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RESUMO

As actinobactérias compdem um amplo e diverso filo de bactérias gram-positivas com
elevado contetdo de guanina e citosina em seu DNA, destacando-se pela producdo de
metabolitos secundarios com atividade antibidtica. O tratamento das infec¢Bes por patdgenos
multirresistentes aos antimicrobianos e do cancer representa um dos maiores desafios da
medicina moderna e moléculas microbianas bioativas ainda constituem uma fonte rica de
drogas antimicrobianas e antitumorais. O objetivo principal do presente estudo foi analisar as
potenciais acdes antimicrobiana e citotoxica de actinobactérias isoladas de varios habitats. A
avaliacdo dessas bioatividades foi efetuada mediante aplicacdo de uma série de ensaios
qualitativos de triagem in vitro. Do total de 19 morfoespécies, isoladas do solo de Cerrado
goiano, 16 foram avaliadas nos testes primarios de atividade antimicrobiana, das quais 5
(31,25%) antagonizaram o crescimento dos micro-organismos indicadores. O ECL da
morfoespécie BC-A22 e os extratos brutos do isolado ADU 1.3 se sobressairam quanto a sua
alta acdo antibidtica frente 8 MRSA. A maioria dos extratos brutos exibiu ac&o litica sobre a
parede celular estafilococcica. Apenas os ECLs das morfoespécies GUARA 1 e PEG 23 e 0s
extratos do isolado PEG 30 foram citotdxicos a A. salina em baixa concentracdo. Nenhum dos
extratos mostrou efeito de intercalacdo sob a molécula de DNA. Com excecdo de BC-A22, 0s
seis isolados foram caracterizados morfologicamente como membros do género Streptomyces.
A morfoespécie ADU 1.3 foi identificada molecularmente como Streptomyces sp., com alta
probabilidade de consistir em uma espécie nova. Os resultados obtidos dessa etapa de
bioprospecc¢do inicial evidenciam que todos os sete isolados sdo potenciais produtores de
biomoléculas antibidticas, notabilizando-se a morfoespécie BC-A22, que exibiu uma alta acdo
antimicrobiana frente aos MRSA hospitalares e a maior parte das bactérias gram-negativas.

Palavras-chave: actinobactérias; bioprospec¢do microbiana; metabdlitos bioativos;

antibidticos.



XViii

ABSTRACT

The actinobacteria constitute a wide and diverse phylum of gram-positive bacteria with a high
content of guanine and cytosine in their DNA, standing out by the production of secondary
metabolites with antibiotic activity. The treatment of multi-drug resistant pathogens infections
and cancer represents a major challenge for modern medicine and bioactive microbial
metabolites constitute a rich source of antimicrobial and antitumor drugs. The main aim of
this study was to analyse the potential antimicrobial and cytotoxic activities of actinobactéria
isolated from various habitats. The evaluation of these bioactivities was accomplished by the
application of a set of qualitative screening in vitro assays. From a total of 19 morphospecies,
isolated from the goiano Cerrado soil, 16 were evaluated in the primary antimicrobial activity
tests, of which 5 (31,25%) antagonized the growth of indicator microorganisms. The ECL of
the morphospecie BC-A22 and the crude extracts of the strain ADU 1.3 stood out for their
strong antibiotic action against MRSA. The most of the crude extracts exhibited lytic action
on the staphylococcal cell wall. Only ECLs of morphospecies GUARA 1 and PEG 23 and
extracts of the strain PEG 30 were cytotoxic against A. salina in low concentration. None of
the extracts showed an intercalation effect on the DNA molecule. With exception of BC-A22,
the other six isolates were morphologically characterized as members of the Streptomyces
genus. The morphospecie ADU 1.3 was molecularly identified as Streptomyces sp., highly
likely to consist of a new species. The results of this initial phase of microbial bioprospecting
highlight that all the isolates are potential producers of antibiotics biomolecules, excelling the
morphospecie BC-A22, which exhibited a strong antimicrobial activity against the clinical

isolates of MRSA and most of gram-negative bacteria.

Keywords: actinobacteria, microbial bioprospecting, bioactive metabolites, antibiotics.



1 INTRODUCAO

1 Actinobactérias

1.1.1 Taxonomia: consideracOes basicas

As actinobactérias constituem um enorme grupo filogeneticamente relacionado de
bactérias gram-positivas com um elevado contetdo de guanina — citosina (G+C) em seu DNA
genémico. Esses micro-organismos, anteriormente denominados actinomicetos (do grego,
“aktis”, irradiado; “mykes”, fungo), desde a sua primeira descricdo no final do século XIX e
por um longo periodo foram considerados exadticos por apresentarem caracteristicas tipicas de
fungos filamentosos e de bactérias (Goodfellow & Cross 1984; Pandey et al. 2004). Contudo,
estudos realizados a partir da década de 1950 possibilitaram um melhor conhecimento da
estrutura genética e da composicdo quimica celular desses organismos. Estes estudos
confirmaram sua natureza procaridtica retirando-os completamente do Reino Fungi
(Goodfellow et al. 1984; Wosten & Willey 2000).

A formacdo de estruturas filamentosas (hifas) e de esporos acarretou na
classificacdo inicial como fungos. Apesar de partilharem uma parte do seu ciclo de vida com
esses eucariotos, a verificagdo de sua suscetibilidade a agentes antibacterianos e a auséncia de
membrana nuclear, evidenciaram que os ‘“actinomicetos” estavam mais proximos dos
procariotos, 0 que incitou investigacdes mais apuradas. Foram encontradas Varias
caracteristicas que esses micro-organismos compartilhavam com as bactérias, tais como: a
presenca de peptideoglicano na parede celular, que explica a vulnerabilidade aos antibiéticos
efetivos frente a gram-positivos; a sintese de lisina via &cido diaminopimélico (DAP); a
inexisténcia de esterdis; quando presente, flagelo tipicamente bacteriano; o diametro
aproximado de 1,0 um da hifa; e a sensibilidade a fagos (Lechevalier & Lechevalier 1967;
Embley & Strackebrandt 1994; Wosten & Willey 2000).

A confuséo inicial de identidade refletiu intensamente na posicao taxonémica das
actinobactérias. Desde os pioneiros relatos como patdégenos de animais até o comeco da ampla
exploragdo como produtores de substincias antibioticas, uma vasta quantidade de
denominacdes genéricas e de descricdes com sobreposicdes foi gerada, tornando nebulosa e
insatisfatoria a sua classificacdo. A extraordinaria variedade morfoldgica desses procariotos e
a falta de um consenso quanto aos critérios taxonémicos que deveriam ser aplicados

justificam em parte essa desordem inicial na sistematica desses micro-organismos, que eram



essencialmente agrupados considerando-se os aspectos morfologicos e certas propriedades
fisiologicas (Waksman, 1961; O’Donnel, 1988; Stackebrandt & Schumann 2006).

O advento da aplicacdo do conhecimento dos componentes quimicos celulares e o
emprego dessas caracteristicas em classificacdo e identificacdo de organismos, a
quimiotaxonomia, contribuiu significativamente para a sistematica das actinobactérias. A
associagdo dessa abordagem com a taxonomia numérica, isto é, a ordenacdo dos micro-
organismos descritos em grupos homogéneos utilizando um enorme conjunto de dados
fenotipicos, evidenciou a heterogeneidade fenotipica dos géneros ja conhecidos, na
delimitacdo de taxo-espécies, e em esquemas classificatorios baseados em varios caracteres 0s
quais constituiriam ferramentas poderosas para o processo de identificagdo de novos isolados
(Labeda 1987; Stackebrandt & Schumann 2006; Schleifer 2009).

No entanto, alicercar-se apenas na fenotipagem suscitaria na existéncia de
enormes grupos supra-genéricos bastante heterogéneos (Goodfellow 1989). Além disso, ainda
ndo era simples e seguro aprofundar a classificacdo a niveis menores, como espécie e
subespécie, bem como esclarecer a filogenia desses procariotos. Nesse ponto, a sistematica
molecular, a utilizacdo de métodos de analises de &cidos nucleicos na ciéncia da classificacéo
bioldgica, possibilitou a reconstrucdo das relaces evolutivas entre 0s organismos nos mais
diferentes graus na hierarquia taxondmica e em validar e/ou complementar o que j& havia sido
estruturado pelas outras estratégias (Bull 1992; Embley & Strackebrandt 1994).

Nas ultimas décadas, 0 uso integrado dos caracteres genotipicos e fenotipicos
derivados por essas abordagens, a taxonomia polifasica, é adotada difusamente na
classificacdo de organismos procarioticos, fornecendo, por meio da escolha de critérios que
auxiliem na ampliacdo da qualidade dos dados gerados, o estabelecimento de nomenclatura
estavel e identificacdo mais segura. Essa pratica produziu melhorias consideraveis no caso de
tdxons complexos nos quais as tradicionais estratégias, baseadas em forma e funcéo,
provaram ser instaveis (Goodfellow & Fiedler 2010; Kim 2010). Isso é claramente evidente
para as actinobactérias, em que as avalia¢cbes quimiotaxondmicas, estudos de filogenia
gerados pela determinacdo das sequéncias da menor subunidade (16S) do rRNA (acido
ribonucleico) e em hibridizagbes de acidos nucleicos revolucionaram a forma como novos
isolados sdo classificados a nivel de género e espécie (Stackebrandt et al. 1997; Stackebrandt
& Schumann 2006).

Com base nas arvores filogenéticas geradas a partir das analises dos segmentos
génicos do 16S rRNA, esses procariotos pertencem ao filo Actinobacteria, uma das principais

e mais antigas linhagens dentro do Dominio Bacteria (Embley &Strackebrandt 1994). O



desmembramento desse tdxon de outros grupos bacterianos é também apoiado pelo estudo
com outros marcadores moleculares, como insercdes e dele¢des conservadas em proteinas e
sequéncias do 23S rRNA, além de particulares rearranjos génicos (Goodfellow & Fiedler
2010). De acordo com a mais recente atualizacéo, o filo engloba seis classes, Actinobacteria,
Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptorales, Rubrobacteria e Thermoleophilia, mais de
55 familias, 240 géneros e milhares de espécies (Ludwig et al. 2012; Verma et al. 2013). A
classe Actinobacteria é a mais extensivamente estudada, contando com mais de 80% de todas

as familias e géneros de actinobactérias descritos até entdo (Figura 1) (Gao & Gupta 2012).
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Figura 1 — Esboco geral do estado atual da taxonomia do filo Actinobacteria proposta conforme o Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology (Adaptado de Gao & Gupta 2012).

A caracterizacdo taxondmica das actinobactérias, especialmente as produtoras de
metabdlitos bioativos, &€ um aspecto muito importante para a selecdo de compostos com acéo
farmacoldgica de interesse, pois guarnece informacdes sobre 0 micro-organismo produtor em
estudo, sobre a natureza do metabdlito gerado, e associar se 0 mesmo ja foi isolado ou nao.
Dessa forma, nota-se como a sistematica tem um papel fundamental em biotecnologia,
particularmente no aperfeicoamento dos programas de triagens biologicas, desde o
aproveitamento da enorme biodiversidade microbiana na fase de isolamento até a
manipulacdo da ampla variedade quimica das biomoléculas microbianas (Piret & Demain
1988; Adegboye & Babalola 2012; Kurtboke 2012).



1.1.2 Caracteristicas biologicas gerais

De modo abrangente, as actinobactérias apresentam organizacdo celular
procariotica tipica, constituindo-se de uma regido nuclear fibrilar e um citoplasma granuloso
com ribossomos de até 12 nm de didmetro, podendo ainda comportar uma multiplicidade de
inclusdes, dependendo do organismo, do tempo de crescimento e do meio de cultivo utilizado.
A parede celular normalmente possui de 10 a 20 nm de espessura e € geralmente composta
por uma rigida matriz de peptideoglicano com um ou mais polimeros associados, como acidos
teicoicos anidnicos e polissacarideos neutros. Em alguns géneros, como Mycobacterium,
Rhodococcus e Corynebacterium, um envelope externo de acidos micolicos estdo ligados
covalentemente a parede, com varias estruturas lipidicas livres relacionadas. Por sua vez, a
membrana plasmaética (7 a 10 nm de espessura) possui a estrutura classica do modelo de
mosaico fluido, ou seja, uma bicamada lipidica constituida de diferentes lipidios anfipaticos e
proteinas especificas intercaladas. Destaca-se a presenca de lipidios funcionais adjuntos ao
interior hidrofébico da membrana, como as menaquinonas, envolvidas no transporte de
elétrons e respiracdo celular, e certos pigmentos solUveis, alguns com propriedades
antibidticas (Locci & Sharples 1984; Minnikin & O’Donnel 1984).

O DNA (4cido desoxirribonucleico) estd condensado, frequentemente em
maultiplas copias nas células das hifas e usualmente em uma Unica nos esporos. Possui alto
teor de G+C, em média acima de 50%, que pode variar desde 42% (Gardnerella vaginalis)
até 74.4% (Kineococcus radiotolerans). Comumente contém uma riqueza de elementos
genéticos extracromossomais (plasmideos) com uma ampla variedade de tamanho (10 a 40
Kb) e quantidade de copias (1 a 30). A maioria dessas unidades génicas possui também
contetdo elevado de G+C, podendo-se ser circulares ou lineares, autbnomos ou integrados.
Dentre suas conhecidas fung¢fes podem-se citar os papéis essenciais na fertilidade,
transferéncia de genes, rearranjos gendmicos, producdo de antibidticos e resisténcia a
compostos quimicos (Hutter & Erckhardt 1988; Piret & Demain 1988; Bentley & Parkhill
2004; Schrempf 2006; Verma et al. 2013).

Estima-se que mais de 53 genomas de actinobactérias ja tenham sido
sequenciados e anotados, sendo uma parte expressiva da ordem Actinomycetales. Os genomas
podem ser tanto circulares (Mycobacterium, Corynebacterium) como lineares (Streptomyces
coelicolor) e variarem quanto ao seu tamanho total, com dimensdes diminutas como 0,9 Mbp

(Tropheryma whipplei) até aquelas maiores que 11,9 Mbp (S. bingchenggensis), e a soma de



genes que codificam proteinas, desde 1605 (Mycobacterium leprae) a 8903 (S. scabies).
Como j& foi observado um agrupamento comum dos genes relativos a geracdo de enzimas
anabdlicas, proteinas de resisténcia e sistemas regulatorios ativos na formacdo de produtos
naturais microbianos, o sequenciamento e analise funcional dos genomas dessas bactérias tém
emergido como uma ferramenta poderosa ndo somente para estudos de sistemética e
evolucdo, contudo também para identificar grupos de segmentos génicos biossintéticos
associados com a expressao de metabdlitos ja conhecidos ou ndo (Nett et al. 2009; Alam et al.
2011; Kurtboke 2012; Verma et al. 2013).

Em relacdo ao requerimento de oxigénio, as actinobactérias sdo principalmente
aerdbias, com representantes anaerébios facultativos (Cellulomonas), microaeréfilos e até
anaerdbios obrigatorios (Actinomyces meyeri). No entanto, a grande parte ja descrita desses
organismos é quimioheterotrofica e neutrofila. Devido a producdo de uma variedade de
enzimas extracelulares, possuem uma grande versatilidade metabolica. Este fato permite o
consumo de multiplas fontes de carbono e de nitrogénio e sobrevivéncia sob um vasto nimero
de substratos (Cochrane 1961; Holt et al. 1994; Servin et al. 2008). Essas proteinas favorecem
ainda o crescimento primario, facilitacdo de interacfes estreitas com outros organismos e
geracdo de metabdlitos secundéarios (Chater et al. 2010).

O ciclo de vida da maior por¢do desses micro-organismos consiste em duas etapas
de crescimento. A primeira, a fase vegetativa, inicia-se quando um propagulo (como um
esporo) se estabelece em um substrato solido, originando as primeiras hifas (tubos
germinativos) que ligeiramente se ramificam em intervalos e se alastram. O micélio nascente,
compostos por filamentos que penetram o substrato via enzimas extracelulares ou se
propagam ao longo de sua superficie, ¢ o “primario” ou “vegetativo”, uma caracteristica que
distingue as actinobactérias de outras eubactérias. Decorrido certo periodo de crescimento,
inicia-se a fase reprodutiva, na qual uma rede de hifas aéreas revestidas por camadas
hidrofébicas surgem da massa micelial primaria, podendo cobrir toda a superficie da coldnia,
conferindo a singular aparéncia “hirsuta” ou “pulverulenta” em certos géneros. Esse micélio
“secundario” ou “aéreo” € afetado por certos fatores, como a composi¢do do meio de cultura,
temperatura, a presenca de compostos especificos, e outros elementos estimulantes. Por fim,
ha o aparecimento das estruturas reprodutivas, podendo constituir em esporos ou a elementos
cocoides e formas semelhantes, as quais garantem a continuidade do ciclo biologico (Figura
2) (Locci & Sharples 1984; Srinivasan et al. 1991; Hopwood 1999; Flardh & Buttner 2009).
Esse complexo processo de diferenciacdo celular, formado por uma série coordenada de

alteracdes morfologicas, € regido por, ainda ndo totalmente elucidados, mecanismos



intrinsecos de regulacdo génica que englobam toda a biologia do desenvolvimento do
organismo, geracdo de complexos enziméticos, antibioticos, bem como a morte celular
(Chater 2006; Manteca & Sanchez 2010).

Os esporos de actinobactérias podem ser gerados por intermédio de subdiviséo
das hifas, tumefacdo ou endogenia (Reponen et al. 1998). Podem ser produzidos isoladamente
ou em cadeias e, em algumas circunstancias, dentro de “vesiculas”, como resultado da
fragmentacdo de hifas pre-existentes. Uma bainha fibrosa recobre a superficie dos esporos,
atribuindo aos mesmos o aspecto liso, espinhoso, ondulado ou filamentoso, um caractere
estavel e atil do ponto de vista taxondmico, assim como a sua forma, coloragdo, nimero e
disposi¢do. Todavia, em certos géneros formadores de esporangios ha a origem de esporos de
superficie hidrofilica para auxilio na dispersdo pela agua. Comumente sdo resistentes a
dessecacdo e ndo ao calor, com excecdo dos gerados pela familia Thermoactinomycetaceae
(Locci & Sharples 1984; Piret & Demain 1988; Nomi 1992; Vobis 2006). A diversidade
morfolégica das actinobactérias esta baseada primariamente nas suas estratégias de
reproducdo que levam a formacdo de uma variedade de estruturas de esporos, como 0S
artrosporos  (em  Streptomyces),  aleuriésporos  (Micromonospora),  enddsporos
(Thermoactinomyces) e zodsporos moveis (varios membros de Actinoplanaceae,

Geodermatophilus, Oerskovia, Kitasatoa) (Ensign 1978).
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Figura 2 — Ciclo de vida de Streptomyces sp. (Adaptado de Slonczewski & Foster 2009).



A morfologia dos micro-organismos desse imenso filo é colossalmente varidvel.
Podem-se notar formas como a cocoide (Micrococcus), cocobacilar (Arthrobacter), aquelas
em que ocorre fragmentacdo da hifa (Nocardia spp.), e outras que podem ser altamente
diferenciadas em um micélio ramificado (Streptomyces), contudo que podem ndo formar uma
porcao aérea (Actinoplanes) (Ventura et al. 2007).

As actinobactérias constituem um grupo bem-sucedido de organismos quanto ao
habitat, ocorrendo em uma multiplicidade de ambientes, tanto naturais quanto nos
modificados pela acdo humana. Estdo extensivamente distribuidas no solo e em outros
ambientes terrestres. A maioria das espécies é saprofitica, contudo existem aquelas que
formam associagdes mutualisticas e parasiticas com outros organismos (Goodfellow &
Williams 1983; Gonzélez et al. 2005). Assim, diferentes estilos de vida podem ser
encontrados, incluindo habitantes do solo (Streptomyces spp.), comensais de plantas
(Leifsonia spp.), simbiontes fixadores de nitrogénio (Frankia), residentes do trato
gastrintestinal (Bifidobacterium spp.) e patégenos (por exemplo, Mycobacterium spp.,
Nocardia spp., Tropheryma spp., Corynebacterium spp., Propionibacterium spp.) (Ventura et
al. 2007).

Exibem um importante papel na reciclagem e mineralizagdo de compostos do solo
onde desempenham uma funcéo elementar na reciclagem de nutrientes. S0 comumente vistos
como 0S micro-organismos mais ativos nos estagios tardios da decomposicdo de plantas e
outros materiais, participando decisivamente da degradacdo de polimeros complexos e
relativamente recalcitrantes, como lignoceluloses, hemiceluloses, pectina, queratina e quitina.
Essa capacidade deve-se a producdo de um repert6rio de complexos enzimaticos liberado em
consequéncia a variados estimulos ambientais. Também tém sido associadas com a sintese e
degradacdo de compostos humicos, além de responderem a presenca de poluentes e outras
substancias ndo naturais, como inseticidas, pesticidas e herbicidas. Adicionalmente, sao
fundamentais na rizosfera, ndo apenas por estarem inclusos na populacdo microbiana
simbidtica que ativamente cresce em associacdo préxima com as plantas, mas também por
causa de uma supressdo do crescimento de patdgenos de raizes, através da antibiose
(Goodfellow & Williams 1983; Williams et al. 1984; McCarthy & Williams 1992).

1.1.3 Isolamento e identificacdo

Desde os trabalhos pioneiros de Waksman na primeira metade do século XX até

atualmente, milhares de actinobactérias ja foram isoladas e identificadas. Diferentes meios de



cultivo foram desenvolvidos, apesar de muitos ndo serem necessariamente seletivos e de sua
escolha essencialmente depender do foco das pesquisas, as quais a principio objetivavam
exclusivamente a selecdo de estreptomicetos produtores de substancias antibioticas (Nolan &
Cross 1988; Watve et al. 2001).

Fundamentalmente, os principais passos do isolamento consistem em: (i) a
escolha da fonte ambiental de propédgulos dos micro-organismos; (ii) o pré-tratamento do
material; (iii) o crescimento em meio apropriado; (iv) incubacdo e selecdo de colbnias
isoladas; (v) purificacdo. A composicdo do meio de isolamento, o tipo de pré-tratamento e as
condigdes de incubacéo estdo entre os fatores que mais influenciam o processo, uma vez que
eles determinam qual organismo iré se desenvolver (Williams et al. 1983; Okudoh & Wallis
2007).

O solo € um complexo e dindmico sistema biologico e concentra uma significativa
parte da diversidade procaridtica existente em nosso planeta (Nannipieri et al. 2003, Keller &
Zengler 2004). As bactérias constituem o mais numeroso grupo microbiano nesse sistema e
estima-se que apenas 1% da populacdo bacteriana presente em ambientes terrestres pode ser
cultivada por métodos microbioldgicos convencionais. Organismos do filo Actinobacteria
compreendem mais de 30% do total de micro-organismos presentes no solo, sendo
Streptomyces o0 género dominante (Kennedy 1999; Kirk et al. 2004; Thakur et al. 2007).
Aproximadamente 80% das actinobactérias ocorrem na camada mais superficial, diminuindo
progressivamente com a profundidade (lwari & Takahashi 1992). O numero e variedade
desses procariotos podem ser influenciadas expressivamente pela localizacdo geogréfica,
temperatura, pH, umidade, aeracéo, tipo de solo, vegetacdo, conteldo de matéria organica,
disponibilidade de nutrientes, e atividades agricolas (Arifuzzaman et al. 2010). Ocorrem
preferencialmente em solos neutros ou ligeiramente alcalinos, ricos em matéria organica, em
compara¢do com ambientes alagados, anaerobicos e, especialmente, &cidos, nos quais a
contagem de viaveis decresce notoriamente, com Obvia exce¢do das esporoactinobactérias
acidofilas que toleram uma faixa de pH 3,5 a 5,5 (El-Tarabily & Sivasithampam 2006).

A faixa de temperatura aplicada durante a execucdo do isolamento de
actinobactérias do solo é de 25-30°C. A maior variavel nesse estagio é a duracdo do periodo
de incubacdo, o qual esta em torno de 7 a 14 dias para observacdo do micélio aéreo maturo,
considerando a necessidade de monitoramento regular do desenvolvimento das colbnias para
evitar que algumas possam ser negligenciadas (Nolan & Cross 1988). Assim, constata-se 0o
quéo complexo pode ser isolar esses organismos a partir de microbiotas presentes na natureza,

uma vez gque 0s mesmos possuem uma velocidade de crescimento mais lento em relacdo as



outras bactérias e fungos. Isso ocasionou no desenvolvimento de métodos de isolamento
seletivo fundamentados sob uma ou ambas das seguintes abordagens: (i) selecdo nutricional,
na qual os meios sdo formulados com nutrientes que sdo preferencialmente empregados por
certos géneros; (ii) inibicdo seletiva, no qual compostos como antimicrobianos sdo
incorporados a0 meio para evitar 0 surgimento de micro-organismos que ndo sejam
actinobactérias (Hirsch & Christensen 1983).

Boa parte dos representantes desse filo sdo capazes de crescerem nos meios
bacterioldgicos laboratoriais convencionais. Alguns géneros claramente necessitam de
formulacGes especiais para auxiliar na esporulagdo e producdo de pigmentos, no entanto,
conjectura-se que meios nutricionalmente “pobres” sejam os melhores para estudos de
morfologia (Holt et al. 1994). Dentre esses, destacam-se o0 agar amido-caseina (AC), M3 e
quitina coloidal, todavia outros, como o0 agar vitamina acido-humico apresentam-se
convenientes para isolamento de outros géneros mais incomuns, no caso, Micromonospora,
Microbispora, Streptosporangium, Dactylosporangium (Williams et al. 1983; Hayakawa &
Nonomura 1987). O emprego de técnicas de diluicdo seriada mostra-se mais adequado
durante o procedimento de isolamento, principalmente para contagem de colonias, apesar dos
obstaculos evidentes do ponto de vista técnico (Williams & Davies 1965; Wellington & Toth
1994).

Ressaltam-se as subsequentes formas de pré-tratamentos fisicos e quimicos
utilizados no isolamento seletivo de actinobactérias, principalmente as ditas “raras” ou nao-
estreptomicetos: (i) dessecacdo ou aplicacdo de calor imido ou seco para reducdo do niumero
de bactérias gram-negativas; (ii) centrifugacdo, para eliminagdo de Streptomyces e outros
Actinomycetales ndo moveis da fase liquida, facilitando o crescimento de outros géneros; (iii)
emprego de esterilizantes como micro-ondas, radiacfes eletromagnéticas e de alta frequéncia
e ondas ultrassonicas; (iv) adicdo de agentes antibacterianos e antifingicos de amplo espectro,
para exclusdo de contaminantes; (v) uso de substancias quimioatraentes ou “iscas” (xilose,
ions cloreto e brometo, y-colidina, vanilina, pdlen) para isolar actinobactérias produtoras de
esporos maveis; (vi) tratamento com compostos quimicos biocidas que ndo afetam propagulos
de Actinomycetes, como fenol e cloramina; (vii) incorporacdo de macromoléculas (exemplo
do carbonato de calcio) para promover o crescimento preponderante de géneros raros, a
geracdo de moléculas bioativas e supressdo de outros micro-organismos; e outros métodos,
como co-cultura, simulacdo de ambiente natural in vitro e etc. A associagdo de um ou VAarios

tipos de pré-tratamento potencializa o isolamento de tal modo que novos organismos sejam
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descobertos e estudados, crucialmente aqueles oriundos de ambientes ndo tdo explorados
(Seong et al. 2001; Khanna et al. 2011; Subramani & Aalbersberg 2013).

O cultivo em &gar geralmente demonstra colonias abundantes, de firme
consisténcia e fortemente aderidas ao substrato. Acredita-se que a extensdo da parede celular
como hifas ramificadas seja responsavel pelo crescimento. A periferia das colbnias pode
acumular diferentes materiais de reserva energética, como glicogénio, lipideos e polifosfato
(Goodfellow et al. 1984; Locci & Sharples 1984). Culturas liquidas necessitam de aeracéo e
agitacdo e, dependendo do objetivo da pesquisa, podem carecer de defletores no interior dos
frascos, para a difusdo do micélio em desenvolvimento, e altas velocidades com a incubacao
em shakers para um crescimento maximo e continuo. Nessa forma de cultivo, o propégulo ou
parte do micélio ira germinar, entrelacar, elongar e depositar-se como pegquenos grumos ou
particulas vegetativas (Holt et al. 1994).

N&o se pode contestar a legitimidade da morfologia para identificacdo de
actinobactérias, dado que a mesma viabiliza um rapido e Util guia para revelar a identidade de
um isolado até o seu devido género. Classicamente, 0s aspectos macroscopicos relevados
incluem caracteristicas das colonias, como tamanho, cor, consisténcia em variados meios,
auséncia de micélio aéreo e extensdo da producdo de esporos. Quanto a micro-morfologia,
salienta-se a fragmentacdo ou ndo dos micélios vegetativo e aéreo, presenca de esclerddios,
morfologia da cadeia e ornamentacdo da superficie de esporos. Contudo esses caracteres
somente podem ser observados quando o crescimento ndo é muito denso e se 0S meios sdo
adequados para promover diferenciacdo. Caracteristicas de hifas e cadeias esporulantes
podem ser determinadas por microscopia de luz empregando técnicas adaptadas de
microcultivo em lamina, assim, como langar mdo de microscopia eletronica para aprofundar
investigacbes em nivel de estrutura dos esporos (Higgins & Silvey 1966; Holt et al. 1994;
Khanna et al. 2011).

E imprescindivel também efetuar a caracterizacdo fisioldgica, através de provas
utilizando-se variadas fontes de carbono e nitrogénio, e inumeros testes, como o0s de
sensibilidade/resisténcia a antibidticos, de degradacdo de biomoléculas, além de outros
classicamente empregados em microbiologia, como a avaliagcdo da producédo de catalase e da
ocorréncia de protedlise (Goodfellow & Alderson 1979; Williams et al. 1983). Esses dados
fenotipicos sdo amplamente considerados em procedimentos de taxonomia numerica e foram
inicialmente fundamentais. O International Streptomyces Project (ISP), a primeira iniciativa
gue tentou uniformizar um conjunto padrdo de caracteristicas morfofisioldgicas para

categorizacdo de actinobactérias, apresenta uma diversidade de metodos padronizados até
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hoje empregado para analises morfofisioldgicas desses procariotos (Shirling & Gottlieb 1966;
Goodfellow 1989).

Entretanto, foram os dados quimiotaxondmicos que propiciaram uma arrojada
reavaliacdo da sistematica das actinobactérias (Goodfellow& Cross 1984). O padrdo de
distribuicdo de diferentes constituintes macromoleculares celulares clarificou a identificacdo
de membros dentro do mesmo ou de um diferente taxon nas categorias de género e espécie.
Uma porcao vultosa dessas bactérias foi agrupada em praticos sistemas classificatorios de
acordo com a determinacdo de aminoacidos dibasicos (especialmente o DAP), acucares totais
e 4cidos graxos presentes na parede ou hidrolisados celulares e que poderiam ser detectados
por simples técnicas cromatogréficas. Essa variagdo quimica celular é extensivamente
aplicada para completar e esclarecer a identificacdo de isolados recém-descobertos, dado que
existe uma satisfatdria congruéncia entre esses biomarcadores e a posicao relativa dos taxons
em arvores filogenéticas (Lechevalier & Lechevalier 1970; O’Donnel 1988; Kim 1999).

