a enzima L-asparaginase a
partir de uma actinobactéria isolada do solo, caracterizar a enzima e
identificar a espécie do isolado bacteriano. Uma amostra do solo foi coletada
no Cerrado e passou por um pré-tratamento. Foi utilizada a quimiotaxia dos
esporos de Actinoplanetes para a selecdo deste organismo. Foram
recuperadas 19 morfoespécies. Utilizou-se um meio indutor de L-
asparaginase, e o halo réseo ao redor da colénia medido. O isolado BC-A.1
produziu o maior halo em tempo menor, com indice enzimatico médio de 4,1.
ApoOs a realizacdo das etapas de producdo, purificacdo parcial e otimizacao
da atividade enzimética, percebeu-se que a enzima produzida pela
morfoespécie isolada € muito eficiente a 40°C e pH 8,0. Foram realizados
testes bioquimicos, fisiolégicos e moleculares, bem como a observacédo em
microscopia Optica e microscopia eletrbnica de varredura, mas nao foi
possivel identificar a espécie do isolado, provavelmente pertence ao género
Streptomyces.

Palavras chave: L-asparaginase, Streptomyces, Inibidor da reacédo de
Maillard, Enzima antitumoral.
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ABSTRACT

The Cerrado is the second largest biome in Brazil. Such an environment has
a different soil several other regions. There are various living beings in this
biome, among them, the actinobacteria. They are microorganisms whose cell
wall Gram-positive, >50% G+C (guanine + cytosine) in its DNA, produce
substances with high economic value. Actinobacteria are major producers of
enzymes useful to humans. L-asparaginase enzyme is used in acute
limphoblastic leukemias therapy (ALL) also being used in the pre-treatment
of foods rich in reducing sugars, inhibiting the formation of acrylamide. The
aim of this study was to produce L-asparaginase enzyme isolated from a soil
actinobacteria, characterize the enzyme and identify the species of bacteria
isolated. A soil sample from Cerrado was collected and submited to a
pretreatment. Chemotaxis of Actinoplanetes spores used for the selection of
this organism. Nineteen morphspecies were recovered. We used a medium
inducing L-asparaginase, and the pink halo around the colony measured.
Isolated BC-A.1 produced the largest halo in less time, with an average
enzyme content of 4.1. After the completion of the production steps, partial
purification and optimization of enzymatic activity, it was realized that the
enzyme produced by isolated morphospecies is very efficient at 40 ° C and
pH 8.0. Biochemical, physiological and molecular tests were performed, and
the observation with optical microscopy and scanning electron microscopy,
but it was not possible to identify the species isolated, probably belongs to
the genus Streptomyces.

Keywords: L-asparaginase, Streptomyces, inhibitor of the Maillard reaction,
Antitumor enzyme.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1Cerrado

O Cerrado € o segundo maior bioma do Brasil, cobrindo uma area de
cerca de dois milhdes de km?, perdendo apenas para a Floresta Amazonica.
Esta localizado em sua maior parte nas regides Centro-Oeste, Sudeste e
Nordeste. Este bioma compreende cerca de 21 (Klink & Machado 2005) a 24%
(Veronez et al. 2010) da cobertura vegetal do Brasil (Figura 1). Sua vegetacao é
xeromorfica, com arvores de troncos grossos e retorcidos, uma adaptacdo ao
ambiente com queimadas frequentes e solo com altas concentracdes de
aluminio trocavel; tal caracteristica contrasta com as florestas existentes no
Brasil, que sdo formadas por arvores altas e troncos retilineos (IBGE 2012). A
vegetacdo deste bioma é composta por plantas de fisionomia de Savana e de
florestas semideciduas, durante o periodo de seca as plantas perdem suas
folhas como forma de economia de agua (Klink & Machado 2005; Eiten, 1972).

O indice precipitacdes de chuvas anuais no Cerrado é moderado,
entretanto, ndo € bem distribuido. O clima na regido central do Brasil € marcado
por seu indice pluviométrico, com uma época do ano muito chuvosa (de outubro
a marco) e outra época bastante seca (de abril a setembro). Os indices
pluviométricos das Savanas podem variar de 750 a 2.000mm anuais (Walter
2006).

Os primeiros debates sobre o Bioma Cerrado remontam ao século XIX.
Quando os primeiros pesquisadores tentaram descrever as principais
caracteristicas dessa vegetacdo e a conceituar o significado do Cerrado
enquanto Bioma (IBGE, 2012; Ruggiero et al. 2002). O fato do Cerrado
apresentar diferentes fitofisionomias, é o que mais dificulta sua classificagéo:
Campo Limpo, Campo Sujo, Campo-Cerrado, Cerrado Sensu Stricto e Cerradao
(Figura 2).

A formacdo de Campo Limpo é composta de vegetais herbaceos;

Campo Sujo possui componentes vegetais arbustivos e, em maior parte,



plantas herbaceas; Campo-Cerrado € uma formacdo vegetativa de pequenos
arbustos e arvores lenhosas esparsas; Cerrado Sensu Stricto possui rica
vegetacao lenhosa e arbustiva; e o Cerraddo, onde os componentes arboreos

sdo mais elevados e lenhosos, com arvores que podem ultrapassar os 10m de

“Bioma Cerrado
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Figura 1. Localizacéo da vegetacdo de Cerrado no Brasil (MMA & IBAMA 2011).




altura, além das Matas de Galeria, que estéo localizadas proximos aos leitos de
rios, muito comuns na Savana Brasileira, que é também a nascente da maioria
dos rios das principais bacias hidrograficas brasileiras (Eiten 1972, Mendonca et
al. 1998, Ruggiero et al. 2002).

cerrado "sensu lato"
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= campo limpo i campo sujo | campo cerrado i cerrado cermadio
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Figura 2. O gradiente fitofisionbmico do Cerrado, segundo Coutinho (1978),

modificado por Ruggiero et al. (2002).

Uma das caracteristicas mais marcantes na vegetacdo do Cerrado é o
fato de as raizes possuirem uma grande penetracdo no solo, para poderem
alcancar o lencol freatico, que é muito profundo neste ambiente. Estas raizes
podem chegar até mais de 10 metros de profundidade. Outra particularidade do
Bioma € a boa permeabilidade que o solo possui, permitindo, assim, que a agua
atinja grandes profundidades (Walter 2006).

Segundo Coutinho (1978) o Cerrado abriga uma biodiversidade de
animais (mamiferos, aves, répteis, anfibios e uma variedade de invertebrados) e
plantas (principalmente angiospermas) muito grande, mas existem poucos
estudos na literatura com o objetivo de identificar os micro-organismos do
referido Bioma. Varios destes seres vivos séo tipicos do Cerrado e estdo em
risco de extincdo, devido as acgfes antropicas. Neste bioma é grande a
variedade de plantas ja identificadas e catalogadas, a identificacdo das espécies
deste Bioma € importante para estudos ecolégicos, bem como para a
bioprospec¢cédo de compostos, tanto de plantas quanto dos micro-organismos
presentes no solo (Mendonca et al., 1998; von der Weid et al. 2000).

O desmatamento do Cerrado brasileiro tem avancado cada vez mais,
principalmente por causa da agricultura, extrativismo e das queimadas (Pavinato
et al. 2009). Segundo Klink & Machado (2005), em 2002 o Cerrado contava com



apenas 55% de sua cobertura original. Segundo a Organizacdo Nao
Governamental (ONG) — Conservacao Internacional Brasil, o Cerrado tem hoje
menos de 20% da sua cobertura original. Este desmatamento prejudica muito o
solo, pois 0 expde as condicbes acentuadas de intemperismo, fazendo com que
este solo perca ainda mais nutrientes. Desta forma a quantidade de micro-
organismos no solo acaba por decair cada vez mais, ocasionando extingéo,
causando uma grande perda na reciclagem de matéria organica.

Segundo Lopes & Guilherme (1994) e Walter (2006), utilizando a
nomenclatura preconizada pela EMBRAPA (2006), os solos mais tipicos no
Cerrado brasileiro sdo os Latossolos (46%), Arenosos Quartzénicos (15%) e
Podzdlicos (15%). Em relacdo aos Latossolos, os mais comumente encontrados
neste bioma sdo os Latossolos Vermelho-Amarelo e Vermelho. Walter (2006)
afirma ainda que as diferentes fitofisionomias tipicas do Bioma ocorrem nos
diferentes solos, sendo que nos mais ricos em nutrientes ocorrem vegetacdes
arboreas mais ricas, e nos mais pobres em determinados nutrientes ocorrem

formacdes vegetativas mais rasteiras.

1.1.1 Solo do Cerrado

O Cerrado possui um solo diferenciado de varias outras regides
brasileiras, sendo sua capacidade de drenagem das aguas da chuva muito
grande. Na época chuvosa, a agua ndo se acumula por muito tempo sobre o
terreno, indicando que apds a precipitacdo, parte € drenada e uma parte
evapora assim gue essa se encerra. Possui caracteristicas acidas e com
micronutrientes em escassez, apesar de ser muito comum a corre¢cdo de pH
(calagem) e adubacéo para a agricultura (Lopes & Guilherme, 1994).

E um solo muito profundo, podendo alcancar até 10 metros de
profundidade, em contraste com as demais vegetacdes adjacentes, como o da
Floresta Amazénica, que possui menos de um metro de profundidade, (Eiten,
1972; Klink & Machado, 2005).

O teor de matéria organica presente no solo do Bioma é reduzido, ha
também poucos nutrientes naturais, fato que poderia torna-lo inviavel para as

culturas agricolas e suas expansfes nesse ambiente, todavia é importante para



a economia do Pais, uma vez que as fronteiras agricolas tém se expandido cada
vez mais para este ambiente (Torres et al. 2005; Carneiro et. al. 2009).

O solo do Cerrado apresenta, geralmente, pH acido e desequilibrio na
disponibilidade de micronutrientes, quantidades de calcio, manganés e
magnésio abaixo das necessérias para os seres vivos e quantidades de aluminio
muito acima do necessario, tal caracteristica ambiental, faz com que as plantas
tenham adaptacOes especificas para este tipo de ambiente hostil, como
apresentar o tronco bastante retorcido (Bayer et al. 2006; Pavinato et al., 2009;
Silva, 2012).

Existem nutrientes dissolvidos no solo, entretanto, ao longo dos anos
vem sofrendo uma grande lixiviagdo, devido a diversos fatores, como as chuvas
e 0s regimes de agricultura. Como a vegetacdo nao oferece cobertura
necessaria ao solo, este acaba por perder os poucos nutrientes derivados das
rochas que se desgastaram ao longo dos anos (Walter 2006).

Green e colaboradores (2007) sugerem gue 0s solos cultivados acabam
perdendo ligeiramente a sua atividade enziméatica em curtos periodos de cultivo.
Este estudo foi realizado em apenas cinco anos, portanto seria dificil fazer
inferéncias sobre o efeito dos cultivos em solos de Cerrado por longos periodos
de tempo. Os autores reportaram que 0s solos naturais, apenas com vegetacoes
nativas possuiam maior atividade do que os solos com algum tipo de
interferéncia antrépica, mesmo aqueles que possuiam técnicas de aragem. Os
autores ressaltaram ainda a importancia da atividade biol6gica e sugerem que
os solos cultivados podem ser recuperados, caso haja interrupcdo nas colheitas
e ressaltam também a importancia dessa atividade biolégica para as vegetacdes
nativas.

Além das espécies de animais e vegetais que habitam o Cerrado os
micro-organismos sao muito variados neste ambiente, tais como Acidobacteria,
Actinomicetos, Crenarcheote, Firmicutes e outras Proteobacterias (Tagliaferro,
2005). Nos ultimos anos o0s agentes microbianos presentes nos solos deste
ambiente tém sido muito pesquisados, especialmente com a finalidade de
bioprospec¢édo de metabdlitos Uteis ao homem (Pereira et al., 1999; Gomes et
al., 2000; Silva et al., 2013).

As actinobactérias possuem grande importancia biotecnoldgica, estao

entre 0s micro-organismos mais frequentes em solo do Cerrado e sao as



maiores responsaveis pela reciclagem da matéria organica nos mesmos. Apesar
de sua grande relevancia ambiental, poucos sé&o os estudos como objetivo de
identificar os micro-organismos e sua variedade, presentes nos solos de
Cerrado, e ainda menores sdo as pesquisas que fazem sua bioprospeccéao
(Pereira et al., 1999; Gomes et al., 2000; Torres et al., 2005; Bayer et al., 2006;
Silva et al., 2013).

1.2 Actinobactérias

Descricdes de micro-organismos que apresentavam formacao de hifas
ramificadas datam desde o século XIX, apesar de o conhecimento sobre tais
organismos ser muito escasso, uma vez que 0s equipamentos utilizados aquela
época eram rudimentares para uma classificacdo mais exata.

A descricdo mais precisa sO ocorreu apés a década de 1950, sendo
previamente denominados de actinomicetos, uma clara referéncia ao que se
acreditava pertencerem ao Reino Fungi. Véarias doencas foram atribuidas as
actinobactérias (confundidas com os fungos, devido a sua caracteristica de
formacdo de hifas ramificadas). Com o advento da biologia molecular e a
comprovacdo da sua Nature za procaridtica foram, taxonomicamente, melhor
compreendidos (Waksman 1961; Lechevalier & Lechevalier 1970; Williams et al.,
1983; Goodfellow et al, 1984; Ventura et al., 2007).

Inicialmente a Unica forma de identificacdo da espécie das
actinobactérias tinha como base as caracteristicas morfologicas das hifas.
Posteriormente as técnicas quimicas e bioquimicas proporcionaram uma maior
confiabilidade em sua classificacdo, embora mesmo a sinergia dessas técnicas
nao foi suficiente para se estabelecer relagcdes taxondmicas e evolutivas mais
estreitas. A unido dessas metodologias a taxonomia numérica auxiliou a situar
melhor esses micro-organismos, com ampla variedade caracteristica (Williams et
al. 1983a).

Apenas no final do século XX e inicio do XXI, com a introdugéo das
técnicas moleculares de sequenciamento do DNA (desoxiribonucleic acid)
ribossomal e de sequenciamento do rRNA (ribosomal ribonucleic acid) 16S,
houve maior confiabilidade para o estudo e maior competéncia na identificacao

das varias espécies de individuos assim classificados (Williams et al. 1983a;



Ventura et al., 2007). Na figura 3 pode-se observar os principais géneros de
actinobactérias conhecidas até 2012 e a sua relacao filogenética.

Filo Classe Ordem

Actinomycetales
Actinopolysporales
Bifidobacteriales
Corynebacteriales
Frankiales
Actinobacteria Micrococcales
Micromonosporales
Streptomyceltales
Streptosporangiales

Acidimicrobiia Acidimicrobiales

C 0 ”- 0 b a c:te ”- ." a Coriobacteriales

Actinobacteria

Mitriliruptorales

Nitriliruptoria Euzebyales

R u b ro b a c:te ”- a Rubrobacteriales

Th ermo ,|f eo P h ." ,|f ." 3 Thermoleophilales
Solirubrobacterales

Figura 3. Chave taxonbmica proposta para o filo Actinobacteria de acordo com o

Manual Bergey de Sistematica Bacteriologica (adaptado de Gao & Gupta, 2012).

O grupo das actinobactérias compreende um enorme numero de micro-
organismos com ampla diversidade de metabolismo e espécies descritas
(Bomfim, 2010; Dharmaraj, 2011; Zenova et al. 2011; Mohan & Charya, 2012).
As bactérias com caracteristicas de parede celular gram-positiva, com alto teor

(>50%) de Guanina e Citosina (G+C) em seu DNA. E um grupo heterogéneo de



bactérias, sendo algumas espécies capazes de formar filamentos. Este grupo
era inicialmente considerado uma Ordem nas classificacdes taxondmicas
bacterianas, entretanto, atualmente passou a ser considerado um filo a parte
(Ventura et al. 2007).

O motivo pelo qual estas bactérias foram classificadas como fungos no
inicio de seu estudo deve-se ao fato destes organismos formarem “hifas”
morfologicamente muito similares aos fungos. Tais estruturas, assim como 0s
micélios fungicos, formam verdadeiras e longas ramificacdes, entretanto, com
diferentes diametros dos seres eucariéticos. Nao possuem, como os fungos
hifas septadas, quitina em sua parede celular, apresentam grande resisténcia
aos antibioticos antifUngicos, e uma grande sensibilidade a antibibticos
antibacterianos. Algumas actinobactérias, como Nocardia e Actinomyces, estdo
estritamente relacionadas aos géneros bacterianos Lactobacillus e
Corynebacterium. Todas as actinobactérias sao sensiveis ao ataque de fagos,
diferentemente dos fungos filamentosos (Waksman, 1961).