O sequenciamento e analises filogenéticas do 16S rDNA atualmente exercem o
mais importante papel na identificacdo de actinobactérias, especialmente em niveis de
classificacdo mais elevados, circunscricdo de géneros e evidenciacdo de novas espécies.
Contudo, algumas desvantagens ja foram verificadas no emprego extensivo desse marcador
molecular, especialmente quanto ao desgaste em reajustes continuos das relagdes
supragenéricas com a adi¢cdo concomitante de novos taxons. Por seguinte, nota-se com a
irrefreavel explosdo da genbmica nos ultimos anos que em um futuro proximo o
sequenciamento completo de genomas desses procariotos ird reger o processo de
reconhecimento dos isolados. Preconiza-se também o acoplamento de outros métodos de
tipagem molecular microbiana com a consolidada estratégia de taxonomia polifasica, além da
gradativa ascensdo de metodologias avancgadas, como espectrometria de massas de pirolisados
celulares, as quais podem transformar e tornar extraordinariamente rapida a selecdo de
proficuos isolados desses organismos (Schleifer & Stackebrandt 1983; Sanglier et al. 1992;
Goodfellow & Fiedler 2010; Khanna et al. 2011).

1.2 Metabolitos secundarios

As actinobactérias constituem um dos mais prolificos quanto a producdo de
metabolitos secundarios, compostos gerados no decorrer do desenvolvimento dessas bactérias
e que, tornam esses organismos especialmente aplicaveis do ponto de vista biotecnolégico. Na

maior parte das vezes, essas biomoléculas exibem interessantes atividades biologicas, sendo a
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antibidtica a mais explorada e conhecida, proporcionando um versatil emprego das mesmas na
medicina, industria e agricultura (Groth et al. 1999; Wohlleben et al. 2012).

Os metabolitos primarios (nucleotideos, aminoacidos, monossacarideos, acidos
graxos e vitaminas) constituem os produtos do metabolismo celular normal (primério), 0s
quais, em uma série de reacdes enzimaticas, sdo convertidos em macromoléculas essenciais
(&cidos nucleicos, proteinas, polissacarideos, lipideos) encarregadas pelas fungdes estruturais
e bioldgicas bésicas, ou seja, associados a manutencdo do crescimento e reprodugdo dos
organismos. Sdo amplamente distribuidos na natureza e, assim, o processo responsavel pela
sua formacdo é essencialmente idéntico entre todos os seres vivos. As reacfes da trofofase
(“fase de crescimento”) sao finamente balanceadas, e os intermediarios formados raramente
se acumulam (Drew & Demain 1977; Martin & Demain 1980; Betina 1995).

O metabolismo secundario ou idiofase (“fase de produgdo”) engloba processos
biossintéticos que originam os denominados metabdlitos secundarios, ou “ididlitos”,
substancias que aparentemente ndo sao cruciais para o desenvolvimento e reproducdo dos
organismos produtores. Comumente, possuem elevada variedade estrutural e baixo peso
molecular, s&o frequentemente formados como misturas de compostos de membros
relacionados de uma classe quimica, e sdo encontrados em organismos ndo filogeneticamente
relacionados, sendo assim produzidos por bactérias, fungos, algas, corais, esponjas, plantas e
alguns animais inferiores (Martin & Demain 1980; Maplestone et al. 1992; Demain & Fang
2000).

E ampla a gama de possiveis atividades bioldgicas que o0s metabolitos
secundarios, especialmente o0s microbianos, podem apresentar: antibidticos (acOes
antibacteriana, antifngica, antiviral, antiprotozoarica e antihelmintica), pigmentos, toxinas,
efetores na competicdo ecoldgica e na simbiose, feromdnios, inibidores de enzimas, agentes
imunomoduladores e quimioterapicos, antagonistas ou agonistas de receptores, pesticidas,
herbicidas, aditivos alimentares, surfactantes, ou promotores do crescimento de animais e
plantas (Figura 3). Ndo se acredita mais que esses compostos ndo exercam nenhuma funcéo
no produtor, jA tendo sido comprovado que 0s mesmos exercem papéis fisiologicos
fundamentais, como reservas energéticas, quelantes de ions, sinais de diferenciacédo celular, e
acdes regulatérias no metabolismo central. A crenga de “fun¢do exclusiva” de um metabdlito
secundario também ja foi derrubada, uma vez que um determinado idi6lito pode exibir
diferentes atividades bioativas e o conhecimento das mesmas depende muito do objetivo dos
estudos (Vinning 1990; Demain 1998; Bérdy 2005; Davies 2013).
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Figura 3 — Funcdes dos metabdlitos microbianos bioativos (Adaptado de Bérdy 2012).

A diversidade quimica e as estruturas incomuns dos idiolitos sdo representadas
pelas muitas classes de compostos organicos a que eles podem pertencer, incluindo:
aminoacucares, quinonas, cumarinas, epéxidos, alcaldides, glutarimidas, glicosideos,
derivados do indol, lactonas, macrolideos, naftelanos, nucleosideos, peptideos, fenazinas,
poliacetilenos, polienos, pirrdis, quinolinas, terpendides e tetraciclinas (Martin & Demain
1980; Edreva et al. 2008). Drogas derivadas naturalmente, especialmente as produzidas por
micro-organismos, possuem elevada complexidade estérica com muitos centros quirais
presentes. Usualmente, sdo mais polares e tém caracteristicas estruturais unicas, nao
encontradas em compostos sintéticos. As estruturas dos metabdlitos produzidos por
actinobactérias destacam-se como as mais multiformes e singulares, o que reflete uma
peculiar maquinaria biossintética (Bérdy 2012). Estima-se que mais de 90% dos metabolitos
microbianos bioativos ja tiveram suas estruturas quimicas elucidadas (Bérdy 2005).

Elaboradas e diversas estruturas requerem vias anabolicas com as mesmas
caracteristicas. A geracdo desses idiolitos aparenta ser dispendiosa energeticamente. Tendo
como base o exemplo dos antibidticos, a formagdo dos mesmos tipicamente envolve 10 a 30
passos catalisados por maquinarias proteicas multienzimaticas. Comumente, 0s precursores
dos ididlitos sdo intermediarios das rotas centrais ou metabdlitos primarios, como acetil-coA e
malonil-coA, fosfoenolpiruvato e piruvato, e alfa-aminoacidos hidrofobicos. A complexidade

genética associada ao anabolismo dessas pequenas biomoléculas ultrapassa a existente para 0s
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metabdlitos primarios e, frequentemente, os produtores tém uma significativa porcentagem do
genoma cromossdémico dedicada a codificagdo da informacdo necesséria a biossintese desses
metabolitos (Malik 1980; Maplestone et al. 1992; Haslam 1995). A capacidade anabodlica dos
micro-organismos, especialmente actinobactérias, parece ser inesgotavel. Esses seres podem
gerar novas moléculas por extensiva ramificacdo, e uma sucessao de rea¢des promovidas por
diferentes enzimas, como condensagdes, alquilacbes, oxidacOes, isomerizacdes em simples
“decoragdes estruturais” (Bérdy 2012).

O metabolismo secundario é geralmente acarretado por exaustdo de nutrientes,
biossintese ou adi¢do de um indutor e/ou decréscimo na taxa de crescimento. Esses eventos
geram sinais que incitam uma série de cascatas regulatérias as quais resultam nas
diferenciacbes quimicas (idiofase) e morfolégicas (morfogénese) (Demain 1998). Os
mecanismos de regulacdo do anabolismo dessas biomoléculas sdo complexos e ainda pouco
elucidados, porém percebe-se que uma influéncia direta do metabolismo primario sobre o
secundario e vice-versa, ndao podendo se admitir que ambos 0s processos sao mutualmente
exclusivos e ocorram isoladamente nos produtores. A retroalimentacdo inibitoria, repressao
catabolica, inducdo ou inibicdo enzimatica e o compartilhamento de intermediarios e co-
fatores sdo alguns desses importantes meios que governam a regulacdo metabdlica ainda ndo
absolutamente compreendidos (Drew & 1977; Malik 1980; Martin & Demain 1980). Ja foi
confirmado que vias especificas que regem esse controle sdo codificadas por genes
incorporados nos clusters génicos biossintéticos desses compostos e estariam agindo
pleiotropicamente (Craney et al. 2013).

A producdo dos ididlitos comumente coincide ou, sutilmente, antecede o
desenvolvimento das hifas aéreas e a fase estacionaria nos cultivos microbianos em meios
solidos e liquidos, respectivamente (Bibb 2005). Esse fenémeno certamente foi estabelecido
como fruto de pressGes evolutivas e, desse modo, sua funcdo primaria seria uma defesa
quimica pela qual o organismo se protegeria de outros competidores presentes no ambiente.
Isso é coerente com a observacdo da diversidade quimica dessas substancias, as
peculiaridades em sua sintese e a auséncia dos mesmos em situacdes favoraveis e em seres
com sistema imune desenvolvido (Maplestone et al. 1992).

O solo é notoriamente um ambiente complexo e suscetivel a estresses, que podem
ocorrer espacial e temporalmente. Dessa maneira, actinobactérias de ambientes terrestres, com
exemplo claro crucialmente as do género Streptomyces, estdo vulneraveis a essas situagdes e,
logo, necessitam combaté-las, com a expressdo de um extenso numero de genes que irdo

codificar proteinas reguladoras, transportadoras e enzimas. Caso os metabdlitos gerados,
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como resultado dessas mudangas, sejam Uteis aos organismos, 0s genes biossintéticos serdo
conservados e modificagdes a nivel génico favorecerdo ainda mais a multipla producéo desses
compostos. Entidades quimicas variaveis no aspecto estrutural poderiam agir sinergicamente
ou contingentemente contra o adversario para garantir a sobrevivéncia. Essa diversidade
estrutural é inclusive gerada pela inespecificidade das enzimas do metabolismo secundario,
que foi preservada por ser vantajosa aos micro-organismos produtores, reduzindo os custos
adaptativos para os mesmos a medida que sua histéria evolutiva transcorre (Firn & Jones
2000; Challis & Hopwood 2003).

Por isso, a sobreposicdo da etapa de crescimento reprodutivo e esporulagdo com o
estimulo do anabolismo desses compostos ndo € apenas coincidente, contudo uma relagdo
com o objetivo de preservar a continuidade do ciclo de vida desses micro-organismos. Os
metabolitos secundarios seriam secretados em baixas concentracdes efetivas simultaneamente
nessa fase em que o micélio aéreo esta se formando e os organismos estdo vulnerdveis, ndo
somente por essas substancias serem possiveis efetores na regulacdo da esporogénese, como
um modo de protecdo contra os competidores. Essa estratégia seria também uma
“emboscada”, na qual os proprios adversarios no meio seriam consumidos nutricionalmente,
gracas ao fantastico conjunto de enzimas extracelulares das actinobactérias (Stone & Willians
1992; Chater 2006). Assim, pode-se afirmar que esses metabdlitos sdo moléculas de
adaptacdo que evoluiram independentemente da trofofase e estdo intimamente relacionadas
com a ecologia desses procariotos (O’Brien & Wright 2011). Davies & Ryan (2011)
assinalam que essas pequenas moléculas compdem um elo perdido no dogma central da
biologia molecular, o “parvoma”, e que enquanto suas func¢des naturais e propriedades
bioguimicas continuarem sendo ignoradas e ndo plenamente conhecidas, a gama de atividades

farmacoldgicas das mesmas vdo demorar a serem totalmente usufruidas na medicina moderna.

1.3 Antibiéticos antimicrobianos

Os principios da antibioticoterapia remontam a Paul Erlich, o pai da
“quimioterapia moderna”, em uma sistematica tatica de exame de compostos quimicos que
levou a confec¢ao das “balas magicas” ou Salvarsan 606, um derivado do arsénico e o
primeiro medicamento voltado para o tratamento da sifilis, uma doenca sexualmente
transmissivel (DST) endémica e praticamente incuravel no inicio do século XX. O “acidental”
descobrimento da penicilina por Fleming em 1929 e da estreptomicina em 1943 por Schatz e

Waksman inaugurou a investigacdo dos produtos naturais como potenciais drogas no
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tratamento de infec¢bes. Essas moléculas constituiram as primeiras formas terapéuticas para
as enfermidades ocasionadas pelos temidos micro-organismos, vistas até entdo como uma das
maiores pragas da histéria da humanidade (Davies 2006a; Sepkowitz 2011).

As décadas de 1950 e 1960 foram conhecidas como a “Era Dourada da
Antibioticoterapia”, na qual a maioria das estruturas funcionais dos antimicrobianos existentes
atualmente foram descobertas e que a indulstria farmacéutica contemporénea foi fundada.
Uma das maiores contribui¢cbes do emprego terapéutico dos antibioticos, em associa¢do com
as melhorias na saude publica e a difusdo do saneamento basico, foi o impactante aumento da
expectativa de vida da populagdo na geracdo pés-guerra (Aminov 2010; Davies 2013). A
capacidade de curar infeccdes fundou campos pioneiros na medicina, como a medicina
intensiva (por exemplo, uso de ventiladores e cateteres venosos), cirurgias de maior
complexidade, o cuidado de neonatos prematuros, transplantes de 6rgdos e a quimioterapia do
cancer (Spellberg 2014).

O termo “antibidtico” sofreu excessivas interpretagdes no decorrer dos anos, o que
ocasiona certa confusdo até hoje. Selman Waksman, o responsavel pela descoberta da
estreptomicina e pioneiro na selecdo de solos como fonte de antimicrobianos, primeiramente
atribuiu um conceito a esses compostos sob um olhar de que os mesmos desempenhavam
fungdes na natureza. Assim, os antibidticos seriam “substincias quimicas produzidas por
micro-organismos que possuiam a propriedade de inibir o crescimento e até mesmo destruir
outros organismos”. Contudo essa conceituacdo ¢ simplesmente uma defini¢do do uso, efeito
laboratorial ou simplesmente a atividade bioldgica, e foi criada para facilitar a comunicacgéo
sob uma perspectiva exclusivamente antropogénica, sem considerar 0s papéis reais desses
compostos para a ecologia e evolugdo dos organismos produtores (Waksman 1953; Yim et al.
2006b; Davies & Davies 2010).

Tem sido comprovado que esses denominados ‘“‘antibidticos” sdo na verdade
pequenas moléculas microbianas bioativas que sob uma determinada concentracdo exibem
antibiose, ou seja, a capacidade de um organismo e seus metabdlitos de prejudicar ou inibir o
crescimento de outro. Contudo, essa relacdo ecoldgica foi adotada de tal forma que acabou se
tornando um método insensivel e impreciso de identificar ou descrever a bioatividade de um
determinado composto, sem ao menos detectar sua presenga. Em outras palavras,
“antibidtico” ¢ “um composto terapéutico produzido por uma companhia farmacéutica, uma
definicdo util apenas no &mbito das propriedades desses compostos fora de seu ambiente
normal” (Davies 2006; Davies 2010).
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O trabalho pioneiro do grupo de Waksman ndo somente demonstrou que as
actinobactérias eram capazes de produzir antibidticos Uteis para aplicacdo na pratica médica,
contudo também estimulou a intensiva busca por isolados novos com atividade bioldgica. As
etapas graduais desses primitivos programas de triagem restringiam-se ao isolamento e cultivo
dos organismos, ensaios de atividade antibidtica e a caracterizacdo quimica e identificacdo das
substancias almejadas. Esse primeiro periodo de investigacdo foi relativamente “pouco
cientifico” (maquinal) e extremamente laborioso, todavia milhares de amostras microbianas
foram recuperadas, a maioria rematadamente pertencente ao género Streptomyces. Foi
coletivamente verificado entre os grupos de pesquisa que espécies particulares ndo eram
universalmente distribuidas entre os variados tipos de solo e que diversos e novos géneros
surgiam constantemente. Os meios de isolamento, até hoje vistos como os de referéncia,
foram desenvolvidos nessa época e as originais formas de identificacdo de actinobactérias,
fundamentada somente em caracteres morfoldgicos, foram definidas. A cooperagdo entre
microbiologistas e quimicos foi importante, uma vez que os metodos de andlises
instrumentais sempre eram empregados ap0s a extracdo in vitro via cultivo microbiano em
larga escala para apurar e determinar os compostos de interesse (Nolan & Cross 1988; Okami
& Hotta 1988).

O tempo compreendido entre o final da década de 1940 até meados dos anos 1960
foi considerado o auge dessa “Era de Ouro”. Inicialmente, as companhias farmacéuticas
colaboravam em um esfor¢o conjunto para proveitosa obtencdo dessas primeiras drogas
antimicrobianas, como a penicilina e estreptomicina. No entanto apds o sucesso comercial de
ambos os farmacos, as mesmas iniciaram uma acirrada disputa para descoberta dessas “drogas
miraculosas”, uma vez que essas eram virtualmente as Uinicas disponiveis para a quimioterapia
de infeccdes. Cerca de 100.000 actinobactérias eram isoladas em sistemas de triagens, sem
nenhuma automatizacdo. Sucessivamente, antibioticos eram isolados de modo ostensivo de
inéditas espécies de estreptomicetos, como o cloranfenicol, neomicina, tetraciclinas,
eritromicina, vancomicina, rifampicina, gentamicina, rifampicina e inimeros outros (Figura
4). Dos 15.000 metabdlitos secundarios encontrados, 12.000 eram antibidticos, com 70%
deles produzidos por actinobactérias. Cada nova classe promoveu a producao de formas semi-
sintéticas e de multiplas geracbes dos compostos primarios, com um aumentado espectro de
acao, o que fornecia uma significativa melhora na terapia (Barrett & Barrett 2003; Demain
2010; Procopio et al. 2012; White 2012).
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Figura 4 — Exemplos de antibi6ticos antimicrobianos produzidos por actinobactérias na linha do tempo da Era
dos Antibidticos (Adaptado de Davies & Davies 2010; Mahajan & Balachandran 2012; Procépio et al. 2012).

Os antibidticos com atividade antimicrobiana blogueiam o crescimento dos
organismos sensiveis por meio da inibicdo de uma acdo ou macromolécula essencial para a
funcdo celular, como uma enzima ou acido nucleico. Isso significa que esses compostos se
associam com um determinado sitio especifico na macromolécula alvo, compondo um
complexo molecular que ndo € mais funcional. Assim, para determinar 0 mecanismo de acéo
de um antibidtico é necesséario identificar essa macromolécula alvo e sua devida fungéo, e isso
é mais simples do que identificar o proprio antibiético. Por essa razdo, sdo classificados de
acordo com seus sitios especificos de acdo na célula microbiana: (i) interferéncia na producéo
da parede celular (B-lactamicos e glicopeptideos); (ii) inibicdo da sintese de proteinas
(aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol, macrolideos); (iii) interferéncia no anabolismo
de é&cidos nucléicos (quinolonas, rifampicina, nitrofurantoinas); (iv) alteracdo em vias
metabolicas (sulfonamidas, trimetoprim, acido félico); (v) rompimento da membrana
plasmatica (polimixinas, e tambem antifungicos poliénicos) (Lancini & Parenti 1982; Neu
1992; Tenover 2006).

Antimicrobianos podem também ser categorizados na capacidade dos mesmos em
simplesmente inibir o crescimento microbiano (microbiostaticos) ou de induzir a morte
celular (microbiocidas). De fato, podem exibir ambos os efeitos, o que dependera de alguns

fatores, como a dose administrada, as condic¢des de cultivo dos micro-organismos indicadores,
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e a duracdo do teste empregado (Pankey & Sabath 2004; Kohanski et al. 2010). Pesquisas
recentes apontam que os antibioticos partilham um mecanismo comum para acarretar a morte
celular, o que estaria relacionado a elevacdo da concentracdo de radicais hidroxilas reativos
resultantes de alteracfes no metabolismo central e de ferro, de modo bem similar a apoptose
eucariotica (Kohanski et al. 2007; Dwyer et al. 2012).

1.3.1 Resisténcia aos antimicrobianos

Em 1967, o médico William H. Stewart, o Chefe do PHSCC (Public Health
Service Commissioned Corps) dos Estados Unidos da América (EUA), anunciou para todo o
corpo oficial de representantes de saude publica do pais que era o momento de “fechar o
livro” das doencas infecciosas e alternar toda a atengado e subsidios financeiros disponiveis em
pesquisas nas chamadas doengas crénicas. Mal imaginava o porta-voz que o declinio efetivo
da “Era Dourada da Antibioticoterapia” estava se principiando concludentemente. O acesso a
esses farmacos foi facilitado e seu emprego difundido a um patamar que eles eram
verdadeiramente vistos como uma “panacéia”, aplicados até para curar infeccdes triviais,
muitas delas de origem ndo bacteriana (Bax et al. 2000; Alanis 2005).

Micro-organismos coexistem com a espécie humana por milhares de anos e tém
aperfeicoado uma série de mecanismos para enfrentamento que os capacitam a sobreviver as
condicdes de adversidade e na presenca de toxicos. Qualquer agente terapéutico que alcance
sucesso € passivel de sofrer o potencial surgimento de tolerancia ou resisténcia a partir do
instante em que comeca a ser utilizado. Hoje, é universalmente aceito que a diminuicdo
continua da sensibilidade dos micro-organismos aos antimicrobianos possui como causa
basilar o uso indiscriminado dessas drogas (Clardy & Walsh 2004; Woo et al. 2006; Davies &
Davies 2010).

A resisténcia aos antimicrobianos consiste unicamente em uma resposta evolutiva
a intensa pressao seletiva resultante da exposicdo incessante a esses compostos, isto é, em
uma populacdo de células microbianas a maioria € suscetivel a droga, porém sempre havera
um subconjunto de individuos resistentes que ira se proliferar e predominar (Mulvey & Simor
2009; Wright 2010a). E uma insensatez proclamar vitoria sobre organismos que ultrapassam
em ndmero os seres humanos por um fator de 102, originam 500.000 gerages no mesmo
periodo em que precisamos para advir uma, e que tiveram 3,5 bilhGes de anos para se

adaptarem aos mais variados ambientes da Terra (Spellberg et al. 2008).
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Genes de resisténcia a antibioticos estdo amplamente dispersos nos micro-
organismos ambientais e ndo necessariamente nocivos, 0 que se denomina resisténcia
intrinseca, isto €, o organismo ndo é suscetivel ao composto em vista de uma inerente
caracteristica estrutural ou funcional. Os proprios produtores dessas substancias carregam
esses segmentos génicos inseridos em fragdes gendmicas relacionadas a biossintese dessas
moléculas, como uma forma de evitar autointoxicacéo e a propria morte. A totalidade dessas
unidades génicas engloba o “resistoma” e com base nas semelhangas bioquimicas e genéticas,
0s principais modos de subsistir a esses compostos detectados hoje nos patdgenos teriam
como origem essas comunidades microbianas naturais. Essa provavel transferéncia génica
horizontal teria sido favorecida e acelerada pelo emprego sem controle dos antibidticos ndo
somente na pratica médica. Esses compostos também sdo aplicados na veterinaria e,
notoriamente, em doses subterapéuticas na agricultura para estimulo do crescimento animal e
vegetal (Wright 2010b; Kozhevin et al. 2013; Blair et al. 2014).

Hoje, estd sendo finalmente reconhecido o papel dos intestinos de animais e
cultivares como reservatorios de bactérias multirresistentes. A rota basica de dispersao desses
organismos seria pela liberacdo inadequada de residuos agricolas no ambiente ou seu uso
como fertilizantes e via alimentacdo, o que somente potencializaria a proliferacdo dos genes
de resisténcia entre os grupos microbianos (Ghosh & LaPara 2007; Hawkey & Jones 2009;
Martinez 2009). Um recente estudo de Dantas et al. (2008) corrobora a seriedade dessa
dispersdo ambiental da resisténcia pelo surpreendente isolamento de bactérias de diversos
solos com capacidade de consumir antimicrobianos de origem natural ou sintética como fonte
Unica de carbono.

Em sua forma adquirida, populagdes microbianas se tornam invulneraveis aos
antibidticos por mutacdes genémicas herdaveis pelas préximas geracdes (transferéncia
vertical) ou por obtencdo de material genético exdgeno (transferéncia horizontal ou lateral).
Essa aquisicdo pode acontecer entre organismos da mesma espécie ou de diferentes géneros e
espécies, por conjugacdo, transducdo ou transformacdo, com a participacdo de elementos
genéticos moveis, como transposons, bacteriéfagos, DNA livre e plasmideos que medeiam e
facilitam a propagacdo da resisténcia. Os mecanismos bioquimicos essenciais que
sofisticadamente resultam na resisténcia em si, por sua vez, sdo: (i) modificacdo a nivel
genético do alvo biomolecular do farmaco; (ii) estimulo da sintese de enzimas que degradam
ou mudam o agente antimicrobiano, inativando-o; (iii) inibicdo ou alteragéo direta dos canais

proteicos de membrana precisos para entrada da droga na célula; (iv) elevacdo da expresséo
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de bombas de efluxo, que expelem esses compostos para 0 meio extracelular (Courvalin 1996;
Levy & Marshall 2004; Nikaido 2009; Andersson & Hughes 2010).

Ao longo dos anos e continuando no presente, praticamente todos os conhecidos
micro-organismos patogénicos e numerosos comensais humanos desenvolveram resisténcia a
um ou mais antimicrobianos de uso terapéutico (Cantas et al. 2013). Patdgenos
multirresistentes sdo tradicionalmente isolados em instituicbes de assisténcia a saude, ja que
foram esses ambientes possuem todas as condi¢des propicias para atuacdo da pressao seletiva
(Cloutier 1995). Em um brevissimo periodo de tempo ap6s o antibidtico ser introduzido
clinicamente, 0s micro-organismos ja ndao sao mais sensiveis (Hogberg 2010).

Mesmo que as amostras microbianas resistentes tenham dominado primeiramente
os ambientes de servico de assisténcia em saude, tém se elevado em uma espantosa frequéncia
os relatos de infeccdo de vérias espécies e ndo suscetiveis a varios antimicrobianos em
pacientes sem nenhum contanto com o ambito hospitalar, como os Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina, os MRSA (methicillin-resistant S. aureus), e Streptococcus
pneumoniae resistentes a penicilina e eritromicina. Os antigos patégenos hospitalares, que se
acreditavam estar parcialmente controlados e compreendidos, retornaram ainda mais
perigosos, exemplo dos Enterococcus faecium e faecalis resistentes a vancomicina, os VRE
(vancomycin-resistant Enterococcus), S. aureus resistentes aos glicopeptideos, as
enterobactérias produtoras de B-lactamases de amplo espectro (ESBL) e carbapenemases,
Pseudomonas aeruginosa multirresistentes e o pan-resistente Acinetobacter spp. (Walsh &
Amyes 2004; Levy 2005; Nordmann et al. 2007; Gisk 2008).

Aumento da morbidade e mortalidade por infeccbes microbianas séo as
consequéncias mais draméticas da resisténcia a esses farmacos, e sdo decorrentes da demora
da terapéutica efetiva das infeccdes. Outro efeito critico é o aumento da incidéncia da
infeccdo, visto que o tratamento de doentes e carreadores € uma estratégia determinante na
interrupcdo da cadeia de transmissdo (Cohen 1992; Livermore 2003). Além disso, a
resisténcia microbiana custa muito caro aos servigos de saude, especialmente pelo fato da
rapida perda de efetividade das drogas (Smith & Coast 2013).

A orientagdo correta tanto dos profissionais de saude quanto da populacdo em
relacdo ao emprego apropriado dessas drogas, a instauracdo e manutencdo de sistemas de
vigilancia epidemioldgica, o uso combinado de antimicrobianos de diferentes classes para
prolongamento da vida Util dos mesmos, e a introducdo de eficazes abordagens terapéuticas
consistem nos meios cruciais para a contencdo desse preocupante e impactante problema de

saude publica (Finch 2002; Read et al. 2011). E a agdo mais imprescindivel é a busca continua
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por compostos antimicrobianos. A evolugdo microbiana causadora da resisténcia a esses
antibidticos é constante e, logo, os esforcos coletivos para a pesquisa por essas drogas

também devem ser incessantes (IDSA 2010).

1.3.2 Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)

O género Staphylococcus (do grego, “staphyle”, “cacho de uvas”; “coccus”, coco)
pertence a familia Micrococcaceae e inclui cocos gram-positivos, com 0,5 a 1,5 um de
didmetro e podem ocorrer de forma isolada, aos pares, em cadeias curtas, ou
predominantemente em grupos de cachos irregulares. S&o tipicamente imoveis, ndo
formadores de esporos, geradores de catalase e, em sua grande maioria, anaerdbios
facultativos. Constituem um dos principais grupos microbianos habitantes do epitélio da pele
e membranas mucosas de mamiferos e sdo classicos causadores de doencas em humanos. S.
aureus (do latim, “aureum”, ouro) é a espécie mais virulenta do género, distinguindo-se
basicamente dos demais estafilococos pela pigmentacdo dourada das col6nias e resultados
positivos para a fermentacéo anaerdbia do manitol e producdo de coagulase. E o responsavel
por uma extensa seérie de infeccOes de pele e de tecidos moles, respiratdrias, dsseas e
endovasculares, aléem de outras sindromes clinicas estritamente relacionadas com seu arsenal
heterogéneo de fatores de viruléncia, 0 que posicionou esse micro-organismo como um dos
mais versateis e perigosos patdgenos descritos até entdo (Lowy 1998; Brown et al. 2005; Gotz
et al. 2006; Boucher et al. 2010).

Anteriormente ao advento da antibioticoterapia, as infeccbes por S. aureus
consistiam em significante causa de mortalidade, atingindo taxas de até 70% em casos de
bacteremia. Esses niveis declinaram consideravelmente ap6s a introducdo da penicilina para
uso clinico no inicio da década de 1940. Entretanto, em um periodo inferior a dois anos, as
primeiras cepas resistentes ao antibiotico foram detectadas, e no final dos anos 1950, a
espécie ja havia adquirido resisténcia a todos os antimicrobianos de uso parenteral em uso,
incluindo a eritromicina e tetraciclina (Souza et al. 2005; Gould 2006; Deurenberg &
Stobberingh 2008).

A producdo de uma enzima capaz de clivar o anel B-lactamico, primitivamente
nomeada como penicilinase, foi constatada como o modo pelo qual a bactéria era habil em
evadir ao tratamento. Esse mecanismo de resisténcia ja havia sido constatado mesmo
anteriormente ao emprego da penicilina. Justamente para superar as problematicas infeccbes

pelas cepas produtoras de penicilinase, desenvolveu-se no final da década de 1950 a primeira



23

geracdo de penicilinas semi-sintéticas, as quais incluiram primeiramente a meticilina, seguida
da oxacilina e cloxacilina, as quais foram estruturalmente sintetizadas para serem resistentes a
inativacdo pelas pB-lactamases. Contudo, em 1961, cepas de S. aureus resistentes a meticilina,
0s primeiros MRSA, emergiram em hospitais no Reino Unido e, diferentemente da néo
suscetibilidade a penicilina, 0 meio subjacente de resisténcia a meticilina também protegia
esses cocos gram-positivos a toda classe dos B-lactamicos (Otto 2012; Yamamoto et al. 2013).