O Filo Actinobacteria contempla seres com metabolismo muito
diversificado, podendo ser autotroficos, heterotroficos, fototroficos ou
quimiotroéficos. Este filo compreende bactérias com variada utilizagdo da tenséo
de oxigénio, desde organismos anaerobios obrigatdrios, anaerdbios facultativos,
microaerdfilos e aerdbios obrigatérios (Servin et al. 2008). Ventura et al. (2007)
reportaram a existéncia de diversas formas celulares e miceliais variando desde
cocos (Micrococcus), hifas rudimentares (Nocardia) e micélios amplamente
ramificados (Streptomyces).

As actinobactérias desenvolvem mudltiplas relacbes simbidticas com
outros seres vivos. Podem auxiliar seus hospedeiros, como as actinobactérias
endofiticas, aumentando a resisténcia das plantas aos diversos patdgenos, pois
sdo produtoras de antibioticos (Conn et al. 2008). Podem causar doencas em
outros seres vivos como é o0 caso das bactérias do género Mycobacterium, que
englobam os agentes causadores da tuberculose (Mycobacterium tuberculosis)
e da hanseniase (M. leprae) (Silva 2012).

A producdo de diversas substancias economicamente importantes tais
como enzimas e metabdlitos secundarios, como os antibiéticos, sdo produtos do
metabolismo destes organismos. Varias destas substancias tém importancia na

vida dos seres humanos, que englobam desde producdo de detergentes e



medicamentos contra doencas infecciosas e/ou degenerativas, como 0 cancer
(Dhale et al. 2011; Mohan & Charya, 2012).

A diversidade de ambientes que servem de habitat para este grupo de
bactérias € muito grande, podendo estar presentes desde desertos, manguezais
e 4guas marinhas (Castro & Prado, 1993; Tagliaferro, 2005; Silva et al. 2013) e
também em diversas associacbes com seres vivos em ambientes hostis
(Norovsuren et al. 2007; Canova, 2009; Kurapova et al., 2012). Em solos acidos,
como o do Cerrado, € muito comum encontrar actinobactérias (Silva 2012)
sendo que os géneros mais comuns: Streptomyces, Actinoplanes, Glycomyces e
Streptoacidophilus. A ocorréncia de actinobactérias aciddfilas corresponde a um
total de 90% dos micro-organismos encontrados no solo. Algumas bactérias
estdo tdo adaptados ao meio acido, que ndo conseguem sobreviver em um
ambiente com pH neutro (Pereira et al. 1999; Petinate et al. 1999; Zenova et al.
2011).

Varios sdo estudos que buscam novas fontes produtoras de metabdélitos
com os diversos grupos de actinobactérias, uma vez que a producdo enzimatica
€ um importante setor da economia mundial, e vem se desenvolvendo cada vez
mais no Brasil. Apesar desta vertente da economia ainda ndo ter uma grande
importancia no pais, existem varios grupos de pesquisa atuando para a
producdo de enzimas e medicamentos, principalmente em universidades
brasileiras (Bruzon, 2006; Rodrigues, 2006; Casotti et al., 2007; Bomfim, 2010;
Roth, 2011).

1.2.1 Actinobactérias em solo

As actinobactérias estdo amplamente distribuidas no solo, tanto em
solos ricos em biodiversidade quanto em condigcbes adversas como nos
desertos, regides termais, diferentes amplitudes de pH. As mais prevalentes
(90% em meédia) séo as bactérias do género Streptomyces (Williams et al. 1988;
Pereira et al. 1999; Norovsuren et al., 2007).

Pereira et al. (1999), relataram que as modificacbes antropicas
relacionadas as lavouras e outras atividades de extrativismo, como pecuéria,
queimadas e producdo de carvdo mineral, além de aumentar significativamente

a emissao de gases que afetam o efeito estufa, alteram completamente a



diversidade dos micro-organismos presentes no solo do Cerrado, sem modificar
significativamente as comunidades de actinobactérias no solo néo-rizosférico.

Comparando os estudos de Pereira e colaboradores (1999), Bayer et al.
(2006) e Pavinato et al. (2009), nota-se que o0 solo tem grandes prejuizos
quando é afetado pela acdo antrépica, entre outros pela perda de bactérias
resistentes a antimicrobianos. No ritmo desenhado do desmatamento para a
implantacdo de lavouras, pastos e queimadas para a producdo de carvao
vegetal no Cerrado, a grande biodiversidade de actinobactérias sera extinta,
sem ao menos ser estudada, similar ao que esta acontecendo com a
biodiversidade da Floresta Amazonica.

As actinobactérias sdo importantes integrantes da microbiota do solo,
sendo responsaveis pela maior parte da atividade proteolitica neste habitat,
convertendo proteinas em aminoacidos e posteriormente, produzindo amonia,
por meio da hidrélise. Aqueles organismos participam ativamente do ciclo do
Nitrogénio, com participacdo importante nas etapas de fixacdo e amonificacao
desse elemento no solo. Estudos realizados demonstraram que mais de 90%
das actinobactérias possuem atividade proteolitica, evidenciando sua
participacdo no ciclo de compostos nitrogenados (Joly, 1960; Treusch et al.,
2005).

1.2.2 Enzimas de Actinobactérias

Micro-organismos produzem atualmente mais de 4.000 enzimas. Estes
metabdlitos enzimaticos sao utilizadas pelo homem para a producéo de diversos
compostos, como biodiesel e alcool, além da principios ativos de medicamentos
utilizados para o tratamento de diversas doencas, como as enzimas L-
asparaginase e L-glutaminase, utilizadas no tratamento de leucemias (Souhami;
Tobias, 2005a, 2005b).

As actinobactérias sdo importantes produtoras de biomoléculas, que vao
desde a producdo de enzimas de importancia econémica até a producdo de
agentes antitumorais, devido a estes micro-organismos terem um metabolismo
muito variado (Melo, 2009). A importancia das actinobactérias na producdo de

enzimas utilizados pelo homem vem crescendo nos dltimos anos, s6 perdendo
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para a producao de antibidticos (Peczynska-Czoch; Mordarski, 1988; de Azeredo
et al., 2004; Velho-Pereira; Kamat, 2013).

As enzimas obtidas a partir do metabolismo de actinobactérias tém
aplicabilidades, na industria sucro-alcooleira, pela producdo de celulases
(Gottschalk et al. 2013), industria de laticinios, producdo de detergentes,
produtoras de lipases (Sharma et al. 2001), aplicagbes em exames médicos,
como a urato oxidase, utilizada no tratamento de hiperuricemia grave (Cruz et al.
2008) e também na regressao de tumores, como as enzimas L-asparaginase e
L-glutaminase (Amena et al. 2010; Balagurunathan et al. 2010).

L-asparaginase e L-glutaminase sdo utilizadas para o tratamento de
Leucemia Linfoblastica Aguda (ALL). Ambas possuem modo de acéo
semelhantes, catalisam a hidrolise do aminoacido, L-glutamina ou L-asparagina,
em L-glutamato ou L-aspartato, respectivamente. Varios trabalhos reportam a
capacidade de actinobactérias de produzirem tais enzimas sendo isoladas de
diversos ambientes: marinhos (Poorani et al. 2009), colonizando poriferos
(Dharmaraj 2011), muitos encontrados em solo, como na rizosfera de plantas
medicinais (Khamna et al. 2009) e em solo da Caatinga (Costa et al. 2011).

Mesmo que duas bactérias produzam uma enzima com a mesma
atividade, as mesmas terdo diferentes particularidades, tais como temperatura e
pH o6timos de atuacdo. Um exemplo sdo as L-asparaginases produzidas por
Escherichia coli e Erwinia carotovora que possuem diferentes faixas de pH 6timo
de atuacdo, tempo de meia-vida no organismo do paciente, reacdes anafilaticas
e de eficacia no tratamento de pacientes que apresentam a ALL (Aljewari et al.
2010; Agarwal et al. 2011; Pieters et al. 2011).

No inicio do século XXI foi detectada a presenca de acrilamida nos
alimentos, e desde entdo vem se buscando uma alternativa para a eliminacao de
tal composto dos mantimentos. A industria alimenticia tem incentivados, desde
entdo, pesquisas para o pré-tratamento de alimentos ricos em acUcares
redutores, tais como a batata chips, french fries e cookies, para a reducéao da
quantidade daquele composto produzido pelo aquecimento repentino desses
alimentos (Arisseto & Toledo 2006).

11



1.3Cancer

Cancer é uma nomenclatura dada para um conjunto de doencas
causadas por um multiplicacdo exacerbada das células (INCA, 2006),
caracterizada como doencga cronica ndo transmissivel de evolugdo insidiosa.
Este crescimento é resultado de um processo de acumulacdo de vérias
anomalias no genoma celular, culminando na diferenciacdo do comportamento
celular e surgimento de neoplasias malignas. As doencas genéticas sdo as
maiores causas de neoformacdes (Alberto 2002).

As células corporais vivem de forma harmoniosa e até certo ponto
independente, uma vez que as mesmas s6 podem se proliferar caso haja um
comando das células vizinhas. Entretanto, existem algumas células que né&o
respeitam estes comandos, por diferentes fatores (quimicos, biolégicos e/ou
ambientais), e que geram uma falha nos varios genes reguladores de tumores
(Cerestiato 2003, Souhami & Tobias 2005c).

Caso a célula ndo consiga controlar os varios danos ao seu genoma, ira
acumular estas mutagbes e quando ndo houver formas de supressédo de sua
multiplicacdo, esta comecgard a se dividir. Ainda existem outras formas de
controle do crescimento destas células pelo corpo, a morte celular programada
(apoptose), caso a célula ndo responda a esta defesa, ocorrera a formacgéo de
um tumor podendo ter reduzida ou elevada taxa de invasividade dos tecidos
(Souhami & Tobias 2005c). Na figura 4 podemos observar um esquema das
etapas de desenvolvimento de células cancerosas malignas.

O céancer é a causa de morte natural mais comum, sendo superada
apenas pelas mortes violentas (acidentes e criminalidade) (Birch 2005). As
neoplasias sdo responsaveis pelas mortes de mais de 11.000 pessoas ao ano,
sendo que as formas mais frequentes desta doenca em homens sdo as
neoplasias de prostata e pulmédo, em mulheres os de mama e célon, em
criangas de até 15 anos as malignidades prevalentes sdo as leucemias, segundo
dados oficiais do site do INCA (2015).

Entre as pessoas portadoras de neoplasias, os individuos mais idosos
(maiores que 50 annos) sofrem com maior frequéncia de carcinomas (como
exemplo os de pulméo e préstata), correspondendo a um total maior que 50% de

todas as neoplasias nessa faixa etaria. Em pessoas mais jovens, outros tipos de
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cancer sao prevalentes, como linfomas, leucemias e do sistema nervoso central
sao frequentemente observados (Birch 2005).

A prevaléncia dos tumores € multifatorial, podendo depender de fatores
genéticos, como o exemplo das pessoas de etnia branca possuirem maior
predisposicdo as leucemias agudas que pessoas de etnia negra (Pui & Crist
1994). Fatores ambientais, como a alimentacdo baseada em fast foods, podem
estar associados, por exemplo, aos canceres de colon, predominantes em
estadunidenses, e menos em japoneses. Entretanto, a incidéncia deste tipo de
tumor é aumentada em cinco vezes quando um japonés emigra de sua terra

natal e vai viver nos Estados Unidos da América (Souhami & Tobias 2005d).

Células normais

&

=

ano Genético Persistente

&

Mutacdes somatica

w

&

Formacdo de Tumor

b

Vascularizacido

b

Invasividade

O

Metastase

Figura 4. Etapas no desenvolvimento do cancer metastatico, adaptado de
Souhami & Tobias (2005a).

O corpo humano apresenta diversas mecanismos de producdo dos
linfocitos, células sanguineas de defesa. Os leucdcitos derivam de uma
linhagem de células da medula é6ssea denominada linhagem linfoide. Os
linfécitos originados na medula 6ssea e sdo maturados nos Orgaos linfoides
(timo, baco e linfonodos), sdo denominados células T. Aqueles que amadurecem
fora destes 6rgaos ou na medula 6ssea sdo denominados de linfocitos B (Alves
2012).
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Apbs completarem seu estagio de amadurecimento, as células T e B
naives (normais), sdo direcionadas para os linfonodos periféricos, onde a partir
dali, entrardo em contato com o0s antigenos. Séo sensibilizadas tornando-se
células efetoras, onde as células B secretardo anticorpos e as células T seréo
diferenciadas em células T CD4* e T CD8* (Abbas 2009).

As leucemias sdo neoplasias originarias no sangue, geralmente
associadas as células blasticas da medula 6ssea, sendo que ambas linhagens
(mieloides e linfoides) podem gerar o cancer. Apds se multiplicarem
desordenadamente, tais células invadem o sangue periférico e até mesmo
diferentes tecidos (como figado, baco e sistema nervoso central). Com o
aumento de células neoplasicas na medula e as recorrentes alteracfes
genéticas das células tumorais, ha uma supressao na producdo das demais
células sanguineas. O paciente desenvolve sintomas como anemia e
sangramentos, devido a deplecdo de producdo de eritrocitos e plaquetas
(Cobaleda & Sanchez-Garcia 2009).

Um dos fatores considerados leucemogénicos é a exposicdo as
radiacbes ionizantes. Se ocorrer durante a gravidez, duplica as chances
leucemia durante a infancia. Uma causa genética comumente envolvida neste
processo € a translocacdo do cromossomo 11. Esta anormalidade genética
implica em uma alteragcdo no crescimento e sinalizacdo celular (Souhami &
Tobias 2005c). As leucemias também sdo comuns em pacientes que foram
tratados com radioterapia e quimioterapia para outros tipos de neoplasias
(Kaldor et al. 1990).

Existe uma diferenca fundamental entre as denominacdes leucemia e
linfoma, a primeira ocorre predominantemente na corrente sanguinea e ha
medula 6ssea, enquanto a segunda ocorre predominantemente nos linfonodos e
orgaos linfoides (Bain 2007). A leucemia é responsavel por boa parte dos gastos
com a saude destinados ao tratamento de cancer desde a década de 1990 no
Brasil (Alberto 2002, Souhami & Tobias 2005d, e). Sendo que mais de 80% dos
casos de leucemias em criancas e jovens adultos sdo casos de ALL (Souhami &
Tobias 2005e).

As leucemias mais comuns entre as criangas e jovens adultos (faixa
etaria que compreende os pacientes de 0 a 24 anos) sdo as ALL (Birch 2005,

Cobaleda & Sanchez-Garcia 2009, Alves 2012), correspondendo por até
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3,5/100.000 pessoas por ano em pessoas de até 15 anos de idade (Bain 2007).
Segundo o INCA (Instituto Nacional de Cancer — José de Alencar Gomes da
Silva, Rio de Janeiro, RJ - Brasil), em estimativa sobre o cancer para os anos de
2014 e 2015 (disponivel em: http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/
tabelaestados.asp?UF=BR), cerca de 11.000 pessoas foram/seréo afetadas por
algum tipo de leucemia em 2014/2015. Tais agravos s&o responsaveis por 1,7%
da totalidade dos tumores malignos identificados, e no Brasil sdo, ainda,
responsaveis por 6000 mortes ao ano.

As estimativas para o Brasil nos anos de 2014 e 2015, segundo o INCA
(2015), sao de pelo menos 500 novos casos de leucemias na regido Centro-
Oeste, sendo 200 desses casos apenas no Estado de Goias. Uma incidéncia de

7 casos para cada grupo de 100.000 pessoas deste Estado.

1.3.1 Leucemia Linfoblastica Aguda

A producédo descontrolada de blastos leva a uma diminuicdo das células
e residuos celulares presentes no sangue, este quadro é conhecido como
leucemia. As leucemias linfoblasticas sdo aquelas que possuem sua origem nas
células de origem linfoide, ou seja, células precursoras de linfocitos T e B e das
células assassinas naturais (Natural Killers — NK). As leucemias podem também
ser classificadas quanto a sua velocidade de desenvolvimento em dois grandes
grupos: as leucemias: agudas e cronicas. As leucemias agudas apresentam
quadro de desenvolvimento clinico mais rapido do que as crénicas, desta forma
as agudas sdo mais letais. E muito comum a pessoas que ja tiveram tumores no
sangue, desenvolverem novamente esse agravo, uma vez que as leucemias
comecam seu desenvolvimento na medula éssea e se espalham para o corpo
(Souhami & Tobias 2005f).

Por meio de exames laboratoriais (hemograma, citometria de fluxo,
imunoquimicos e de citogenética), é possivel normalidade ou a presenca de
Leucemia Linfoblastica Aguda (ALL), ja que existirA uma exorbitante diferenca
entre as células (trombocitopenia e eritrocitopenia). Pacientes com esta doenca
desenvolvem frequentemente sintomas como fadiga generalizada, perda de

peso, anorexia, aumento de linfonodos, esplenomegalia, hepatomegalia, anemia
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(nimero de eritrécitos € reduzido) e febre (pois 0s leucdcitos deixam de
desempenhar suas fungbes normais).

As ALL apesar de serem tipos raros de neoplasias, sdo as principais
dentro dos grupos de Leucemias. Correspondem a cerca de 25% de todos os
casos de cancer em criangas, correspondendo a cerca de 80% dos casos de
leucemias em volta do globo, exceto na Africa (Wartenberg et al. 2008).

Entre as opcdes terapéuticas mais utilizadas para a ALL, estdo a
utilizacao de enzimas hidroliticas de dois aminoacidos néo-essenciais as células
normais, L-asparaginase e L-glutaminase. Foi reportado que a enzima produzida
pelo plasma de porcos-da-india (Cavia porcellus [Linnaeus, 1758] [Rodentia,
Caviidae]) tinha efeito regressivo sobre linfomas em modelos murinos (Kidd,
1953) e posteriormente relatado por Mashburn & Wriston (1964), que a enzima

produzida por E. coli também tinha 0 mesmo efeito inibidor de tumores.

1.4Acrilamida

A acrilamida, em condi¢8es laboratoriais, € um solido cristalino branco e
inodoro. A molécula tem comportamento anfipatico, sendo dissolvida em
solventes polares (dgua) e apolares (acetona). A temperatura de fusdo deste
composto é 84,5°C. Possui boa mobilidade e alta capacidade de ser lixiviado do
solo, por ser soluvel em agua pode infiltrar no solo até os lencgois freaticos, por
isso é muito utilizado como condicionante de solo. E uma molécula com facil
deterioracdo por micro-organismos, principalmente no solo, ndo-contaminante e
degradada ainda nos organismos produtores, pois ndo ha bioconcentracdo do
composto em seres vivos (Friedman 2003).

Esse composto também pode ser chamado de propenoamida, 2-
propenoamida, vinilamida ou mondmero de acrilamida; possui a formula
molecular C3HsNO (Figura 5) e diversas aplicacbes na industria, tais como a
producdo de corantes e outras substancias organicas, embora seu principal uso
seja na producao de polimeros de poliacrilamida (CDC 1992, CETESB 2014).

A acrilamida é um composto que possui um grupo amida, e é
eletrofilicamente reativo na insaturacdo. No organismo ocorre 0 rompimento da
dupla ligacdo através do oxigénio, formando outro composto com alta

reatividade, a glicidamida. Ambos compostos sdo atraidos aos sitios
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nucleofilicos com sulfidrilas (—-SH) e aminas, como os encontrados em proteinas
e moléculas de acidos nucleicos. Ambas moléculas, tém reatividade com o DNA

e com proteinas no organismo (Tdérnqvist, 2005).

O
|

CH>—CH C NH>

Figura 5. Estrutura molecular da acrilamida (Arisseto & Toledo 2006).

Em laboratodrio, esta substancia deve ser armazenada distante de outras
substancias oxidantes, protegida do calor, faiscas e do fogo, e como h& perigo
dos recipientes vazios conterem acrilamida residual, as embalagens destes
componentes devem ser corretamente descartadas. Ao realizar trabalhos com
esta substancia, o individuo deve ter precaucdes extras, ja que este composto é
toxico se inalado em formas de vapor, poeira ou aerossol e pode ser absorvido
pela pele e mucosas do corpo (NIOSH 2011).

No inicio dos anos 2000, pesquisadores descobriram que este composto
quimico formava-se em alimentos cuja a temperatura de cozimento fosse muito
alta, especialmente aqueles alimentos que possuem uma grande quantidade de
amido, e que sofressem mudancas bruscas em sua temperatura, mas nao foi
descoberta, nesta época, 0 processo quimico pelo qual esta molécula era
formada (Tareke et al. 2002).

1.4.1 Acrilamida naindustria de alimentos

A preocupagao com a acrilamida nos seres vivos comega na Europa em
1997, sendo que a maioria dos dados obtidos a partir desta exposicdo ao
composto, se da pela profissao, principalmente daqueles que estao relacionados
a construcdo de tuneis para ferrovias de alta velocidade na Suécia (Arisseto &
Toledo 2006).

Desde a descoberta da acrilamida nos alimentos em 2002 por
pesquisadores suecos e russos, especialmente nas frituras, alguns grupos em

diversos paises tém se dedicado a encontrar esse composto em outros
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alimentos contendo carboidratos de grandes cadeias carbonicas, como a batata.
Este alimento contém juntamente com as moléculas de amido associadas ao
aminoacido L-asparagina. Varios foram os alimentos em que a acrilamida foi
encontrada, tais como batatas (Solanun tuberosum L.) fritas de redes de fast
food, batatas fritas industrializadas (chips), cerais matinais industrializados,
biscoitos e torradas (Lineback et al. 2006). A tabela 1 mostra a concentragao de
acrilamida encontrada em alguns alimentos.

Os principais alimentos onde ha formacéo de acrilamida, normalmente
pela reacdo de Maillard (ou escurecimento ndo-enzimatico), sdo os que
possuem acucares redutores (carboidratos possuidores de grupos com a funcao
organica aldeido ou com capacidade de formar uma solucdo isomérica) (Nitzke
& Biedrzycki, Kornbrust et al. 2010).

Tabela 1. Concentracdo média, minima e maxima de acrilamida encontrada em

alguns alimentos na Suécia adaptado de Neri (2004)

Acrilamida kgt
Grupos de Alimentos (ng-kg™)

Média Minimo-Maximo
Batatas chips 980 330-2300
Batatas fritas 410 300-1100
Biscoitos 280 <30-640
Péaes torrados 160 <30-1900
Cereais matinais 160 <30-1400
Pé&o 50 <30-60

A reacao de Maillard compreende a cadeia de reacfes que ocorrem do
acucar redutor (primariamente as pentoses e em seguida as hexoses) com uma
molécula contendo o grupamento amina (o0 mais reativo dos aminoacidos é a
lisina, seguido pelos basicos ndo polares e pelos acidos) sob intensa fonte de
calor. Nas batatas fritas, por exemplo, a L-asparagina é o residuo de aminoacido
gue reage através dessa reacao (utilizada na cozinha para dar melhor sabor aos
alimentos e uma coloracgao diferenciada as fontes alimentares (Figura 6) (Shibao
& Bastos 2011).
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Dentre os varios produtos e intermediarios da reacdo de Maillard estéo a
acrilamida e outros compostos aminicos heterociclicos aromaticos. Esses
produtos da referida reacéo estdo associados a instalacdo e desenvolvimento da
osteoporose, doencas renais, diabetes (através da inibicdo da enzima
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), Alzheimer e artrite (Arisseto & Toledo
2006).

O objetivo desta reacdo € melhorar o sabor, odor e cor do alimento,
resultando em uma coloracido caracteristica de alimentos “bem cozidos”. Esta
transformacao no alimento se da pelo produto final da reacdo de Maillard, as
melanoidinas, que possuem uma cor marrom (Nitzke & Biedrzycki).

Véarias foram as medidas de controle de acrilamida produzida pela
fritura, desde a sua descoberta em alimentos fritos, em 2002. Entre as medidas
de controle testadas com sucesso em laboratério estdo as medidas de adicionar
as batatas fritas de redes de fast food, por exemplo, compostos como: acido
acético, acido citrico e a enzima L-asparaginase (Vinci et al. 2011).

Uma das medidas de controle mais eficazes e mais promissoras para o
controle da producdo de acrilamida em alimentos, focada principalmente nos
produtos derivados da batata (S. tuberosum L.), € a utilizacdo da enzima
asparaginase, por ser, dentre as medidas de mitigacdo da producdo de
acrilamida, a que ndo afeta a producdo de 5-hydroximethilfurfural — HMF
(composto também toxico). Atualmente séo utilizadas duas enzimas asparagina-
hidrolases na industria de alimentos, ambas produzidas por fungos do género
Aspergillus, ja aprovadas, inclusive, pelo FDA (Food and Drug Administration)
dos Estados Unidos da América, para ser utilizado nos alimentos desse pais

(Capuano & Fogliano 2011).

1.4.2 Efeitos da acrilamida no organismo humano

A acrilamida esta classificada no grupo 2A dos varios possiveis agentes
carcinogénicos humanos, fato fundamentado nos estudos realizados em
roedores. Entretanto ndo ha evidéncias comprobatorias de mortes causadas por
cancer em humanos, cuja origem das neoplasias esteja diretamente ligada a
acrilamida (Arisseto & Toledo 2006, Lineback et al. 2006).
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Figura 6. Mecanismo de formacdo da acrilamida na batata (Solanun tuberosum
L.) (Zyzak et al. 2003).

Este composto é comprovadamente um agente carcinogénico e diminui
a fertilidade de machos (em modelos murinos), ja os efeitos neurotoxicos em
humanos expostos a acrilamida devido a ocupacédo profissional é comprovado
(Capuano & Fogliano 2011).

Os efeitos da 2-propenoamida no organismo humano levam a
axonopatia, uma reacdo comum do corpo humano em contato com algumas
toxinas. A acrilamida age inibindo as quinesinas, proteinas de transporte neural,
reduzindo a velocidade de comunicacdo dos neurdnios causando uma
axonopatia distal. Quando o organismo tem exposi¢cdes duradouras a este

composto, ndo somente o sistema nervoso periférico (SNP) € afetado, mas
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também o sistema nervoso central (SNC), embora os efeitos no SNC ainda néo
tenham sido completamente elucidados (Capuano & Fogliano 2011, Morfini et al.
2012).

1.5Enzimas

Catalisadores naturais que diminuem a energia de ativacao das reacdoes
gue ocorrem em um organismo vivo, sdo conhecidos como enzimas. Quase
sempre séo formadas por proteinas (exceto as ribozimas, que sdo constituidas
de RNA). Estes compostos tém diversas aplicabilidades e o homem faz uso
destes compostos ha muito tempo, principalmente na producdo de etanol e na
industria alimenticia, como a fabricacdo de queijos, cervejas e paes. Nos ultimos
anos estes compostos vem ganhando cada vez mais importancia, e sendo
economicamente valorizados, pois tém alta especificidade de substratos, e
aumentam, em até milhares de vezes, a velocidade das reacfes que catalisam
(Headon; Walsh, 1994).

O desenvolvimento de produtos com alto valor agregado tem crescido
mundialmente e dentre os principais fabricantes, esta o Brasil produzindo o
etanol a partir da cana-de-acucar (Casotti et al. 2007). Desde a Segunda Guerra
Mundial, varios paises estdo produzindo substancias de elevado valor comercial
por meio de micro-organismos, por ser uma forma sustentavel e, principalmente,
com baixo custo de producédo (Gulati et al. 1997; Abud, 2005).

A utilizacdo destes compostos tem ganhado cada vez mais importancia
por sua especificidade e também por sua capacidade de gerar menos lixo uma
vez que os produtos das reacdes que catalisam geralmente tem menor impacto
ambiental, sendo portanto sua producédo sustentavel ao planeta (Politzer & Bon
2006, Bornscheuer 2010).

Vérias sdo as enzimas utilizaveis pelo homem como alternativa para
aprimorar o tratamento de doencas graves como o cancer. Entretanto, estas
enzimas podem apresentar certa toxicidade aos seres humanos, justificando,
assim, o aumento da quantidade de investigacbes sobre estes catalisadores.
Vém sendo pesquisadas novas fontes de organismos produtores de compostos

enzimaticos, afinal as mesmas, utilizadas atualmente para o tratamento de
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neoplasias estimulam o organismo humano a ter rea¢des imunoldgicas (Politzer
& Bon 2006).

1.5.1 Utilizacao terapéutica de enzimas (producéo biotecnolégica)

Ha relatos de uso de enzimas para finalidades terapéuticas desde antes
da Primeira Grande Guerra. Algumas enzimas estdo aprovadas no Brasil para o
uso clinico, as principais sdo a uricase, para o tratamento de hiperuricemia e a
asparaginase, para o tratamento de ALL. Apesar de serem Otimas catalisadoras
e especificas aos substratos, as mesmas possuem dificuldades no seu uso para
o tratamento de doencas, uma vez que estas podem gerar reacdes imunoldgicas
especificas, serem afetadas por proteases presentes no organismo do paciente
e também possiveis dificuldades quanto ao acesso no 6rgdo-alvo (Cruz et al.
2008)

Por este motivo sdo necessarios mais estudos para a obtencdo de
enzimas especificas capazes de agir em seus substratos resultando em um
menor numero de reacgBes adversas e maior penetrabilidade nos tecidos
necessarios. Existem formulagbes que potencializam a ac¢do destas enzimas,
como por exemplo 0 que ocorre com a enzima L-asparaginase. A adicdo de um
grupo PoliEtileno Glicol (PEG), pode aumentar o tempo de meia-vida desta
enzima no corpo humano e diminuir sua imunogenicidade (Soares et al. 2002,
Narta et al. 2007)

Imada e colaboradores (1973) reportam varios trabalhos com micro-
organismos produtores de enzimas capazes de eliminar determinados tipos de
células cancerigenas. Em estudo desenvolvido citam organismos capazes de
produzir estas enzimas, em especial a L-asparaginase.

Atualmente existe uma grande busca por novas fontes desta enzima,
especialmente desde que a Elspar® (empresa fabricante do medicamento)
anunciou ao governo brasileiro que nao iria produzir a droga mais utilizado para
o tratamento das leucemias. Varias actinobactérias como as dos géneros
Mycobacterium (Jayaram et al. 1968) e Streptomyces (Aly et al. 2013) tem sido

utilizadas para a obtencao de L-asparaginase.
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1.5.2 L-Asparaginase (E. C. 3.5.1.1)

Em 1953, Kidd observou a regressao completa de linfomas a partir de
infusdes parenterais de soro de porcos da india (Cavia porcellus [Linnaeus,
1758] [Rodentia, Caviidae]) (GPS - Guinea Pig Serum) em modelos murinos. A
partir destas informagbOes, posteriormente Broome (1961), um dos
pesquisadores da equipe de Kidd, comprovou que a substancia ativa contra os
tumores estudados por seu colega era a L-asparaginase. Em paralelo alguns
grupos descobriram que o aminoacido L-asparagina € necessario em grandes
guantidades para a cultura de células leucémicas in vitro, apesar de ser um
aminoéacido nao-essencial as células normais do corpo (Neuman & McCoy 1956,
Peczynska-czoch & Mordarski 1988).

Em 1964, apesar da dificuldade de extracdo da enzima, Mashburn &
Wriston conseguiram comprovar que a L-asparaginase extraida de E. coli
possuia atividade semelhante a da enzima extraida de GPS frente as células
tumorais de um linfoma. Ja na década de 1970, Imada e colaboradores (1973)
conseguiram comprovar que varias bactérias produziam esta enzima. Nesta
mesma década, ha relato de estudo com L-asparaginase produzida por uma
cepa de Streptomyces griseus (DeJong 1972), embora a enzima de E. coli tenha
sido mais eficiente, e portanto a escolha para o tratamento de algumas
neoplasias (Campbell & Mashburn 1969).

O aminoéacido L-asparagina é produzido pelas células normais do corpo,
devido a presenca de uma enzima chamada L-asparagina sintetase (Enzymatic
Classification — E.C. — 6.3.1.1) no citoplasma celular, que catalisa a reacao de
sintese do aminoacido L-asparagina a partir do L-aspartato e NH; (aménio), com
gasto energético. Entretanto, as células cancerosas da ALL ndo produzem esta
enzima, pois perdem o gene codificador da mesma, ou produzem quantidades
insuficientes daquele aminoacido, absorvendo-o do meio em que se encontram
(BROOME 1961).

Muitos seres vivos que possuem capacidade de produzir esta enzima.
Apesar de a L-asparaginase de E. coli (Campbell et al. 1967) e a da Erwinia
carotovora (Roth 2011) serem as escolhas de tratamento com drogas
comercialmente vendidas e bem estabelecidas no mercado. Varias sdo as

actinobactérias produtoras desta importante enzima no tratamento de cancer,
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tais como algumas espécies do género Mycobacterium (Grosswicz & Halpern
1956, Jayaram et al. 1968b, Soru & Zaharia 1974), Streptomyces (Petinate et al.
1999, Le Maréchal et al. 2013), além de diversos isolados de solo (Azuma 2011)
e de ambientes salinos (Dharmaraj 2010).

A L-asparaginase é uma enzima que catalisa a reag&o de hidrolise do
aminoacido L-asparagina (Figura 7) formando um composto intermediario entre
0 amino&cido e o acido aspatrtico, liberando NH}, retendo a molécula de agua.
Posteriormente realiza a ligacdo da molécula de dgua ao aminoacido, realizando
a formacado do grupo acido carboxilico onde antes havia um grupo amina, por

esta razdo a L-asparaginase também é conhecida como L-asparagina-hidrolase.

o) o)
H,N "0 M o
2 OH N / OH
asparaginase
o) NH,

O  NH,

asparagina acido aspartico

Figura 7. Mecanismo de acdo da enzima L-asparaginase (E.C. 3.5.1.1) sobre o

aminoacido L-asparagina (Adaptada de Roth, 2011).