A resisténcia a essa penicilina semi-sintética é diretamente conferida pela
aquisicdo de um gene denominado mecA, o qual codifica uma modificada proteina ligante a
penicilina (penicilin binding protein — PBP), a PBP2a. As PBPs sdo proteinas associadas a
membrana que catalisam reacdes de carboxi- e transpeptidase nas etapas finais da biossintese
da parede celular bacteriana, processo em que sdao basicamente encarregadas da formacéo das
reacOes cruzadas na cadeia de peptideoglicano nascente. Esse grupo proteico essencial para o
crescimento celular bacteriano é o alvo dos B-lactamicos, pois tais antibi6ticos exercem a
funcdo de substratos andlogos que se associam covalentemente ao sitio ativo das PBPs,
inviabilizando a continuacdo da reacdo anabolica. Uma vez que a PBP2a ¢ funcional e possui
uma afinidade reduzida aos antimicrobianos dessa classe, as cepas bacterianas podem
sobreviver em concentracfes anteriormente letais dos antibidticos (Chambers & Miick 1992;
Chambers 1997).

O gene mecA e seus respectivos segmentos genéticos regulatérios, mecR1 e mecl,
constituem o operon mec, o qual é carreado por um complexo elemento génico mdvel, o
cassete cromossomico estafilocdccico mec ou SCCmec (staphylococcal cassete
chromossome). Essa ilha gendémica de resisténcia aos antimicrobianos ainda transporta duas
recombinases, cCcrA e ccrB, as quais possibilitam a integracdo do elemento no cromossomo
bacteriano. Genes originados de plasmideos relacionados a resisténcia a antibioticos nédo-p-
lactdmicos, desinfetantes e metais pesados tém se agregado a algumas variantes desse
fragmento de DNA, contribuindo para a sua heterogeneidade. Onze diferentes formas
principais de SCCmec ja foram descritas na literatura. Sugere-se que estafilococos coagulase-
negativos foram o0s provaveis reservatérios inicias desse elemento génico e, assim,
compreenderiam 0s responsaveis pela propagacdo inicial do mesmo entre os S. aureus
suscetiveis a meticilina (Hiramatsu et al. 2001; Enright 2003; Turlej et al. 2011).

Logo apos os relatos dos primeiros casos de infeccdo por MRSA em hospitais no
Reino Unido, o micro-organismo se disseminou para o restante da Europa e 0 mundo. As
infeccBes nosocomiais por esse patdgeno eram essencialmente relacionadas a elevados niveis

de mortalidade, internacdo e enfermidades prolongadas e excessivamente onerosas. As
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unidades de terapia intensiva (UTIs), de tratamento de queimaduras, de internamento, e sitios
cirdrgicos de operacdo eram as mais afetadas, evidenciando os aspectos de oportunismo do
MRSA. Os recorrentes surtos sdo precisamente relacionados as vias de transmissdo do micro-
organismo, 0 contato pessoa-pessoa e os fomites, ressaltando o papel da colonizagédo
assintomaética de pacientes e, especialmente, de profissionais das instituicdes de assisténcia a
salde, o que colaborou veementemente para a dindmica difusdo mundial e estabelecimento
dos varios clones dessa estirpe multirresistente, nomeada HA-MRSA (health-care associated
MRSA), em hospitais e entidades relacionadas nas décadas de 1970 e 1980 (Gould 2006;
Gordon & Lowy 2008; Morell & Balkin 2010; Shaffer 2013).

Enquanto o tratamento das afeccbes por HA-MRSA culminou com uma
frequéncia cada vez maior da escolha do ultimo antibidtico disponivel para o tratamento até
entdo, o glicopeptideo vancomicina, eclodiram na primeira metade dos anos 1990 casos de
fasciites necrotizantes, osteomielites, pdrpuras fulminantes e outras manifestagdes clinicas
graves atribuidas a MRSA em populagdes sem os fatores de risco e historico de exposicéo aos
ambientes hospitalares. Esse novo grupo de S. aureus isolado de pacientes saudaveis na
comunidade foi designado CA-MRSA (community-associated MRSA). Essa linhagem exibe
algumas caracteristicas peculiares que permite discrimind-la da variante hospitalar: (i)
SCCmec dos tipos IV e V; (ii) a presenca quase sempre dos genes codificantes da leucocidina
de Panton-Valentine (PVL) e de outros fatores de viruléncia, como peptideos solubilizadores
de fenol e a citolisina a-toxina; (iii) e a sensibilidade a certos agentes antimicrobianos ndo-f-
lactdmicos aos quais 0 HA-MRSA ja é conhecidamente resistente. No entanto, esses critérios
ndo sdo estdo mais sendo relevados de forma t&o rigorosa para classificacdo do CA-MRSA,
sobretudo em vista de sua singular capacidade de colonizar e sobreviver no hospedeiro
humano. Essa aptiddo unica que torna 0 MRSA originado da comunidade um patdgeno téo
bem-sucedido estd diretamente fundamentada na sua flexibilidade genbmica e,
consequentemente, em sua maior viruléncia (David et al. 2008; Gelatti et al. 2009; Boucher et
al. 2010; David & Dawn 2010; Otto 2013). O CA-MRSA estéa sendo continuamente isolado
como agente causador de infec¢bes nosocomiais e modelos matematicos projetam que o
mesmo substituird definitivamente o HA-MRSA ja na proxima década (Mediavilla et al.
2012).

Recentemente, o surgimento de cepas totalmente resistentes a vancomicina,
chamadas VRSA (vancomycin-resistant S. aureus), alarma as comunidades médica e
cientifica pela derradeira comprovacdo de escassez terapéutica. Sutilmente diferentes das

amostras de VISA (vancomycin-intermediate S. aureus) ja isoladas desde o fim dos anos 90,
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as quais possuem sua origem em uma Série acumulativa de mutacfes espontéaneas, a
resisténcia plena a esse glicopeptideo é atribuida a uma transferéncia horizontal do operon
vanA a partir do Enterococcus spp., que resulta na formacdo de uma parede celular nédo
suscetivel ao antimicrobiano, por meio da diminuicdo na producdo do arcabouco do
peptideoglicano, do emprego metabdlico do dipeptideo D-alanina-D-alanina, os sitios de acéo
dos glicopeptideos. Com uma parede celular mais espessa e desarranjada estruturalmente, o
antibiotico fica aprisionado no polimero e ndo atinge a membrana citoplasmatica, na qual se
ligaria aos precursores do polissacarideo, interrompendo sua geracdo (Srinivasan et al. 2002;
Foucault et al. 2009; Périchon & Dourvalin 2009; Hiramatsu et al. 2014).

Dentre as mais recentes e Uteis drogas restantes para o combate de infecgdes
provocadas por MRSA, destacam-se a linezolida, a associacdo das estreptograminas
(quinupristina-dalfopristina), o lipopeptideo daptomicina, a tigeciclina, certas cefalosporinas
de geracGes mais recentes (ceftarolina e ceftobiprole) e novas oxazolidinonas (tedizolida).
Necessita-se salientar que: a antibioticoterapia combinada é vital, uma vez que a linhagem de
origem comunitaria exibe, em um grau variavel, sensibilidade a alguns antimicrobianos de
classes mais antigas; e que esses outros farmacos sao recomendados para diferentes situacdes,
principalmente quando a resisténcia & vancomicina for confirmada laboratorialmente (Drew
2007; Edwards et al. 2014; Rodvold & McConeghy 2014). E crucial ressaltar também que as
medidas eficientes de controle da cadeia de transmissdo microbiana, como a descolonizacéo
de carreadores, e a deteccdo laboratorial rapida da resisténcia tém um papel primario
indispensavel para interromper o alastramento desses isolados (Marshall et al. 2004; Gould
2006).

Diversos compostos com atividade anti-MRSA estdo atualmente em fase de
ensaios pré-clinicos. Desde produtos naturais microbianos até estruturas geradas por sintese
quimica, essas futuras drogas prometem constituir uma nova esperanca na terapéutica das
infeccOes estafilococcicas. Alguns exemplos notérios sdo os inibidores de alguma etapa da
formagé&o da parede celular e compostos com acdo desestabilizante sobre a membrana, como o
lipoglicopeptideo telavacina e relacionados; cerageninas, esterdides catibnicos; e a
ramoplanina, um produto de fermentacdo de uma cepa de Actinoplanes ATCC 33076. Alem
de compostos que atuem sobre alvos enzimaticos até entdo ndo visados, como inibidores de
deformilase e da biossintese de acidos teicoicos e acidos graxos, bem como os polimeros
catibnicos Akacid e Akacid Plus e peptideos antimicrobianos com multiplos e novos
mecanismos de acdo, anticorpos monoclonais e terapia com fagos, a qual especialmente tem

ressurgido como uma alternativa para potencializar a antibioticoterapia conjunta (Van
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Bambeke et al. 2008; Koyama et al. 2013; Kumar & Chopra 2013; Kurosu et al. 2013;
Pasberg-Gauhl 2014).

Todavia mesmo sob esse panorama, ainda € lento o ritmo com que esses farmacos
alcancam a etapa de ensaios clinicos frente a dispersdo global veloz do MRSA, que se deve
especialmente pelo custo para a adaptabilidade do micro-organismo de albergar o mec e
outros elementos génicos relacionados. E vital prosseguir com o arduo rastreio por moléculas
com acdo especifica em alvos moleculares Unicos desse patdgeno plurifacetado, o qual pode
evolutivamente ascender, em um futuro ndo muito distante, a um nivel de invulnerabilidade
que possibilitara que ele se torne um habitante natural de nossa microbiota (Hiramatsu et al.
2001; Foucault et al. 2009).

1.4 Antibidticos antitumorais

O céancer é um termo genérico atribuido a um abrangente conjunto de doengas
basicamente caracterizadas pelo crescimento celular anormal e descontrolado o qual pode ter
a capacidade de ultrapassar as barreiras teciduais e se espalhar pelo organismo (WHO 2015;
NCI 2015). Possui um carater etiolégico multifatorial e mesmo com a predisposi¢cdo genética
e a microevolucdo clonal compondo os elementos basicos para o seu surgimento, estima-se
que 95% de todos os neoplasmas sdo causados pelo estilo de vida e podem demorar de 20 a
30 anos para se manifestar (Merlo et al. 2006; Bhanot et al. 2011). Constitui a segunda maior
causa de morte em nacgdes desenvolvidas e a terceira em paises em desenvolvimento e espera-
se que, até 2050, 27 milhdes de relatos e 17,5 milhGes de Obitos vdo ocorrer por ano
(Saraswathy & Gong 2013). No Brasil, um total de 580 mil novos casos foi calculado para o
biénio 2014/2015 (INCA 2014).

Juntamente com a radioterapia, intervencdo cirirgica e imunoterapia, a
quimioterapia € ainda a opcdo mais amplamente aplicada para o tratamento do cancer. Todas
essas alternativas séo eficientes para situagdes particulares e, quando conciliadas, oferecem
uma maior eficacia. Uma significativa porcdo das drogas quimioterapicas presentemente
comercializadas é derivada de metabdlitos secundarios microbianos, em sua forma natural,
quimicamente modificada, ou ainda como molde para a sintese de compostos relacionados.
As actinobactérias se sobressaem entre 0s micro-organismos que proveram historicamente
uma vasta série de antitumorais em uso clinico, desde a descoberta da actinomicina por
Waksman e Woodruff nos anos 1940. Como principais exemplos tém-se as antraciclinas

(daunorrubicina, doxorrubicina), glicopeptideos (bleomicina e actinomicina D), acidos
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aureolicos (mitramicina), enedinas (neocarzinostatina), antimetabdlitos (pentostatina),
carzinofilina, mitomicinas e outros (Figura 5) (Salas & Méndez 1998; Olano et al. 2009a;
Olano et al. 2009b; Gordaliza 2007; Demain & Sanchez 2009).
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Figura 5 — Exemplos de drogas antitumorais derivados de actinobactérias com aplicacdo clinica na
quimioterapia: estruturas quimicas e organismos produtores (Adaptado de Salas & Méndez 1998).

Os antibidticos com atividade antitumoral ou citotoxica foram basicamente
descobertos através de avaliacdo da capacidade inibitéria do crescimento de diferentes
linhagens de células tumorais por porcdes aquosas de culturas em fermentacdo. A maioria
dessas fracGes de cultivo intervinha ora sobre a sintese macromolecular ora sobre a membrana
celular. Alguns desses produtos microbianos exibindo essa peculiar acdo foram descobertos
em ensaios especificos de inibicdo de certas enzimas, tais como a transcriptase reversa,
glioxalase, adenina deaminase e tirosina quinase, isto é, moléculas com outras atividades
farmacoldgicas de interesse, como imunossupressores, antivirais e reguladores do
crescimento. O termo “antibidticos antitumorais” se justifica precisamente por esse fato: a
maior parte dessas drogas por muitos anos foram inicialmente isoladas com base na sua
atividade antibacteriana e apenas, subsequentemente, foram avaliadas quanto aos seus efeitos
citostaticos ou citocida (Umezawa 1988; Takeuchi 1995; Lancini & Lorenzetti 1993).

Todavia, mesmo considerando os diferentes niveis celulares sob os quais as
drogas quimioterapicas podem atuar, é explicita a predominancia da atuacdo desses
antitumorais provenientes de actinobactérias sobre a estrutura e regulagdo bioquimica dos

acidos nucleicos. Assim, esses produtos podem exercer sua citotoxicidade por: (i) intercalagdo
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direta sobre a molécula de DNA, exemplos da actinomicina D e da classe das antraciclinas;
(i) promogéo da formacdo de ligacbes cruzadas, como a mitomicina D; (iii) clivagem
induzida das fitas de DNA, tal como as bleomicinas e estreptonigrina; (iv) interposicao de
modo ndo-intercalante, como a mitramicina, chromomicina e olivomicina (Salas & Méndes
1998; Espinosa et al. 2003).

E fundamental frisar que na série de métodos primordialmente adotados para a
caracterizacdo e identificacdo de possiveis antineoplasicos de Actinomycetes, 0 primeiro passo
consistia na determinacao do espectro de acdo antimicrobiana das biomoléculas nas misturas
oriundas dos filtrados dessas culturas. A razéo para a existéncia dessa etapa inicial é simples:
inicialmente os compostos altamente toxicos nos programas de sele¢do de antimicrobianos
qgue eram negligenciados foram posteriormente averiguados quanto ao seu potencial
citotoxico, o que alavancou a busca pioneira desses antitumorais. O reconhecimento dessa
versatil bioatividade desses metabdlitos secundarios prova claramente que 0s mesmos
ocasionam uma série de efeitos fisioldgicos em animais pela interacdo com alvos bioquimicos
altamente conservados entre as espécies (como cascatas de transducdo de sinais), 0s quais
podem representam focos na descoberta de antineoplasicos. Correntemente, as técnicas
analiticas de isolamento desses produtos naturais avancaram formidavelmente, contudo ainda
é proveitoso aplicar essa etapa de avaliacdo da citotoxicidade em estudos basicos de triagem
por moléculas bioativas de actinobactérias (Bunge et al 1978; Rocha et al. 2001).

Dentre os mecanismos de acdo desses agentes, a intercalacdo do DNA se
sobressai. Esse modo de ligacdo droga-DNA envolve a insercdo de uma molécula planar entre
as bases nitrogenadas, o0 que resulta em uma torcdo e alongamento do &cido nucleico.
Entretanto, a esséncia da citotoxicidade dos intercalantes jaz em sua capacidade de
impossibilitar acdo enzimatica das topoisomerases, enzimas responsaveis pela regulacdo da
topologia do DNA. A geracdo de complexos DNA-intercalante-topoisomerase, 0s quais sdo
reconhecidos pela célula como uma regido danificada estruturalmente, acionariam uma série
de reacBes que resultam na apoptose. Varios estudos evidenciam que esse seria 0 modo
primario de acdo das antraciclinas, uma das principais classes de antibidticos antitumorais
aplicadas em quimioterapia. Esses antibioticos foram submetidos a alteracdo bioquimica,
gerando uma variedade de analogos semi-sintéticos que exibem um aprimorado grau de
intercalacdo. Deve-se remarcar que antes mesmo de sua propriedade intercalante, esses
compostos ja causam uma distorgdo estérica na estrutura da molécula de acido nucleico.
Mesmo sendo recordados por serem toxicos, inespecificos e, muitas vezes, dispendiosos, 0s

intercalantes ainda perduram como umas das drogas mais importantes na quimioterapia
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antineoplésica (Furlan et al 2002; Martinez & Chacon-Garcia 2005; Palchaudhuri &
Hergenrother 2007; Neto & Lapis 2009).

Apesar de uma descontinuacdo lenta e ndo prioritaria do desenvolvimento de
antibidticos antitumorais, ndo se pode negligenciar 0 quanto esses agentes foram
fundamentais na terapéutica do cancer, principalmente nos anos 1960, quando a
comercializacdo das doxorrubicina e bleomicina comegou. Frente a outros antineoplésicos,
esses produtos microbianos tendem a serem mais especificos em suas interacdes com a
molécula de DNA, e mais frequentemente, associados com modesta seletividade para células
cancerosas e alvejando complexos de proteina-DNA. Particularmente os agentes que se
associam ao DNA com mudltiplos modos secundarios de acdo se destacam como futuros
prototipos para retomar a pesquisa por esses antibioticos (Hurley 2002). A recente descoberta
da salinosporida A a partir de um novo género de actinobactérias marinha, Salinispora,
incentiva a procura desses metabdlitos em um contexto no qual a associacdo da manipulacéo
fisiologica dos micro-organismos produtores, quimica medicinal moderna e ferramentas
genémicas mais desenvolvidas, renovara o perfil dos testes de varredura por novos farmacos

antitumorais nas préximas décadas (Galm et al. 2005; Fenical et al. 2009).

15  Pesquisa para a sele¢édo e desenvolvimento de novos antibiéticos

Tradicionalmente, a biodiversidade no nosso planeta tem sido a maior fonte de
agentes terapéuticos originais e bem-sucedidos. Dentre as muitas vantagens que tornam essas
pequenas moléculas em potenciais compostos farmacéuticos, ressaltam-se a enorme variedade
estrutural, as elevadas poténcia e especificidade bioquimica, multiplos modos de acdo, e
outras propriedades moleculares essenciais que se aproximam do perfil necessario para uma
acao farmacoldgica satisfatdria (Tan et al. 2006; Koehn & Carter 2005; Bérdy 2012).

A descoberta de drogas é um processo pelo que substancias com a atividade frente
a um alvo ou funcéo sdo identificadas, verificadas e otimizadas para aplicacdes clinicas. As
primeiras etapas envolvem o encontro e a validacdo de um bom alvo, isto é, aquele que é
eficaz, ndo danoso e que atenda as necessidades clinicas e comerciais. A partir de entdo, 0s
“candidatos a droga” passam por ensaios bioldgicos automatizados, os HTSs (high-
throughput screening) os quais compreendem a determinacgdo da acdo de enormes bibliotecas
quimicas dos compostos contra o respectivo sitio de acdo j& determinado. Uma fase
secundaria de avaliacdo geralmente consiste na sele¢cdo de uma Unica molécula, retestar sua

seletividade em testes tanto in vitro quanto in vivo. Finalmente, o prototipo tem sua
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farmacologia desvendada em modelos animais adequados. A substancia entdo pode ser
modificada quimicamente e novamente testada, para entdo ser submetida as pesquisas clinicas
(Verkam 2004; Hughes et al. 2011). Esses ensaios objetivam a averiguacdo da eficiéncia e
seguranca do futuro farmaco quanto a sua administracdo em humanos. Séo constituidos de
trés a quatro estagios, que se diferenciam pelas classes de individuos que receberdo a droga e
objetivos globais, ou seja: no primeiro (Fase |) apenas voluntarios saudaveis para
estabelecimento da amplitude da dose a ser empregada e analise dos primeiros efeitos
colaterais; em seguida, expande-se 0 conjunto de pessoas, geralmente composto de pacientes,
e os testes (Fase I, Il e IV) provardo ou ndo se o composto é efetivo na dose delimitada e o
comparara com outras formas de tratamento disponiveis (ICH 2010).

Com a revolucdo tecnoldgica no final do século passado, o processo inicial de
encontro de novas drogas se transformou por completo. Anteriormente, tudo era bem
artesenal, uma molécula biologicamente ativa avaliada por vez e, depois de exaustivos passos
de isolamento, purificacdo e caracterizacdo, que se realizavam as varreduras pelas atividades
farmacoldgicas. Essa forma primordial era e ainda é amplamente realizada em laboratorios de
pesquisa de instituicdes académicas e algumas empresas farmacéuticas, todavia apresenta
como desvantagens o fato de ser lento e de gerar reduzido nimero de derivados diferentes.
Vivencia-se contemporaneamente a era do planejamento racional de farmacos fundamentada
na estrutura molecular dos receptores, o que possibilita elaborar substancias com perfis
farmacoldgicos mais definidos (Amaral et al. 2003).

No passado, muitos dos antibidticos foram descobertos por meio de triagem dos
extratos dos caldos de cultivo de actinobactérias e, em menor extensdo, de fungos (Baltz
2006). Basicamente, 0os micro-organismos eram inoculados em meio liquido pertinente e,
assim que iniciado o cultivo, a taxa de respiracdo aumenta, ha o decréscimo do nivel de
oxigénio dissolvido e, consequentemente, dos nutrientes. Imediatamente, inicia-se 0
metabolismo secundario (Zenaitis 1993).

A associacdo e escolha dos varios métodos de separacdo subsequentes vao
depender da solubilidade, volatilidade e estabilidade dessas moléculas. Assim, a proxima
etapa consiste na extracdo dessas substancias com solventes organicos polares ou apolares ou
até mesmo por sublimacdo. Posteriormente, procede-se com o fracionamento dos extratos
crus, por extracdo liquido-liqguido ou metodos cromatograficos, dado que 0s mesmos
consistem de uma complexa mistura, com substancias ndo desejadas associadas. Aliquotas
sdo entdo testadas em testes direcionados e o fracionamento continua na porgdo que

demonstrar bioatividade. Finalmente, ha a purificacdo, identificacdo e caracterizacdo quimica
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do composto, 0 que envolve varias técnicas instrumentais de maior complexidade. O
isolamento de produtos naturais microbianos é continuo e cada etapa fornece informagdes
essenciais sobre as caracteristicas quimicas dos mesmos (Sticher 2007; Sarker & Nahar 2012).

O sucesso em obter novas substancias bioativas derivadas de micro-organismos
depende de efetivos sistemas de triagem de atividade biologica. Os mesmos requerem assim:
(i) uso de material bioldgico adequado, como bactérias, células animais, enzimas e outros; (ii)
habilidade para avaliar uma razoavel quantidade material rapidamente; (iii) disponibilidade de
condigdes para selecdo e cultivo microbiano. Métodos de cultivo ndo convencional para
isolamento de outros géneros de actinobactérias, com excecdo de Streptomyces, ensaios
extremamente sensiveis para detec¢do de baixas concentracdes dos metabolitos e baseados no
mecanismo de acdo do tipo de antibidtico que esta sendo procurado, sdo alguns dos exemplos
de modos de potencializar esses sistemas e alcancar éxito nas pesquisas (Omura 1986; Piret &
Demain 1988). Ainda ha dois tdpicos que ndo devem ser avaliados isoladamente no processo
de selecdo de antibidticos. Um é a producdo dos metabolitos de interesse, que abrange a
escolha de novos organismos produtores e como eles podem gerar novos compostos. A outra
questdo € como detectar com sensibilidade e de modo efetivo as atividades dessas
biomoléculas (Oiwa 1992). A Figura 6 sumariza o que foi descrito até agora sobre o sistema

tradicional de desenvolvimento de antibidticos, fundamentalmente a partir de micro-

organismos.
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antibidticos de origem microbiana (Adaptado de Black & Hare 2000 e Pelaez 2006).
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No final dos anos 1990, muitas das maiores companhias farmacéuticas
diminuiram ou entdo eliminaram por completo seus nucleos de pesquisa e desenvolvimento
de novos agentes antimicrobianos. Na verdade, os esforcos pela busca dessas drogas ja
vinham decrescendo continuamente desde o comeco da década. O que é paradoxal € que a
principal razdo que acarretou nesse abandono € a justificativa que teoricamente deveria
alavancar os estudos na direcdo por esses farmacos. O aparecimento quase simultaneo de
resisténcia pelos micro-organismos apos a introducdo da droga para uso clinico encurta sua
vida comercial. Entre 1962, quando o &cido nalidixico, o precursor das quinolonas, comegou a
ser empregado, e 2000, quando a primeira oxazolidinona, a linezolida, foi aprovada para uso,
nenhum arcabougo quimico estrutural (como o anel B-lactdmico) foi descoberto e todos que
eram aplicados clinicamente eram derivados das classes ja existentes (Figura 7) (Shlaes 2003;
Davies 2011; Bassetti et al. 2013).
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Figura 7 — NGmero de antimicrobianos aprovados para uso clinico nos ultimos 30 anos (Adaptado de Bassetti et
al. 2013).

Outros motivos explicam a perda de entusiasmo dessas corporacGes em investir
financeiramente na produgdo de antimicrobianos. Primeiro, a antibioticoterapia é breve e
assim que o paciente esta curado o tratamento é disponivel. Isso € totalmente o oposto do
lucrativo campo das doencas cronicas e fundamenta o elevado preco comercial dos
antimicrobianos, de modo geral, j& que deve haver uma compensacdo para 0 tempo de
aproximadamente uma década e meia e os varios bilhGes de ddlares gastos para insercao
desses farmacos no mercado (Spellberg et al. 2004; Projan 2003; Bérdy 2012). H& ainda o
problema dos altos niveis plasmaticos necessarios para a acdo de certos antimicrobianos, o

que promove efeitos colaterais indesejados, e que dificulta ainda mais a conducdo do
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tratamento (Marra 2011). Em segundo lugar, as exigéncias cada vez mais restritivas, a
burocracia, a auséncia de claridade e uniformidade nas circunstancias necessarias para
licenciamento e aprovacao de medicamentos pelas agéncias e 6rgdos encarregados paralisam
todo o processo de desenvolvimento dessas drogas, especialmente nos ensaios clinicos,
encarecidos em demasia pela imposi¢do da necessidade de um grande nimero de pacientes
(Piddock 2012).

As alteracOes estruturais em classes pré-existentes, a geracdo de um vasto niumero
de analogos e a explosao de bibliotecas de compostos gerados por quimica combinatoria nao
trouxeram significativos avancos na procura por antimicrobianos nos ultimos anos. Mais
desapontador ainda foi o fracasso da “promessa da genomica”. Com um numero crescente de
genomas bacterianos sendo sequenciados, idealizou-se que milhares de inéditos alvos para
acao dessas drogas seriam elucidados o que promoveu ostensiva dedicacdo na caca pelos
mesmos desde meados da década de 1990. Varias companhias farmacéuticas investiram
pesadamente em amplos programas de sequenciamento de genomas microbianos,
reestruturando seus programas de selecdo de antimicrobianos para maximizar o uso da até
entdo inédita tecnologia. Entretanto, até hoje, nenhum resultado com o impacto imaginado foi
adquirido exclusivamente por essa estratégia (Cassel & Mekalanos 2001; Coates et al. 2002;
Freiberg & Brotz-Oesterhelt 2005; Overbye & Barrett 2005).

A demanda por novos antitumorais € um dos objetivos prioritarios na
quimioterapia, devido a vérias razdes, sendo a primaria também o desenvolvimento de
resisténcia intrinseca ou adquirida dos tumores a multiplos desses medicamentos. A alta
toxicidade relacionada com esses farmacos, seus indesejveis efeitos colaterais, e a urgéncia
por antineoplasicos eficazes para tumores até entdo intrataveis sdo alguns desses outros
motivos (Olano et al. 2009a). Brafia & Sanchez-Migallon (2006) estabelecem que o0s
principais desafios para o desenvolvimento de drogas voltadas para o cancer: (i) a existéncia
de mais de 200 diferentes tipos da doenca; (ii) a etiologia da afeccdo muitas vezes é
desconhecida; (iii) é laborioso obter padrdes de seletividade para o novo medicamento; (iv) o
aparecimento prematuro de resisténcia € um fenbmeno comum; e (v) normalmente modelos
pré-clinicos ndo sdo comparaveis com os reais.

O NCI (National Cancer Institute) dos EUA tem sido a maior organizacéo
encarregada pela descoberta e desenvolvimento de potenciais farmacos para o tratamento do
cancer, especialmente a partir de produtos naturais. Desde a década de 1960 em uma
iniciativa com o Departamento de Agricultura do governo americano, cole¢des de organismos

marinhos e plantas terrestres de todo o mundo tém sido avaliados em uma tatica de triagem
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que parte de testes em modelos murinos de tumores in vivo até etapas que englobam um
painel de diferentes linhagens tumorais humanas, com a ulterior averiguacao da toxicidade em
animais. Esse método rendeu agentes citotoxicos com excelentes atividades frente a uma
variedade de leucemias, linfomas e neoplasias pediatricas (Schwartsmann et al. 1988;
Schwartsmann 2002). Durante as décadas de 1970 e 1980, o NCI dominou a pesquisa na area,
principalmente porque havia a colaboracdo de poucos participantes da industria e da
reputacao do alto risco e baixa eficacia da empreitada. Apenas 10% dos novos farmacos que
foram para os ensaios clinicos entre 1970 e 1990 receberam aprovacao do FDA (Food Drug
Administration) para comercializagcdo (Chabner & Roberts Jr. 2005)

A estratégia em vigor para a selegdo de drogas anticancer recentemente evoluiu
das triagens baseadas na analise de efeitos antiproliferativos celulares para uma abordagem
mais mecanica na qual se almeja sitios ou reac@es bioquimicas responsaveis pelo nascimento
e sustento do fenétipo maligno das diversas formas de céancer, isto é, encontrar drogas que
inibissem alvos moleculares Unicos. A industria farmacéutica e instituicbes com amplos
bancos de compostos semi-sintéticos foram os que primordialmente alternaram para essa
classe de ensaios bioquimicos direcionados. Essa tatica que teve sua ascensdo no fim da
ultima década do século passado obteve certo sucesso para alguns neoplasmas de dificil
tratamento, como o melanoma e o céancer de pulméo. Contudo, possui suas desvantagens, e
somente a compreensdo bioldgica global da patogénese dessas doencas possibilitardo que essa
abordagem seja mais proveitosa (Balis 2002; DeVita & Rosenberg 2012; Burger & Fiebig
2014).