Cada numeracdo da E.C. — Enzymatic Classification — tem como
finalidade identificar uma acédo até concluir a acdo especifica da enzima, a
asparaginase é classificada como: E.C. 3.5.1.1. Por ser uma hidrolase (3) sobre
ligacbes de carbono-nitrogénio (5) em moléculas lineares (1), lisando o
aminoacido L-asparagina (1). Existem 48 destas enzimas descritas no Protein
Data Bank (PDB). O esquema desta enzima produzida por Erwinia chrysanthemi
€ mostrada na figura 8. A enzima possui 4 sitios ativos, onde pode ocorrer a

clivagem do aminoacido L-asparagina.
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Figura 8. Estrutura tridimensional da enzima L-Asparaginase de Erwinia
chrysanthemi (1hfj), no Protein Data Bank (PDB), segundo (Jaskolski et al.
2001).

25



2 JUSTIFICATIVA

A Leucemia Linfoblastica Aguda é causa de morte mais comum entre
criancas e jovens de zero a 15 anos de idade, excetuando-se as causas de
morte violenta. E uma doenca degenerativa que atinge as células brancas do
sangue, resultando em uma multiplicacdo exacerbada de células de origem
linfoide da medula 6ssea.

Nos ultimos dois anos, os pacientes de hospitais oncoldgicos tém tido
uma incerteza com relagdo ao seu tratamento, uma vez que a empresa que
produz o quimioterapico de maior importancia no tratamento da Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA), anunciou ao Governo Brasileiro que ndo mais
produzira o medicamento. No ano de 2013, a falta deste agente quimioterapico
foi noticiada em jornais de grande circulagédo, como a Folha de Sao Paulo (S&o
Paulo, SP — Brasil) (Nublat 2013a, b). O Governo tentou tranquilizar a situacao
dizendo que existiam esforcos para que ndo houvesse falta deste medicamento
no pais (Nublat 2013c).

Além da utilizacdo desta enzima no tratamento de cancer, a mesma
também pode ser aplicada na indastria de alimentos para que haja a reducao da
formacdo de compostos de acrilamida nos alimentos. Tal composto possui
diversos efeitos negativos no organismo humano conhecidos. Reduzir a
formacao deste composto nos géneros alimenticios, especialmente os fritos, se
faz necessério para a reducdo de possiveis efeitos neurotdxicos ocasionados
pelo contato do corpo com a 2-propenoamida.

As actinobactérias sdo micro-organismos com papel relevante no ramo
da Biotecnologia, pois produzem um grande numero de substancias, sendo
imprescindiveis em varios ramos industriais como a alimenticia, producdo de
detergentes e a farmacéutica (antibiéticos e enzimas).

Sendo assim, este trabalho se faz necessario para estudar
actinobactérias com elevado potencial produtor de enzimas capazes de eliminar

células leucémicas. A producdo desta enzima no pais pode reduzir o custo do
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tratamento, uma vez que esta enzima é importada pelos hospitais para a
realizacdo de procedimentos quimioterapicos nos pacientes, reduzindo também
o tempo de espera do paciente quando houver demora na entrega e/ou
escassez do medicamento no pais.
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

» Selecionar e caracterizar actinobactéria presente em solo do Cerrado

brasileiro capaz de produzir a enzima L-asparaginase.

3.20bjetivos especificos

» lIsolar actinobactérias de solo do Cerrado brasileiro produtoras de L-
asparaginase;

» Determinar por selecdo direta o isolado de actinobactéria com melhor
potencial de producédo da enzima;

» Produzir a L-asparaginase em condicfes laboratoriais e purifica-la
parcialmente;

» Estimar parametros ideais de atividade enzimatica da L-asparaginase
produzida (temperatura e pH);

» Analisar por técnicas morfolégicas, bioquimicas e moleculares a

actinobactéria isolada com melhor capacidade de producao da enzima.
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4 METODOS

4.1Coleta e Processamento das amostras

Amostras de aproximadamente 100g de solo foram coletados em solo
de Cerrado goiano do Bosque Auguste Saint-Hilaire, proximo a Biblioteca
Central da Universidade Federal de Goias (BC/UFG), na cidade de Goiania/GO
— Brasil — sob as coordenadas geograficas: latitude 16°36°20”S longitude
49°15’'48”W, no decorrer do més de abril do ano de 2013, ao final da estacéo
chuvosa a uma profundidade de até dez centimetros da superficie.

Entdo o material foi encaminhado ao Laboratorio de Microbiologia
Ambiental e Biotecnologia (LAMAB) do IPTSP/UFG, onde foram analisadas. O
seu processamento consistiu da retirada de residuos de raizes e rochas. Em
seguida, as mesmas passaram por procedimento de secagem uma temperatura
aproximada de 80°C por 24-48 horas. Posteriormente as amostras foram
passadas em peneira de malha de 1mm, e armazenadas em sacos plasticos

esterilizados a —20°C.

4.21solamento das actinobactérias

Para o isolamento dos micro-organismos do solo foram selecionados
agueles com escassos estudos sobre bioprospeccdo e possivel emprego
biotecnolégico: as bactérias do Genera Actinoplanetes pertencentes a familia
Actinoplanaceae. Estes micro-organismos foram escolhidos devido seu potencial
biotecnolégico pouco descrito na literatura e por seus esporos possuirem
guimiotaxia para a xilose (Palleroni 1976a, 1980). Para o isolamento foi
empregada a metodologia da camara de quimiotaxia (Palleroni 1976b) (Figura
9).

A camara de quimiotaxia foi previamente esterilizada sob radiacéo

Ultravioleta (UV) por 30 minutos. Apos a esterilizacdo, amostras de 0,5g do solo

29



tratado foram colocadas em cada um dos dois compartimentos da camara. Em
seguida, agua destilada esterilizada foi adicionada aos compartimentos, até que
a mesma atingisse o nivel do canal estreito que une os dois compartimentos da
camara.

A camara foi colocada em uma placa de Petri esterilizada e deixada em
repouso na camara de Cabine de Seguranca Biologica (CSB) por uma hora para
gue os esporos dos Actinoplanetes fossem liberados. Apds este tempo, foi
inserido por meio de uma pinca esterilizada por tripla flambagem com alcool, no
canal conector, um tubo capilar contendo tampéao xilose/fosfato a 10mM (pH
7,0). Em seguida a amostra foi incubada, por mais uma hora nas condi¢des

descritas anteriormente.

Figura 9. Camara de quimiotaxia aplicada no isolamento de Actinoplanetes,
segundo modelo de Palleroni (1976b)

Apbés a segunda incubacao, duas formas de inoculacéo foram adotadas
para o isolamento. Na primeira, o capilar foi removido, lavado externamente com

agua esterilizada (Palleroni 1976b). O tubo lavado teve todo o seu contetdo
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vertido em tubos de centrifugacéo, tipo Eppendorf, de 1,5mL contendo 1,0mL de
agua esterilizada. Este material foi homogeneizado em vortex. Todo o contetdo
dos tubos foi inoculado na superficie do agar amido-caseina (AC) (Waksman,
1961) (em aliguotas de 100uL da solucéo). Na segunda forma de isolamento,
apos os procedimentos de lavagem, o contetdo do tubo capilar, foi aplicado
diretamente sobre placas de Petri contendo o meio AC. Em ambas formas de
isolamento, o material inoculado sobre a superficie do agar, foi espalhado com o
auxilio de uma alca de Drigalski, esterilizada por tripla flambagem.

As placas foram incubadas por sete a 14 dias, sendo observadas trés
vezes ao dia, para o acompanhando do crescimento de colbnias com
caracteristicas tipicas de actinobactérias. As colbnias caracteristicas de
actinobactérias foram selecionadas e reinoculadas por método de esgotamento
em agar ISP-2 e novamente incubadas por sete a 14 diasa 30°C. A colbnia
isolada foi novamente inoculada em &gar ISP-2 (International Streptomyces
Project), até a esporulacédo tipica de actinobactérias. Este processo foi repetido
por mais trés vezes e as morfoespécies isoladas consideradas puras, foi dada a
nomenclatura do solo coletado (BC.A.), e aos diferentes isolados foi atribuido um
namero respectivo (de 1 a 22).

Para a preservacao dos isolados, os mesmos foram semeados em agar
ISP-2 formando um tapete. As placas de Petri foram entdo incubadas a 30°C até
a esporulacdo das colbnias. ApGs essa etapa, foi adicionado as placas de
cultura 10mL de uma solucéo esterilizada contendo glicerol a 20%. A solucao
final (glicerol+esporos) foi fracionada e 2,0mL foram adicionados aos tubos

criogénicos e armazenadas a —20°C.

4.3Triagem de isolados com atividade enziméatica sobre L-asparagina

A triagem das actinobactérias isoladas na etapa anterior foi realizada em
meio de cultura indutor de producdo da enzima L-asparaginase. Este meio de
cultura possuia como fonte Unica de nitrogénio o aminoacido L-asparagina (a
composicdo do meio de cultura esta descrita no anexo I). Uma aliquota de 20uL
da solucdo de esporos bacterianos preservados em glicerol a 20% foi inoculada
centralmente nas placas de Petri. Em seguida, as placas foram incubadas a

30°C e a producao da enzima L-asparaginase acompanhada durante 120 horas.
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A positividade de producdo da enzima foi avaliada por meio da formagé&o de halo
roseo ao redor das colbnias. Os valores do halos formados, indicativo da
atividade enzimatica e o didmetro da col6nia crescida foram anotados. Este teste
foi realizado em triplicata e as médias calculadas. A razdo das médias entre o
halo e o diametro foi utilizado para determinacéo do Indice Enzimatico (IE) de
cada uma das amostras selecionadas (Gulati et al. 1997; El-sabbagh et al.
2013).

4.4Producéo da L-asparaginase por fermentacao submersa

Inicialmente 50uL do estoque do isolado selecionado (aquele que obteve
maior IE), foi inoculado em dez Erlenmeyers de 250 mL contendo 20mL de meio
caldo ISP-2. Os frascos foram incubados por 48 horas a 30°C com agitacdo de
140rpm. Em seguida, adicionou-se ao ino6culo 80 mL do meio indutor de
produgdo da enzima (anexo I) e novamente foram incubados sob as mesmas
condi¢cbes de temperatura e agitacéo por 120 horas (El-sabbagh et al. 2013).

Apos o periodo de incubacao, o caldo resultante foi submetido a filtrac&o
a vacuo para separar os micélios bacterianos do extrato enzimatico bruto. Uma
aliqguota de 100uL do extrato enzimatico bruto foi inoculada sobre o meio de
triagem por 10 minutos a temperatura ambiente, para a confirmacdo da
presenca da enzima neste extrato. O micélio bacteriano foi armazenado a

—20°C, ja o sobrenadante foi recolhido para realizar os experimentos a seguir.

4.5Purificagéo parcial da L-asparaginase

Apos a producdo da enzima, do extrato bruto filtrado foi separada a
aliquota de 20mL para os experimentos posteriores. O maior volume foi
submetido a precipitagdo de proteinas por meio da adicdo de sulfato de aménio
a uma saturacédo de 60% da solucédo (calculada a partir do endereco eletrénico:

http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm), e incubado overnight a 4°C

sob leve agitacdo. ApOs esse procedimento, o caldo foi submetido a
centrifugacéo de 4.000rpm a 4°C por 60 minutos, separado em tubos tipo Falcon
de 50mL. O precipitado foi recolhido e armazenado em tubo Falcon a —20°C. O

sobrenadante resultante teve o volume medido. E saturado a 80% com NH4S0a4
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(sulfato de amoénio) (calculado por meio do site descrito anteriormente), e
incubado overnight a 4°C sob leve agitacdo. Em seguida, o caldo foi submetido a
centrifugacdo de 4.000 rpm a 4°C por 60 minutos, separado em tubos tipo
Falcon de 50mL. O precipitado e uma aliquota de 20mL do sobrenadante foi
recolhida e também armazenados em tubos Falcon a —20°C, o restante do
sobrenadante foi descartado (El-sabbagh et al. 2013, Deshpande et al. 2014).

Apoés todo o procedimento, as fracfes resultantes das precipitacdes de
60% e 80% foram retirados do armazenamento a —20°C, e realocados em
temperatura de 4°C, para que pudessem liquefazer sem perder as propriedades
enzimaticas. Em seguida, as solucdes resultantes foram diluidas em tampéao
0,05M Tris-HCI a um pH 8,6, e posteriormente foi realizada a dialise por 24
horas, contra 0 mesmo tamp&o, sendo trocado por 3 vezes neste periodo. Apds
a didlise, as amostras foram identificadas e armazenadas a —20°C até a etapa
de determinacao das atividades de cada um dos dialisados obtidos.

4.6 Determinacao de atividade L-asparaginase

Para a determinacdo da atividade enzimética foram selecionadas as
seguintes fracdes: extrato bruto armazenado (E.B.), dialisado precipitado 60%
(DP 60), sobrenadante 60% (Sob. 60), dialisado 80% (DP 80) e sobrenadante de
80% (Sob. 80).

A atividade da L-asparaginase produzida foi avaliada de acordo com o
método de Mashburn e Wriston (1963) modificado. Para a determinacdo da
atividade de L-asparaginase, 0,1mL do E.B. foi separado em trés tubos de
ensaio. Em cada tubo foi adicionado 0,2mL de tampé&o Tris-HCI 50mM a um pH
de 8,6 e 1,7mL de solucéo de L-asparagina a uma concentracdo de 0,01M. A
mistura foi incubada durante 10 minutos a 37°C. A reacdao foi interrompida pela
adicdo de 0,5mL de &cido tricloroacético (TCA) a 1,5M e incubado por 20
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi recolhido 0,1mL de cada tubo
e transferido para outros trés tubos de ensaio, contendo 3,7mL de agua
destilada e adicionado o 0,2mL do reagente de Nessler previamente preparado
(Anexo I) e incubado por 20 minutos a temperatura ambiente. A amoénia liberada
no sobrenadante foi determinada por espectrofotometria a um comprimento de

onda de 480mm.
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4.70timizacéo da atividade enzimética

Os parametros foram avaliados independentemente, otimizando a
temperatura e posteriormente o pH. O parametro otimizado obtido (com base na
atividade enzimatica mais alta alcangada) foi mantida para o proximo
experimento.

A curva de calibracéo (Figura 10) foi construida tendo como parametro
em uma solugdo de sulfato de amodnio, nas faixas de 0,1 a 2,0umol de NHs
liberados a partir da reacdo com o reagente de Nessler (El-sabbagh et al. 2013).
O zero do espectrofotdmetro foi realizado com agua milli-Q (Abud 2005). A reta
de regressao foi obtida pela equacdo geral da reta (calculada pelo software
Microsoft Office Excel®): Y=0,203203356+4,376883311X.

y =4,3769x + 0,2032
R?Z=1

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
Absorbancia

Figura 10. Curva de calibragéo de sulfato de aménio.

4.7.1 Temperatura 6tima

Temperatura Gtima para a atividade da enzima foi determinada por meio
da incubacéo da mistura de ensaio durante 10 minutos a temperaturas que
variaram de 30 a 60°C em incrementos de 5°C. Apds o final dos periodos de
incubacgédo, atividade enziméatica foi medida como descrito na determinagéo da

atividade L-asparaginase (item 4.6) utilizando-se da curva de calibracdo para o
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experimento calculada no item 4.7, otimizacdo da atividade enzimatica (Aljewari
et al. 2010, El-Sabbagh et al. 2013).

4.7.2 pH 6timo

Volumes fixos de 0,1mL das solu¢des fracionadas foram misturadas com
0,2mL de 0,05M dos diferentes tampbdes em pH que variaram de 4 a 9. O
tampao fosfato de potassio foi usado para a escala de pH de 5 a 7, de Tris-HCI
foi utilizado para a escala de pH de 8 a 9 e para a escala de 10 e 11 foi
preparado o tampé&o glicina-NaOH (Mashburn & Wriston 1963).

4.8Dosagem de proteinas nas solucdes fracionadas

A dosagem de proteinas foi realizada no Laboratério de Enzimologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFG, realizada por meio do método de
Bradford, com base em uma curva padrdo com diferentes concentra¢cdes de uma
proteina conhecida, usualmente a albumina do soro bovino (BSA), e a solucdo
corante (Bradford 1976).

A solucdo corante é preparada dissolvendo-se 50mg de Azul Brilhante
de Coomassie G (Sigma) em 25mL de etanol 95%, sob agitacdo constante.
Foram adicionados 50mL de &cido fosférico 85% e 500mL de &gua destilada. A
solugdo foi mantida sob agitacdo por uma hora e, posteriormente, filtrada. A
solucéo foi armazenada a 4°C e antes de sua utilizac&o foi filtrada.

A curva de calibracdo foi fornecida pelo Laboratério de Enzimologia
(ICB/UFG) obtida por meio da formula: Y=(23,94X+0,0877)(10). Apos 10
minutos de contato, foi realizada leitura da absorbancia em espectrofotbmetro a
595 nm. Como “branco” foi utilizada a leitura em absorbéancia de uma amostra
contendo 0,1mL de agua e 1mL da solucéo corante.

Foram separados e identificados seis tubos de ensaio (E.B., DP 60, Sob.
60, DP 80, Sob. 80 e branco) e em cada um deles foi adicionado 1mL do
reagente Bradford. Em seguida foram adicionados em cada um dos respectivos
tubos a fragcdo para a dosagem de proteinas totais contidas nos dialisados.

Homogeneizou-se as solucdes e foram incubadas a temperatura ambiente por
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15 minutos. Posteriormente, foi realizada a leitura em espectrofotbmetro com

comprimento de onda de 595nm.

4.9Caracterizacédo do isolado

4.9.1 Caracterizagcdo morfologica

4.9.1.1 Macromorfologia

A morfoespécie, anteriormente semeada em caldo ISP-2 sob agitacéo
rotativa de 140 rpm a 30°C por 48-72 h, foi inoculada em meios contendo agar
ISP-2, ISP-3 em placas de Petri e em placas de cultura de células com seis
pocos 0s meios ISP-4, ISP-5, ISP-6, ISP-7 e Suter com e sem tirosina. Apés o
cultivo, as coloragfes detectadas foram distinguidas de acordo com o sistema de
identificacdo de cores RAL K-7® (RAL Farben) (Shirling & Gottlieb 1966; Wink
2012).

As caracteristicas de crescimento, colora¢cdes dos micélios vegetativo
(visto no anverso da placa) e aéreo e presenca de pigmentos solUveis foram
avaliadas ap0s incubacdo a 30°C por 7-14 dias, em todos os meios, exceto no
agar Suter. A cromogenicidade foi averiguada mediante analise do cultivo nos
meios ISP-6, ISP-7 e Suter suplementado ou ndo com tirosina (Korn-Wendisch &
Kutzner 1992).

4.9.1.2 Micromorfologia

4.9.1.2.1 Microscopia Optica

A determinacgdo das caracteristicas micromorfologicas da actinobactéria
foi realizada conforme procedimento descrito abaixo.

A morfoespécie foi cultivada por 14 dias a 30°C em agar ISP-2, foi
semeada em trés estrias bem delimitadas na superficie do outro meio solido
ISP-2. Em seguida, laminulas esterilizadas foram inseridas formando um angulo
de aproximadamente 45°C em com distancias equivalentes entre si, sobre o

local das estrias (técnica da laminula enterrada) (Holt et al. 1994).
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Apbs incubacdo a 30°C por 14 dias foi observada a esporulagdo das
colénias. As laminulas foram retiradas com auxilio de pinca esterilizada e
depositadas na superficie de laminas de microscopia. Em seguida, o material foi
levado ao microscépio Optico para observacdo das seguintes caracteristicas
morfoldgicas: presenca de cadeia de esporos, esporangio, esporos unicos e sua
superficie e fragmentacao de micélio aéreo ou vegetativo. A coloragdo de Gram

e a técnica de Ryu também foram executadas (Wink 2012).

4.9.1.2.2 Microscopia eletrénica de varredura

49.1.2.2.1 Preparacdo das amostras biologicas

A amostra bacteriana foi preparada para a microscopia eletronica de
varredura no Laboratério de Estudos Morfolégicos (LABEM) do Departamento de
Histologia (DHISTO) do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da UFG sob
orientacdo da Profa. Dra. Walquiria Arruda.

A morfoespécie foi inicialmente cultivada de acordo com a técnica da
laminula enterrada, explicada anteriormente (item 4.8.1.2.1). Devido aos
solventes organicos usados no processo, toda essa etapa experimental foi
efetuada no interior de capela de exaustéo.

Primeiramente, camaras Umidas foram montadas para a deposi¢cdo do
material biologico a ser submetido ao tratamento. Tais camaras consistiam de
placas de Petri descartaveis de tamanho médio preenchidas com papel filtro
comum, umedecido com a solucdo fixadora especifica, e laminas simples de
microscopia na superficie. A confec¢do dessas camaras teve como principal
objetivo evitar a desidratacdo do material durante o processamento.

Posteriormente, as laminulas inseridas no meio de cultivo foram
transferidas para as laminas nas camaras Umidas. Depositou-se sobre a
superficie da laminula a mesma solugéo fixadora com a qual se umedeceu o
papel filtro das camaras. Entéo, foi incubado durante 30 minutos a temperatura
ambiente, trés lavagens de 5 minutos foram realizadas com tampéo cacodilato
de sbdio a 0,1 M para remocao da solugéo de fixacdo. O excesso da mistura foi

descartado.
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As camaras foram organizadas e identificadas, com excecdo da
aplicacdo da solucdo fixadora no papel filtro. As laminulas parcialmente
processadas foram transferidas para as camaras recém-montadas para a etapa
de desidratacdo. As amostras foram tratadas sucessivamente com
concentracdes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%), com a
duragao aproximada de 5 minutos para cada etapa de lavagem. O excedente do
alcool entre os passos de aplicacéo foi desprezado.

As laminulas foram realocadas sobre novas laminas nas camaras
Umidas. O agente secante hexa-metil-disilano (HDMS) foi adicionado as
laminulas pré-tratadas para atingir o ponto critico. Seguida a incubacdo por 6
minutos, 0 excesso do reagente foi descartado e as amostras foram deixadas
em repouso a temperatura ambiente até total secagem.

Finalmente, as laminulas tratadas foram removidas para novas placas
de Petri descartaveis, as quais foram armazenadas no interior de recipientes de
acrilico preenchidos com particulas de silica gel, a fim de garantir secagem total
para a analise no microscopio eletrénico de varredura (MEV). O material foi

conservado a temperatura ambiente.

49.1.2.2.2 Observacdo em microscopio eletréonico de varredura

O exame morfoldgico dos isolados microbianos por microscopia
eletrdnica de varredura foi efetuado no Laboratério Multiusuério de Microscopia
de Alta Resolucdo (LabMic), alocado no Instituto de Fisica (IF) da UFG, pela
responsavel técnica Dra. Tatiane Oliveira dos Santos. Inicialmente, as laminulas
processadas foram depositadas com auxilio de pinca em um suporte metalico
apropriado. O material foi fixado nessa estrutura com tinta a base de carbono, a
qual foi acrescida por meio de um pincel adequado apenas nas extremidades
das laminulas.

Confirmada a fixacdo das laminulas no suporte, 0 mesmo foi transferido
para o interior do aparelho Denton Vaccum Desk V para metalizagcdo das
amostras. Completada a cobertura com particulas de ouro metalico, todo o
material foi encaminhado para o MEV JEOL JSM 6610. Realizou-se micrografias

em diferentes aumentos e campos para melhor visualizagdo das estruturas
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morfolégicas do isolado. Realizou-se a comparacdo com as espécies ja
caracterizadas (Miyadoh et al. 1997).

4.9.2 Caracterizacao fisiolégica e bioquimica

A actinobactéria foi caracterizada fenotipicamente por varios testes
nutricionais, de degradacéo, atividade enziméatica e tolerancia a multiplos fatores
(Shirling & Gottlieb 1966; Williams et al. 1983; Wink 2012).

49.2.1 Testes nutricionais e de tolerancia

O crescimento em diferentes fontes de carbono e nitrogénio;
sensibilidade a variados compostos quimicos e antimicrobianos; e a diversos
graus de pH e salinidade foram averiguados por meio do emprego de
Microplacas™ GEN Ill (Biolog). O painel consiste em 94 testes fenotipicos
(Figura 11) e é utilizado para obtencdo do perfil metabodlico e caracterizacao
bioquimica de um amplo conjunto de bactérias, auxiliando na identificagdo
taxondmica microbiana a niveis especificos.

O preparo do isolado da actinobactéria para a execucao da etapa de
fenotipagem foi realizado mediante cultivo inicial em caldo 5006 modificado
(Wink 2012) incubado sob agitacéo rotativa a 130rpm a 30°C durante 48-72 h.
Aliquotas de 1,0mL da cultura foi diluida em tubos com 9,0 mL de &gua destilada
esterilizada. O conteddo dessa suspensdo foi vertido em reservatérios
esterilizados. O volume de 100uL foi transferido os pogos das microplacas, com
auxilio de pipeta multicanal, e incubadas a 30°C por 10 a 14 dias, com
monitoramento diario. A leitura dos testes foi efetuada mediante observacao de
crescimento micelial e turvacdo no interior dos pocos, indicando o resultado
positivo.

Com o propdésito de complementar a caracterizagdo proveniente do uso
da microplaca, testes de tolerancia a crescentes niveis de pH e concentracao de
NaCl foram executados separadamente.

Para a tolerancia a diferentes pH, o isolado foi semeado em &gar ISP-2,

com os seguintes intervalos de pH: 4,0; 5,0; 7,0; 9,0; 11,0. Quanto a salinidade
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do meio, os isolados foram cultivados em meio basal especifico em placas de
cultura para crescentes concentragdes de NaCl: 0%; 2,5%; 5,0%; 7,5% e 10,0%.

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 Alo All A2
Controle Dextrina D-maltose D-trealose D-celobiose Gentiobiose Sacarose D-turanose Estaquiose Controle pHG pHS
negativo positivo
Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 BS B9 B10 B11 BI2
D-rafinose a-D-lactose D- p-metilD- D-salicina N-acetil- D- N-acetil-D- N-acetil-D- Addo N | NaCl1% NaCl4% NaCl8%
melibiose glicosideo li i i i cetil
neuraminico
c1 (o] c3 cd cs c6 c7 cs8 co C10 cu 12
oD-glicose | D-manose D-frutose D-galactose | 3- D-fucose L-fucose L-ramnose Inosina Lactato de Acido D-serina
metilglucose sodio 1% fusidico
D1 D2 D3 D4 D5 Dé D7 D8 D9 D10 pir D12
D-sorbitol D-manitol D-arabitol Mio-inositel | Glicerol Glicose-6- D-Fratose- Acido  D- D-serina Minociclin:
PO4 6-PO4 aspartico
El )] E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10 Ell E12
Gelatina Glicil-L- L-alanina L-arginina Acide L- Acido  L- L-histidina Acido  L- L-serina Lincomicina Hidrocloreto Niaproof 4
prolina aspartico glutamico piroglutimico de guanidina
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8§ 9 F10 F11 F12
Pectina Acido Acide L- Acide D- Acido D- Glucoronamida Acido Acido Acido D- ‘Vancomicina Violeta de Azul de
D- galactbnico glucénico glucorénico miicico quinico sacdrico tetrazolio tetrazolio
galacturdnico I
lactona
Gl G2 G3 G4 [e5] G7 G7 G8 GY Gl0 GI1 G12
p-hidroxil- Metil Acido  D- Acido L Acido citrico Acdo @ | Acdo D- Acido  L- Acido Acido Cloreto de Telurito de
acido piruvato lictico Tictico cetoglutirico milico milico bromo- nalidixico litio potissio
fenilacético metil éster succinico
H1 H2 H3 H4 HS H6 H H8 HY HI10 HI1 HI2
Tween 40 Acido gama- | Acido  a | Adde  DLE | feido o | Acide Acido Acido Acido Aztreonam Bufirato de | Bromato de
iri &t idmi acético formico sédio sédio

Figura 11. Representacdo esquematica da Microplaca™ GEN IIl da Biolog
(adaptado de: http://www.biolog.com/pdf/milit/00P%20185rA%20GEN%20111%20Micro
Plate%201FU%20Mar2008.pdf, acessado em 01/11/2014).

4.9.2.2 Testes enziméaticos e de degradacao

A hidrélise de amido foi verificada mediante cultivo da actinobactéria em
agar de Bennet modificado (ABM). Decorrido o periodo de uma semana de
incubacédo, solucdo de lugol foi aplicada na superficie do meio de cultura. A
visualizacdo de zona clara em torno da colénia bacteriana confirmou
qualitativamente a agdo amilolitica (Jones 1949).

A atividade proteolitica foi detectada apos cultivo da bactéria em meio
basal (Vieira 1999) adicionado de 1,5% (v/v) de leite desnatado (caseina). Apos
a incubacdo por uma semana, a leitura foi realizada apds exposicdo a solucéo
de acido acético a 5,0% (v/v), sendo resultado positivo por meio da observacéo
de halos claros ao redor das colonias.

A degradacédo de gelatina foi observada em caldo de Bennet com 0,4%

de gelatina. O indculo foi realizado em tubos de cultura com 3,0mL de meio
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basal, incubado por 7 dias. Apés esse periodo, de incubacdo os tubos foram
novamente incubados sob refrigeracao (4°C) por 15 minutos. A positividade foi
determinada por meio da néo solidificacao.

A producao de lipase e esterase foi examinada por meio do inéculo da
amostra no meio de Sierra (1957) suplementado com Tween 80 e Tween 20,
respectivamente. Regibes opacas na periferia das colonias, efeito da
precipitacdo de cristais de calcio a partir dos acidos graxos liberados na
degradacdo dos lipidios, indicaram resultado positivo depois de 7 dias de
incubacéo.

A degradacdo de DNA e RNA foi averiguada apds crescimento do
isolado em agar Bacto DNase (Himedia) e agar triptona acrescido de 0,3% de
RNA (Goodfellow & Alderson 1979), respectivamente. Em seguida, foi incubado
por 7 dias. A atividade das nucleases foi revelada por meio da transferéncia para
a superficie do meio de uma solucdo de HCI 1,0M. A formacdo de &reas
transparentes envolvendo a colbnia bacteriana atestou a digestdo enzimatica
dos acidos nucleicos.

O &gar ureia (Korn-Wendisch & Kutzner 1992) foi adotado para analisar
a hidrdlise do referido composto organico. A semeadura foi realizada em placas
de Petri contendo o meio com 1,0% (m/v) de ureia, previamente esterilizada por
fitracdo. Apds 5 dias de cultivo, a acdo ureolitica foi certificada pela
alcalinizacdo do meio, provocada pela liberagdo de amobnia como produto de
hidrélise, observando a mudanca da coloracdo de avermelhado para réseo, por
meio da viragem do indicador de pH (vermelho de fenol).

A hidrolise de acido urico (0,5%, m/v) foi determinada em meio basal
(Vieira 1999). Apdés 7 a 9 dias de incubacdo, o desenvolvimento de zona
transparente ao redor da colbnia foi indicativo da producéo de uricase.

A degradacdo de esculina (0,1%, m/v) foi confirmada apds indculo
microbiano em placas contendo o meio solido basal. O periodo de incubacéo foi
de cinco a dez dias. (Williams et al. 1983). O resultado positivo consistiu no
escurecimento do meio na periferia das colbnias, consequéncia da formacéo de
complexos dos derivados metabdlicos do glicosideo com o citrato férrico.

A reducao de nitrato foi analisada em tubos de cultura com 5,0mL de
agar nitrato modificado (Atlas 2005). O inéculo foi realizado com o auxilio de

agulha bacterioldgica e a incubacéo por sete a 14 dias. A revelagao foi feita com
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0 acréscimo de 0,2mL dos reagentes de Griess-llosvay (I e Il) em cada tubo. O
aparecimento de coloracdo avermelhada na superficie do meio comprovou a
reducdo do composto inorganico em nitrito.

A producdo de catalase foi determinada apos o cultivo dos isolados por
7 dias em ABM. Colbnias isoladas foram homogeneizadas em gotas de peroxido
de hidrogénio (H202), previamente depositadas sobre laminas de microscopia. A
formacao de bolhas de oxigénio foi considerada como positivo.

Todos os testes fenotipicos foram executados em triplicata. A bactéria
foi semeada diretamente a partir da suspenséao de esporos em glicerol a 20%. A
incubacao ocorreu em estufa microbioldgica a 30°C.

4.9.3 Caracterizacdo molecular do isolado

A caracterizagdo taxondmica do isolado foi executada por meio da
amplificacdo, sequenciamento e identificacdo por comparacdo do segmento

génico que codifica a por¢cdo do 16S rRNA.

4.9.3.1 Extracdo do DNA gendmico

O isolamento do DNA total da actinobactéria selecionada foi realizado de
acordo com o protocolo adaptado de Van Soolingen e colaboradores (1994). O
isolado foi inicialmente cultivado em Erlenmeyer contendo 50mL de caldo ISP-2
acrescido de 0,5% de glicina (Hopwood et al. 1985) sob agitacdo (140rpm) a
30°C por 48-72 horas. Uma aliquota de 1,5mL da cultura foi transferida para
microtubo Eppendorf, o qual foi centrifugado a 6.000 g por 15 minutos. O
sobrenadante foi desprezado. Um volume de 1,5mL de cultura liquida foi
adicionada ao tubo, que foi submetido a centrifugacdo sob as mesmas
condi¢bes anteriores.