A proporcdo de novos quimioterdpicos antineoplasicos tem decrescido
regularmente na Ultima década. Somente um composto foi aprovado para aplicacdo clinica em
2008 e os agentes liberados nos Ultimos anos eram anticorpos ou ndo representavam nenhuma
direcdo promissora no desenvolvimento de antitumorais. Drogas citotoxicas podem ser
encaradas como obsoletas, de uso limitado e com baixa eficacia em vista de sua toxicidade.
No entanto, é urgente uma reavaliacdo da esmagadora énfase baseada em conhecimentos
moleculares e gendmicos e encontrar melhores caminhos para proceder com o mais adequado
emprego dos novos e existentes farmacos citotoxicos. Uma associacdo das classicas,
alternativas e correntes abordagens acarretara em avangos apreciaveis no tratamento do cancer
(Hambley 2009). Aproximadamente 50% de todos os atuais compostos antitumorais desde
1940 sdo produtos naturais ou derivados dos mesmos e essa constatagdo demonstra que é
seguro prosseguir investindo nesses metabdlitos secundarios para a selecdo dessa classe de

medicamentos (Kinghorn et al. 2009).
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Com o processo industrial de selecdo de novos antimicrobianos e antitumorais
estagnado, a academia, pequenas instituicbes de biotecnologia e outras sem fins lucrativos
tém se sobressaido no campo, com uma colecdo vasta de antibidticos em desenvolvimento,
especialmente de origem microbiana. O problema é a falta de capital suficiente para
prosseguir as pesquisas para outros patamares, que permitam que o proposito da droga ser
aplicada terapeuticamente ganhe consisténcia. Diante disso, € totalmente justificavel a
indispensabilidade de uma associacdo entre essas organizacdes e as influentes companhias
farmacéuticas. Enquanto, a academia e esses institutos se concentrariam em adequar as
modernas tecnologias e identificar alvos moleculares, a inddstria se encarregaria no
aprimoramento e avaliagdo dos candidatos a farmacos. Nao ha um local mais fértil do que os
laboratdrios de pesquisa nas universidades para o surgimento de ideias inovadoras que podem
no futuro suscitar no salvamento de milhares de vidas (Norrby et al. 2005; Barrett 2005;
Frearson & Wyatt 2010). Recentemente, antibioticos voltados para tratamento de infecgdes
por bactérias gram-positivas, especialmente MRSA, tém provado ser comercialmente
atrativos e encorajado o retorno da industria farmacéutica para o campo, o que foi
demonstrado com o éxito financeiro da linezolida da Pfizer seguido da daptomicina da
Cubster (Theuretzbacher 2009).

Atualmente, esse potencial de descoberta de novas moléculas bioativas
microbianas pode ser investigado principalmente pela combinacdo de inumeras e
estabelecidas ferramentas e modernas e analiticas tecnologias das “-0micas” em combinagao
com 0s processos tradicionais de screening, os quais ndo podem ser abandonados por
completo. Sob esse referencial, as actinobactérias constituem o grupo mais prolifico de micro-
organismos na geracdo de antibidticos, sendo as responsaveis por uma significativa porcao
das drogas antimicrobianas e citotoxicas ja comercializadas. A constatacdo de que uma
parcela infima de micro-organismos presentes no ambiente foi isolada e caracterizada quanto
a producdo de compostos bioativos e as projecfes de que o nimero de antibi6ticos a serem
ainda detectados esta na ordem de 10° apenas evidenciam que esses procariotos constituem a
chave futura para uma renascenca na descoberta de novos produtos naturais microbianos, que
nos possibilite continuar lutando contra as infeccdes e o cancer (Peldez 2006; Baltz 2008;
Muller & Wink 2014).
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1.6 Habitats

1.6.1 Cerrado

O Cerrado é o segundo maior dominio fitogeografico do Brasil, abrangendo uma
area de aproximadamente dois milhdes de km? do Planalto Central, equivalente a
aproximadamente 24% do territorio nacional. Estende-se regionalmente desde as margens da
Floresta Amazonica até os estados de S&o Paulo e Parana (Figura 8) além de abrigar as trés
maiores bacias hidrograficas da Ameérica do Sul, Amaz6nica/Tocantins, S&o Francisco e
Prata, resultando em um elevado potencial aquifero o que favorece a sua biodiversidade
(Bustamante et al. 2012; Ratter et al. 1997; MMA 2015).
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Figura 8 — Distribuicdo geogréfica do Cerrado brasileiro (Adaptado de Sano et al. 2008 e Loarie et al. 2011).

Considerado um complexo de diversos biomas, o Cerrado apresenta um mosaico
de fisionomias, um aspecto comum a todas as savanas tropicais do mundo. Assim, conforme a
classificacdo de Coutinho (1978), esse dominio possui trés diferentes fitofisionomias, que
variam em termos de estrutura, composicdo e deciduidade: a campestre (campo limpo), a
savanica (campo sujo, campo cerrado e cerrado sensu stricto) e a florestal (cerraddo),
constituida por florestas tropicais estacionais escleromorfas e semideciduas mais abertas,
arvoredos ou “woodlands” (savana florestada) (Batalha 2011; Coutinho 2006). A origem de
tamanha heterogeneidade pode ter sido resultante tanto da acdo antropogénica, caracterizada

pelo desenvolvimento de florestas secas em vista da influéncia gradativa de queimadas,



37

quanto em uma formacdo natural, explicada por uma adaptacdo climatica continuada através
dos tempos, evidenciada por certos estudos paleontoldgicos (Oliveira & Marquis 2002;
Pinheiro & Monteiro 2010).

O clima predominante no Cerrado exibe uma estacao seca, com trés a sete meses
de duracdo (geralmente entre abril e setembro), e outra de chuvas constantes (entre outubro e
abril), com uma pluviosidade média anual na faixa de 800-1.800 mm, temperatura média
anual entre 20°C e 27°C e médias anuais de umidade relativa do ar de, aproximadamente,
60%. O relevo é marcado por intercalacdes de planaltos (as chapadas), depressdes e planicies
(Pereira et al. 2011).

De modo amplo, o solo é distréfico, com baixos niveis de pH e teores
extremamente baixos de calcio e magnésio e uma alta saturacdo por aluminio e elevado
potencial de fixacdo de fosforo. A maioria dos solos constitui-se de latossolos
significativamente intemperizados e podzolicos, com sérias limitaces na producdo de
alimentos, no que diz respeito a baixa fertilidade natural do solo. A inferior capacidade de
retencdo de &gua ainda é outro fator limitante e é importante ressaltar que a vegetacdo é
intoleravel a alagamentos (Lopes & Guilherme 1994; Ratter et al. 1997).

O Cerrado concentra um tergo da biodiversidade nacional e aproximadamente 5%
da flora e fauna mundiais. Em vista da expansdo agricola que moldou a economia da regiao
ocupada por esse dominio, em conjunto com a tomada tardia de estratégias adequadas de
conservacdo, o Cerrado acabou sendo considerado um dos centros prioritarios para a
preservacdo da biodiversidade mundial (Myers et al. 2000; Klink & Machado 2005; Moysés
& Silva 2008). Dentre as principais ameacas, pode-se citar o desflorestamento, queimadas e
gramineas invasoras, todos relacionados a desenfreada ocupacdo da terra nas margens de
areas naturais (Durigan et al. 2007).

E relativamente escassa a literatura cientifica em torno da caracterizacdo da
pluralidade microbiana do Cerrado. Atualmente, os primeiros estudos com o emprego de
métodos independentes de cultivo estdo sendo conduzidos para conhecimento estrutural das
comunidades bacterianas associadas a esse dominio fitogeografico (Quirino et al. 2009).
Estudos prévios ja tentavam estimar a porcentagem de membros do taxon Actinobacteria em
solos desse complexo fitofisiondmico. Em solos de Cerrado com vegetacdo nativa, a
ocorréncia de populacdes de actinobacterias pode ser superior a 75%, com predominancia do
género Streptomyces (Pereira et al. 1999). Aradjo et al. (2012), em um trabalho pioneiro de
caracterizagcdo de comunidades bacterianas no solo das quatro representativas fitofisionomias,

comprovaram que Actinobacteria era o quarto filo em predominancia. Recentemente, Silva et
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al. (2013) isolaram um total de 2512 actinobactérias de trés diferentes locais no interior de
Minas Gerais, com a identificacdo de nove géneros e 92 espécies distintas nas estacdes de
seca e chuva, incluindo muitas cujo relato da presenca nesse tipo de ambiente nao havia sido

descrito.

1.6.2 Manguezal

Os manguezais (“mangue”, “mangal”) sdo ecossistemas costeiros tipicos de areas
estuarinas, de transicdo entre os ambientes terrestres e marinhos, em regides costeiras
tropicais e subtropicais (Schaeffer-Novelli 2002). O manguezal brasileiro é um dos
ecossistemas formadores do bioma Mata Atlantica e encobre desde a foz do rio Oiapogue no
Amapa até a cidade de Laguna em Santa Catarina (Figura 9), abrangendo assim
aproximadamente 1.225.444 hectares em quase todo o litoral do Brasil (SEMADS 2001;
MMA 2015).
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Figura 9 — Distribuicdo geografica do manguezal brasileiro (Adaptado de Magris & Barreto 2010).

O manguezal pode ser considerado um ambiente naturalmente estressado, devido
as condicOes ambientais no qual se desenvolve, tais como salinidade do sedimento que
impede a obtencgdo de dgua doce, fluxo das marés que removem energia potencial armazenada

na forma de detritos organicos, processos geomorfoldgicos costeiros que podem causar erosao
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e/ou deposicdo de sedimentos e tempestades que podem promover a perda de componentes
estruturais do sistema. A temperatura ideal para a existéncia desses ecossistemas em meses
mais quentes € acima de 25°C. Os sedimentos lodosos constituem o principal substrato para o
desenvolvimento do mangue, com a possibilidade do estabelecimento de florestas com até 45
m de altura. Basicamente, as marés ditam as amplas variacdes nos niveis de salinidade e
disponibilidade de nutrientes, tornando a vida nesse ecossistema se organizar de modo tao
unico e peculiar (Lugo 1980; Blasco et al. 1996; Dias et al. 2009).

As fitofisionomias do mangue brasileiro podem ser resumidas em duas categorias
bésicas: aguas ribeiras, que ocupam a regido do litoral e ocorrem em estuarios, baias e
formam as ilhas costeiras; e as florestas de bacia, ndo tdo expostas as mares e, assim,
desenvolvem-se em dependéncia exclusiva de chuvas e escoamento de agua da costa. Esses
padrdes encontrados explicam o0s mecanismos de adaptacdo diferentes dos organismos
caracteristicos de cada area, e sdo diretamente relacionados com a frequéncia e duragdo dos
regimes de marés (Ball 1988; Schaeffer-Novelli et al. 2000).

Os solos sdo singularmente salinos, anoxicos, cidos e comumente encontram-se
alagados. No geral, a matéria organica tem sua origem na queda de material vegetal e no
elevado nivel de alocacdo de carbono nas raizes das plantas, propiciando as condicGes
necessarias para a colonizacdo dos micro-organismos residentes, que ativamente decompdem
esses restos de plantas e proporcionam detritos que servem depois como uma das principais
fontes de nutrientes no ecossistema. Ademais, divergéncias quanto a capacidade de absor¢édo
desses nutrientes pelos sistemas radiculares das diferentes espécies vegetais nativas que torna
variavel os niveis de enxofre, matéria organica, metais-tracos e o estado redox do solo e,
consequentemente, altera a disponibilidade nutricional que torna esse ecossistema t&o
produtivo (Lacerda et al. 1995; Holguin et al. 2001; Reef et al. 2010).

Uma das mais importantes caracteristicas dos manguezais é a de fornecer um
mecanismo de aprisionamento de sedimento, o qual é introduzido principalmente por
processos hidrodindmicos, como despejo de material degradado, vazdo dos rios, e
ressuspensdo do sedimento do fundo do mar por ondas e embarcac6es. As arvores capturam o
sedimento por meio de sua complexa estrutura radicular e esse ndo retorna para 0S oceanos,
em vista das correntes maritimas serem muito lentas por causa da elevada densidade vegetal
(Furukawa & Wolanski 1996; Kathiresan & Bingham 2001). Diferentemente da maior parte
dos solos, o sedimento do mangue sdo predominantemente e persistentemente anaerdébios
(Ghizelini et al. 2012). E sob essas condig¢des, que uma microbiota extremamente dindmica se

estabelece, sendo responsavel pelos ciclos biogeoquimicos e fornecimento primario de
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nutrientes para plantas e animais, ou seja, a diversidade microbiana associada a esses
sedimentos séo fundamentais para a produtividade, conservacdo e recuperacdo dos mangues
(Andreote et al. 2012).

Com uma fauna e flora extremamente diversa e um microbioma ainda néo
plenamente investigado e tdo crucial para sua manutencdo, 0s manguezais tém constituido
alvos cruciais para a conservacdo ambiental. As razdes centrais para a perda nas areas
costeiras sdo a pressao urbana e industrial, extracao de arvores nativas, agricultura e producéo
de sal, mineracao e instalacdo da aquicultura. O desmatamento e a poluicdo por derramamento
de 6leo comprometem assim a capacidade dual desses ecossistemas de constituirem em um
filtro do CO. atmosférico e fonte essencial de carbono oceénico, provocando uma
desestruturacdo das cadeias alimentares tanto maritimas quanto terrestres, bem como afeta a
produtividade primaria, o que se evidencia duplamente em impactos ambiental e
socioecondmico (Lee 1999; Macintosh et al. 2002; Duke et al. 2007).

Pouco ainda é conhecido sobre a diversidade estrutural de comunidades
microbianas em mangues. Ja foi determinado que a densidade populacional de actinobactérias
é bem menor em sedimentos marinhos em relacao aos solos terrestres. A geracdo de enzimas
extracelulares de bactérias desse filo associadas a sedimentos e moluscos tem sido pesquisada,
principalmente por elas desempenharem fungfes vitais no ambiente marinho. As mudancas
constantes no fluxo de marés e salinidade desses ecossistemas sdo a forca motriz evolutiva
para as adaptacGes metabolicas que poderiam levar a producdo de biomacromoléculas
microbianos incomuns. Nos Gltimos anos, muitos pesquisadores tém descoberto novas e
amplas populacfes de actinobactérias nesses ecossistemas e a bioprospeccdo de compostos
bioativos desses procariotos tem revelado uma pluralidade que converte 0s manguezais em
locais prosperos para a procura por esses produtos naturais (Hong et al. 2009; Sahoo & Dhal
2009; Lee et al. 2014).

1.6.3 Azadirachta indica A. JUSS (Neem)

Azadirachta indica (do persa antigo, “azad”, livre; “darakhat”, arvore; “hind”,
fndia) A. JUSS, popularmente denominada como “Neem”, “Nim” ou como “margosa”, ¢ uma
planta nativa do subcontinente indiano e amplamente cultivada em paises tropicais e
subtropicais, conhecida a mais de 2.000 anos por suas numerosas propriedades medicinais.
Taxonomicamente estd situada na ordem Rutales, subordem Rutinae, familia Meliaceae,

subfamilia Melioideae, tribo Melieae. Em sua fase madura, caracteriza-se como uma arvore
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que pode atingir até 12 a 15 metros de altura e uma circunferéncia de 2,5 metros, com troncos
retos e longos ramos que se espalham em uma coroa ampla (Figura 10). A frutificacdo
comeca apos 3 a 5 anos e a planta se torna altamente produtiva em aproximadamente 10 anos.
O Neem ¢é extremamente adaptavel, podendo ser cultivado em solos rasos e pedregosos e até
mesmo com um alto contetdo de calcério e elevada acidez. E capaz de florescer em condicdes
de pluviosidade minima, em climas desde relativamente secos até aqueles com temperaturas
proximas a 0°C e em altitudes de até 1.500 m. A arvore pode viver cerca de dois séculos
(Biswas et al. 2002; Puri 2003; Girish & Shankara Bhat 2008; Hashmat et al. 2012).

Figura 10 — Azadirachta indica A. JUSS: (a) folhas, galhos e sementes; (b) arvore (Adaptado de Girish &
Shankara Bhat 2008 e Veitch et al. 2008).

Praticamente todas as partes da planta tém sido empregadas na medicina
tradicional e para a confeccdo de medicamentos caseiros. O 6leo de Neem é correntemente
utilizado para tratamento e controle de hanseaniase e helmintiases, os extratos das folhas sao
aplicados na recuperacdo de quadros de malaria, anorexia, desordens biliares, Glceras de pele
e problemas visuais e as propriedades analgésicas e antipiréticas da casca da arvore sao
reconhecidas ha séculos (Brahmachari 2004; Veitch et al. 2008). O efeito praguicida de
extratos oriundos de sementes e folhas também é bem conhecido, devido a presenca de
compostos com atividade de inibicdo nutritiva e de interferéncia em certos horménios dos
insetos. Biopesticidas originados de Neem sao inclusive recomendados por varios programas
de controle de pragas agricolas em vista de ndo serem ecologicamente danosos e da
possibilidade de combina-los com outros agentes bioldgicos dessa classe (Schmutterer 1990;
Boeke et al. 2004; Senthil-Nathan 2013). A casca da angiosperma também possui

potencialidade para biorremediacdo como, por exemplo, na remocdo de residuos corantes
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téxteis sintéticos, acdo bioabsorvente de metais pesados toxicos, como Cd?*, Hg** e Cr** em
baixas concentracdes e até mesmo na remoc¢do de amonia de &gua salobra (Mossini &
Kemmelmeier 2005).

O isolamento e caracterizacdo quimica dos constituintes bioativos de A. indica se
iniciaram na década de 1940, com a identificacdo da nimbina, nimbidina e nimbinina do éleo
bruto da planta. Com o advento do HPLC (high performance liquid chromatography),
ressonancia magnética nuclear e andlise de raio-X, uma gama ampla de novas entidades
quimicas e suas respectivas atividades biologicas foram elucidadas, essencialmente
compostos da classe dos terpenoides oxigenados, tipicamente encontrados em plantas da
familia Meliaceae. O exemplo mais famoso é a azadiractina, um esterdide limondide presente
nas folhas, frutas e sementes que apresenta um efeito antialimentar impressionante, com
duracdo de até duas semanas, além de agir como desinfetante, pesticida e antimalarico. Mais
de 300 compostos bioativos ja foram isolados de todas as partes da planta e a lista dessas
substancias apenas aumenta a cada ano (Koul et al. 1990; Akhila & Rani 1999; Neves et al.
2005; Hummel et al. 2012).

Uma parcela consideravel dos trabalhos voltados para a avaliacdo da atividade
antimicrobiana do Neem tem focado especificamente em patdgenos de interesse veterinario e
agricola. Extratos das folhas e o 6éleo de diversas partes da planta sdo efetivos in vitro frente a
alguns fungos de importancia clinica humana, como algumas espécies de dermatdfitos e
Candida; bactérias gram-positivas, gram-negativas, M. tuberculosis e cepas resistentes a
estreptomicina; e acdo antiviral contra o virus Vaccinia, Chikungunya e do sarampo
(Conventry & Allan 2001; Biswas et al. 2002). As propriedades antineoplasicas do Neem
também véem sendo investigadas na Gltima década, principalmente pelo reconhecimento de
que o uso regular da planta e seus preparados previnem o desencadeamento do cancer via
modulacdo de mdaltiplos processos celulares, como a inibicdo da proliferacdo, reducdo do
estresse oxidativo, detoxificacdo de enzimas carcinogénicas e inducdo da apoptose e outras
formas de morte celular, atenuacdo da angiogénese e estimulo da resposta imune aos tumores
(Paul et al. 2011; Hao et al. 2014).

A exploragdo sistematica de micro-organismos endofiticos de Neem tem sido
reportada nos Ultimos anos. Todavia, a maioria desses estudos esta concentrada no isolamento
e 0 padrdo de ocorréncia de fungos (preponderantemente anamorfos) ao longo do vegetal,
com auséncia de uma abordagem de varredura do potencial biotecnoldgico dos mesmos.
Presentemente, micro-organismos endofiticos sdo estimados como uma das fontes mais

valiosas de novos metabolitos secundarios, uma vez que ocupam milhares de Unicos nichos
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ecoldgicos presentes nos mais incomuns ambientes: as plantas superiores. Além disso, Varios
produtos naturais anteriormente acreditados como tendo sua origem no vegetal sdo na
realidade microbianos, e esses originalmente exercem papel essencial de protecdo na relacéo
mutualistica procarioto-eucarioto. Sob esse contexto, € pertinente a pesquisa continuada para
obtencdo de um panorama completo da composi¢do endofitica de A. indica e, a partir dai,
articular uma investigacdo de moléculas bioativas desses micro-organismos e saber se as
mesmas sinalizam serem tdo promissoras quanto as substancias da planta que eles habitam
(Rajagopal & Suryanarayanan 2000; Strobel & Daisy 2003; Mahesh et al. 2005; Verma et al.
2007; Verma et al. 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

As infecgBes por patdgenos microbianos multirresistentes constituem um dos
maiores problemas de salde publica contemporaneamente. Esses micro-organismos se
dispersaram de todas as formas possiveis e gradativamente evadiram e subsistiram as
principais opces empregadas para combaté-los: os antimicrobianos. Enquanto, novas drogas
habeis a nos tornar pareos frente a esses organismos nao serem desenvolvidas, vivenciaremos
o auge do retorno a uma obscura “era pré-antibidtica”.

Milhares de vidas sdo vitimadas pelo cancer, um conjunto de doencas que ainda
permanece um enorme desafio para a medicina moderna. Sofisticados e eficientes modos de
tratamento existem e sdo Uteis, contudo as neoplasias malignas ainda se mantém como um dos
grandes temores da sociedade. Compostos farmacéuticos originais sdo necessarios a medida
gue a biologia dessas doencas permaneca em investigacdo para que assim possamos
plenamente compreendé-las.

Historicamente, o filo Actinobacteria é o maior provedor de metabolitos com uma
ampla gama de atividades farmacoldgicas. Essas biomoléculas operam na manutencdo do
ciclo de vida desses procariotos nos ambientes naturais em que vivem, tanto ecoldgica quanto
fisiologicamente, bem como moldaram a evolucdo dos seres que as produzem.
Tradicionalmente, o isolamento desses micro-organismos e sistemas de triagens bioldgicas
quanto a geracdo de compostos ativos veem sendo executados em laboratérios de pesquisa na
academia, consistindo em uma elementar, imprescindivel e rica etapa para a deteccdo de
potenciais candidatos a novos farmacos.

A proposta do presente estudo é adotar a abordagem classica de exploracdo desses
micro-organismos derivados de diversos habitats para prospectar proficuos produtores de
antibidticos. Dessa maneira, por meio de ensaios in vitro fenotipicos simples e objetivos, sera
avaliado o potencial antimicrobiano e citotoxico dos produtos metabolicos dessas bactérias, a
fim de evidenciar o seu importante papel na descoberta de promissoras alternativas
terapéuticas para duas das principais causas de morte no planeta: as doencas infecciosas e as

neoplasias.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar as potenciais atividades antimicrobiana e citotoxica de biomoléculas

produzidas por actinobactérias isoladas de diferentes habitats.

Objetivos especificos
Isolar actinobactérias do solo do Cerrado goiano;
Selecionar as actinobactérias com potencial de producdo de biomoléculas com atividade
antimicrobiana por meio de ensaios primarios de triagem frente a diferentes micro-
organismos indicadores;

Produzir e extrair os metabdlitos bioativos dos isolados;

Efetuar testes para verificacdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos frente

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA);

Determinar a acdo litica das biomoléculas presentes nos extratos brutos sobre a parede

celular bacteriana;

Avaliar a atividade citotdxica dos extratos brutos por meio do emprego de Artemia

salina como organismo-teste;

Examinar o potencial antitumoral dos extratos por meio da constatacdo da capacidade

de intercalacdo dos metabdlitos sobre a molécula de DNA;

Caracterizar os isolados de actinobactérias nos niveis taxonémicos: morfoldgico,

fisiolégico/bioquimico e molecular.
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4 METODOS

A parte experimental do presente trabalho foi realizada no Laboratorio de
Microbiologia Ambiental e Biotecnologia (LAMAB), do Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias (UFG). As composi¢fes quimicas e
orientagdes quanto ao preparo dos meios de cultura e as demais solugcdes empregadas no

trabalho estdo detalhadas nos Anexos IA e IB, respectivamente.

4.1  Isolamento e selecdo das actinobactérias

4.1.1 Coleta e pré-tratamento das amostras ambientais

Um total de dez amostras de solo foi coletado em diferentes locais do Cerrado
goiano entre os meses de marco e abril de 2013. As amostras foram coletadas a uma
profundidade de 0 a 10 cm com auxilio de pas para jardinagem (superficialmente
desinfestadas com uma solucdo de etanol a 70%) transferidas para bolsas plasticas, e
encaminhadas imediatamente ao LAMAB. O solo da mata do Bosque Auguste Saint-Hilaire
do Campus Samambaia da UFG foi selecionado, aleatoriamente, dentre as outras amostras
para o isolamento de actinobactérias. As coordenadas geogréaficas desse local de origem estdo
expostas abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 — Local de origem da amostra de solo selecionada para isolamento microbiano.

Procedéncia da amostra Coordenadas geograficas
Latitude Longitude
Bosque Auguste Saint-Hilaire 16°36°20°°S 49°15°48°0

A amostra foi submetida a um pré-tratamento que consistiu na dessecacdo em
estufa a 80°C durante 48 h, seguida da separacdo manual de detritos e fragmentos vegetais. O
solo ja seco foi peneirado e novamente transferido para o interior de uma nova bolsa plastica a
qual foi armazenada em freezer a —20°C até proceder-se com o isolamento microbiano. Esse

procedimento de pre-tratamento foi utilizado também nas demais amostras para uso futuro.



47

4.1.2 Isolamento de Actinoplanetes

O método quimiotatico de Palleroni (1980) foi adotado para isolamento seletivo
das actinobactérias do grupo Actinoplanetes. Foi utilizado o agar AC (Kuster & Williams
1964) para isolamento e nas etapas de purificagdo das coldnias crescidas. Ja na finalizacdo da
purificagdo, esporulacdo e manutencdo dos isolados, foi empregado o agar extrato de
levedura-extrato de malte (ISP-2), segundo Shirling & Gottlieb (1966).

O isolamento foi realizado nas seguintes etapas: primeiramente, uma camara
especifica (Palleroni 1976a), composta por dois compartimentos cilindricos interligados por
um canal (Figura 11), foi exposta a radiagdo ultravioleta (UV) no interior de uma minicamara
durante 30 minutos para esterilizacdo. Em seguida, o solo pré-tratado (0,5 g) foi depositado
em cada um desses compartimentos. Agua destilada esterilizada foi entdo adicionada até o
nivel de 2,0 mm acima do canal de conexdo. A cadmara foi posta no interior de uma placa de
Petri esterilizada e incubada a 28-30°C por 1 h. Essa etapa foi necesséria para a inducao da

motilidade e liberagcdo dos esporos de Actinoplanetes a partir de esporangios maduros.

Figura 11 — Camara de isolamento de actinobactérias do género Actinoplanes segundo o método de Palleroni
(19764).

ApoOs o periodo de incubacdo, um tubo capilar do tipo micro-hematdcrito
esterilizado contendo uma solugéo xilose em tampéo fosfato (0,56 g/dL:0,6 g/dL) a 10 mM
(pH 7,0) foi inserido, por meio de uma pinga esterilizada, no canal de conexdo de modo a
cobrir toda sua extensdo. A camara foi novamente incubada a 28-30°C por 1 h.

Foram adotadas duas formas de inoculacdo no meio de cultivo sélido. Na
primeira, o capilar foi removido e lavado externamente com &gua destilada esterilizada,

conforme proposto por Palleroni (1976a), e o conteldo presente no mesmo foi vertido no
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interior de microtubos de tipo Eppendorf previamente preenchidos com um 1,0 mL de 4gua
esterilizada. 200 pL dessa solugdo foram transferidos para a superficie do &4gar AC. Da
segunda forma, o tubo capilar foi aplicado diretamente no meio de cultura, de modo que o
concentrado presente em seu interior escoasse para o agar. A semeadura em ambas as formas
foi completada por espalhamento com o auxilio de uma al¢a de Drigalski.

As placas foram incubadas a 30°C, por 7 a 14 dias, para 0 crescimento
microbiano, em continuo monitoramento do cultivo. As coldnias caracteristicas de
actinobactérias foram selecionadas e semeadas em novo agar AC, com mais uma etapa de
incubacdo. Esse processo foi repetido por mais duas vezes até se ter certeza da auséncia de
contaminagdo e comeco da esporulacdo dos provaveis isolados, utilizando-se a partir de entdo
0 agar ISP-2 e o modo de semeadura “em tapete”. Subsequentemente a mais trés rodadas de
repique nesse meio, a pureza dos micro-organismos foi assegurada através da analise de
caracteres macroscopicos tipicos de morfoespécies de actinobactérias, detectaveis
principalmente depois de completa esporulacéo.

4.1.3 Preservacao dos isolados microbianos

Para a preservagdo, os isolados de actinobactérias, ja purificados, foram crescidos
em agar ISP-2 a 30°C durante 14 dias, com o repique efetuado na forma de “tapete”. Apos
esse periodo, as col6nias foram lavadas com 10 mL de uma solucdo esterilizada de glicerol a
20% para desprendimento dos esporos. Com o auxilio de ponteiras de 1000 pL cortadas em
sua extremidade, o contetido da suspensédo formada foi fracionado em aliquotas de 2,0 mL em
microtubos criogénicos esterilizados. O material foi entdo armazenado a —20°C.

4.1.4 Selecdo de outros isolados de actinobactérias

Um conjunto de nove morfoespécies de actinobactérias pertencentes a
bacterioteca do LAMAB foi selecionado e adicionado ao estudo. Quatro desses isolados nédo
haviam sido caracterizados quanto a sua possivel atividade antibi6tica e os demais somente
foram parcialmente avaliados quanto a esse potencial em estudos prévios realizados no
LAMAB (Vieira 1999; Lima 2007; Rodrigues 2009). E importante salientar que essas
morfoespécies ndo foram plenamente caracterizadas taxonomicamente. Na Tabela 2 estdo
listados esses isolados, com seu local de origem, significado de sua denominagéo

(identificagdo da sigla), além da divisdo daqueles que anteriormente ndo haviam sido
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submetidos a um processo de bioprospec¢do direcionada para a producdo de biomoléculas
com acdo antibidtica e os que j& foram testados em parte com esse objetivo.

Tabela 2 — Relacdo das morfoespécies de actinobactérias selecionadas para o estudo: identificacdo (significado
da sigla), origem, responsavel pela avaliacdo parcial da acdo antibidtica.