Apo6s o descarte do sobrenadante, a amostra foi ressuspensa em 400uL
de tampéao Tris/EDTA (TE) e 40uL de lisozima (20ug/mL) e incubada em banho-
maria a 37°C por 1h e 30 minutos. Posteriormente, aliquota de 70uL de SDS
(dodecil sulfato de sédio) a 10% e 6,0uL de proteinase K (Sigma-Aldrich) a

10mg/mL foram transferidas para o microtubo, o qual foi novamente incubado a
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56°C por 10 minutos. Logo apoés, adicionou-se a amostra 100uL de NaCl 5M e
80uL de solucdo de CTAB/NaCl 0,73M, em seguida foram agitadas em vortex
até a solucéo apresentar um aspecto leitoso.

Posteriormente, um volume de 650uL de clorofil (cloroférmio: alcool
isoamilico, 24:1, v/v) foi acrescido ao microtubo e foi agitado manualmente por
30 segundos. Realizou-se a centrifugacdo por 15 minutos a 12.000g,
posteriormente a fracdo superior da solucdo foi removida para novos tubos e
precipitado com 0,6 volumes (0,6X) de isopropanol. A amostra foi armazenada
em freezer a —20°C por 18-24 h.

O material foi finalmente centrifugado por 20 minutos a 12.000g, o
sobrenadante foi desprezado e 1,0mL de etanol a 70% gelado foi transferido ao
microtubo. Encerrada mais uma fase de centrifugacéo a 12.000g por 5 minutos a
4°C, o material permaneceu em repouso a temperatura ambiente para secagem.
O DNA extraido foi finalmente redissolvido em 40uL de &agua ultrapura
esterilizada. A confirmacdo da extracdo de DNA foi efetuada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,0%, como descrito no item 4.5. As amostras

foram preservadas a —20°C.

4.9.3.2 Amplificagcdo do segmento génico do 16S rRNA

A regido génica codificante do 16S rRNA foi amplificada por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) a partir do DNA
gendmico extraido. Foram empregados o0s oligonucleotideos iniciadores
universais para o dominio Eubacteria 27f (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)
e 1541r (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (Weisburg et al. 1991). A mistura de
reacao foi preparada para um volume final de 50uL, incluindo 5,0uL de tampéao
1X da Taq polimerase (Invitrogen), 1,5uL de MgCl2 (50 mM), 1,5uL de cada
primer (10uM), 4,0uL de solucdo de dNTPs (10 mM) (Invitrogen), 1,0ul de Taq
polimerase (5U) (Invitrogen), 1,0uL de DNA (50-100ng) e 35,5uL de agua
ultrapura esterilizada.

A PCR consistiu em uma etapa de desnaturagao inicial a 95°C por 2
minutos, seguido de 30 ciclos de amplificagdo, cada um consistindo de:

desnaturacao a 95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto, extenséo a
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72°C por 2 minutos, e um passo de extenséo final a 72°C por 10 minutos. Os
produtos de amplificacdo (aproximadamente 1.500 pb) foram detectados apos
corrida eletroforética em gel de agarose a 1,0% em tampédo TBE 1X, utilizando-
se 0 padrdao de massa molecular (ladder) (1Kb) (Invitrogen), a 100V por 20

minutos e 80V por 45 minutos.

4.9.3.3 Purificacdo dos produtos de PCR

A purificagdo dos produtos de PCR foi executada de acordo com
modificacdo da metodologia padronizada por Silva e colaboradores (2008). A
amostra foi precipitada com dois volumes (2X) de isopropanol gelado a 65% e
incubada por 15 minutos a temperatura ambiente. O material foi centrifugado a
12.000g por 5 minutos. Prosseguiu-se com uma lavagem com o mesmo volume
de etanol a 70% gelado, o microtubo foi novamente centrifugado e invertido
sobre papel toalha a temperatura ambiente depois do descarte do sobrenadante.
Finalizada a secagem, o DNA purificado foi ressuspenso em 20uL de &agua

ultrapura esterilizada. O material foi conservado a —20°C.

4.9.3.4 Sequenciamento daregido génica do 16S rRNA

O produto de PCR purificado foi enviado ao Laboratério de Biotecnologia
da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB) para sequenciamento. O processo
foi realizado em um sequenciador automéatico ABI 3130xI (Applied Biosystems) e
0s mesmos oligonucleotideos iniciadores empregados na PCR foram aplicados
na reacdo de sequenciamento separadamente. Os dados derivados do
sequenciamento foram enviados em arquivos no formato *.abl, os quais foram

acessados mediante o programa Sequence Scanner (Applied Biosystems).

4.9.3.5 Identificacdo molecular com base nas sequéncias génicas de
16S rRNA

As sequéncias nucleotidicas geradas foram editadas no software
CodonCode Aligner versdao 5.01, o qual ja inclui os programas

Phred/Phrap/Consed, principalmente para a retirada de bases de baixa
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gualidade (phred < 20). As sequéncias resultantes do gene do 16S rRNA foram
comparadas quanto a sua similaridade com outras depositadas no GenBank do
NCBI (National Center for Biotechnology Information), via a ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), BLASTn (nucleotide BLAST),
especificamente (Altschul et al. 1990). Os primeiros resultados (hits) com
maiores valores de identidade foram listados como a provavel identificacdo do

isolado de actinobactéria.
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5 RESULTADOS

5.1lsolamento das actinobactérias

A identificacao inicial dos isolados com potencial uso na prospeccao de
enzimas foi realizada selecionando organismos com aspecto de col6nia tipico de
Actinoplanetes, ou seja, colbnias ressecadas e bem aderidas ao agar de
isolamento. Foram isoladas 22 amostras, com nomenclatura baseada no ponto
de coleta (Biblioteca central): “BC-A” com numeragao de 1 a 22. Os isolados BC-
A.4, BC-A6 e BC-A.14 foram excluidos, por apresentarem crescimento
caracteristico de fungos (BC-A.4 e BC-A.6) e crescimento mucoide (BC-A.14)
caracteristico de bactérias que ndo Actinoplanetes quando semeados em meio
ISP-2.

5.2Teste de atividade enziméatica sobre L-asparagina

Todos os 19 isolados da etapa anterior foram submetidos ao teste de
triagem de producdo da enzima L-asparaginase. Foi realizada a média de trés
repeticbes do experimento e os resultados podem ser observados na tabela 2.
Aproximadamente 94% dos isolados apresentaram atividade enzimatica
satisfatoria. Apenas um dos isolados ndo apresentou atividade para a enzima a
ser prospectada.

O IE para os diferentes isolados variou de 0 (isolado BC-A.10) a 4,1
(isolado BC-A.1). Outros isolados como BC-A.13 (4,0), BC-A.2 e BC-A.17 (3,7)
apresentaram IE bem préoximo ao isolado BC-A.1. Apesar das médias destes
isolados serem semelhantes, a morfoespécie BC-A. 1 foi escolhida em virtude
da visualizacdo do halo ao redor da coldnia ser produzido em até 72 horas,
diferentemente dos demais isolados, onde halo de atividade enzimética ficou
visivel apenas decorridas 120 horas de crescimento. Na figura 11 observamos

os resultados de quatro isolados quanto a producéo de atividade enzimética.
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Tabela 2. indice enzimatico das morfoespécies isoladas de amostra de solo do

Cerrado
Morfoespécies isoladas indice enzimatico*

BC-A.1 4,1
BC-A.2 3,7
BC-A.3 3,1
BC-A5 2,0
BC-A.7 2,2
BC-A.8 2,8
BC-A.9 1,8
BC-A.10 -

BC-A.11 2,2
BC-A.12 2,7
BC-A.13 4,0
BC-A.15 1,6
BC-A.16 2,0
BC-A.17 3,7
BC-A.18 1,5
BC-A.19 1,8
BC-A.20 1,3
BC-A.21 1,7
BC-A.22 1,3

* Média de 3 repeticdes.
- Sem produc¢éo enzimatica.

Figura 12. Halos de atividade enzimética dos isolados BC-A.1 (a), BC-A.8(b),
BC-A.18 (c) e BC-A.10 (d) apds 120 horas de crescimento

-
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5.3Fermentacéo submersa

A fermentacdo submersa para a producdo da enzima foi realizada
obtendo-se aproximadamente 1.000mL de extrato enzimatico bruto. A figura 13
apresenta um dos meios de inducdo da producdo enzimatica decorridas 120
horas da producgéo. Apos a filtragdo a vacuo, foi obtido o extrato bruto (E.B.), e a

massa micelial armazenada a temperatura de —20°C.

Figura 13. Meio de cultura indutor apdés 120 horas de cultivo sob agitacéo

rotativa.

5.4Purificagdo parcial da L-asparaginase

Apoés a obtencdo das solugbes dialisadas (consideradas parcialmente
purificadas) foram obtidas aproximadamente 20mL das fragées: DP 60, Sob. 60,
DP 80 e Sob. 80, utilizadas para os experimentos de determinacao da atividade
enzimatica, caracterizacdo da enzima e dosagem de proteinas. Nao foi possivel
realizar a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida para a verificacdo do
provavel peso molecular da enzima produzida em virtude da reduzida

quantidade de enzima produzida pela bactéria.
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A dosagem de proteinas sugeriu uma quantidade reduzida de proteinas
nas fragcdes obtidas, contudo, fica implicito a alta efetividade da proteina
produzida pela actinobactéria isolada a partir de métodos classicos de
bioprospeccédo de solo. A quantidade de proteina detectada nas fracbes pode
ser detectada na figura 14. As fracdes parcialmente purificadas, concentram
mais proteina que o extrato bruto, indicando o sucesso na concentragdo parcial

das proteinas.

80
70
60
50
40
30
20
10 .

E.B. DP 60 DP 80 Sob 60 Sob 80

Concentracgdo de proteinas (ug/mL)

Figura 14. Dosagem da quantidade de proteinas presentes nas no extrato bruto
(E.B.) e nas fracgdes: dialisado precipitado saturado a 60% com sulfato de
amonio (DP 60), dialisado precipitado saturado a 80% (DP 80), dialisado
sobrenadante saturado a 60% (Sob 60) e dialisado sobrenadante saturado a
80% (Sob 80).

Uma unidade de asparaginase é a quantidade de enzima que catalisou a
formacao de 1umol de aménia por mililitro (U/mL) por minuto as temperaturas e
pH testados.

5.50timizacdo da atividade enzimatica

5.5.1 Otimizacdo datemperatura

A partir dos experimentos realizados, e da curva de calibragéo realizada

observa-se que a fracdo com a melhor atividade enzimatica obtida foi o DP 80,
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onde a precipitacéo proteica realizada foi a de 80%. Tanto a fragdo DP 80, Sob
60 e o extrato bruto obtiveram resultados semelhantes, o que indica que a
atividade obtida foi parcialmente purificada. O processo utilizado consistiu
primeiramente na precipitacdo por saturacdo com o sulfato de amoénio, e

posteriormente didlise para a retirada do sal da amostra.
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Figura 15. Graficos demonstrando a produc¢do de ions de amdnia de cada uma
das fracOes testadas, tendo a temperatura como variavel: Extrato Bruto (a);
dialisado sobrenadante saturado a 60% (b); dialisado precipitado saturado a
80% (c); dialisado precipitado saturado a 60% (d) e dialisado sobrenadante
saturado a 80% (e).
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A melhor atividade detectada foi sob a temperatura de 40°C tanto no
extrato bruto da enzima quanto nas fragbes Sob 60 e DP 80 (Figura 15),

indicando que a enzima produzida atua melhor sobre esta temperatura.

5.5.2 Otimizacgéo do pH

De acordo com os testes realizados variando o potencial hidrogeniénico
da solucédo a 40°C (Unica testada para a otimizacédo do pH), o extrato bruto bem
como a fracdo DP 80 obtiveram melhores resultados sob o pH 8 (Figura 16);
embora sob pH 7 o parcialmente purificado Sob 60 tenha tido melhores
resultados. Em todas as fracbes selecionadas para estes testes, pouca ou
nenhuma atividade enzimatica foi detectada a pH inferior a 6 e igual ou superior

a 10, para todos os extratos selecionados.

5.6 Caracterizacédo do isolado

5.6.1 Caracterizacdo morfolégica

5.6.1.1 Macromorfologia

Apbs a etapa de triagem, foi realizada a caracterizacdo do isolado com
melhor atividade enzimatica. Os testes de macromorfologia foram realizados de
acordo com o protocolo de Shirling & Gottlieb (1966), analisando os morfologia
das colbnias sobre os meios do International Streptomyces Project (ISP) e a
identificacdo taxondmica dos isolados foi realizada de acordo com protocolo
descrito por Wink (2012). A morfoespécie apresentou possivel producdo de
melanina (Tabela 3) e diferentes coloragbes nos diversos meios ISP testados
(Tabela 4). A figura 17 mostra os diferentes meios em que a bactéria foi
cultivada e a auséncia de coloracdo produzida nos meios ISP-2, ISP-3, ISP-4,
ISP-5 e ISP-7.
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Figura 16. Graficos demonstrando a producédo de ions de aménia de cada uma
das fracOes testadas, tendo o pH como variavel: Extrato Bruto (a); dialisado
sobrenadante saturado a 60% (b); dialisado precipitado saturado a 80% (c);

dialisado precipitado saturado a 60% (d) e dialisado sobrenadante saturado a
80% (e).
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Tabela 3. Producao de pigmento difusivel relativo a melanina pelo isolado

Suter com S
ISP-6 ISP-7 o Suter sem tirosina
tirosina
+ - + -

+ = positivo; — = negativo.

Tabela 4. Morfologia colonial dos isolados de actinobactérias nos meios

especificos de caracterizacdo taxonémica apés 14 dias de cultivo a 30°C

Meios Crescimento Cor reversa Micélio aéreo Pigmento soluvel
Marrom bege .
ISP-2 B Telecinza 4 (7047) N
(1011)
ISP-3 B Cinza cristal (7032) Telecinza 4 (7047) N
Marrom bege )
ISP-4 B Telecinza 4 (7047) N
(1011)
Marrom bege
ISP-5 E N N
(1011)
Marrom claro
ISP-6 B N Marrom claro (8007)
(8007)
ISP-7 B Cinza bege (1019) Telecinza 4 (7047) N

B = Bom; E = Esparso; N = Nenhum.

Figura 17. Morfoespécie inoculada nos meios ISP-2 (a), ISP-3 (b), ISP-4 (cl),
ISP-5 (c2), ISP-6 (c4), ISP-7 (c5) e Suter sem a presenca de tirosina (c3) e com

a presenca de tirosina (c6).
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5.6.1.2 Micromorfologia

ApoOs a realizacao da técnica de laminula enterrada (item 4.9.1.2.1) néo
foi possivel a visualizacdo de esporangios, entretanto observou-se cadeia de
esporos, isolados e fragmentagcédo dos micélios. Em seguida comparou-se com o
material de Miyadoh et al. (1997) para a classificacdo da morfologia. A superficie
dos esporos apresentou-se lisa, sem ornamentacdo, sendo parcialmente
flexiveis no arranjo micelial mesmos, foi classificada como rectiflexibilis (Figura
18). Com estes resultados, sugere-se que este isolado seja do género
Streptomyces. Na realizacdo da coloracdo de Gram, bem como por meio da
técnica de Ryu, observou-se que a morfoespécie apresentou caracteristicas de

bactérias Gram-positivas.

i

x5,000  5um b x2,500  10pm

Figura 18. Cadeia de esporos vista em aumento de 1000X (A) em microscopio
optico; visualizacdo de cadeia de esporos isolada (B) (aumento de 5.000X);
visualizacdo de vaérias cadeias de esporos (aumento de 2.500X) (C) da

morfoespécie BC-A.1.
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5.6.2 Caracterizacdo fisioldgica e bioquimica

Além da classificacdo pelos fenoétipos produzidos pelo isolado, realizou-
se também a caracterizacao fisiologica e bioquimica da morfoespécie. Para isso
foi utilizada o painel da Microplaca™ GEN IIl (Biolog), testes manuais de
tolerdncia e atividade enzimética da bactéria frente a diversos substratos
(Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Testes enzimaticos e de resisténcia a diferentes condicbes do isolado
BC-A.l

Caracteristicas Caracteristicas

Sensibilidade aos antimicrobianos Testes de tolerancia

Acido nalidixico + pH 4,0 -

Aztreonam + pH 5,0 +++

Lincomicina - pH 7,0 +++

Minociclina + pH 9,0 +++

Rifamicina + pH 11,0 -

Troleandomicina + NaCl 0% +++

Vancomicina + NaCl 2,5% +++

Acido fusidico + NaCl 5,0% ++

Testes enzimaticos e de degradagéao NaCl 7,5% +

Gelatina + NaCl 10,0%

Tween 20 + Controles

Tween 80 + Positivo +

DNA + Negativo -

RNA + Sensibilidade a agentes quimicos

Uréia + Lactato de sodio 1,0% +

Amido + D-serina

Reducéo de nitrato - Niaproof 4 -

Producéo de catalase + Azul de tetrazolio -

Acido arico + Violeta de tetrazolio

Esculina + Hidrocloreto de guanidina +
Cloreto de litio +
Telurito de potassio +
Butirato de potassio +
Bromato de sédio +

Para os testes enzimaticos e de degradacdo, de crescimento em diferentes fontes de
carbono e nitrogénio e sensibilidade a antimicrobianos e agentes quimicos: + = presenga
de crescimento/positividade para o teste; — = auséncia de crescimento/negatividade para o teste.
Para os testes de tolerancia: ++ = presenca de micélio vegetativo e micélio aéreo em
desenvolvimento; +++ = 6timo desenvolvimento dos micélios vegetativo e aéreo; + = crescimento
escasso; — = auséncia de crescimento.
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Tabela 6. Testes de crescimento em diferentes fontes de carbono

Caracteristica Caracteristica

Crescimento em diferentes fontes de C Crescimento em diferentes fontes de C
eN eN

Dextrina + Acido a-cetobutirico +
D-maltose + Acido acetoacético +
D-trealose + Acido propi6nico +
D-celobiose + Acido acético +
Gentiobiose + 3-metilglucose +
Sacarose + D-fucose +
D-turanose + L-fucose +
Estaquiose + L-ramnose +
D-rafinose + Inosina +
a-D-lactose + D-sorbitol +
D-melibiose + D-manitol +
B-metil-D-glicosideo + D-arabitol +
D-salicina + Mio-inositol +
N-acetil-D-glicosamina + Glicerol +
N-acetil-D-manosamina + Glicose-6-PO4 +
N-acetil-D-galactosamina + D-Frutose-6-P0O4 +
Acido N-acetil neuraminico + Acido D-aspartico +
a-D-glucose + D-serina -
D-manose + Gelatina -
D-frutose + Glicil-L-prolina +
D-galactose + L-alanina +
L-serina + L-arginina +
Pectina + Acido L-aspartico +
Acido D-galacturénico + Acido L-glutamico +
Acido L-galacténico lactona + L-histidina +
Acido D-gluconico + Acido L-piroglutamico +
Acido D-glucorénico + Acido D-sacérico +
Glucoronamida + p-hidroxil-acido fenilacético +
Acido mucico + Metilpiruvato +
Acido L-malico + Acido D-lactico metil éster +
Acido bromo-succinico + Acido L-lactico +
Tween 40 + Acido citrico +
Acido gama-aminobutirico + Acido a-cetoglutarico +
Acido hidroxi-butirico + Acido quinico +
Acido D,L-B-hidroxibutirico + Acido D-malico +
Controle positivo + Controle negativo -

Para os testes enzimaticos e de degradacado, de crescimento em diferentes fontes de
carbono e nitrogénio e sensibilidade a antimicrobianos e agentes quimicos: + = presenca
de crescimento/positividade para o teste; — = auséncia de crescimento/negatividade para o teste.
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5.6.3 Caracterizagcdo molecular do isolado

A extracdo do DNA total foi realizada, entretanto nédo foi possivel realizar
purificacdo, sequenciamento e posterior analise no banco de dados Genbank
por ferramentas de bioinformatica, devido a problemas decorridos na

padronizacao da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction).
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foram empregadas metodologias classicas de
isolamento de micro-organismos, bioprospec¢ao de compostos economicamente
ativos e também para a caracterizacdo do composto estudado bem como na
tentativa de identificacdo da bactéria de interesse.

A coleta de solo foi realizada no final da estagdo chuvosa, fator que
pode ter reduzido a quantidade de actinobactérias recuperadas pelo método
selecionado. Véarias foram as técnicas analisadas para a recuperacdo de
amostras bacterianas raras (Palleroni 1976a, Hayakawa et al. 2004, Silva 2013),
entretanto a adotada foi aquela descrita por Palleroni (1976a). Tal metodologia
foi empregada por sua simplicidade e potencialidade de recuperar
actinobactérias raras presentes nos solos, pertencentes ao Genera
Actinoplanetes.

Zhang & Zhang (2011) reportaram diferentes métodos para recuperar
géneros raros de actinobactérias. Identificaram diversos géneros em diferentes
tipos de solos. Mesmo encontrando varios géneros bacterianos, os autores
identificaram, através de sua metodologia, a ubiquidade do género
Streptomyces,

Os estudos de Silva e colaboradores (2013) comprovaram a prevaléncia
de alguns géneros de actinobactérias em solo de Cerrado. Dentre estes
géneros, destaca-se 0 Streptomyces, que obteve uma grande parcela de
isolados. A coleta foi realizada no inicio de uma estacdo seca neste ambiente,
possivelmente, influenciou no numero de morfoespécies isoladas. Naquele
estudo, onde foram realizadas coletas nas duas estacdes (chuvosa e seca)
existentes no Bioma, verificou-se uma alta variagdo no numero de espécies
isoladas, dado que néo pode ser comparado no presente estudo, uma vez que
foi realizada apenas uma coleta.

Embora o procedimento de prospeccao escolhido tenha sido descrito
para a recuperacdo de Actinoplanetes, 19 espécies foram isoladas, mas nao
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foram realizados testes morfolégicos, fenotipicos e moleculares em todas,
apenas naquelas selecionadas para o teste secundario. A modificacao (troca do
agente quimioatrativo) realizada no método nédo explica o fato de Actinoplanes
nao terem sido recuperados, uma vez que a solugdo contida no capilar de
ligacdo entre as camaras foi a xilose, uma pentose pela qual estes organismos
sdo atraidos. Apesar de ndo encontrar as espécies desejadas para o estudo, &
importante verificar que o método € baseado em um comportamento dos
esporos com motilidade (caracteristica dos membros daquele Genera).

Um resultado importante de ser destacado é que o método obteve
poucos organismos pertencentes a outros grupos taxondmicos, fato explicado
pelo pré-tratamento empregado no solo. Possivelmente tal metodologia eliminou
boa parte dos micrdbios pertencentes aos demais taxons. Tal técnica eliminou
outras espécies durante a secagem na estufa por 24-48 horas. Considerando
este fato, esta etapa € indicada parao isolamento de actinobactérias raras, pelo
fato de as mesmas serem mais resistentes que os demais organismos, no
tocante a temperatura de pré-tratamento da amostra de solo.

Ao ser utilizada uma substancia quimiotatica (Palleroni 1976a) era
esperado que houvessem mais bactérias raras no estudo realizado, uma vez
gue esse era um dos objetivos do presente trabalho. Estudo realizado no
Cerrado com o objetivo de obter actinobactérias foram encontrados, em sua
maioria, diferentes espécies do género Streptomyces (Silva et al. 2013b).

O teste rapido sugerido por Mahajan e colaboradores (2013) foi
modificado para atender as necessidades nutricionais dos organismos
estudados. O teste é simples de ser realizado, € considerado de facil
aplicabilidade e consiste na alteracdo de coloracdo do meio pela producédo de
amonia através da hidrélise da asparagina, como demonstrado nas figuras 7 e
12. Apés a liberacao do ion aménio, o meio, contendo vermelho de fenol (VF). A
alcalinizacdo no meio provoca a modificacdo na coloracdo vermelha do agar
para rosa, que foi de facil visualizacdo e medicdo para a obtencdo do indice
enzimatico, resultado contrastante com o obtido pelos autores.

Diferentemente do que os autores reportam, o azul de bromotimol (BMB)
utilizado nos testes de padronizacdo da metodologia, ndo foi mais eficiente que
o VF. Os halos gerados pelo primeiro, foram sempre significativamente menores

gue aqueles gerados pelo VF, podendo haver algum efeito citotoxico do BMB em
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relacdo as cepas aqui estudadas, embora ndo haja relato na literatura de tal
efeito. Assim como os autores relatam, BMB também foi de facil visualizacéo,
nos testes de padronizacdo da técnica. Com o BMB Mahajan e colaboradores
(2013) o meio utilizado tinha um pH mais acido que o FR, mas em seu relato,
nao discorrem sobre o motivo de tal diferenca na acidez do meio de cultura.

Apés a realizacdo do teste de triagem da producdo de enzima pelos
organismos isolados, verificou-se que uma altissima taxa (94%) desses micro-
organismos produziu a enzima de interesse. Muitos tiveram elevadas taxas de
producdo enzimatica, entretanto a que se destacou foi a morfoespécie BC-A.1
que obteve um, surpreendente, IE médio de 4,1; em apenas trés dias,
comparando-se com as demais, as que se aproximaram da média desse
isolado, necessitaram de cinco dias para a producdo da enzima com efetiva
acdo catalitica. Desta forma selecionou-se esta bactéria para os testes que se
seguiram.

O fato da maioria das morfoespécies apresentarem a atividade frente ao
aminoacido ndo foi surpreendente, uma vez que estas bactérias sao
participantes essenciais no ciclo do nitrogénio, especialmente na etapa de
amonificacdo que ocorre no solo, a partir da matéria organica depositada no solo
(Waksman, 1927; Quirino et al., 2009).

Organismos do solo sao importantes produtores de proteases,
endoglucanases, pectinases e outras enzimas, antibidticos e inibidores
enzimaticos com potenciais atrativos econémicos (Velho-Pereira & Kamat 2013).
Nesta pesquisa elegeu-se apenas uma morfoespécie e uma das possiveis
enzimas produzidas por tal organismo, para que fosse realizado um estudo
desta molécula catalitica.

Verificou-se que a bactéria escolhida para os testes secundarios
provavelmente nao pertencia ao grupo Actinoplanes. A morfoespécie foi
parcialmente identificada apos a triagem e os testes secundarios com a enzima
produzida e pelo fato de a producao deste catalisador ter sido téo elevada, deu-
se continuidade ao estudo com 0 mesmo organismo.

Ao analisar o grafico demonstrado na figura 14, verificou-se que a
guantidade de proteinas presente no extrato bruto € menor que aquela presente
nas fracbes de DP 60, DP 80 e Sob. 60. Comparando-se com o0s estudos

realizados desde meados do século XX, esses resultados sdo consistentes, uma
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vez que a concentragdo de proteinas no extrato bruto tende a ser menor que nas
fracOes parcialmente purificadas, onde as proteinas ficam mais concentradas
devido ao tratamento com o sulfato de aménio (Dunlop & Roon 1975, Patro
2012).

Desde o0 século XX sdo pesquisadas fontes alternativas a producdo da
enzima L-asparaginase. Desde a sua descoberta, pensa-se nesta enzima para a
aplicacdo na regressao de tumores no sangue, em especial a ALL. Entretanto,
no inicio do século XXI, um composto toxico foi detectado em mantimentos
fritos, denominado acrilamida. Uma série de estudos foram desenvolvidos para a
identificacdo da rota metabdlica para formacdo do composto foi iniciada.
Descobriu-se que essa substancia era formada pela reacdo entre um agulcar
redutor e um composto aminico (principalmente um aminoacido). Com isso, 0s
pesquisadores tem sugerido tratar alguns alimentos com enzimas que hidrolisam
estes aminoacidos, impedindo, assim, a formacédo da 2-propenamida (BROOME
1961, Mashburn & Wriston 1964, Wriston & Yellin 1973, Imada et al. 1973,
Hendriksen et al. 2009a, Vinci et al. 2011).

Por aquelas aplicacdes, se faz necesséria a prospeccdo por novas
fontes produtoras de L-asparaginase, buscando também enzimas cada vez mais
eficientes para a hidrélise de aminoacidos: ultrapurificadas, para sua utilizacao
na industria farmacéutica ou parcialmente purificadas, para seu uso na
manufatura de alimentos.

No presente estudo, foram identificadas varios isolados produtores de
uma enzima altamente eficiente, uma delas selecionada para os testes de
caracterizacdo parcial da enzima capaz de catalisar a quebra de aminoacidos e
levar a producdo de aproximadamente 1,5umol de amdnia (U)/mL por minuto,
estando apenas parcialmente purificada. Posteriormente serdo necessarios
estudos para a purificagdo e caracterizacdo da proteina. Porém este estudo, ja
demonstra que a cepa escolhida tem uma grande potencialidade. Comparando-
se a enzima produzida neste trabalho, com a purificada por El-sabbagh e
colaboradores (2013), vé-se um resultado significante, principalmente pela
enzima produzida por esse grupo, ser também de actinobactéria.

DeJdong (1972) realizou experimentos com uma cepa de Streptomyces

BN

griseus e obteve uma atividade maxima de 1,2U, inferior a encontrada no
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presente estudo, como se percebe na figura 15a e 15c, que foi de
aproximadamente 1,5U/ml.

O grupo de Sabbagh et al. (2013) observou uma especificidade de
atividade enzimética (dividindo-se a atividade enzimatica pela dosagem de
proteinas presentes) no dialisado de 70% aproximadamente 44U/mg de
proteina. Ao realizar o mesmo calculo com a enzima produzida no presente
estudo, encontrou-se um total aproximado de 58U/mg de proteina. Tal resultado
€ importante, entretanto, ressalta-se que a quantidade de enzimas produzidas
pela cepa selecionada € bem inferior aquela produzida pelo outro grupo citado.

Obviamente seria necessario realizar uma ultrapurificacdo para que esta
enzima fosse caracterizada, e fossem realizados estudos posteriores para a sua
possivel comprovacédo de eficacia no tratamento de ALL. Embora esta etapa nao
tenha sido cumprida, devido a fatores externos, a purificagéo parcial demonstrou
a alta eficiéncia enzimatica do composto produzido.

A caracterizacdo da atividade hidrolitica, variando-se a temperatura
apresentou uma elevada atividade a 40°C. Estes dados sdo consistentes com
aquele obtidos em outros estudos onde a melhor atividade enzimética foi obtida
naquela temperatura. Vale ressaltar que em outras pesquisas a enzima foi
completamente purificada, e posteriormente avaliada. Nestas investigacdes a
fracdo parcialmente purificada, ndo foi testada frente as varidveis aqui testadas
(Patro 2012, El-sabbagh et al. 2013).

Modificando-se o pH das solugfes testadas com tampdes previamente
preparados e esterilizados, notou-se que a alcalinidade favorece a atividade
catalitica da enzima, fato comprovado pela figura 15. Em pH 8,0 a enzima
obteve uma melhora em sua atividade. Este resultado colabora com os dados
obtidos com outros organismos produtores da enzima. Tal fato pode ser
explicado pelo produto final da reacdo que tem como resultado a modificagdo do
pH para alcalino.

Na literatura existe uma pequena variagdo para o 6timo de atuacdo da
ionicidade medida, embora para os organismos possivelmente relacionados com
aguele isolado neste trabalho, os dados sejam consistentes. Os pH de melhor
atuacdo em Bacillus sp. tem é 7,0 (Moorthy et al. 2010); j4 a enzima produzida
por Saccharomyces cerevisae atua melhor em 6,0 (Dunlop & Roon 1975); 7,0

em uma cepa de Penicillium sp.; em Kluyveromyces marxianus YS-1, o pH de
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maior atividade foi de 6,5 (Singh et al. 2007) e em uma cepa de Strptomyces,
8,0.

A asparaginase é extraida de diversos organismos como plantas (Aguiar
1995), fungos (Dunlop & Roon 1975, Patro 2012), bactérias ndo pertencentes ao
grupo das actinobactérias presentes em coliformes (Bilimoria 1969) e de
algumas espécies de actinobactérias, preferencialmente as do género
Streptomyces (Usha et al., 2011; Sudhir et al., 2012). A importancia da variacao
de asparaginases é necessaria para a reducdo dos custos no tratamento de
doencgas como o cancer no sangue, bem como no pré-tratamento aplicado em S.
tuberosum L., por exemplo, para evitar a formacdo de acrilamida. Nesse
contexto, a enzima produzida pela bactéria isolada no presente estudo € uma
excelente fonte deste catalisador natural.

Uma maior disponibilidade de enzimas para o tratamento da neoplasia é
importante, j& que os pacientes tém disponivel no mercado apenas duas
enzimas para esta finalidade, e em alguns casos, adiciona-se PEG para a
reducdo da taxa de reacdes anafilaticas frente as enzimas presentes no
mercado. Outras fontes deste catalisador reduziriam o custo do tratamento da
ALL (Peterson & Ciegler 1969, Kumar et al. 2010, Jain et al. 2012).