Morfoespécie Identificacio Origem Avaliagdo anterior parcial

NAO AVALIADAS

ADU 2.4 Associagdo dos Docentes da UFG Solo/Cerrado -
GUARA1 Relativo a Guarapari (ES) Sedimento/Mangue -
VAL 1 Relativo a “Valéria” Solo/Cerrado -
VIA 1 Relativo a Viandpolis Solo/Cerrado -

AVALIADAS PARCIALMENTE

ADU 1.3 Associagdo dos Docentes da UFG Solo/Cerrado Vieira 1999; Rodrigues 2009

ADU 2.2 Associacdo dos Docentes da UFG Solo/Cerrado Vieira 1999; Rodrigues 2009
PEG 23 Parque Ecoldgico de Goiania Solo/Cerrado Vieira 1999; Rodrigues 2009
PEG 30 Parque Ecoldgico de Goiania Solo/Cerrado Vieira 1999; Lima 2007
NIM 1 Relativo a planta “Neem” Planta/Cerrado Rodrigues 2009

(Azadirachta indica)

4.2  Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos isolados de actinobactérias

Uma triagem priméaria da atividade antimicrobiana das actinobactérias foi
executada com o objetivo de verificar diretamente o espectro de acdo antibidtica desses
micro-organismos frente a: bactérias gram-positivas e gram-negativas; e fungos
leveduriformes e filamentosos (Tabela 3). As cepas bacterianas e leveduriforme pertencem a
bacterioteca do LAMAB e todas se encontram preservadas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) a 20% de glicerol a —20°C. Os fungos filamentosos foram gentilmente cedidos pelo
Laboratorio de Micologia do IPTSP/UFG e foram armazenados em tubos com &gar Sabourad-

Dextrose (SDA) inclinado sob refrigeracao (4°C).
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Tabela 3 — Relagdo dos micro-organismos indicadores empregados na triagem primaria da atividade
antimicrobiana dos isolados de actinobactérias.

BACTERIAS
Gram-positivas Gram-negativas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli ATCC 25922
Kocuria rhizophila ATCC 9341 Klebsiella pneumoniae ATCC 70063
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Enterobacter aerogenes ATCC 13048
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 Serratia marcescens ATCC 14576
Bacillus cereus ATCC 14579 Salmonella typhi sorovar. Typhimurium ATCC 14028
Bacillus subtilis ATCC 6633 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
FUNGOS
Leveduriforme Filamentosos
Candida albicans ATCC 10231 Aspergillus niger 1218

Aspergillus flavus 1218
Penicillium sp. 1218

A avaliacdo da atividade antibiética direta das morfoespécies de actinobactérias
frente aos micro-organismos indicadores foi realizada por meio de uma adaptacdo do método
de disco-difusdo ou técnica de Kirby-Bauer para determinacdo da suscetibilidade microbiana
a compostos antimicrobianos (CLSI 2014). Assim, inicialmente, as cepas bacterianas e a
amostra leveduriforme foram inoculadas em caldo BHI e incubadas & 30°C por 24 h. Em
seguida, 0s micro-organismos foram semeados por esgotamento em &gar nutriente e
novamente incubados nas mesmas condicBes anteriores. Coldnias foram selecionadas ap0os
essa Ultima etapa de incubacdo, as quais foram transferidas para tubos com solucdo salina a
0,85% esterilizada. Os indculos foram ressuspensos e ajustados até atingirem a turvacao
correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland.

Para os fungos filamentosos, os mesmos foram crescidos em SDA por 15-30 dias.
Apbs o crescimento, as placas foram raspadas e o material transferido para tubos com solugédo
salina a 0,85% esterilizada. Essa suspensao foi padronizada a uma turvacdo equivalente ao
tubo 0,5 da escala de MacFarland.

O contetdo das solugbes foi semeado com swabs esterilizados em toda a
superficie do 4gar Mueller-Hinton. Em vista do nimero de morfoespécies a serem analisadas,
cada micro-organismo indicador foi semeado em duas placas de Petri de tamanho adequado
(90 x 15 mm) com agar Mueller-Hinton j& vertido.
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A adequacdo do método classico do antibiograma consistiu na utilizacdo da
técnica de plugs ou “método do bloco de gelose” (Ichikawa et al. 1971). A mesma consiste no
corte, com o auxilio de um perfurador metalico esterilizado, da superficie do agar ISP-2
(volume minimo de 30 mL de meio por placa de tamanho médio) com o cultivo das
actinobactérias ja em fase de esporulacdo (aproximadamente 14 dias de cultivo). Pequenos
cilindros de &gar (plugs) com 7 a 8 milimetros de didmetro sdo gerados, e 0S mesmos
substituem os discos de papel filtro impregnados com concentracdes conhecidas dos
antimicrobianos no ensaio. Os plugs foram dispostos em posicdes pré-determinadas e
equidistantes na superficie do agar Mueller-Hinton durante todos os testes. Apos uma etapa de
pré-incubacdo a temperatura ambiente por 1 h, as placas foram transferidas para estufas
microbiologicas a 30°C por um periodo de 18-24 h.

A leitura da atividade antimicrobiana consistiu na mensuragdo dos diametros dos
halos de inibicdo do crescimento dos micro-organismos indicadores expostos as
actinobactérias. Adotaram-se 0s pardmetros convencionados por Matsuura (2004) para

classificacdo do grau de acao antagonista, descrita na Tabela 4.

Tabela 4 — Classificacdo do grau de atividade antimicrobiana em funcdo do didmetro dos halos de inibi¢do
obtidos nos ensaios de triagem da atividade biol6gica (Adaptado de Matsuura 2004).

Grau de atividade antimicrobiana Di&metro dos halos de inibi¢cdo (em mm)
Ausente 0
Baixa 7-10
Moderada 11-14
Alta >14

Os isolados com acdo inibitéria de moderada a alta para a cepa padrdo de S.
aureus e outros micro-organismos indicadores, especialmente as demais bactérias gram-
positivas, foram avaliados pela mesma técnica contra MRSA. Foi empregado um total de
quatro isolados, identificados pela numeracdo 6087, 6089, 7903 e 8508. Essas cepas foram
gentilmente doadas pela Colecdo de Culturas de Bactérias de Origem Hospitalar da Fundacao
Oswaldo Cruz (CCBH/FIOCRUZ). A ficha de solicitacdo dessas cepas do micro-organismo
patogénico esta disponivel no Anexo Il. Os resultados foram lidos como previamente citado e
os isolados de actinobactérias com atividade antimicrobiana considerada, no minimo,
moderada (Tabela 4) foram selecionados para os testes de triagem secundaria da atividade

antimicrobiana e os ensaios para verificacdo de seu potencial citotoxico.
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4.3  Preparo dos extratos organicos brutos

Para os isolados selecionados na triagem primaria, procedeu-se com a producéo e

extracao dos metabolitos bioativos do cultivo das actinobactérias em meios solido e liquido.

4.3.1 Extrato derivado do crescimento em meio sélido — ECS

Inicialmente, as actinobactérias foram semeadas em agar ISP-2 e cultivadas a
30°C durante 14 dias até a esporulacdo. Posteriormente, o meio sélido foi fracionado e os
fragmentos resultantes foram transferidos para o interior de tubos do tipo Falcon (50 mL)
esterilizados. Adicionou-se 15 mL de etanol aos tubos para extracdo dos metabdlitos de
interesse.

Os tubos foram agitados manualmente e mantidos sob refrigeracdo, em repouso,
por um periodo de 24 horas. O contelldo da solucéo etanolica derivada foi transferida para
outro tubo Falcon e adicionou-se novamente um volume de 15 mL de etanol as fracbes de
agar. Esse procedimento foi reiterado por mais uma vez e os contetdos etanolicos obtidos da
extracdo foram reunidos em tubos Falcon. As solucGes foram centrifugadas por 10 minutos, a
3.000 rpm sob uma temperatura de 4°C e o sobrenadante armazenado em freezer a —20°C.

No Laboratério Multiusuario do curso de Biotecnologia da UFG, a fase liquida
das solucdes foi concentrada em rota-evaporador sob temperatura de 45-50°C. Os extratos
etandlicos resultantes foram acrescidos de 1,0 mL de etanol e distribuidos em tubos de
polipropileno de 2,0 mL, constituindo os extratos brutos oriundos do crescimento em meio
solido (ECS). O material foi armazenado em freezer a —20°C até a realizacdo dos demais

ensaios bioldgicos.

4.3.2 Extrato derivado do crescimento em meio liquido — ECL

As actinobactérias foram pré-inoculadas em Erlenmeyers de 250 mL contendo 15
mL de caldo ISP-2. Os frascos foram mantidos em shaker sob agitacdo de 130 rpm, a 30°C
por 48 horas. Apés esse tempo, um volume 50 mL de caldo ISP-2 novo foi transferido para
Erlenmeyers, os quais foram incubados sob as mesmas condic¢des anteriores por 14 dias.

Ao término desse tempo, a fragdo liquida foi separada da micelial por filtracdo a
vacuo. A massa micelial, retida em papel de filtro (Whatman n°2), foi retirada com o auxilio

de uma espatula esterilizada e transferida para tubos tipo Falcon de 15 mL. Um volume de 10
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mL de etanol foi adicionado e os tubos foram entdo submetidos a um banho de ultrassom por
5 minutos. O material obtido foi submetido a uma trituragdo em gral de vidro com pistilo para
rompimento da massa micelial. As amostras foram centrifugadas, e o sobrenadante transferido
para um novo tubo do tipo Falcon de 15 mL, mantido em freezer a —20°C. Esse processo foi
repetido em plicatas.

A porcao aquosa (filtrado) foi transferida para funis de separacdo e submetida a
extracdo por particdo liquida-liquida utilizando como extrator o solvente organico acetato de
etila na proporgéo 1:1 (v/v). A ampola de extracdo foi agitada constantemente para promocao
da extracdo das biomoléculas para a fase organica. O material foi deixado em repouso até
evidente particdo e a porgdo orgénica foi separada em tubos Falcon. Essa fase foi repetida, no
minimo, por trés vezes para uma extracdo completa. As fracdes foram reunidas, formando os
extratos de acetato de etila. Os tubos foram preservados em freezer a —20°C até a etapa de
concentragéo.

Os extratos de acetato de etila foram concentrados como no processo realizado
para 0 ECS (item 4.3.1). Aos extratos de acetato de etila evaporados foram adicionados 0s
respectivos extratos etandlicos do micélio e ambos foram novamente submetidos ao rota-
evaporador. O volume final obtido (5,0 mL) foi ressuspenso em 1,0 mL de etanol absoluto,
formando o extrato bruto derivado do crescimento em meio liquido (ECL) que,
subsequentemente, foi transferido para microtubos de polipropileno, e armazenados em

freezer a —20°C para utilizacdo nos testes posteriores.

4.4  Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos organicos brutos

A determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos brutos (ECS e
ECL), a qual constitui a etapa principal de triagem secundaria da acdo antibidtica
antimicrobiana dos metabdlitos gerados pelas actinobactérias, foi executada através da técnica
de difusdo em poco (CLSI 2014). As cepas de MRSA (n = 4) foram reativadas como no item
4.2. Com o auxilio de swabs esterilizados, os indculos foram semeados na superficie do agar
Mueller-Hinton. Orificios com 7,0 mm de didmetro foram entdo confeccionados, com o
perfurador metélico autoclavado, em pontos equidistantes no meio de cultura. Foram
acrescidas aliquotas de 25 pL tanto dos extratos brutos quanto dos controles em cada um dos
pocos. Para os ECSs, o etanol consistiu no controle negativo e para os ECLs, o acetato de etila
e o etanol constituiram os controles, a fim de se verificar uma possivel atividade

antimicrobiana dos solventes extratores.
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As placas foram pré-incubadas a temperatura ambiente por 1 h e, em seguida,
transferidas para estufas microbioldgicas e incubadas a 30°C por 18-24 h. Apos a incubacéo,
foi executada a leitura, com as zonas de inibicdo do crescimento dos MRSA sendo
mensuradas. Conforme a classificagcdo descrita na Tabela 4, uma regido de inibicdo superior a
14 mm significa um grau elevado de agdo antimicrobiana e, assim, confirma a presenca de
biomoléculas ativas frente ao patdgeno gram-positivo. O experimento foi executado em

triplicata.

45  Extracdo do DNA estafilococcico pelos extratos orgéanicos brutos

Um ensaio de extracdo de DNA com 0s extratos organicos dos potenciais isolados
de actinobactérias foi efetuado para averiguar a acao litica dos metabolitos secundarios sobre
a parede celular bacteriana. Esse teste foi realizado segundo a metodologia descrita por
Maataoui e colaboradores (2014). A cepa-padrdo de S. aureus ATCC 25923 e um dos
isolados clinicos de MRSA (CCBH 6089) foram utilizados como micro-organismos
indicadores, com um objetivo de comparar a capacidade das biomoléculas presentes nesses
extratos em atuar a esse nivel de estrutura celular frente as variantes controle e patogénica do
COCo gram-positivo.

Previamente, as bactérias indicadoras foram cultivadas em caldo LB. Seguida a
incubacdo a 35°C por 24 h, aliquotas de 3,0 mL das culturas foram centrifugadas a 12.000 g a
4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e os precipitados (pellets) foram
ressuspensos em 360 L dos extratos brutos selecionados, e o volume total de reacdo foi
completado para 1,0 mL com &gua ultrapura (640 uL). Essas suspensbes foram incubadas a
37°C por 45 minutos e entdo centrifugadas a 12.000 g a 4°C por 10 minutos. Logo depois, um
volume de 400 pL da fracdo superior da mistura de reacdo foi removido para novos
microtubos.

O DNA foi entdo precipitado com dois volumes (2X) de alcool etilico gelado a
95% e 40 L de cloreto de sodio (NaCl) a 5 M. Ap6s uma etapa de incubacao a —20°C por 30
minutos, centrifugagdo a 12.000 g por 20 minutos a 4°C e secagem a temperatura ambiente,
aliquotas de 20 pL de &gua ultrapura foram acrescentadas aos microtubos. Agua, etanol
(95%), acetato de etila e NaCl 5 M consistiram nos controles negativos do teste e ambas as
substancias foram aplicadas com volume idéntico ao dos extratos brutos (360 uL). Uma
extracdo de DNA convencional (Van Soolingen et al. 1994, adaptado) com as bactérias

indicadoras foi realizada para compor o controle positivo.
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A certificagdo da potencial acdo dos metabolitos microbianos sobre a parede
celular foi efetuada mediante deteccdo de material gendmico dos micro-organismos
indicadores por eletroforese em gel de agarose a 1,0 % (m/v). A corrida em cuba adequada
preenchida com tampao Tris/Borato/EDTA (TBE) 1X foi conduzida a 100 V por 20 minutos e
a 80 V por 45 minutos, com o uso do corante EZVision® Il (AMRESCO). Assim, em cada
poco do gel, aplicou-se uma mistura de 5,0 pL da amostra e 2,0 pL do corante. A leitura do

teste foi feita por visualizacdo do gel sob exposicao a luz UV em transiluminador.

4.6  Avaliagdo da atividade citotdxica dos extratos organicos brutos

Os extratos brutos que se destacaram quanto a atividade antimicrobiana contra as
cepas de MRSA foram avaliados quanto ao seu potencial citotdxico. A metodologia relatada
por Blizzard e colaboradores (1989) e adaptada por Lima (2007) constituiu a base para o
delineamento do ensaio, com o emprego de Artemia salina como organismo-teste.

Ovos de A. salina foram eclodidos em solucdo de agua mineral com 3,5% de sal
marinho. A incubacdo ocorreu em camara de germinacdo, com condi¢fes de iluminacéo e
aeracdo constante, a temperatura de 30° C durante 48 horas. Os extratos brutos foram
acrescentados em aliquotas de 200 pL cada em tubos de ensaio contendo 100 pL de
dimetilsulféxido (DMSO) e 9,7 mL de solucdo aquosa com 3,5% de sal marinho. Esses tubos
representaram as solugdes-estoque, equivalente a 20.000 ppm (2,0%), a partir das quais foram
preparadas as demais diluicGes dos extratos nas concentracdes de 20.000 ppm até 1.250 ppm
(0,125%). As solucbes foram agitadas em vOrtex em seguida para assegurar a
homogeneizacdo dos compostos bioativos dos extratos. Dilui¢des extras foram posteriormente
realizadas quando necessarias.

Foram acrescentados 10 naupilos de A. salina aos tubos contendo 1,0 mL das
dilui¢bes, procedimento feito em triplicata. Tubos com 1,0 mL cada de etanol absoluto e
DMSO a 1,0% (v/v) nas mesmas condicGes do experimento consistiram nos controles, para
averiguar uma possivel acdo téxica do alcool e do solvente sobre as larvas. Ap6s um periodo
de incubagdo sob iluminagdo a 30°C por 24 h, o nimero de naupilos mortos ou imdveis foi
contabilizado para a determinacdo da porcentagem de mortalidade das larvas em cada

concentracdo analisada, segundo a equagéo:

% Mortalidade = (n° de mortos ou imdveis/ n° total de A. salina) x 100
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Com os dados obtidos, realizou-se o calculo da dose letal média (DLso), isto é,
aquela que é mortal para 50% dos animais experimentais. Essa dose foi determinada por
analise de regressdo linear dos resultados obtidos. A citotoxicidade foi considerada

significante caso o valor da DLso fosse inferior a 1.000 ppm (Meyers et al. 1982).

4.7  Deteccdo da acdo intercalante dos extratos organicos brutos sob a molécula de
DNA

4.7.1 Obtencéo e preparo do DNA alvo

O plasmideo pUC18 (2,7 Kb) foi empregado como a molécula de &cido nucléico
alvo para o ensaio biologico. As células de E. coli XL1-Blue transformadas, por
eletroporagdo, com o vetor foram doadas pela Dra. Keili Maria Cardoso de Souza,
responsavel técnica do Laboratério de Virologia Humana e Molecular do IPTSP/UFG.

O isolamento de DNA plasmidial foi executado segundo Sambrook & Russel
(2001), com adaptacBes. Assim, ap6s cultivo sob agitacdo a 35°C, o conteddo da cultura em
caldo LB da linhagem de E. coli com o vetor pUC18 foi transferido para tubos Eppendorf.
Apos duas etapas de centrifugacdo a 5.000 g, a 4°C por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado.

Aliquotas de 100 pL da solucdo de lise | (GTE: glicose/TrissEDTA) com 1,0 uL
de RNase foram adicionadas ao precipitado, o qual foi agitado vigorosamente em vortex para
total dissolugéo. A seguir, um volume de 210 pL da solugéo de lise 1l (NaOH/SDS) foi
transferido para os tubos, os quais foram homogeneizados rapidamente por inversao. Depois
de uma incubacdo por 5 minutos a temperatura ambiente, aliquotas de 280 pL da solucdo de
lise 1l (acetato de potéssio/acido acético glacial) foram inseridas e os microtubos foram
agitados por inversdo por 10 vezes para disperséo do lisado bacteriano.

Posteriormente, os microtubos foram centrifugados a 12.000 g por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e um volume de 560 pL de isopropanol
foi adicionada aos mesmos. Seguidamente as etapas de homogeneizagdo por inversao e
centrifugagéo a 12.000 g por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado com cuidado.

Para recuperacdo do DNA plasmidial, o sedimento foi lavado com 500 pL de
etanol gelado a 70%. O material foi entdo centrifugado a 12.000 g por 3 minutos a 4°C e o

sobrenadante desprezado. Consecutiva a secagem a temperatura ambiente, o DNA precipitado
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foi ressuspenso em 30 pL de agua mili-Q esterilizada. O DNA isolado foi preservado em
freezer a —20°C,

Para o teste, o vetor pUC18 foi linearizado com a enzima de restricdo EcoRI (Life
Technologies). A digestdo enzimatica foi conduzida em tubos Eppendorfs para um volume
final de reagdo de 25 pL, consistindo de: 15,5 uL de &gua ultrapura esterelizada, 2,5 pL de
tampéo da enzima 10X, 2,0 pL da enzima EcoRI e 5,0 pL de DNA plasmidial. Logo depois
da incubacgdo a 37°C por 2 h e outra a 65°C por 20 minutos, o material foi armazenado em
freezer a —20°C. A confirmacdo da linearizacdo foi efetuada mediante corrida eletroforética
em tampdo Tris/Acetato/EDTA (TAE) 0,5X durante 40 minutos a 100 V, com aplicacdo de
uma mistura de 3,0 pL da amostra e 2,0 pL de EZVision® Il em gel de agarose a 1,0%
(m/v).

4.7.2 Efeito de intercalacdo dos metabolitos bioativos sob a molécula de DNA - Gel
Shift

A mistura do DNA plasmidial previamente preparada com os extratos do
crescimento em meio de cultura sélido e liquido (ECS e ECL) fundamentou o teste de
determinacdo da capacidade intercalante em acido nucleico das substancias bioativas
microbianas e, assim, de seu possivel mecanismo de acdo antitumoral. Esse ensaio é baseado
com a metodologia descrita por Furlan e colaboradores (2002) e modificado por Lima (2007),
0 método de EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) ou, simplesmente, gel shift
(Buratowski & Chodosh 1996).

Aliquotas de 100 pL dos extratos brutos acrescidos de 25 uL de cloroférmio (para
retirada das impurezas dos extratos) foram transferidas para microtubos de polipropileno de
1,5 mL e sofreram secagem por aquecimento para completa retirada do etanol e acetato de
etila, com o proposito de evitar qualquer interferéncia posterior desses solventes. Em seguida,
acrescentou-se 8,0 UL de &gua ultrapura e 2,0 pL do DNA alvo, com devida homogeneizagéo.
Executou-se a incubacdo do material em banho-maria a 37°C durante 15 minutos.

As amostras foram aplicadas em seu volume total de reacdo (10 pL) adicionado
de 2,0 pL de tampdo de amostra em gel de eletroforese a 0,7%. A corrida eletroforética foi
realizada em cuba adequada com tampdo TBE 0,5X a 100 V por 45 minutos. Em um dos
pocos do gel foi acrescido o padrdo de massa molecular (ladder) de 1Kb (Invitrogen), e em
outro o controle negativo consistindo em 2,0 pL do plasmideo linearizado e 2,0 pL de tampé&o

de amostra. Uma aliquota de 2,0 uL de solucdo de DNA plasmidial acrescido de 1,0 pL
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brometo de etideo diluido em &gua ultrapura (1:75 pL) constituiu o controle positivo. O
brometo de etideo é um analogo de bases nitrogenadas que se intercala na molécula do &cido
nucleico e emite fluorescéncia apo6s exposicdo a luz UV, promovendo um retardo da
motilidade do DNA, o que se deve ao aumento do tamanho e rigidez da molécula nas formas
linear e circular relaxada (De-Souza 2003).

Encerrada a eletroforese, o gel foi corado em solugdo de brometo de etideo (5,0
pg/mL). A leitura do teste baseou-se na diferenca na migracdo da banda do DNA em
comparacdo com o0s controles, evidenciando a intercalacdo das biomoléculas presentes nos

extratos.

4.8  Caracterizacdo morfologica dos isolados de actinobactérias

4.8.1 Macromorfologia

Os isolados de actinobactérias foram submetidos ao exame macroscopico de
acordo com o descrito por Shirling & Gottlieb (1966) e Wink (2012). Dessa forma, as
morfoespécies, anteriormente crescidas em caldo ISP-2 em shaker (140 rpm) a 30°C por 48-
72 h, foram cultivadas nos meios no estado sélido ISP-2, ISP-3 — em placas de Petri
convencionais —, e ISP-4, ISP-5, ISP-6, ISP-7, Suter com e sem tirosina — em placas de
cultura de células com seis pocos. As coloracGes detectadas ap6s o cultivo foram distinguidas
de acordo com o sistema de identificacdo de cores RAL K-7 (RAL Farben).

Apos incubacdo a 30°C por 7-14 dias, as seguintes caracteristicas culturais foram
avaliadas em todos os meios, com excecdo do &gar Suter: crescimento, coloracdes dos
micélios vegetativo (reverso da placa) e aéreo e presenca de pigmentos sollveis. 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).

4.8.2 Micromorfologia

4.8.2.1 Microscopia optica

A determinacdo de caracteres micromorfologicos das actinobactérias foi realizada

por meio da aplicagdo da técnica da laminula enterrada, segundo Holt e colaboradores (1994).

Assim, as morfoespécies, previamente cultivadas por 14 dias a 30°C em agar ISP-2, foram
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semeadas em estrias bem delimitadas na superficie e novo meio ISP-2. Em seguida, laminulas
esterilizadas foram inseridas em um angulo de aproximadamente 45°C em pontos
equidistantes no local em que as estrias foram feitas no meio.

Decorrida a esporulacédo das coldnias (incubacéo a 30°C por 14 dias), as laminulas
foram delicadamente retiradas com auxilio de pinga e depositadas na superficie de laminas de
microscopia. O material foi levado ao microscopio Optico para observagdo das caracteristicas
morfologicas: presenca de cadeia de esporos e sua morfologia, esporangio, esporos Unicos e
sua superficie e fragmentacdo de micélio aéreo ou vegetativo (Wink 2012).

A coloracdo de Gram e a técnica de Ryu também foram executadas para
verificagdo das caracteristicas morfo-tintoriais das células microbianas, bem como

complementar o que foi conferido por microscopia optica.

4.8.2.2 Microscopia eletronica de varredura

48.2.2.1 Preparacdo das amostras bioldgicas

As amostras bacterianas foram processadas para a microscopia eletronica de
varredura no Laboratério de Estudos Morfolégicos (LABEM) do Departamento de Histologia
(DHISTO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFG sob orientacdo da Profa. Dra.
Walquiria Arruda. Para essa etapa de preparo do material, as morfoespécies foram
inicialmente cultivadas de acordo com a técnica da laminula enterrada, explicada
anteriormente (item 4.8.2.1). Em vista dos solventes organicos usados no processo, toda essa
etapa experimental foi efetuada no interior de capela de exaustao.

Inicialmente, camaras Umidas para a deposicdo do material biolégico a ser
submetido ao tratamento foram montadas. As mesmas 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. O principal
objetivo da confeccdo dessas camaras foi evitar a secagem do material durante o
processamento.

Logo a seguir, as laminulas inseridas no meio de cultivo foram transferidas para
as laminas nas camaras umidas. A mesma solucdo fixadora com a qual se umedeceu o papel
filtro das cdmaras foi depositada na superficie da laminula. Consecutivamente & incubagéo

durante 30 minutos a temperatura ambiente, executou-se trés lavagens (5 minutos cada) com
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tampdo cacodilato de s6dio a 0,1 M para total remocao da solucdo de fixacdo. O excesso da
mistura foi devidamente descartado.

Novas camaras Umidas foram organizadas e identificadas, com excecdo da
aplicacdo da solucéo fixadora no papel filtro. As laminulas ja parcialmente processadas foram
entdo transferidas para as cdmaras recém-montadas para a etapa de desidratacdo. Dessa forma,
as amostras foram tratadas sucessivamente com concentracfes crescentes de etanol (30%,
50%, 70%, 80%, 90%, 100%), com a duracao de aproximadamente 5 minutos para cada etapa
de lavagem e desprezo do excedente do alcool entre os passos de aplicacdo do mesmo.

As laminulas foram entdo depostas na superficie de novas laminas na tampa das
placas de Petri das cdmaras umidas. O agente secante hexa-metil-disilano (HDMS) foi
adicionado as laminulas pré-tratadas para atingir o ponto critico. Seguida a incubacéo por 6
minutos, o excesso do reagente foi descartado e as amostras foram postas para repouso a
temperatura ambiente até total secagem.

Finalmente, as laminulas tratadas foram removidas para novas placas de Petri
descartaveis de tamanho pequeno, as quais foram armazenadas no interior de recipientes de
acrilico preenchidos com particulas de silica gel, a fim de garantir que as amostras estivessem
plenamente secas para a analise no microscopio eletronico de varredura (MEV). O material
foi conservado a temperatura ambiente.

Eventualmente, laminulas enterradas do crescimento dos isolados de
actinobactérias também foram retiradas do agar ISP-2, expostas a secagem em estufa a 80°C e
transferidas para os recipientes com particulas de silica gel. Esse material foi também levado
para 0 MEV a fim de confirmar se é possivel observar estruturas morfoldgicas microbianas

mesmo com a auséncia do preparo acima explicado.

4.8.2.2.2 Andélise em MEV

O exame morfoldgico dos isolados microbianos por microscopia eletrdnica de
varredura foi efetuado no Laboratério Multiusuario de Microscopia de Alta Resolucdo
(LabMic), alocado no Instituto de Fisica (IF) da UFG, pelas responsaveis técnicas Nayara
Melo Freitas e Dra. Tatiane Oliveira dos Santos. Inicialmente, as laminulas processadas foram
depositadas com auxilio de pinca em um suporte metélico 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.
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Confirmada a fixagdo das laminulas no suporte, 0 mesmo foi transferido para o
interior do aparelho Denton Vaccum Desk V para metalizacdo das amostras. Concluida a
cobertura com particulas de ouro metalico, todo o material foi encaminhado para 0 MEV
JEOL JSM 6610. As micrografias foram retiradas em diferentes aumentos e campos para
melhor visualizagdo das estruturas morfoldgicas dos isolados. As imagens foram comparadas
conforme Miyadoh e colaboradores (1997) para comparagao com as espécies ja caracterizadas
e, dessa forma, possibilitar a conclusdo dessa etapa de identificacdo taxondOmica das

actinobactérias.

4.9  Caracterizacao fisiologica/bioquimica dos isolados de actinobactérias

Os potenciais isolados de actinobactérias também foram caracterizados
fenotipicamente por uma variedade de testes nutricionais, de degradagdo, de atividade
enzimética e de tolerdncia a multiplos fatores, conforme por Shirling & Gottlieb (1966),
Williams e colaboradores (1983) e Wink (2012).

4.9.1 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 111 (Biolog). O painel consiste em
94 testes fenotipicos (Figura 12) e é classicamente utilizado para obtencdo do perfil
metabdlico e caracterizacdo bioquimica de um amplo conjunto de bactérias gram-positivas e

gram-negativas, auxiliando na identificacdo taxondmica microbiana até o nivel de espécie.
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Al Az A3 A4 As A6 A7 As A9 A0 All AR
Controle Dextrina D-maltose D-trealose D-celobiose Gentiobiose | Sacarose D-turanose Estaquiose Controle pH 6 pH 5
negativo positivo
Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 BI10 BI1 B2
D-rafinose a-D-lactose D- p-metil-D- D-salicin: N-acetil- D- N-acetil- D- N-acetil D- Acido N- NaCl 1% NaCl4% NaCl8%
melibiose glicosideo i i i i acetil
neuraminico
c1 cz c3 c4 cs c6 c7 cs c9 c10 c11 cl12
o-D-glicose | D-manose D-frutose D-galactose | 3- D-facose L-facose L-ramnose Inosina Lactato de | Acido D-serina
metilglucose sodio 1% fusidico
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 wul D12
D-sorbitol D-manitol D-arabitol Mio-inositol | Glicerol Glicose-6- D-Frutose- Acide D- | D-serina Minociclin
PO4 6-PO4 aspirtico
El E2 E3 4 5 E6 E7 E8 E9 E10 11 E12
Gelatina Glicil- L- L-alanina L-arginina Addo  L- | Adde L | Lohistidina Addo L | Leserina Lincomicina Hidrocloreto Niaproof 4
prolina aspartico glutimico piroglutimico de guanidina
F1 2 3 4 F5 F6 F7 F8 i3] F10 F11 F12
Pectina Acido Acido  L- Acido  D- Acide  D- Glucoronamida Acido Acido Acido  D- | Vancomicina Violeta de Azul  de
b- galacténico glucénico glucorémico miicico quinico sacirico tetrazélio tetrazolio
galacturonice Tact
on:
Gl G2 G3 G4 G5 G7 G7 G8 G9 G10 GI1 G12
p-hidroxil- Metil Acde D- | Adde L- | Acidocittico | Acido o | Acido D- Acido L | Acido s Cloreto de | Telurito de
acido piravato Tactico Tactico cetoglutirico milico milico bromo- nalidixico litio potassio
fenilacético metil éster succinico
H1 ):v) H3 H4 H5 H )i H8 HY HI0 HI1 HI2
Tween 40 Acido  gama- | Aeido e Acido  DLB- | Acido a- Acido Acido Acido Acido Aztreonam Butirato de Bromato de
iri éti i éti formico sédio sédio

Figura 12 — Representacgdo esquematica da Microplaca™ GEN Il1 (Biolog).

O preparo dos isolados de actinobactérias para a execucdo dessa etapa de
fenotipagem foi realizado mediante cultivo inicial em caldo 5006 modificado (Wink 2012)
sob incubagdo em shaker a 130 rpm a 30°C durante 48-72 h. Aliquotas de 1,0 mL de cada
uma das culturas foram diluidas em tubos de cultura com 9,0 mL de &gua destilada
esterilizada. O conteddo dessas suspensdes foi vertido em reservatérios (“‘coxinhos”)
esterilizados e, com auxilio de pipeta multicanal, um volume de 100 uL foi transferido para
cada um dos pocos das microplacas. As mesmas foram incubadas a 30°C por 10 a 14 dias,
com monitoramento diario. A leitura dos testes foi efetuada mediante observacdo de
crescimento micelial e turvacdo no interior dos pocos, indicativo de resultado positivo.

Com o propésito de complementar a caracterizacdo proveniente do uso das
microplacas, testes de tolerdncia a crescentes niveis de pH e concentracdo de NaCl foram
executados separadamente. Para o parametro pH, as morfoespécies bacterianas foram
semeadas em &gar ISP-2, com os seguintes valores de pH: 4,0; 5,0; 7,0; 9,0; 11,0. Quanto a
salinidade do meio, os isolados foram cultivados em meio basal especifico em placas de

cultura para as sequentes concentragdes de NaCl: 0%; 2,5%; 5,0%; 7,5% e 10,0%.
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4.9.2 Testes enzimaticos e de degradagao

A hidrolise de amido foi verificada mediante cultivo das actinobactérias em agar
de Bennet’s modificado (MBA) (Jones 1949). Decorrido o periodo de uma semana de
incubacdo, uma solucdo de lugol foi aplicada na superficie do meio de cultura e a visualizacéo
de zonas claras em torno das coldnias bacterianas confirmou qualitativamente a acao
amilolitica.

A atividade proteolitica foi detectada apds cultivo dos isolados em meio basal
(Vieira 1999) adicionado de 1,5% (v/v) de leite desnatado (caseina). Apds a incubacgédo por
uma semana, a leitura foi realizada apds exposicéo a solucdo de acido acético a 5,0% (v/v),
sendo resultado positivo pela presenca de halos claros ao redor das colonias.

A degradacdo de gelatina foi observada em caldo de Bennet's com 0,4% de
gelatina. A semeadura foi realizada em tubos de cultura com 3,0 mL de meio basal, cada
incubados por 7 dias. Apds esse periodo de incubacdo os tubos foram novamente incubados
sob refrigeracdo (4°C) por 15 minutos. A positividade foi determinada pela néo solidificacdo
do meio.

A producéo de lipase e esterase foi examinada por meio do inéculo das amostras
no meio de Sierra (1957) suplementado com Tween 80 e Tween 20, respectivamente. Regides
opacas na periferia das colbnias, efeito da precipitacdo de cristais de calcio a partir dos acidos
graxos liberados na lip6lise, indicaram resultado positivo depois de 7 dias de incubacéo.

A degradacdo de DNA e RNA foi averiguada apds crescimento dos micro-
organismos em agar Bacto DNase (Himedia) e agar triptona acrescido de 0,3% de RNA
(Goodfellow & Alderson 1979), respectivamente. Seguidamente a incubacdo por 7 dias, a
atividade das nucleases foi revelada pela transferéncia para a superficie do meio de uma
solucdo de HCI 1,0 M. A formacdo de areas claras envolvendo as colbnias bacterianas
atestaram a digestdo enzimatica dos acidos nucleicos.

O agar ureia (Korn-Wendisch & Kutzner 1992) foi adotado para analisar a
hidrolise desse composto organico. O inéculo ocorreu em placas de Petri contendo o0 meio
apropriado com 1,0% (m/v) de ureia, anteriormente esterilizada por filtragdo. Apos 5 dias de
cultivo, a acédo ureolitica foi certificada pela alcalinizagdo do meio, provocada pela liberagdo
de amoénia como produto de hidrolise, a qual € notada pela mudanga da coloragdo de

avermelhado para roseo, em vista da viragem do indicador de pH (vermelho de fenol).
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A hidrélise de &cido drico (0,5%, m/v) foi determinada em meio basal adequado
(Vieira 1999). Apds 7 a 9 dias de incubagdo, o desenvolvimento de zonas transparentes ao
redor das coldnias foi indicativo da producéo de uricases e, logo, positividade.

A degradacéo de esculina (0,1%, m/v) foi confirmada apds semeio microbiano em
placas contendo o meio sélido basal conveniente, segundo Williams e colaboradores (1983).
O resultado positivo consiste no escurecimento do meio na periferia das colbnias,
consequéncia da formacdo de complexos dos derivados metabdlicos do glicosideo com o
citrato férrico. O periodo de incubacdo se prolongou de 5 a 10 dias.

A reducéo de nitrato foi analisada em tubos de cultura com 5,0 mL cada de agar
nitrato modificado (Atlas 2005). O indculo foi “em picada” e a incubacdo por 7-14 dias. A
revelacdo foi feita com o acréscimo de 0,2 mL dos reagentes de Griess-llosvay (I e 11) em
cada tubo. O aparecimento de coloracdo avermelhada na superficie do meio comprovou a
reducdo do composto inorganico em nitrito.

A produgdo de catalase foi determinada apés o cultivo dos isolados por 7 dias em
MBA. Colbnias isoladas foram suspensas em gotas de peroxido de hidrogénio (H202),
previamente depositadas sobre 1aminas de microscopia. A formacdo de bolhas de oxigénio
(efervescéncia) atestou a geracao da enzima.

Todos os testes fenotipicos foram executados em triplicata. Os isolados
microbianos foram semeados diretamente a partir da suspenséo de esporos em glicerol a 20%.

A incubacao ocorreu em estufa microbioldgica a 30°C.

4.10 Caracterizacdo molecular dos isolados de actinobactérias

A caracterizacdo taxondmica ao nivel molecular dos potencias isolados foi
executada pela amplificacdo, sequenciamento e identificacdo por comparacdo do segmento

génico que codifica a porgédo do 16S rRNA.

4.10.1 Extracdo do DNA gendmico

O isolamento do DNA total das actinobactérias selecionadas foi realizado de
acordo com o protocolo sugerido por Van Soolingen e colaboradores (1994), com adaptacdes.
Os isolados microbianos foram inicialmente cultivados em Erlenmeyers com 50 mL de caldo
ISP-2 acrescido de 0,5% de glicina (Hopwood et al. 1985) sob agitagdo em shaker (140 rpm)
a 30°C por 48-72 h. Aliquotas de 1,5 mL da cultura foram transferidas para microtubos do
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tipo Eppendorf, os quais foram centrifugados a 6.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e, novamente, um volume de 1,5 mL de cultura liquida foi adicionado aos tubos,
0s quais foram submetidos a centrifugacao sob as mesmas condicGes anteriores.

Em seguida ao descarte do sobrenadante, cada uma das amostras foram
ressuspensas em 400 pL de tampéo Tris/EDTA (TE) e 40 pL de lisozima (20 pg/mL) e
incubadas em banho-maria a 37°C por 1 h e 30 minutos. Posteriormente, aliquotas de 70 puL
de SDS a 10% e 6,0 pL de proteinase K (Sigma-Aldrich) a 10 mg/ml foram transferidas para
0s microtubos, os quais foram novamente incubados a 56°C por 10 minutos. Logo apds,
adicionou-se as amostras 100 puL de NaCl 5 M e 80 pL de solugdo de CTAB/NaCl 0,73 M, as
quais foram agitadas em vdrtex até a solucdo apresentar um aspecto leitoso.

Logo a seguir, um volume de 650 pL de clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico,
24:1, viv) foi acrescido a cada um dos microtubos que foram agitados manualmente por 30
segundos. Depois de mais uma fase de centrifugacdo por 15 minutos a 12.000 g, a fracdo
superior da solucdo foi removida para novos tubos e precipitado com 0,6 volumes (0,6X) de
isopropanol. As amostras foram armazenadas em freezer a —20°C por 18-24 h.

O material foi finalmente centrifugado por 20 minutos a 12.000 g, o sobrenadante
foi desprezado e 1,0 mL de etanol a 70% gelado foi transferido aos microtubos. Encerrada
mais uma nova fase de centrifugagdo a 12.000 g por 5 minutos a 4°C, o material permaneceu
em repouso a temperatura ambiente para secagem. O DNA extraido foi finalmente
redissolvido em 40 L 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 em freezer a —20°C.

4.10.2 Amplificacdo do segmento génico do 16S rRNA

A regido génica codificante do 16S rRNA foi amplificada por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) a partir do DNA gendmico extraido. Foram empregados o0s
oligonucleotideos iniciadores universais para o0 dominio Eubacteria 27f (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 154Ir (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’)
(Weisburg et al. 1991). A mistura de reacdo foi preparada para um volume final de 50 L,
incluindo: 5,0 puL de tampédo 1X da Taqg polimerase (Invitrogen), 1,5 uL de MgCl2 (50 mM),
1,5 pL de cada primer (10 uM), 4,0 pL de solugdo de dNTPs (10 mM) (Invitrogen), 1,0 ul de
Taq polimerase (5U) (Invitrogen), 1,0 uL de DNA (50-100 ng) e 35,5 uL de agua ultrapura

esterilizada.
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A PCR consistiu em uma etapa de desnaturacdo inicial a 95°C por 2 minutos,
seguido de 30 ciclos de amplificagcdo, cada um consistindo de: desnaturacdo a 95°C por 1
minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2 minutos, e um passo de
extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de amplificacdo (aproximadamente 1.500
pb) foram detectados apds corrida eletroforética em gel de agarose a 1,0% em tampédo TBE
1X, utilizando-se o padrdo de massa molecular (ladder) (1 Kb) (Invitrogen), a 100 V por 20

minutos e 80 V por 45 minutos, assim como exposto no item 4.5.

4.10.3 Purificacdo dos produtos de PCR

A purificacdo dos produtos de PCR foi executada de acordo com a metodologia
padronizada por Silva e colaboradores (2008), com alteracdes. Assim, as amostras foram
precipitadas com dois volumes (2X) de isopropanol gelado a 65% e incubadas por 15 minutos
a temperatura ambiente. O material foi centrifugado a 12.000 g por 5 minutos. Prosseguiu-se
com uma lavagem com o mesmo volume de etanol a 70% gelado, e os microtubos foram
novamente centrifugados e invertidos sobre papel toalha a temperatura ambiente depois do
descarte do sobrenadante. Finalizada a secagem, o DNA purificado foi ressuspenso em 20 pL

de agua ultrapura esterilizada. O material foi conservado em freezer a —20°C.

4.10.4 Sequenciamento da regido génica do 16S rRNA

Os produtos de PCR purificados foram enviados ao Laboratorio de Biotecnologia
da Universidade Catélica de Brasilia (UCB) para sequenciamento. O processo foi realizado
em um sequenciador automatico ABI 3130x| (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).
4.10.5 ldentificagdo molecular com base nas sequéncias génicas de 16S rRNA
As sequéncias nucleotidicas geradas foram editadas no software CodonCode

Aligner versdo 5.01, o qual ja inclui os programas Phred/Phrap/Consed, principalmente para a

retirada de bases de baixa qualidade (phred < 20). As sequéncias resultantes do gene do 16S
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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 identificagdo dos isolados de actinobactérias.
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3) RESULTADOS

5.1 Isolamento de Actinoplanetes

No presente trabalho, um total de 19 diferentes morfoespécies de actinobactérias
foi isolado da amostra de solo de Cerrado selecionada. Os isolados bacterianos apresentaram
colbnias ressecadas, bem aderidas e com crescimento longitudinal para o interior do agar
(sugestivo da producdo de agarases), tamanho variado, desenvolvimento micelial tipico, e
possivel esporulacdo em até duas semanas de cultivo. Esses caracteres sdo considerados como
particulares de actinobactérias em processos de isolamento de micro-organismos do solo. Os
isolados foram identificados como “BC-A”, em referéncia ao ponto de proximidade

(Biblioteca Central) da origem do solo coletado, seguido de numeragé&o.

5.2  Avaliacdo da atividade antimicrobiana das actinobactérias

Apenas 16 isolados oriundos do processo de isolamento foram submetidos aos
ensaios de triagem da atividade antimicrobiana das actinobactérias frente ao conjunto de
micro-organismos indicadores. Trés morfoespéecies, BC-A7, BC-A17 e BC-A19, perderam
sua viabilidade durante o processo de estocagem e preservacdo. Assim, essas amostras ndo
puderam ser avaliadas nos testes.

Um total de 5 (31,25%) das 16 morfoespécies avaliadas exibiram algum grau de
atividade antimicrobiana das actinobana fase de triagem priméaria. Avaliando a acdo desses
isolados frente a gram-positivos (Tabela 5), observa-se uma variagdo do espectro de
bioatividade, o qual oscilou de baixo a alto, segundo os critérios de Matsuura (2004) (Tabela
4). Entre os isolados, BC-A3 néo exibiu acdo antimicrobiana frente a E. faecalis ATCC 29212
e C. glutamicum ATCC 13032. Ja a cepa BC-A10 apresentou atividade somente contra S.
aureus ATCC 25923 (19 mm) e K. rhizophila ATCC 9341 (20 mm) e BC-A21 apenas inibiu
B. cereus ATCC 14579 (10 mm). A morfoespécie BC-A22 destaca-se em relacdo as demais,
possuindo um espectro alto de agdo antimicrobiana para todos as bactérias gram-positivas
indicadoras, exceto E. faecalis ATCC 29212 (12 mm). O isolado BC-Al também exibiu
moderada acdo antimicrobiana frente a todas as cepas-padrdo gram-positivas.

Na triagem priméria contra MRSA, observou-se a atividade desses 5 isolados,
exceto BC-A3 frente a MRSA CCBH 8508 e BC-A10 frente a todas as cepas indicadoras
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(Tabela 6). Novamente o isolado BC-A22 demostrou uma alta agdo antagonista quando
comparada aos demais.

A morfoespécie BC-A22 exibiu capacidade também de inibir o crescimento de
todas as cepas-padrdo de bactérias gram-negativas, com excecdo de K. pneumoniae ATCC
70063 (Tabela 7). Foi observado um aparente halo de acdo bacteriostatica frente a cepa-
padrdo de P. aeruginosa ATCC 27853 (11 mm), o que também foi notado em torno dos plugs
das morfoespéecies NIM 1, ADU 2.4, PEG 23 e PEG 30 quando testadas contra esse bacilo
gram-negativo nao fermentador (Tabela 7).

Quanto a atividade antifingica das actinobactérias isoladas nesse trabalho, BC-
A22 também apresentou, em média, um grau moderado de inibic&o, tanto frente & C. albicans
ATCC 10231 (16 mm), quanto aos fungos filamentosos de origem clinica, A. flavus (10 mm)
e A. flavus (16 mm). Os isolados BC-Al e BC-A21 também exibiram atividade contra a
levedura. A morfoespécie BC-A3 antagonizou somente o desenvolvimento de A. niger (10
mm) (Tabela 8).

O isolado de mangue, GUARA 1, inibiu as bactérias gram-positivas, com exce¢ao
de E. faecalis ATCC 29212. Esse isolado também apresentou moderada atividade inibitoria
frente a cepa leveduriforme e as amostras de MRSA. N&o foi observada acdo antagonista
contra as bactérias gram-negativas e fungos filamentosos.

As demais morfoespécies selecionadas da bacterioteca, ADU 1.3, ADU 2.2, PEG
23, PEG 30 e NIM 1, exibiram graus semelhantes de antagonismo na etapa primaria em
relacdo aos trabalhos em que as mesmas foram parcialmente analisadas quanto a sua acéao
antibidtica contra bactérias (Lima 2007; Rodrigues 2009). Um dado inédito do presente
estudo com relacdo a esses isolados é a presenca de atividade antifingica, exclusivamente a
C. albicans ATCC 1031 (Tabela 8).

Em vista de sua acdo antibidtica superior frente a S. aureus ATCC 25923 e as
amostras de MRSA indicadoras quando comparados as demais morfoespécies avaliadas, 0s
isolados BC-A1, BC-A22, GUARA 1, NIM 1, PEG 23, PEG 30, ADU 1.3 e ADU 2.2 foram
selecionados para a producdo dos extratos organicos brutos, os quais foram submetidos aos
demais ensaios biolégicos do trabalho. Os resultados da leitura desses testes da triagem

primaria estdo expostos nas Figuras 13 e 14.
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Tabela 5 — Triagem primaria da atividade antimicrobiana das actinobactérias sobre as cepas-padrédo de bactérias gram-positivas. Técnica dos Plugs.

Didmetros dos halos de inibi¢do (& em mm) do crescimento dos micro-organismos indicadores

Isolados S. aureus K. rhizophila E. faecalis C. glutamicum B. cereus B. subtilis
ATCC 25923 ATCC 9341 ATCC 29212 ATCC 13032 ATCC 14579 ATCC 6633
BC-Al 13 12 12 11 12 9
BC-A3 11 10 - - 11 9
BC-A10 19 20 - - - -
BC-A21 - - - - 10 -
BC-A22 22 30 12 20 16 20
GUARA 1 11 14 - 8 9 10
NIM 1 14 20 10 14 10 12
VAL 1 12 16 8 10 9 9
PEG 23 12 17 - 11 8 9
PEG 30 12 17 - 11 8 9
ADU 1.3 11 22 12 15 12 12
ADU 2.2 13 14 - 12 7 14

— = auséncia de atividade antimicrobiana.



Tabela 6 — Triagem primaria da atividade antimicrobiana das actinobactérias sobre os isolados de MRSA (CCBH/FIOCRUZ). Técnica dos Plugs.

Diametros dos halos de inibicdo (& em mm) do crescimento dos micro-organismos indicadores

Isolados 6087 6089 7903 8508
BC-Al 9 11 10 9
BC-A3 9 11 15 -
BC-A21 9 12 10 9
BC-A22 23 25 19 17
GUARA1 12 13 13 14
NIM 1 13 16 13 14
PEG 23 11 11 10 14
PEG 30 15 15 13 12
ADU 1.3 15 17 11 14
ADU 2.2 15 12 11 12

— = auséncia de atividade antimicrobiana.



Tabela 7 — Triagem primaria da atividade antimicrobiana das actinobactérias sobre as cepas-padréo de bactérias gram-negativas. Técnica dos Plugs.

72

Diametros dos halos de inibi¢do (& em mm) do crescimento dos micro-organismos indicadores

Isolados E. coli E. aerogenes K. pneumoniae S. marcescens S. typhimurium P. aeruginosa
ATCC 25922 ATCC 13048 ATCC 70063 ATCC 14756 ATCC 14028 ATCC 27853
BC-A22 10 12 - 12 14 11*
NIM 1 - - - - - *
PEG 23 - - - - - *
PEG 30 - - - - - *
ADU 2.4 - - - - - *

— = auséncia de atividade antimicrobiana; * = zona bacteriostatica aparente.



Tabela 8 — Triagem primaria da atividade antimicrobiana das actinobactérias sobre os isolados de fungos. Técnica dos Plugs.

Didmetros dos halos de inibi¢do (& em mm) do crescimento dos micro-organismos indicadores

Isolados C. albicans Penicillium sp. A. flavus A. niger
ATCC 10231 1218 1218 1218
BC-Al 10 - - -
BC-A3 - - - 10
BC-A21 10 - - -
BC-A22 16 - 10 16
NIM 1 13 - - -
GUARA 1 12 - - -
PEG 23 10 - - -
PEG 30 11 - - -
ADU 1.3 10 - - -
ADU 2.4 11 - - -

— = auséncia de atividade antimicrobiana.
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Figura 13 — Halos de inibi¢do do crescimento da cepa-padrao de K. rhizophila ATCC 9341 gerados pelos plugs
de actinobactérias cultivados em éagar I1SP-2.

Figura 14 — Halos de inibicdo do crescimento do isolado de MRSA CCBH 6089 produzidos pelos plugs de
actinobactérias cultivados em agar ISP-2. Observar o aparente sinergismo de a¢do antimicrobiana dos compostos
gerados pelos isolados A21 e A22.



75

5.3  Avaliacgédo da atividade antimicrobiana dos extratos organicos brutos

O conjunto de actinobactérias selecionadas (triagem primaria) para os testes de
triagem secundéria da atividade antimicrobiana foi submetido a producdo e extracdo dos
metabolitos antibioticos a partir do crescimento das mesmas em meios solido e liquido. Este
procedimento foi assim conduzido, uma vez que, tais biomoléculas podem estar presentes
tanto associadas as células microbianas (intracelularmente) ou serem liberadas na solucéo sob
fermentacdo constante (extracelularmente). Todos os extratos etandlicos resultantes foram
testados frente as amostras hospitalares de MRSA pela técnica de difusdo em pogo. Em vista
de sua acdo antagbnica contra bactérias gram-negativas na primeira fase de avaliacdo, o ECS
e ECL da morfoespécie BC-A22 também foram testados frente a essas cepas-padrao.

O ECS da morfoespécie BC-A22 se sobrep6s quanto a sua alta atividade
antimicrobiana contra as cepas de MRSA indicadoras (Tabela 9) e, inclusive, frente a todos as
bactérias gram-negativas, com excecdo de K. pneumoniae ATCC 70063 (dados ndo
mostrados). Tanto o ECS quanto o ECL do isolado ADU 1.3 apresentaram um alto nivel de
inibicdo do crescimento do patégeno gram-positivo, semelhante ao que foi notado para o ECS
da morfoespécie BC-A22 (didmetro das zonas de inibicdo > 20 mm). Por sua vez, a agdo
antimicrobiana dos ECLs dos isolados GUARA 1, PEG 23 e PEG 30 foram relativamente
superiores em relacdo aos seus respectivos ECSs. Os extratos obtidos a partir de ambos 0s
modos de cultivo do endofitico NIM 1 e do isolado de solo ADU 2.2 exibiram um nivel
semelhante guanto a sua atividade antagonista frente aos estafilococos. Nenhum dos extratos
da morfoespécie BC-AL inibiram o crescimento tanto da cepa-padrdo quanto das variantes
patogénicas de S. aureus (Tabela 9). N&o foi observada acdo antimicrobiana dos solventes

organicos empregados no processo de extracao, etanol e acetato de etila (Figuras 15 e 16).
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Tabela 9 — Comparacdo do diametro dos halos de inibicdo do crescimento da cepa-padrdo de S. aureus ATCC 25923 e isolados de MRSA (CCBH/FIOCRUZ) promovidos
pelos extratos brutos do crescimento dos isolados de actinobactérias em meio sélido (ECS) e liquido (ECL) nos ensaios de triagem secundaria da atividade antimicrobiana.
Técnica de Difusdo em Poco.

Diametros dos halos de inibicdo (& em mm) do crescimento dos micro-organismos indicadores

S. aureus MRSA CCBH MRSA CCBH MRSA CCBH MRSA CCBH
Isolados ATCC 25923 6087 6089 7903 8508
ECS ECL ECS ECL ECS ECL ECS ECL ECS ECL
BC-Al - - - - - - - - - -
BC-A22 24 15 27 16 24 14 26 14 26 15
GUARA 1 14 18 15 20 14 18 13 19 13 18
NIM 1 16 15 15 18 15 14 15 17 16
PEG 23 13 17 12 18 12 17 11 18 12 17
PEG 30 15 17 15 19 15 17 14 18 13 17
ADU 1.3 22 20 22 21 21 22 23 23 22 21
ADU 2.2 15 11 12 13 13 13 13 14 13 14
Etanol (C -) - - - - - - - - - -
Acetato de etila (C -) ¥ - ¥ - ¥ - ¥ - ¥ -

ECS = extrato obtido a partir do crescimento das actinobactérias em meio so6lido; ECL = extrato obtido a partir do crescimento das actinobactérias em meio liquido; — =
auséncia de atividade antimicrobiana; C — = controle negativo; ¥ = ndo avaliado.
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Figura 15 — Halos de inibicéo do crescimento do isolado MRSA CCBH 6089 provocados pelos extratos brutos
derivados do crescimento em meio sélido (ECS) das actinobactérias analisados pela técnica de difusdo em pogo.

Figura 16 — Halos de inibicdo do crescimento do isolado MRSA CCBH 8508 provocados pelos extratos brutos
derivados do crescimento em meio sélido (ECL) das actinobactérias analisados pela técnica de difusdo em poco.
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54  Exame da acgdo litica sobre a parede celular bacteriana dos extratos organicos
brutos

A triagem do mecanismo de acdo litica sobre a parede celular bacteriana dos
extratos brutos foi executada mediante um ensaio simples de extracdo do material gendmico
de S. aureus ATCC 25923 eMRSA CCBH 6089 (selecionada dentre as demais
aleatoriamente). A maior parte dos extratos foi capaz de extrair o conteddo de é&cidos
nucleicos do coco gram-positivo, com uma relativa predominancia dos ECSs sobre os ECLSs.
Como esperado, a deteccdo do material genético da cepa-padrao foi predominante em relacéo
a0 MRSA (Tabela 10). Nenhum dos controles adotados, ou seja, 0s solventes organicos
(etanol e acetato de etila) aplicados no processo de producdo dos extratos brutos e os
componentes empregados durante o teste (dgua ultrapura, etanol gelado a 95%, NaCl 5 M)
evidenciaram atividade de lise sobre a parede celular (Figura 17a), validando o bioensaio. Foi
encontrada significativa variacdo em termos de concentragdo de DNA bacteriano isolado ap6s
tratamento com os extratos, o que pode ser percebido pela diferenca no padrdo das bandas no

gel apos eletroforese (Figura 17b).

Tabela 10 — Resultado do ensaio de extracdo do material genémico estafilocdccico apds tratamento com os
extratos organicos brutos.

Detec¢do de material gendmico da bactéria indicadora

S. aureus MRSA CCBH
Isolados ATCC 25923 6089
ECS ECL ECS ECL

BC-A22 + + + -
GUARA1 + + + +

NIM 1 + - + +

PEG 23 + + + -

PEG 30 + - + -
ADU 1.3 + + - —
ADU 2.2 + + + +

H>0 ultrapura (C -) - _
Etanol (C -) - _
Acetato de etila (C -) - _
NaOH 5 M (C -) - _

+ = presenca de material gendmico; — = auséncia de material genémico; C — = controle negativo
ECS = extrato obtido a partir do crescimento das actinobactérias em meio sélido;
ECL = extrato obtido a partir do crescimento das actinobactérias em meio liquido.
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(@)

L Cl+ C2+ 1 2 3 4 5 6 L

(b)

Figura 17 — Detec¢do do material gendmico de S. aureus ATCC 25923 e MRSA CCBH 6089 apds tratamento
com os extratos organicos brutos em gel de agarose a 1,0% submetido a eletroforese. (a): L = marcador de massa
molecular (ladder) de 1 Kb; C1 — = controle negativo 1 (S. aureus ATCC 25923 + H,0 miliQ); C2 — = controle
negativo 2 (MRSA + H,O miliQ); C3 — = controle negativo 3 (S. aureus ATCC 25923 + EtOH 95%); C4 — =
controle negativo 4 (MRSA + EtOH 95%); C5 — = controle negativo 5 (S. aureus ATCC 25923 + Ac. etila); C6
— = controle negativo 6 (MRSA + Ac. etila); C7 — = controle negativo 6 (S. aureus ATCC 25923 + NaOH 5 M);
C8 — = controle negativo 8 (MRSA + NaOH 5 M). (b): C1 + = controle positivo 1 (DNA de S. aureus ATCC
25923); C2 + = controle positivo 2 (DNA de MRSA CCBH 6089); Coluna 1 = S. aureus ATCC 25923 + ECL
BC-A22; Coluna 2 = MRSA + ECS NIM 1; Coluna 3 = S. aureus ATCC 25923 + ECS PEG 23; Coluna 4 =
MRSA + ECS GUARA 1 ; Coluna 5 = S. aureus ATCC 25923 + ECL GUARA 1; Coluna 6 = MRSA + ECL
BC-A22.
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55  Avaliacdo da atividade citotdxica dos extratos brutos organicos

A avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos brutos oriundos dos isolados de
actinobactérias com atividade antimicrobiana nos ensaios de triagem secundaria foi executada
com o emprego de A. salina como organismo alvo. A Tabela 11 concentra os valores da DLso
das taxas de mortalidade dos naupilos do microcrustaceo obtidos nos testes.

Observa-se que dentre os extratos testados, o ECL de PEG 23, 0s ECS e 0 ECL de
PEG 30 e 0 ECL de GUARA 1 se apresentaram citotoxicos a A. salina em concentracfes
inferiores, ou seja, com valores de DLso < 1.000 ppm, segundo Meyer e colaboradores (1982).
Os ECSs das morfoespécies BC-A22 e ADU 2.2 e 0s ECLs de ADU 1.3 e ADU 2.2 exibiram
citotoxicidade superior a 20.000 ppm. O etanol e DMSO néo foram tdxicos para os naupilos,
evidenciando auséncia de interferéncia desses solventes nos testes (dados ndo mostrados).
Pode ser constatada uma ampla variagdo dos valores de DLso entre os extratos derivados de
um mesmo isolado de actinobactéria, com excec¢do de ambos extratos da morfoespécie ADU
2.2, cujo valor de DLso foi idéntico (>20.000 ppm) (Tabela 11).

Tabela 11 — Valores de Dosagem Média Letal (DLsg) dos extratos brutos avaliados.