Por outro lado, para o tratamento de alimentos existem também duas
fontes de asparaginase, embora ambas sejam de fungos do género Aspergillus.
Apesar da existéncia destas duas fontes enziméticas comerciais para a industria
alimenticia, o processo de producdo desse composto € caro e torna-se inviavel
guando o tratamento deve ser feito em uma grande quantidade de batatas
(Hendriksen et al. 2009b).

Apos a realizacdo dos testes de fenotipagem, aventou-se a possibilidade
de o isolado pertencer ao género Streptomyces. Seria necessario, para se
identificar ao nivel de espécie uma analise molecular; o que nédo foi possivel,
visto que, apos, incansaveis tentativas de purificacdo do DNA total extraido, a
etapa de purificacdo ndo foi pode ser realizada, inviabilizando a andlise no
Genbank.

Apesar de até a presente data nado ter sido possivel realizar a
amplificacdo do segmento de rDNA 16S, esta etapa serd cumprida
posteriormente, com a finalidade de caracterizacdo molecular do isolado.

Também serdo realizados experimentos futuros, afim de caracterizar melhor a
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enzima produzida e posteriormente, por ferramentas de biologia molecular,

realizar a produgéo em larga escala do catalisador.
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7 CONCLUSOES

v" O isolamento classico pelo método proposto por Paleroni (1976) foi eficaz,
isolando dezenove possiveis espécies de actinobactérias com potenciais
biotecnolégicos a serem explorados.

v' O isolado BC-A.1 obteve a melhor atividade de L-asparaginase, com
indice enzimatico médio de 4,1.

v' A temperatura 6tima de atuacdo da enzima parcialmente purificada é de
40°C e o pH ideal para este catalisador é 8.0.

v A morfoespécie selecionada para este estudo produz uma enzima
bastante eficiente. Reduzida quantidade de enzimas nas fracdes isoladas
resultou em atividade relativamente alta, quando comparada com outros
estudos.

v Infelizmente néo foi possivel identificar a espécie do isolado. Porém testes
morfoldgicos, bioquimicos e fisioldgicos sugerem que esta bactéria seja

do género Streptomyces.
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ANEXOS

ANEXO | — Composicdo dos meios de cultura e solugdes reagentes
empregados
1.1Anexo IA — Meios de cultura

Todos os meios de cultivo preparados no estudo foram esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 minutos. Para alguns meios, detalhes especiais a
respeito do preparo serdo descritos imediatamente em seguida a composi¢ao

quimica dos mesmos.

Agar Amido-Caseina (AC) (Waksman 1961)

KH2PO4...oi, 0,59
MOSO4.ceiiiiiiiiee 0,59

7Y 01 o o TSR 10,09
CaseiN@.....cceeeeeeiee e 109
AGAC.. e 15009
H2O. e 1.000 mL
PH e 72+0,2

Agar Extrato de Levedura-Extrato de Malte (ISP-2) (Shirling & Gottlieb 1966)

GlICOSE....uvviieiiii e 4,049
Extrato de levedura...............ccccceeennnn. 4,049
Extrato de malte.........ccoooevvvivviinnnnnnn. 10,09
AGAr.. oo 20,09
H2O. e 1.000 mL
PH. e 72+0,2
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Agar de triagem para producéo de L-asparaginase (Mahajan et al. 2013)

L-asparaging...........cccccuvvvvevmiieeeeeeeeeeeenns 10,09
DEXIrOSE. ... 209
K2HPO4. . 1,09
MOSO4.iiiiiiiiiii 0,059
AQAT....coiiiiii e 16,09
Vermelho de fenol...........cccooeeiiveiinnneen 0,079
H2O i 1.000 mL
PH. o 72+0,2

K2HPO4......eeiiiiiiiiieee e 209
L-asparaging..........ccccccuvvvvmimnireeeeeneeeeenns 6,09
MgSOa . 7TH20....cooieiiiii e 109
CaClz . 2H20......cooiiieeeeecce 1,09
GIUCOSE... ..ot 3,09
H2O. e 1.000 mL
PH. e 7,2+0,2

AVEIA. ... 20,09
Solucédo de elementos-tracgo.................. 1,0 mL
AGAr. ..o 18,09
H2O. e 1.000 mL
PH. e 7,2+0,2

Preparo: Adicionar 20 g de aveia em 1.000mL de agua destilada em cozer por

20 minutos. A mistura € filtrada em morim e o volume restaurado com agua

destilada para 1.000mL. Um volume de 1,0mL da solugédo de elementos-traco

(abaixo) €& acrescentado (esterilizada por filtracdo e armazenada em

refrigerador), o pH ajustado para 7,0 com NaOH. Apdés o acréscimo de 18 g de

agar, o meio é autoclavado por 20 minutos a 121°C.
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e Solucéo de elementos-traco (para os meios ISP-3, 4,5 e 7):

FESO4.7TH20.......o e 0.1g
MNCI2.4H20........ooiiiiiiiiee 0,19
ZNSO4.TH20......ciiiiiiiiiiiieeeeeee e 18,0 g
H2O o 100 mL

Agar Amido-Sais Inérganicos (ISP-4) (Shirling & Gottlieb 1966)
Solugéo I:

AMIdO SOIUVEL......coeeeiiiiieee e, 10,0 g
H2O e 500 mL
Solucéo II:

K2HPO 4. oo 1049
MOSO4.TH20....ccii i 109
NACH .. e 1049
(NH4)2S 004t 20¢9
CACOE. it 2009
Solucéo de elementos-trago...........ccceevvvvveveeevenenns 1,0 mL
[ L@ BSOS 500 mL
PH e 72+0,2
0 = P 20,09

Preparo: A massa de amido, acrescentar uma pequena quantidade de agua
destilada para producdo de uma pasta. Em seguida, adicionar 4gua destilada
para completar um volume de 500 mL. As solugbes | e Il sdo misturadas e o

agar é entdo adicionado.

Agar Glicerol-Asparagina (ISP-5) (Shirling & Gottlieb 1966)

L-asparaging..........cccceuvvvveiiineeeieeeeeeeenn 109
Glicerol........viiiiiii 10,0 g
K2HP O, 1049
Solucéo de elementos-trago................... 1,0 mL
AGAr. ... 20,09
H2O it 1.000 mL
PH e 72+0,2
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Agar Ferro-Extrato de Levedura-Peptona (ISP-6) (Korn-Wendisch & Kutzner
1992)

Peptona.....cccoeviiiiii 15,09
Proteose peptona.........cccoevvvvviiniieiinnenens 500
Extrato de levedura............cccccceeveeeeennnnnn. 109
Citrato de amonio férrico............cceeeeeee... 0,59
K2HPO4. e 0,59
Tiossulfato de sOdi0.........cccceeeeeeeeiiiiiinnns 0,08 ¢
AGA .. i 20,09
H2O. e 1.000 mL
PH. e 72+0,2

Agar Tirosina (ISP-7) modificado (Korn-Wendisch & Kutzner 1992)

GliCerol........oovvviiiicc e, 15,09

[ 1] (0151 = VRO 0,59
L-asparaging............ccccvvviiiiiiiiieeieeeeeeennnn, 109
K2HPO4....oiiiee e 05¢9
NACH ... i 0,59
FESO4.7TH20.......ciiee e 0,01g
Solucédo de elementos-traco.................... 1,0 mL
AGAC.. e 20,09
HoO . e 1.000 mL
PH o 72+0,2

Caldo 5006 modificado (Wink 2012)

- (0= 1 (0 11T, 3,09
GlICOSE....covviiieeevi 1509
Extrato de malte.........ccoooevviiviivinieiinnnn. 109
Extrato de levedura...............ccooovvvienne. 209
LIS =3O 5,09
NaCl..oiii e, 0,01g
K2HPO4. . 05¢9
FESO04.7TH20. ..o 0,01g
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Meio basal de tolerancia ao NaCl (Wink 2012)

Peptona caseina.........cccccvvvvveeeeeiiiiieenennn. 10,0 ¢
Extrato de levedura.............ccoeevvvevvnnnnnnn. 5009
AGA .. i 18,09
H2O. e 1.000 mL
PH. e 7,2+0,2

Preparo: Adiciona-se as seguintes concentragdes de NaCl: 0%, 2,5%, 5,0%,
7,5% e 10,0%, anterior ao ajuste de pH. Apds o acréscimo de 18 g de agar, o

meio é autoclavado por 20 minutos a 121°C.

Agar Bennet’s modificado (MBA) (Jones 1949)

Extrato de levedura.............ccccceeeeeeeeennnn. 109
Extrato de carne............ccceeevvevvivieininnnnnnns 0,8¢g
Bacto- 2009
(0721571 (o] o - VAPPSR

€] [To70 11T 10,0g

Yo T S 18,0 g
H2O e 1.000 mL
PH. o 72+0,2

Meio para determinacdo da atividade proteolitica (Vieira 1999)

Solucéo I:

Caldo Nutriente...........cccccvveeveviiveiiieen, 10g

€] [To70 11T 0,8¢g
AGA.. e 15,0 g
H2O. e 1.000 mL
Solucéo II:

Leite desnatado..............eeeeeiiiinieneeneneenn. 15 mL
HoO.ee e, 1.000 mL
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Preparo: As duas solucdes sdo autoclavadas separadamente e depois reunidas

assepticamente.

Meio de Sierra (Sierra 1957)

Solucéo I:

Peptona........ccoooeviiiiii 10,049
NACL. .o 50¢9
CaClz. H2O...oooooeeiee 0,19

H2O. e 1.000 mL
PH. e 72+0,2
Solucéo II:

TWEEN 8O0..uuieeieiiiee e, 0,19
H2O i 1.000 mL

Preparo: As duas solugbes sdo autoclavadas separadamente e depois reunidas
assepticamente.

Agar Triptona (Goodfellow & Alderson 1979)

THPLONA.....coveieiiiiccce e 20,09
NACL... e 5009
Acido ribonuUCI ICO. ......c.veeeeeeeeeeeeeeeeeen 309
AGAC.. e 15009
H2O. e 1.000 mL
PH. o 7,3

Peptona........ccooovviiiiii 10¢g
GliCOSE....ooviiiieeeeee e 10g
NACL.. e 5009
KH2PO4....oiieieee e 20¢g
Vermelho de fenol................ocooovien. 0,0012 g
AGA.. e 15,0 g
H2O. e 1.000 mL
PH. o 72+0,2
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Preparo: A uréia é acrescentada depois da autoclavagem do meio basal na

concentragdo de 1,0% (m/v), j& esterilizada por filtrac&o.

Meio para determinacéo da hidrolise de acido urico (Vieira 1999)

€] [ToT0 1Y TN 10g
Extrato de levedura..............ccoeevevevennnnnnn. 10g
ACIHO UFICO. ..o, 500
Ao 18,0 g
H2O. e 1.000 mL
PH. .o 7,2+0,2

Agar Esculina (Williams et al. 1983)

ESCUliN@.....ccvniiiiiie e 109
Extrato de levedura...........cccccceceieiieennnnn. 3,09
Citrato de amonio ferroso............c.c.uu..... 0,59
AGA .. i 750
H2O. e 1.000 mL
PH. e 72+0,2

Agar Nitrato modificado (Atlas 2005)

Peptona........ccooovviiiiii 10,09
Extrato de carn@.........cccoeevvviieiiieeeeinnnns 3,09
Extrato de levedura..............ccccceeeeeeennnn.. 20g
NACL ..., 5009
AGAr. ... 6,09
H2O. e 1.000 mL
PH. e 7,2+0,2
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1.2Anexo IB — Solugdes reagentes e tampdes
Solucgéo de lugol (para revelacao do teste de hidrolise de amido)

T o [0 TP 50¢9
lodeto de potassio............cceevvvveveveviinnnnns 10,09
i 1 T 100 mL

Preparo: Os reagentes sao solubilizados em 10 mL de agua destilada e depois o

volume é completado para 100 mL.

Reativos Griess-llosvay (para o teste de reducéo do nitrato)
I

Acido sulfanilico...........ceeceevieviiieeeenn 8,09
Acido acético SM.........cooeeveeurieirinenn. 1.000 mL
I

Alfa naftilamina...............cccccconnnn. 50¢g
Acido acético SM.........cceeevivireeeieenenn,s 1.000 mL

Tampéo EDTA (0,5 M; pH 8,0)
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 18,612 g

Preparo: A solucdo deve ter o pH ajustado com aproximadamente 2,2 g de
lentilhas de NaOH. No final, o volume é ajustado até 100 mL* com &agua

destilada.

Tampao Tris-EDTA (TE)

Tris-HCI (PH 7,6)...cccoooiiiiiiie 10 mM
EDTA (PH 8,0)..cceeeeiiiiiiiiieeeeeciiiiieee, 1,0 mM
] TR 7,5
NaCl (5 M)

NaCl..ooiiii e 29,2 ¢
H20 ultrapura.........cooveevviiiiiiiieeneeee, 100 mL

Preparo: Solubilizar o NaCl em 70 mL de agua. Ap6s completar volume para 100

mL.
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Solucdes de lise alcalina (Sambrook & Russel 2001)

Solucgéo |
Tris-HCI (pH 7,4)..ccceiiiiieiee, 150 mM
EDTA (PH 8,0).ccceeeiiiiiiiiiiieeeeciiiieeeeen 10 mM

Solucéo |l

Solucéo I

Acetato de sOdio...........cccevvviiiiiiiiinennnn. 3,0M

Acido acético glacial (pH 5,0)............. 2,0M

Preparo: Acrescentar 80% do volume de agua ultrapura ao acetato de sodio.
Apés solubilizacdo, ajustar o pH com &cido acético glacial até completar o

volume.

Tampé&o de amostra

Azul de bromofenol...........ccocoeeeviinennnnn. 0,5%
GlCErol......oouiiiiiiie e, 50%
EDTA (PH 8,0)...cceiiiieieeccceee e 100 mM

Tampao Tris/Borato/EDTA (TBE) 0,5X

THZMA DASE....ceeeeeeeee e 10 mM
AcCidO BONICO. ..., 90 mM
EDTA (PH 8,0)....cuviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeiieen, 1,0 mM

Tampao Tris/Acetato/EDTA (TAE) 50X*

Trizma base.......ccccccveieeeeiieiie e, 242 g
Acido acético glacial..............c............ 57,1 mL
EDTA (0,5 M: pH 8,0)..eveveeeeeeeeeeren. 100 mL
H20 destilada..........cocoeeeeeeiiiiiiiiiiiinns 1.000 mL

*Concentracdo de uso: 0,5 a 1,0X.
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Tampao Tris-HCI* 0,05M

Tris hidroximetilaminometano.................. 6,0579g

Agua 1000mL

Solucao HCI (0,05M)

Preparo: Acrescentar 10% do volume de 4&gua destilada ao Tris
hidroximetilaminometano previamente pesado. Apés solubilizacédo, ajustar o pH
com solugéo de acido cloridrico 0,05M ao pH desejado, em seguida completar
para o volume de 1000mL. Autoclavar a 121°C por 20 minutos.

Tampéo Fosfato* 0,05M

Preparar 25 mL de solugéo aquosa de K2HPO4 a (0,05 M) e 25 mL de solucdo
aguosa de KH2PO4 (0,5 M); numa placa com agitacao, colocar um copo de vidro
de 500 mL com uma barra magnética no interior e misturar, no copo de vidro, 25
mL da solugédo aquosa de KH2PO4 (0,5 M) e ajustar o pH com solugédo aquosa
de Kz2HPO4 (0,5 M); acrescentar 400 mL de &gua destilada, sempre com
agitacdo, e confirmar o pH da solugdo com o medidor de pH devidamente
calibrado. Passar a solugéo para um baldo de 500 mL e perfazer o volume com

agua destilada.

Reagente de Nessler (Utilizado para o ensaio de liberagcdo de amoénia)

e Solucao de iodeto de mercurio

Agua destilada deionizada....................... 10mL

e Solucédo aquosa saturada de cloreto de mercario-ll
Cloreto de mercario-ll...........ccococcveeeeeenne 119
Agua destilada deionizada....................... 100mL
Preparo: o bicloreto de mercurio dissolvendo em agua destilada quente. Aqueca
em banho Maria até dissolver o sal, ap6s o resfriamento filtre e estoque em
recipiente de vidro com tampa esmerilhada.

e Solucéo de hidréxido de potassio
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Preparo: dissolver o KI em agua, em seguida adicionar lentamente solucao
saturada de HgCl2 até o surgimento de um precipitado vermelho insoltvel.
Posteriormente adicionar a solucdo de KOH e depois adicionar mais 1mL da
solucéo saturada de HgCl2, em seguida, completar o volume para 200mL. Deixar
a solucédo incubada overnight a temperatura ambiente e retirar apenas o liquido
limpido, e descartar devidamente o precipitado. Para testar a solugdo adicionar
2mL do reagente em 100mL de uma solucdo de cloreto de aménio em agua
ultra-pura na proporcdo de 1:300.000, a reacdo deve produzir uma coloragao

marrom-amarelada imediatamente.
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