Dosagem Letal Média (DLso) em ppm

Isolados ECS ECL
BC-A22 >20.000¢ 11.640
GUARA 1 7.675€ 950
NIM 1 8.500¢ 2.065
PEG 23 1.285¢ 395
PEG 30 400€ 115
ADU 1.3 7.325 >20.000¢
ADU 2.2 >20.000¢ >20.000¢

ppm = partes por milhéo;

ECS = extrato obtido a partir do crescimento das actinobactérias em meio sélido;
ECL = extrato obtido a partir do crescimento das actinobactérias em meio liquido;
€ = valores de DLso com menor citotoxicidade.
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5.6  Deteccdo da acdo intercalante dos extratos organicos brutos sob a molécula de
DNA

Nenhum dos extratos brutos submetidos a etapa de triagem secundaria da
atividade antimicrobiana exibiu atividade intercalante na molécula de DNA alvo (plasmideo
pUC18 linearizado com EcoRlI) pela técnica de gel shift. Esse resultado pode ser visualizado
no gel de agarose apos eletroforese (Figura 18) pela auséncia de deslocamento do material
genético quando previamente incubado com os extratos etandlicos, em comparacdo com 0s
controles negativo e positivo. Assim, por esse ensaio, ndo foi detectado esse possivel

mecanismo de agdo antitumoral das biomoléculas isoladas nos extratos.

(b)

Figura 18 — Perfil de migracdo do DNA alvo incubado com extratos brutos orgénicos com atividade
antimicrobiana frente aos isolados clinicos de MRSA em eletroforese em gel de agarose a 0,7%. L = marcador
de massa molecular (ladder) de 1 Kb; C — = controle negativo; C + = controle positivo. (a) Coluna S1 = ECS
BC-A22; Coluna S2 = ECS GUARA 1; Coluna S3 = ECS NIM 1; Coluna S4 = ECS PEG 23; Coluna S5 = ECS
PEG 30; Coluna S6 = ECS ADU 1.3. (b) Coluna L1 = ECL BC-A22; Coluna L2 = ECL GUARA 1; Coluna L3
= ECL NIM 1, Coluna L4 = ECL PEG 23; Coluna L5 = ECL PEG 30; Coluna L6 = ECL ADU 1.3.
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5.7  Caracterizacdo morfologica dos isolados de actinobactérias

5.7.1 Macromorfologia

Os sete isolados de actinobactérias que se destacaram nos ensaios de triagem
secundaria da atividade antimicrobiana foram caracterizados quanto aos seus aspectos
culturais apds crescimento nos meios especificos recomendados pelo ISP (Shirling & Gottlieb
1966) e classificados de acordo com o manual de identificacdo taxondmica de actinobactérias
de Wink (2012). Todas as morfoespécies cresceram bem (micélio vegetativo) em todos os
meios, com variacdo evidente nas cores e desenvolvimento dos micélios e pigmentos
liberados. A producdo de melanina ndo foi claramente detectada, todavia a presenca de
pigmentos de coloracdo acastanhada, possivelmente relacionados, foi observada. As imagens
abaixo mostram as culturas de algumas das morfoespécies apds 14 dias de crescimento em
agar ISP-2, tanto o micélio de superficie quanto o reverso da placa (Figura 19). Os resultados

dessa etapa de caracterizagdo morfoldgica estdo agrupados nas Tabelas 12 e 13.

(b)

Figura 19 — Caracteristicas culturais — micélio aéreo (esquerda) e reverso da placa (direita) — de alguns dos
isolados de actinobactérias apds cultivo em agar ISP-2 por 14 dias a 30°C: (a) BC-A22; (b) GUARA 1.
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Tabela 12 — Padréo de cores do micélio aéreo e reverso da placa e producédo de pigmentos solGveis dos isolados de actinobactérias crescidos nos meios de cultivo especificos
da descri¢do macromorfoldgica.

Meios de cultivo

ISP-2 ISP-3 ISP-4 ISP-5 ISP-6 ISP-7

Isolados MA RP PS MA RP PS MA RP PS MA RP PS MA RP PS MA RP PS

BC-A22 CzS MA  MOc CzC MA  MOc CzS Bg - - Mf - MA2 MS Oc VdP MOl MfC

GUARA1 RXT RXT MOc RxU RXT MOc AL VIS MfC  AzL VtS RsC CzPIt MCz OstC LVm RxVt OstC

NIM 1 CzAg RxVt MOc CzAg*® RxT - CzAg VtCt - ViPst  ViICt RsSI  CzAg VtCt MOc CzAg ViCt MfC
PEG 23 TICz4 ViCt MOc RxT® RxT - CzPIt VtS - CzPIt VmE RsC CzPIt* AmOc - CzAg PtS MfC
PEG 30 TICz4 ViCt MOc TICz4 RxVt - TICz4 V1S - TICz4 VmOx VmBg TICz4 AmOc - TICz4 MCz MfC
ADU 1.3 CzS MOc - CzS  AmAr - CzS Mf - - CzBg Mf - AmAr AmVs CzS* CzBg Mf
ADU 2.2 CzPIt  AmAr - CzBs CzBg - CzPlt CzPd - - MfC - - Bg - CzPlt BgAr Bgvd
MA = micélio aéreo; RP = reverso da placa; PS = pigmento sollvel; — = auséncia; A = crescimento esparso.

Cores (conforme catdlogo RAL K-7):

AmAr = amarelo areia; AmOc = amarelo ocre; AmVs = amarelo vassoura; AzL = azul lil&s; Bg = bege; BgAr = bege areia; BgVVd = bege verde; CzAg = cinza agata; CzBg =
cinza bege; CzBs = cinza basalto; CzC = cinza claro; CzPd = cinza pedra; CzPIt = cinza platina; CzS = cinza seda; CzS = cinza sinal; LVm = lilas vermelho; MA = marrom
argila; MCz = marrom cinza; Mf = marfim; MfC = marfim claro; MOc = marrom ocre; MOI = marrom oliva; MS = marrom sinal; OstC = ostra claro; PrS = preto sinal; RsC =
rosa claro; RsSI = rosa salmédo; RxT = roxo trafico; RxU = roxo urze; RxVt = roxo violeta; TICz4 = telecinza 4; VdP = verde palido; VItS = violeta sinal; VmBg = vermelho
bege; VmE = vermelho escuro; VmOXx = vermelho 6xido; VtCt = violeta clarete; VtPst = violeta pastel.
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Tabela 13 — Producdo de pigmento difusivel relativo a melanina pelos isolados de actinobactérias crescidos nos meios de cultivo especificos na descricdo macromorfoldgica.

Meios de cultivo

Isolados ISP-6 ISP-7 Agar Suter + Tyr Agar Suter — Tyr
BC-A22 + + + +
GUARA1 + + + +
NIM 1 + + + +
PEG 23 - + + +
PEG 30 - + + +
ADU 1.3 + + + -
ADU 2.2 - + + +

Tyr =tirosina; + = presenca de pigmentacdo de cor marrom; — = auséncia de pigmento de cor marrom.
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5.7.2 Micromorfologia

As caracteristicas micromorfoldgicas das actinobactérias foram determinadas apos
observacao das laminulas enterradas em agar ISP-2 cultivado, sob microscopia 6ptica de luz,
com a concomitante comparagdo com o material de referéncia adotado (Miyadoh et al. 1997).
Esses aspectos considerados estdo listados na Tabela 14. Todas as morfoespécies
apresentaram-se gram-positivas tanto pela coloracdo de Gram quanto pela técnica de Ryu.

Tabela 14 — Caracteristicas micromorfolégicas dos isolados de actinobactérias determinadas por microscopia
Optica de luz.

Caracteristicas micromorfoldgicas

Cadeia de Esporéngio Esporos Unicos Fragmentacdo  Morfologia
Isolados esporos dos micélios da cadeia de
esporos

BC-A22 - — - + ¥
GUARA 1 + - + + Rectiflexibilis
NIM 1 + - + + Rectiflexibilis
PEG 23 + — + + Rectiflexibilis
PEG 30 + - + + Rectiflexibilis
ADU 1.3 + - + + Rectiflexibilis
ADU 2.2 + - + + Rectiflexibilis

+ = presente; — = ausente; ¥ = indeterminado.

Reunindo-se os dados obtidos com a analise classificatoria dos caracteres
micromorfoldgicos, as imagens do crescimento micelial sob microscopia Optica direta e as
micrografias eletronicas obtidas (Figura 20), sugere-se que os isolados GUARA 1, NIM 1,
PEG 23, PEG 30, ADU 1.3 e ADU 2.2 pertencam ao género Streptomyces. O padrdo de
fragmentacdo das hifas em esporos e o aspecto das cadeias dos mesmos foram as duas
caracteristicas fundamentais que auxiliaram nessa conclusdo. Para esses isolados, a superficie
dos esporos apresentou-se lisa, sem aparente ornamentacdo, e a morfologia da cadeia dos
mesmos foi classificada como rectiflexibilis, isto é, sdo retas ou parcialmente flexiveis no
arranjo micelial. Apenas a presenca de longas hifas e sem a aparente fragmentacdo em cadeia
de esporos e de esporos Unicos foram verificadas para a morfoespécie BC-A22. Infelizmente,
nenhuma estrutura de esporangios classica foi observada, o que orientaria nos possiveis
géneros aos quais essa amostra poderia ser classificada, como membro do ‘“genera”

Actinoplanetes.
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Continuacdo da Figura 20.
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Continuacdo da Figura 20.

(9)

Figura 20 — Micrografias das estruturas morfoldgicas dos potenciais isolados de actinobactérias cultivados em
agar I1SP-2 (14 dias, 30°C) conforme a técnica da laminula enterrada por microscopia dptica de luz (a esquerda,
aumento de 4.000x) e microscopia eletronica de varredura (a direita, aumento informado abaixo da imagem): (a)
BC-A22; (b) GUARA 1; (c) NIM 1; (d) PEG 23; (e) PEG 30; (f) ADU 1.3; (g) ADU 2.2.

5.8  Caracterizacao fisiolégica/bioquimica dos isolados de actinobactérias

A fenotipagem classica dos isolados de actinobactérias selecionados também foi
efetuada pela caracterizacdo fisioldgica e bioquimica, a qual consisitiu em uma série de
provas de avaliagdo do crescimento frente a diferentes fontes de carbono e nitrogénio,
condicBes de resisténcia (compostos quimicos e antimicrobianos) e de toleréncia (faixas de
pH e salinidade), empregando-se o painel da Microplaca™ GEN Il (Biolog) e
complementacdo com alguns testes manuais de tolerdncia e de atividade enzimatica. Os
resultados dessa etapa da taxonomia estdo reunidos a seguir (Tabela 15). A maior parte das
morfoespécies metabolizou as fontes de carbono e nitrogénio. Esses resultados variaram entre
os isolados, mais siginificativamente, quanto a sensibilidade aos agentes quimicos e

antimicrobianos.



Tabela 15 — Diferentes caracteristicas fenotipicas (fisiologicas e bioquimicas) dos isolados de actinobactérias.

Caracteristicas

Isolados

BC-A22

GUARA1

NIM 1

PEG 23

PEG 30

ADU 1.3

ADU 2.2

Testes enzimaticos e
de degradacao
Amido

Caseina

Gelatina

Tween 20

Tween 80

DNA

RNA

Uréia

Acido Urico
Esculina

Reducéo de nitrato
Producdo de catalase

Crescimento em
diferentes fontes de
carbono e nitrogénio
Dextrina

D-maltose

D-trealose

D-celobiose
Gentiobiose

Sacarose

D-turanose

Estaquiose

D-rafinose

a-D-lactose

+ + 4+ + + 4+ o+

+ + + + + + + + 4+ o+

+ + + + + + + + + + 4+ +

+ + + + + + + + + o+

+ 4+ + + + + + + + o+

+ + + + + + + + + o+

+ + + + + + + + + + 4+ +

+ 4+ + + + + + + + o+

+ + 4+ + + + + o+

+ + 4+

+ + +

+ + + + + +

+ + + +

+ + + + +

+ 4+ + + + + + + + o+

+ + + + + + + + + +

+ + + + + + +
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Isolados

Caracteristicas

BC-A22

GUARA1

NIM 1

PEG 23

PEG 30

ADU 1.3

ADU 2.2

D-melibiose
B-metil-D-glicosideo
D-salicina
N-acetil-D-glicosamina
N-acetil-D-
manosamina
N-acetil-D-
galactosamina

Acido N-acetil
neuraminico
a-D-glucose
D-manose

D-frutose
D-galactose
3-metilglucose
D-fucose

L-fucose

L-ramnose

Inosina

D-sorbitol

D-manitol

D-arabitol
Mio-inositol

Glicerol
Glicose-6-PO4
D-Frutose-6-PO4
Acido D-aspartico
D-serina

Gelatina

+ + + +

+ + + + + F o+ A+ o+ + o+

+ + + 4+ +

+ 4+ + + + + + + + + + ++ o+ o+ +++ o+

+ + + 4+

+ 4+ + + + + + + + + + ++ o+ o+ +++ o+

+

+ + + +

+ + + + + + + + F + + F + + + + + o+

+ 4+ + + + + + + + + +++ o+ o+ o+ o+ + o+

+ + +

+ + | o+ + + +

+ + + + + + + + |

+ +

+ + + +

+ + + + + + + + F + + + + + +

+ + +
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Isolados

Caracteristicas

BC-A22

GUARA1

NIM 1

PEG 23

PEG 30

ADU 1.3

ADU 2.2

Glicil-L-prolina
L-alanina

L-arginina

Acido L-aspartico
Acido L-glutamico
L-histidina

Acido L-piroglutamico
L-serina

Pectina

Acido D-galacturdnico
Acido  L-galactonico
lactona

Acido D-glucénico
Acido D-glucorénico
Glucoronamida

Acido micico

Acido quinico

Acido D-sacéarico
p-hidroxil-acido
fenilacético
Metilpiruvato

Acido D-lactico metil
éster

Acido L-lactico

Acido citrico

Acido a-cetoglutarico
Acido D-malico

Acido L-mélico

Acido bromo-succinico

+

+ + + + + + + + + o+

+ + + + + + +

+ +

+ + + 4+ + o+

+

+ + + + + + + + + o+

+ + + + + + o+

+ +

+ + + + + o+

+

+ + + + + + + + + o+

+ + + + + + o+

+ +

+ + + + + o+

+

+ + + + + + + + + +

+ + + + + + +

+ +

+ + + + + +

+ + 4+ + + + o+

+ +

+ + + + + + +

+ +

+ + + + + +

+ + + +

+ + + + + + + + + + + +

+ + +

+ + + + + + + + + +

+ + + + + + +

+ +

+ + + + 4+ +
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Isolados

Caracteristicas

BC-A22

GUARA1

NIM 1

PEG 23

PEG 30

ADU 1.3

ADU 2.2

Tween 40

Acido gama-
aminobutirico

Acido hidroxi-butirico
Acido D,L-B-
hidroxibutirico

Acido a-cetobutirico
Acido acetoacético
Acido propidnico
Acido acético

Sensibilidade a
antimicrobianos

Acido fusidico
Acido nalidixico
Aztreonam
Lincomicina
Minociclina
Rifamicina
Troleandomicina
Vancomicina

Sensibilidade a
agentes quimicos
Lactato de sodio 1,0%
D-serina

Niaproof 4

Azul de tetraz6lio

+

+ + 4+ + + + o+ o+ + + 4+ +

+ + + +

+
+

+

+ + + +

+
+

+

+ 4+ + +

+

+ + 4+ +

+

+ + + + + + + + + 4+ + +

+ + + +

+

+ 4+ + +

+ + + + + + + +
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Isolados

Caracteristicas BC-A22 GUARA 1 NIM 1 PEG 23 PEG 30 ADU 1.3 ADU 2.2
Violeta de tetrazolio + + + + + + +
Hidrocloreto de + - - _ + + +
guanidina
Cloreto de litio + - + _ + + +
Telurito de potassio + - - _ + + +
Butirato de potassio + - + - _ +
Bromato de sodio + - + — - _ +
Controles
Positivo + + + + + + +
Negativo - — - - — _ _
Testes de tolerancia
pH 4,0 - — - - - _ _
pH 5,0 ++ - — - - ++ -
pH 7,0 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
pH 9,0 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
pH 11,0 ++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
NaCl 0% +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
NaCl 2,5% ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
NaCl 5,0% - ++ ++ ++ ++ ++ ++
NaCl 7,5% - + + + + + +
NaCl 10,0% - - - - - _ _

Para os testes enzimaticos e de degradacdo, 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.
Para os testes de tolerancia:

+ = presenca apenas de micélio vegetativo; ++ = presenca de micélio vegetativo e micélio aéreo em desenvolvimento; +++ = 6timo desenvolvimento dos micélios vegetativo
e aéreo; — = auséncia de crescimento.
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5.9  Caracterizacdo molecular dos isolados de actinobactérias

Em decorréncia de problemas na padronizagdo da PCR, apenas o isolado ADU 1.3
foi identificado molecularmente com base na comparacdo de sua sequéncia parcial do 16S
rDNA com outras presentes no banco de dados do GenBank, pela aplicagéo da ferramenta de
bioinformatica BLASTn. O segmento desse marcador molecular apresentou 0 mesmo valor de
elevada identidade (91%) com varias de Streptomyces sp. (Tabela 16), além de idénticos

valores de cobertura de sequéncia e E-value.

Tabela 16 — Identificacdo do isolado ADU 1.3 com base na comparagéo da sequéncia de 16S rDNA obtida com
outras depositadas no banco de dados do GenBank (anélise BLASTN).

Isolado Resultado BLASTNn Identidade NUmero de acesso

ADU 1.3 Streptomyces sp. 91% FVWUH61S014
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6 DISCUSSAO

Esse estudo foi fundamentado na estratégia tradicional de bioprospeccdo de
metabdlitos com atividades antimicrobiana e citotoxica. O grupo selecionado de micro-
organismos para essa pesquisa foram as actinobactérias, a fonte principal da maioria dos
antimicrobianos em uso clinico atualmente, assim como uma parcela apreciavel das drogas
antitumorais. De um modo geral, a varredura por essas bioatividades foi sistematizada em
praticos ensaios fenotipicos in vitro de triagem.

Como outros processos de prospeccao da diversidade microbiana, o trabalho foi
iniciado com o isolamento dos micro-organismos. O solo do Cerrado goiano foi escolhido
como essa fonte ambiental. Das véarias amostras coletadas nos meses de estacdo seca do ano
de 2013, aquele referente ao do Bosque Saint-Hilarie do Campus Samambaia da UFG foi
selecionado, aleatoriamente, para essa etapa.

A relativa alta taxa de morfoespécies resultantes (19) evidencia a eficacia do
método de isolamento aplicado. Entre 24-96 h de incubacdo a 30°C, as placas de cultivo
iniciais demonstraram um crescimento microbiano ndo muito denso e, consequentemente, foi
possivel selecionar coldnias caracteristicas com maior seguranca. Dois fatores provavelmente
influenciaram diretamente para o éxito nessa fase: o pré-tratamento com calor seco, o qual
eliminou contaminantes bacterianos e flngicos que certamente inibiriam o desenvolvimento
das actinobactérias; e o fundamento da técnica, isto €, a selecdo de membros do grupo
Actinoplanetes e relacionados produtores de esporos moveis, 0s quais se enquadram também
como “actinobactérias raras”, grupo que tem recebido maior atencdo para a pesquisa por
novos antibioticos.

Seong e colaboradores (2001) enfatizam a importancia de se adaptar o proprio
método de isolamento pela integracdo de diversas formas de pré-tratamento e meios de cultura
especiais para encontro de “cepas raras”. Em habitats naturais de solo, estreptomicetos
constituem a populacdo predominante de actinobactérias. A principal forma de isolamento
tradicional, a dilui¢do seriada do solo e respectivo plaqueamento das suspensdes preparadas,
ndo é efetiva para a selecdo de membros de outros géneros de Actinomycetes. Por isso, é
necessario aprimorar as metodologias de isolamento desses micro-organismos, seja com
alternativas de pré-tratamento, o enriquecimento, ou ainda pela alteracdo do meio do cultivo,
como por adicdo de antimicrobianos ou fatores essenciais especificos para certos grupos

microbianos (Hayakawa 2008).
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De modo amplo, membros do “genera” Actinoplanetes ndo sdo geralmente
recuperados quando é efetuado o isolamento de actinobactérias do solo e de outros substratos
pela diluicdo seriada da amostra de solo. Nesse sentido, 0 método de Palleroni (1976a; 1976b)
é relativamente simples, demanda um tempo menor de realizacdo e é uma interessante opcao
as técnicas para atragdo dos propagulos flagelados dessas actinobactérias através de “iscas”,
como polen (Hayakawa et al. 1991). Outra vantagem desse método é a dispensabilidade de
adicdo de antifngicos e outros antimicrobianos, uma vez que o isolamento seja monitorado
constantemente e que as colbnias caracteristicas de Actinoplanetes ja sejam purificadas logo
nos primeiros dias de cultivo (Palleroni 1980).

O meio &gar AC adotado ndo é altamente seletivo, no entanto, € uma opgao
pratica e adequada para o isolamento. Kuster & Williams (1964) relatam que meios com
amido e glicerol como fonte de carbono e caseina, arginina e nitrato como fonte de nitrogénio
possibilitam um adequado desenvolvimento de actinobactérias e até mesmo supressdo de
outras bactérias. Segundo Korn-Wendish & Kutzner (1992), a maior parte das actinobactérias
hidrolizam amido e, logo, esse polissacarideo constitui uma fonte de carbono seletiva para
esses procariotos, ainda mais quando associado com nitrato, também preferencialmente
assimilado como fonte de nitrogénio por membros desse filo.

A xilose foi escolhida como quimioatraente em vista de bactérias do género
Actinoplanes serem capazes de consumir esse sacarideo como fonte de carbono primaéria,
devido a peculiar producdo da enzima Xxilose isomerase. Tal evidéncia sugere um papel
ecologico desses micro-organismos na degradacdo de pentoses de origem vegetal e,
claramente, fundamenta sua atracdo pelo carboidrato (Parenti & Coronelli 1979). Além da
competéncia em catabolizar esse aglcar, nem todas as espécies conhecidas de Actinoplanetes
exibem atracdo quimiotatica por ions haletos (cloreto, brometo). Em um estudo prévio
executado pelo presente grupo de pesquisa, Lima (2007) comparou o emprego de xilose e de
cloreto de potassio como quimioatraentes e isolou um maior nimero de actinobactérias
quando a pentose foi adotada. Esse padrdo de diferenca de afinidade quimica também foi
observado por Palleroni (1976b) no seu trabalho pioneiro de padronizacdo do método. O autor
em questdo examinou que isolados de Actinoplanes de solos aridos e de desertos ndo
empregavam o ion cloreto e nenhuma resposta quimiotatica ao cloreto de potassio (KCl), algo
que era verificado para as amostras microbianas que ocorriam em ambientes aquaticos, o que
pode ser explicado pela origem ecoldgica desse grupo. Dessa maneira, 0 conhecimento das

propriedades fisico-quimicas do solo se faz precisa para a selecdo do agente quimiotatico.
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Ha& de se relevar também que esporos de outros géneros relacionados podem se
depositar nos capilares e serem ressuspensos na etapa de lavagem, ora pela mobilidade dos
zo0sporos, ou entdo por pequenas populacdes bacterianas que flutuam na 4gua adicionada nas
cavidades da camara quimiotatica (Palleroni 1976a; Gallinger et al. 1995). Em outras
palavras, 0 método ndo € plenamente seletivo e, possivelmente, actinobactérias que néo
pertengam ao “genera” Actinoplanetes podem ser eventualmente purificadas.

Semédo e colaboradores (2001) sugerem a existéncia de uma alta diversidade de
actinobactérias em solos tropicais, escassamente pesquisados sob o aspecto microbiolégico. O
fato de o Cerrado ter sido tdo pouco estudado quanto a estrutura de suas comunidades
bacterianas e a descoberta de isolados de Actinobacteria ndo comumente relatados reforca a
necessidade de trabalhos centrados nesse sentido. Os mesmos podem sustentar iniciativas
novas visando a conservacao desse macrobioma e, principalmente, o aproveitamento de uma
vasta e inexplorada gama de potencialidades biotecnoldgicas a partir dos micro-organismos
que o habitam. Um conveniente empreendimento seria a criagdo de um projeto microbioma
ou de uma colecdo de culturas com as amostras microbianas provenientes desse dominio
fitogeogréfico.

Apos a purificacdo e o devido armazenamento dos isolados de actinobactérias, foi
principiada a primeira fase de triagem da atividade antimicrobiana. Na literatura comumente
se observa duas op¢des metodoldgicas para essa varredura inicial da acdo antagonista: o
método de blocos de gelose de agar (“agar piece technique™) ou a técnica de estria cruzada
(“cross-streak technique”) (Arifuzzaman et al. 2010). A primeira variante foi preferida em
vista da possibilidade de mensurar de modo mais exato os didmetros dos halos de inibigdo do
crescimento dos micro-organismos indicadores. Assim, um certo carater quantitativo parcial
pode ser atribuido ao teste, mediante a comparacdo das regides de inibicdo obtidas com os
valores definidos do tamanho das mesmas, como estabelecido segundo Matsuura (2004).

Historicamente, a estratégia mais comum para triagem de novos candidatos a
drogas antibioticas e outras moléculas com fins terapéuticos a partir de micro-organismos do
solo consiste na literal dissecacdo empirica de um nimero enorme de isolados. O processo,
apesar de nos primeiros anos ter surtido 6timos resultados, € extremamente laborioso e
dispendioso. Com as atuais ferramentas gendmicas e a visdo voltada para ambientes
inexplorados e sele¢do das “actinobactérias raras”, tempo pode ser economizado e as chances
de sucesso sdo maiores no encontro de espécies taxonomicamente novas e com significativas
atividades bioldgicas (Goodfellow & Fiedler 2010; Genniloud et al. 2011). No atual contexto
de procura por metabdlitos bioativos, é fundamental a adocao de estratégias de dereplicagéo,
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ou seja, 0 reconhecimento e eliminagdo desses compostos ou até micro-organismos ja
caracterizados nas fases iniciais dos processos de triagem (Ilto & Masubuchi 2014).
Entretanto, em vista das nossas atuais condi¢des de pesquisa, ainda ndo foi exequivel lancar
mé&o de abordagens de dereplicacdo mais sofisticadas, como o HPLC e a espectrometria de
massas. Contudo, o proprio método de isolamento aplicado ja pode ser concebido como uma
dessas estratégias, uma vez que é focado para um grupo especifico de membros da ordem
Actinomycetales também conceituados como “raros” €, 10go, visa a recuperacdo de amostras
microbianas ainda talvez ndo caracterizadas taxondmica e metabolicamente.

As actinobactérias isoladas da amostra de solo de Cerrado foram avaliadas pela
técnica dos plugs quanto a sua acdo antimicrobiana. Cinco isolados (31,25%) exibiram
atividade. A morfoespécie BC-A22 sobressaiu por apresentar uma alta acdo antagonica frente
as bactérias gram-positivas, inclusive MRSA. Distingue-se também por ser capaz de inibir,
em menor extensdo, o crescimento de cepas gram-negativas. E relativamente comum e até
esperado em sistemas de prospeccdo por novas drogas antimicrobianas a partir de micro-
organismos do solo, uma acdo predominantemente frente as bactérias gram-positivas. Zitouni
e colaboradores (2003) sugerem que 0s actinomicetos possuam uma caracteristica de gradacéo
decrescente de sua atividade inibitdria, conforme a seguinte escala: bactérias gram-positivas >
fungos > bactérias gram-negativas.

Essa hierarquizacdo quanto & bioatividade desses isolados ambientais frente as
bactérias gram-positivas e gram-negativas pode ter sua origem atribuida as diferencas
morfoldgicas existentes entre esses micro-organismos: engquanto os gram-negativos possuem
uma membrana externa lipopolissacaridica na parede celular, os gram-positivos apenas tém
uma camada de peptideoglicano espessa, a qual ndo constituiria uma barreira de protecao
efetiva (Gebreyohannes et al. 2013). Enfatiza-se também a elevada taxa de resisténcia
intrinseca das bactérias gram-negativas a varios antimicrobianos e a existéncia de misturas de
produtos microbianos bioativos em triagens sem outras etapas de fracionamento e purificacao,
as quais contém substancias estrutural e funcionalmente similares a algumas das drogas
antibacterianas ja existentes (Basilio et al. 2003).

Contudo, pode-se concretamente tentar explicar que a possivel origem dessa
diferenca de sensibilidade bacteriana para as biomoléculas microbianas com acéo antibiotica
estd justamente na origem dos micro-organismos gram-positivos e gram-negativos. Gupta
(2000) propde que as bactérias com uma dupla camada de membranas (ou didérmicas), as
gram-negativas, em conjunto com as arqueobactérias, evoluiram a partir das bactérias com

uma unica membrana (ou monodérmicas), as gram-positivas, em vista da pressao seletiva
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imposta pela producéo de compostos antibidticos pelas bactérias gram-positivas presentes nos
ambientes. Esse mecanismo de defesa teria culminando em uma divergéncia evolutiva a qual
resultou nos reconhecidos grandes taxons bacterianos.

Segundo o autor, a hipoOtese é sustentada por certos argumentos, como: (i)
procariotos monodérmicos, que englobam membros do género Streptomyces, sdo 0s principais
produtores dos antibidticos conhecidos; (ii) 0s micro-organismos geradores desses
metabolitos apresentam enorme vantagem seletiva sobre as cepas ndo produtoras e sensiveis a
esses compostos; (iii) a resisténcia aos antimicrobianos surge como resultado de uma
variedade de diferentes mecanismos; e, finalmente, (v) cepas gram-positivas sempre se
apresentaram mais suscetiveis aos antimicrobianos em relacdo as bactérias gram-negativas
(Gupta 2011). Inclusive, as primeiras drogas antibioticas eficazes para o tratamento de
infeccBes por micro-organismos gram-negativos apareceram um pouco mais tardiamente na
linha do tempo da antibioticoterapia, inicialmente, na forma de farmacos com o espectro de
acdo expandido e, apds, como derivados semissintéticos das classes pioneiras. Além disso, 0
autor evidencia que a sua proposi¢do tem um sentido biolégico mais coerente do que as
classificacOes estritamente baseadas em marcadores moleculares altamente conservados nos
genomas bacterianos, como o rRNA, e as ideias previamente sugeridas de endossimbiose
entre os taxons de procariotos. Considerando as reais funcdes das pequenas moléculas
microbianas bioativas na evolugdo e ecologia dos organismos que as produzem, essa hipotese
estd em perfeita consonancia.

Os isolados ADU 1.3, ADU 2.2, PEG 23, PEG 30 e NIM 1 exibiram um espectro
de atividade antibacteriana similar ao que foi observado por Lima (2007) e Rodrigues (2009),
que efetuaram testes in vitro de varredura primaria da acdo antibiotica dessas morfoespécies e,
portanto, avaliaram parcialmente a acdo antimicrobiana de tais isolados. Um resultado inédito
do presente estudo foi o fato de ter sido ampliado o painel de micro-organismos indicadores, o
qual inclui cepas de fungos, tanto leveduriforme quanto filamentosos e, inclusive, foi
observada atividade antiflngica para varias das morfoespécies. Por sua vez, o isolado do
mangue capixaba, GUARA 1, exibiu uma moderada antibiose nessa fase de prospeccéo.

Concluida a producéo e extracdo das substancias bioativas das oito morfoespécies
de actinobactérias selecionadas nos testes iniciais, 0s extratos brutos organicos obtidos, ECSs
e ECLs, foram avaliados frente a S. aureus e MRSA. De maneira geral, observou-se um
ligeiro aumento do nivel de bioatividade dos ECLs quando confrontado com os resultados

adquiridos com os ECSs.
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A biossintese de antibioticos € uma propriedade especifica dos micro-organismos
produtores e depende muito das condic@es das culturas (Furlan 1997). E fundamental a busca
por parametros de cultivo ideais para tornar possivel uma melhor producéo das biomoléculas
ativas. A composicao dos meios de cultura, como as fontes de carbono, nitrogénio e fosfato,
presenca de elementos-traco, pH e temperatura, tempo de cultivo e oferta de oxigénio,
constituem basicamente essas varidveis (lwai & Omura 1982; Reddy et al. 2011).
Vijayakumar e colaboradores (2012) mencionam que a atividade antimicrobiana de
compostos gerados por actinobactérias varia essencialmente dependendo das amostras
microbianas que os sintetizam, o solvente de extracdo empregado e da natureza dos patégenos
e demais organismos-alvo testados.

O cultivo bacteriano em meios em diferentes estados fisicos também é uma
estratégia para otimizar a geracao dos metabolitos antibidticos para entdo se proceder com a
apropriada extracdo dos compostos. Classicamente, o crescimento em culturas liquidas
sempre consistiu na primeira opgao para a producao, particularmente pela possibilidade de ser
moldado para uma maior escala. No entanto, é bem caracterizada a existéncia de isolados
microbianos, particularmente do solo, que quando crescidos em meios solidos, acabam
exibindo niveis superiores de acdo inibitoria e assim como a geracdo de produtos naturais
totalmente diferentes em detrimento com os produzidos em caldos. Isso pode ser
perfeitamente justificado pelo estilo de vida desses micro-organismos em seus habitats
naturais. Actinobactérias, fungos filamentosos e outras bactérias vivem em agregados bem
estruturados com as particulas de solo, o que fornece vantagens aos organismos residentes,
como protecdo a predacgdo, concentracdo dos nutrientes disponiveis e facil modificacdo do
microambiente, como pH e aperfeicoamento das condic¢des de crescimento (Maier & Pepper
2009). Aqui esta provavelmente a explicacdo da significativa melhor atividade biolégica do
ECS do isolado BC-A22 quando em comparagdo com o seu ECL.

Os extratos da morfoespécie BC-Al ndo apresentaram atividade antimicrobiana
frente a cepa-padrdo de S. aureus e os isolados de MRSA. Okudoh & Wallis (2007) sugerem
que a perda da acdo antibidtica em ensaios de carater secundario pode se atribuida a algumas
interferéncias do processo como um todo, desde a preparagdo do filtrado, a composi¢édo dos
meios de cultura e as circunstancias de cultivo. Outro motivo plausivel para o
desaparecimento da bioatividade de BC-ALl pode estar associado a ja comentada variacdo da
antibiose provocada entre os ECSs e ECLs. Em testes primarios, os compostos antibioticos
estdo na sua fase de producdo e concentrados na massa microbiana em desenvolvimento e,

geralmente, filtrados livres de células s@o aplicados nas etapas de screening secundario. O
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aspecto a ser realcado mais uma vez é que essas biomoléculas ativas estdo intimamente
relacionadas ao crescimento micelial e ndo tanto quanto a sua liberagdo nos caldos de
fermentacdo e, certamente, os extratos que se originaram a partir do meio liquido néo terdo a
mesma poténcia em relacdo ao proprio crescimento celular. Essa observacao ndo é de cunho
randémico e esta diretamente correlata com o real papel natural desses metabdlitos na
morfogénese, fisiologia e estilo de vida desses micro-organismos (Omoto et al. 1979;
Shomura et al. 1979).

N&o se pode desprezar a incontestavel superioridade na qualidade dos ensaios
secundarios com os extratos brutos em relacdo aos testes com 0s pequenos blocos de &gar
cultivado. A principal evidéncia desse avanco esta na melhor nitidez dos halos gerados pelas
solucdes etanodlicas do que em relacdo aos provocados pelos plugs. Isso decorre
especialmente: (i) da maior difusdo dos compostos que sdo liberados nos caldos de
fermentacdo quando 0s mesmos sdo ressuspensos em solucdo aquosa; e (ii) da concentragdo
das porcoes filtradas e tratadas com os solventes. A opcdo pela variante da técnica de difusao
se fundamenta na simplicidade do procedimento e da dispensabilidade dos discos de papel
filtro. Além disso, existe o0 risco dos metabolitos antimicrobianos se depositarem nos discos
em vista da precipitacdo concomitante de algum composto hidrofébico, o que preveniria a
propagacgdo das biomoléculas no agar. Ressalta-se que em vista do papel filtro dos discos ter a
superficie hidrofilica, as substancias com atividade que possuirem carater catidnico nao
poderdo também se difundir. Em vista dessa viabilidade, esses métodos baseados na difuséo
em &gar e suas variantes foram e até hoje sdo a primeira alternativa nos estagios iniciais de
selecdo de produtos naturais com agéo antimicrobiana (Fiedler 2004; Valgas et al. 2006).

Inimeros trabalhos veem focando na procura de actinobactérias produtoras de
metabolitos secundarios com especial potencial anti-MRSA. Yoo e colaboradores (2007)
caracterizaram a laidlomicina (Cs7He2012Na), um antibidtico gerado por um isolado de
Streptomyces sp. de solo coreano com uma exclusiva agdo antagonista frente a MRSA e VRE
notavelmente maior do que a oxacilina e vancomicina, respectivamente, o que foi observado
pelos baixissimos valores de MIC encontrados. Higginbotham & Murphy (2009) avaliaram a
excelente acdo frente a esse patdgeno gram-positivo de um novo representante de
Streptomyces globosus do solo cambojano que gerava uma substancia quimicamente
relacionada aos aminoglicosideos. Contudo, essa biomolécula possui um espectro de acéo
totalmente diferente as demais moléculas da referida classe, uma vez que as mesmas que estao
hoje em uso clinico ndo apresentam uma atividade tdo marcadamente elevada frente a variante

multirresistente do coco. Em uma varredura sistematica por antibioticos ativos contra S.
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aureus multirresistentes de origem clinica, incluindo VISA, a partir da colecdo de
sobrenadantes de culturas de actinobactérias do IMC (Institute of Microbial Chemistry),
situado em Téquio, Hiramatsu e colaboradores (2012) reisolaram um composto, nibomicina,
ja caracterizada quimicamente desde os anos 1950 sé que nunca empregada clinicamente.
Essa substancia exibiu a impressionante acdo de reverter a um fendtipo de suscetibilidade a
quinolonas, singularmente fluogquinolonas, cepas multirresistentes de S. aureus, fomentando
as esperancas de obtencdo de uma nova classe de drogas antimicrobianas reservadas para o
tratamento de infeccBes desencadeadas por esse patdgeno. E importante reforcar que os
exemplos descritos sdo de metabdlitos ativos especificamente para MRSA e outras bactérias
gram-positivas e que ainda ndo entraram na fase de ensaios clinicos.

E evidente no levantamento bibliografico realizado os poucos trabalhos realizados
em relacdo a pesquisa do potencial bioativo de actinobactérias do solo do Cerrado goiano. As
publicacdes existentes de prospeccdo de actinobactérias de solos brasileiros tém focado em
enzimas de interesse biotecnoldgico (Sobrinho Jr. et al. 2005; Coelho et al. 2012). Com
excecao dos estudos anteriormente efetuados pelo presente grupo de pesquisa, 0 que pode ser
feito é estabelecer um paralelo com outros trabalhos de caracterizacdo da atividade
antimicrobiana de actinobactérias isoladas de regides do mundo com caracteristicas climaticas
e de solos semelhantes ao desse dominio fitogeogréafico brasileiro, isto €, com aspectos gerais
de savanas.

Boudjelal e colaboradores (2011; 2012) isolaram actinobactérias das espécies
semi-halofilicas Actinoallotheicus e Saccharomonospora de solos do Saara argelino, 0s quais
exibiram elevado grau de acdo antagdnica de amplo espectro contra bactérias gram-positivas,
gram-negativas e fungos, com a deteccdo de duas fragdes bioativas com componentes
aminoglicosidicos e ftalatos no primeiro trabalho. Elleuch e colaboradores (2013)
caracterizaram estruturalmente lipopetideos ciclicos produzidos por um isolado de
Streptomyces sp. de solo do sul da Tunisia, selecionado apds a triagem primaria, devido ao
seu espectro abrangente de atividade antimicrobiana. Kumar e colaboradores (2014)
procederam com o isolamento de actinobactérias a partir do solo do distrito de Tiruvanamalai,
do estado indiano de Tamil Nadu, area que se assemelha muito com o Cerrado goiano quanto
ao clima, geografia e solo. Os autores recuperaram uma cepa de Streptomyces sp. com agédo
predominante frente a bactérias gram-positivas, inclusive MRSA, e bactérias gram-negativas.
Foi identificado um composto 2,4-bis(dimetil)-fenol, certamente o principio ativo, na fragdo

do extrato metandlico do estreptomiceto.
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Um progresso expressivo na pesquisa por produtos naturais de actinobactérias
oriundas de mares e oceanos, singularmente de sedimentos, vem acontecendo nos ultimos
anos (Bull & Stach 2007). Isso se reflete na descricdo de varios novos representantes desse
filo, particularmente de manguezais (Huang et al. 2008; Hu et al. 2011; Ahmed et al. 2013;
Goodfellow et al. 2013; Lee et al. 2014b). Véarios novos metabdlitos secundarios de
actinobactérias residentes de mangue estdo sendo caracterizados e diversos deles apresentam
uma extensa gama de atividades farmacologicas, principalmente como antitumorais efetivos
para o tratamento de tumores malignos (salinosporamidas, marinomicinas, proximicinas);
antimicrobianos eficazes para a terapéutica de infec¢bes por bactérias multirresistentes
(abissomicinas); além de imunossupressores, inibidores enziméaticos e enzimas com acdo
antineoplasica (Williams 2009; Amrita et al. 2012; Xu et al. 2014; Xu 2015).

Vieira e colaboradores (2013) realizaram o isolamento seletivo da actinobactéria
GUARA 1 em um processo de bioprospecccao de lipase e esterase por bactérias derivadas de
sedimentos de manguezal da cidade de Guarapari, Espirito Santo. Eventualmente, essa
morfoespécie, que demonstrou maior atividade para as enzimas lipoliticas entre os demais
bacilos gram-positivos recuperados, foi acrescida ao conjunto de cepas bacterianas a serem
avaliadas quanto a seu potencial bioativo no corrente estudo. O que definiu essa selecédo foi a
viva pigmentacdo violacea gerada pela actinobactéria. Posto que muitos compostos bioativos
transparecem na cultura microbiana em &gar como goticulas na superficie do crescimento
micelial ou pigmentos de cores variadas (Furlan 1997), decidiu-se incorporar esse isolado ao
conjunto de morfoespécies ndo previamente submetidas a analise proposta no trabalho.

Como resultado da caracterizagdo morfologica, o isolado GUARA 1 foi
presuntivamente identificado como Streptomyces sp. Ambos 0s extratos organicos brutos
dessa morfoespécie exibiram significativo antagonismo ao desenvolvimento dos MRSA
indicadores, o que mostra a presenca de metabdlitos secundarios efetivos contra o patdgeno
gram-positivo. Streptomyces é o género dominante do filo Actinobacteria com base no que foi
reportado até entdo dos trabalhos de busca de novos isolados microbianos de manguezais
geradores de produtos naturais de interesse (Xu et al. 2014). A cosmopolita e predominante
presenca de Streptomyces tanto em ecossistemas marinhos quanto terrestres deve-se
principalmente a sua abundante producédo de esporos que sdo rapidamente dispersos. Entre as
substancias antimicrobianas e citotoxicas geradas por Streptomyces de origem marinha
destacam-se peptideos, quinonas, macrolideos, terpenos e policetideos (Dharmaraj 2010).

Shin e colaboradores (2010) caracterizaram um indol alcaloide, B-1-acetil-B-

carbolina, gerado por uma amostra de Streptomyces isolada de sedimento marinho em uma
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baia coreana. A substdncia demonstrou uma peculiar acdo contra cepas suscetiveis e
multirresistentes de S. aureus e uma acgdo sinérgica de inibicdo dos cocos gram-positivos
quando o metabdlito era aplicado em conjunto com outros B-lactdmicos de uso clinico, o que
sugere a atuacdo dessa biomolécula sobre um sitio alvo diferente das PBPs. Lee e
colaboradores (2014a; 2014b) isolaram, a partir de sedimentos coletados de florestas de uma
zona de mangue malasiano, uma nova espécie de Streptomyces produtora de uma bacteriocina
com excelente atividade frente a MRSA. Govindarajan e colaboradores (2014) recuperaram
uma cepa filogeneticamente Unica de Streptomyces sp. de sedimentos de um manguezal
indiano. O policetideo aromatico secretado pela actinobactéria exibiu superior agéo
antimicrobiana em relagdo a outros antibacterianos de amplo espectro, uma acéo
desestabilizante sobre a membrana celular de MRSA e nenhuma citotoxicidade frente a
linhagem de células tumorais H9C2, o que torna o composto atrativo para a producdo de um
novo antimicrobiano anti-MRSA.

Actinobactérias endofiticas de plantas medicinais tém recebido atencdo da
comunidade cientifica por representarem reservatorios valiosos de novos produtos naturais
com aplicacdo especial em medicina e agricultura (Hasegawa et al. 2006). A partir de 90
amostras de plantas de florestas tropicais chinesas empregadas na medicina tradicional local,
Qin e colaboradores (2009) analisaram o potencial bioativo de 46 cepas de Actinomycetes
com 32 representantes de géneros raros, a partir de um total de 2.174 amostras recuperadas.
Mais da metade dos isolados exibiu uma consideravel acdo antmicrobiana frente a pelo menos
um dos patdgenos testados, além da deteccdo molecular do potencial génico biossintético em
uma boa parcela das actinobactérias. Em um trabalho similar, Zhao e colaboradores (2011)
avaliaram a atividade antagonista de 60 actinobactérias a partir de um conjunto inicial de 560
amostras isoladas a partir de 26 espécies vegetais com propriedades medicinais do planalto
chinés de Panxi. Apenas uma das amostras ndo apresentou acdo antimicrobiana e 0s genes de
policetideos e peptideos ndo ribossomais foram identificados em varios dos isolados.

A morfoespécie NIM 1, selecionada e analisada quanto as suas atividades
antimicrobiana e citotoxica no presente estudo, foi também averiguada em triagens da
atividade antibacteriana, juntamente com demais bacilos gram-positivos endofiticos isolados
de A. indica, por Rodrigues (2009). A cepa em questdo apresentou resultados moderados de
bioatividade frente as bactérias gram-positivas nos testes primarios e altos niveis de acéo
antagonista na varredura secundaria contra uma amostra controle e outra multirresistente de S.
aureus. Entretanto, a autora procedeu com a producdo das substéncias bioativas apenas em

culturas liquidas, avaliando, portanto, unicamente o ECL. No atual trabalho, ndo foi
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observada diferenca de atividade antimicrobiana entre 0 ECS e ECL derivados dessa
actinobactéria, o que indica até mesmo que os metabdlitos presentes em ambas as formas dos
extratos etandlicos compartilhem de um carater quimico-funcional semelhante ou até idéntico
e que, possivelmente, eles diferem apenas quanto as suas respectivas concentracoes.

Em um estudo pioneiro, Verma e colaboradores (2009) efetuaram o isolamento de
actinobactérias das folhas, raizes e tronco de arvores adultas de Neem. Dos 55 isolados, a
maior parte foi recuperada das raizes e, apenas pelas caracterizacbes morfologica e
bioquimica, foi identificada como Streptomyces sp., seguidos por membros dos géneros
Streptosporangium e de Nocardia. A atividade antimicrobiana de extratos metanolicos
derivados das morfoespécies foi primariamente observada frente a fungos fitopatogénicos e
uma acdo antagbnica de amplo espectro foi verificada para amostras clinicas de bactérias
gram-positivas e gram-negativas. A caracterizacdo morfologica executada no presente
trabalho evidencia que o isolado NIM 1 também € um estreptomiceto, com uma excelente
bioatividade frente a MRSA hospitalar, patégeno ndo aplicado como organismo indicador no
estudo do grupo indiano.

Em vista do direcionamento do trabalho para a pesquisa inicial de biomoléculas
microbianas ativas frente & MRSA, um adicional ensaio in vitro qualitativo foi efetuado
visando uma triagem do modo de acdo dos metabolitos bioativos sobre as bactérias testadas,
no caso, a capacidade de lise sobre a parede celular bacteriana. As cepas de S. aureus ATCC
25923 e de MRSA CCBH 6089 foram adotadas como os micro-organismos alvo, com o
objetivo de tentar verificar algum padrdo de diferenca de atividade dos compostos entre uma
amostra sensivel e resistente do coco. Ao contrario do observado nos testes de varredura
secundaria da atividade antimicrobiana, os ECSs preponderaram quanto a sua acao litica sobre
esse envoltorio celular bacteriano em relacdo aos ECLs. Conforme previsto, a variante padrao
do estafilococo exibiu maior suscetibilidade a lise pelas biomoléculas dissolvidas nos extratos
etandlicos, o que mostra a resisténcia dos MRSA hospitalares a algumas das substancias
isoladas nos extratos.

A diferenca da quantidade de material gendmico extraido no teste ndo foi
pormenorizada anteriormente nos resultados. Por exemplo, todos os extratos brutos da
morfoespécie ADU 2.2 foram eficazes em isolar o DNA dos micro-organismos indicadores.
Contudo, a concentragdo de acidos nucleicos extraidos pelo ECS desse isolado de Cerrado foi
consideravelmente menor quando comparados eletroforeticamente com o ECL. O arraste de

conteddo genético também percebido pode ser esclarecido por um efeito de lise parcial sobre
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a parede celular causado pelas moléculas bioativas e pela caréncia metodoldgica de uso de
algum agente para segregacao de debris indesejados (Hassi et al. 2007).

Outro aspecto do ensaio que merece ser mencionado e que, inclusive, auxilia em
sua validacdo é a auséncia da utilizacdo de componentes convencionais de lise, como
lisozima, SDS e proteinase K. Foram também avaliados todos os possiveis interferentes, isto
é, os solventes organicos aplicados na geragdo dos extratos etandlicos finais e 0s reagentes
necessarios para a precipitacdo dos acidos nucleicos: NaCl 5 M e o etanol a 96%. Esses
controles ndo foram adotados por Maataoui e colaboradores (2014), estudo do qual a técnica
foi baseada.

O trabalho de Hassi e colaboradores (2007) fundamentou a metodologia delineada
por Maatatoui e colaboradores (2014). Nesse trabalho foi executado o isolamento de uma
amostra ambiental de Staphylococcus sp. capaz de produzir uma molécula de natureza
proteica anti-micobacteriana. O ensaio de extracdo do DNA da micobactéria foi feito com o
extrato bruto da proteina apos precipitagdo com sulfato de aménio e do uso de solucdo de
fenol/cloroférmio para deshaturacdo dos contaminantes proteicos e separacdo das fases
organica e aquosa. O que Maataoui e colaboradores (2014) realizaram foi uma adaptacéo do
teste de Hassi e colaboradores (2007), com a aplicagéo do extrato bruto de acetato de etila de
Streptomyces sp. isolado de detritos de madeira do solo marroquino como agente de lise.
Nossos resultados foram similares ao desse estudo, sugerindo que a metodologia é uma
ferramenta para triar biomoléculas que apresentam mecanismo de acao litica sobre a parede
celular de bactérias gram-positivas.

A citotoxicidade dos extratos brutos organicos foi efetuada com A. salina como
organismo-teste. Esse componente da fauna marinha possui uma enorme sensibilidade a
diversas substancias e as larvas desses crustdceos tém sido constantemente utilizadas para
bioensaios de toxicidade a componentes organicos. Os empregos desses animais incluem
desde rastreio de fontes de toxicidade em misturas quimicas e amostras ambientais, triagem
da atividade de certas substancias quimicas, deteccdo de toxinas naturais em géneros
alimenticios e farmacos, estudos do modelo de acdo nociva de substancias e de transferéncia
trofica de poluentes (Perssone & Wells 1987; Nunes et al. 2006).

O bioensaio com A. salina foi confirmado como uma legitima opcdo as linhagens
de células cancerigenas na etapa preliminar de identificacdo da atividade antitumoral de
produtos naturais. Anderson e colaboradores (1991) constataram uma excelente correlacéo
estatistica entre os testes in vivo com culturas de células tumorais humanas e com os naupilos

de Artemia na avaliacdo da acdo inibitdria de conhecidos compostos antineoplasicos.
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McLaughlin e colaboradores (1998) argumentam que dentre as vantagens do uso do
invertebrado nessa triagem, ressaltam-se: (i) a facil acessibilidade aos ovos do organismo-
teste, que podem ser adquiridos a um baixo custo e permanecem duradouros por anos; (ii) a
factivel estimativa da DLso em um teste objetivo, que ndo requer uma estrutura laboratorial de
alta complexidade e que demanda um curto periodo de tempo para realizacdo; (iii) a
possibilidade de avaliar um alto ndmero de amostras. Parra e colaboradores (2001)
compararam os efeitos citotoxicos frente a A. salina com a toxicidade oral de camundongos
qguando submetidos ao tratamento com os extratos brutos de plantas. Foi observada uma
correlacdo positiva entre os valores de dose média letal (in vitro) e concentracdo letal mediana
(in vivo), o que incita que o camardo consiste em um modelo alternativo (til aos animais
laboratoriais, no minimo, na fase inicial de averiguacéo toxicoldgica.

Os primeiros trabalhos com o uso de A. salina para investigacdo geral da
toxicidade de produtos metabdlicos de actinobactérias tinham como escopo principal
examinar o potencial antiacaricida, antiparasitario e antitumoral das biomoléculas visadas
(Blizzard et al. 1989; Takahashi et al. 1989). Isso é totalmente plausivel, uma vez que o teste
com esse invertebrado é um indicativo da presenca de compostos citotoxicos e é
completamente inespecifico para a elucidagdo do mecanismo de acdo desses componentes
(Krishnaraju et al. 2005).

No entanto, € valido o acoplamento desse ensaio em um processo de varredura da
atividade antimicrobiana de metabdlitos secundarios de actinobactérias, pois 0 mesmo permite
uma rapida e prévia identificacdo prévia de extratos brutos com elevada citotoxicidade. Sob
esse aspecto, os ECLs de GUARA 1 e PEG 23, assim como, ambos extratos derivados da
morfoespécie de PEG 30 ndo seriam vidveis para a producdo de antimicrobianos a partir
dessas actinobactérias pela sua toxicidade (DLso < 1.000 ppm), partindo do principio
elementar de toxicidade seletiva (Meyer et al. 1982).

Excetuando-se os trabalhos desenvolvidos pelo atual grupo de pesquisa, s@o
escassos os relatos do emprego de Artemia para sondagem da citotoxicidade de compostos
bioativos de actinobactérias. Nenhuma toxicidade dos ECLs de Actinoplanetes de solo do
Cerrado goiano foi verificada por Azevedo e colaboradores (2004), similar ao que foi
observado para os extratos da morfoespécie BC-A22. Manivasagan e colaboradores (2009)
encontraram um acentuado efeito larvicida para A. salina pelos extratos de acetato de etila
derivados de estreptomicetos isolados de sedimento marinho de uma baia indiana, a exemplo
do ECL de GUARA 1. Tanvir e colaboradores (2014) constataram altos niveis de

citotoxicidade frente ao microcrustaceo por extratos secos e solubilizados em DMSO de
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actinobactérias isoladas de plantas mediciais da familia Asteraceae, o que ndo foi notado para
0s extratos brutos do endofitico NIM 1.

A atividade intercalante sob a molécula de DNA alvo ndo foi observada para
nenhum dos extratos etandlicos. Poderiam ter sido testados somente 0s extratos que se
apresentaram citotoxicos a Artemia, contudo optou-se por examinar todos aqueles ativos na
triagem secundaria da acdo antimicrobiana. A justificativa para essa medida foi que a
toxicidade de um agente intercalante pode nao se manifestar em um ensaio preliminar como €
o0 teste com A. salina e, desse modo, acabar sendo desconsiderado posteriormente, 0 que foi
analisado por Lima (2007): dois ECLs que ndo foram citotoxicos a Artemia exibiram
capacidade de intercalar no DNA. De qualquer modo, a existéncia desse mecanismo de acao
antitumoral foi eliminada em vista dos resultados negativos. Por sua vez, ndao se pode
descartar a existéncia de outros metabolitos citotoxicos cujo modo de acdo ndo seja a
intercalacdo sobre a molécula do acido nucleico.

Furlan e colaboradores (2002) refor¢cam a praticidade do ensaio de gel shift para a
deteccdo de antibidticos antitumorais intercalantes. Os autores ressaltam que a técnica pela
sua simplicidade, baixo custo e confiabilidade pode ser aplicada também no acompanhamento
da producdo desses metabo6litos em processos fermentativos em maior escala e de estagios
posteriores de purificacdo dos mesmos.

Ressalvando-se o isolado de Cerrado BC-A22, todas as morfoespécies foram
identificadas como pertecentes ao género Streptomyces. A analise das micrografias eletrénicas
foi o que confirmou essa classificacdo que j& era pressuposta desde a caracterizacdo
macromorfoldgica. Esse resultado era aguardado ja que Vieira (1999) aplicou um método de
isolamento classico e ndo seletivo para grupos de “actinobactérias raras” €, 10go, a maior parte
dos isolados recuperados foram estreptomicetos. N&o foi surpreendente o fato de GUARA 1 e
NIM 1 também serem membros desse género, em vista da prevalente porcentagem de
estreptomicetos recuperados tanto nos ecossistemas de manguezais quanto como endofiticos
de plantas medicinais reportadas nos ultimos anos (Qin et al. 2009; Zhao et al. 2009; Hong et
al. 2009; Verma et al. 2009; Dharmaraj 2010; Lee et al. 2014a).

Somente o isolado ADU 1.3 teve a regido génica do 16S rDNA sequenciada.
Deparou-se com problemas criticos na padronizacdo da PCR especifica para esse gene.
Diversos parametros do processo de amplificacdo foram modificados, como as temperaturas
dos ciclos, crucialmente a de anelamento, e as concentragfes dos componentes da reacéo.
Entretanto, a variavel que definitivamente influenciou no insucesso da obtencéo dos produtos

de PCR foi a concentracdo de DNA genémico. O elevado contetdo G+C presente no material
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genético das actinobactérias constitui um verdadeiro obstaculo nas reacdes de amplificagéo,
em vista da maior energia necessaria para romper as ligacfes de hidrogénio entre essas bases
nitrogenadas além da concomitante formacdo indesejada de estruturas secundarias. A
temperatura de anelamento foi um dos critérios analisados na tentativa de normalizar a PCR e,
mesmo assim, ndo se alcancou éxito na obtencéo dos produtos de amplificacdo desejados das
outras morfoespécies. Uma futura alternativa a ser tentada é a adi¢do a mistura de reacdo de
agentes organicos, como DMSO e glicerol, que sdo comumente aplicados para potencializar a
amplificacdo de fragmentos ricos em G+C (Strien et al. 2013).

Pela identificagio molecular, certificou-se que o isolado ADU 1.3 é um
estreptomiceto (Streptomyces sp.), 0 que esta coerente com a caracterizacdo morfoldgica. No
entanto, ndo foi observada uma similaridade elevada para nenhuma espécie especifica na
pesquisa BLASTN. A cobertura do segmento e a porcentagem de identidade foram idénticas
para um vasto numero de sequéncias de 16S rDNA de Streptomyces sp. depositadas no
GenBank. Esse dado sugere que esse isolado possa talvez vir a constituir uma nova espécie do
género em questdo, o que sera elucidado com futuras analises taxonémicas.

A fenotipagem bioquimica e fisioldgica surge nessa direcdo para auxiliar a uma
classificacdo ao nivel de especie. No entanto, estdo relativamente defasados os bancos de
taxnomina numérica para identificacdo de procariotos do taxon Actinobacteria. Atualmente,
um dos manuais mais confidveis existente € o compéndio do DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen), organizado pelo professor Dr. Joachim Wink. Nesse
contexto, € urgente uma renovacdo da sistematica desses organismos, uma vez que a
taxonomia € uma ferramenta indispenséavel na identificagdo de novos isolados microbianos de
interesse industrial. Ademais, serdo realizadas algumas provas bioquimicas adicionais com o
propdsito de complementar o que ja foi executado no presente trabalho, objetivando uma
melhora no painel de resultados oriundos nessa fase de caracterizacdo taxondmica.

Esse estudo representa o primeiro estagio de prospeccdo por metabolitos
antibiodticos desses isolados de actinobactérias. A otimizacdo do processo de geracdo dessas
substancias bioativas, especialmente das morfoespécies BC-A22, GUARA 1 e NIM 1, sera
elaborada de modo a avaliar a influéncia de diversos meios de cultura, solventes organicos na
fase de extracéo, faixas de pH e fontes de carbono e nitrogénio, além da anélise de cinetica de
producdo dessas biomoléculas. Com os melhores parametros ja definidos, um aumento de
escala de producéo serd efetuado para obtengdo de extratos brutos ideias para a determinacéo
da concentracgdo inibitéria minima (MIC) frente as amostras clinicas de MRSA, citotoxicidade

a diferentes linhagens de células tumorais, bem como exame de possivel atividade antiviral. A
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bioautografia serd desenvolvida para um fracionamento preliminar dos extratos, com
sucessivos novos testes de averiguacdo da bioatividade. Entretanto, a principal perspectiva
futura serd providenciar a caracterizacdo do perfil quimico dos metabdlitos bioativos nas
fracdes adquiridas, o que sera alcangado por HPLC acoplada a espectrometria de massas.

Evidentemente, a amplificacdo do segmento génico correspondente ao 16S rRNA
sera padronizada a fim de se concluir a identificacio molecular desses procariotos. Essa
padronizacdo da PCR também sera essencial para a deteccdo dos genes de sintases de
policetideos e peptideos ndo ribossomais, parte experimental que chegou a ser iniciada nesse
trabalho. Outra fase de caracterizacdo taxondmica que serd executada é a analise quimico-
celular, ou seja, a determinacdo de DAP e de acucares de parede celular. Com base dos
resultados da filogenia molecular desses isolados (baseada no gene do 16S rRNA), serdo
estabelecidas parcerias com grupos de pesquisa especializados em taxonomia polifésica para
confirmacéo de possiveis espécies inéditas.

O recente relato de um isolado de VRSA de carater comunitario carreador de
plasmideos conjugativos de resisténcia a multiplos antimicrobianos no Hospital das Clinicas
da USP (Rossi et al. 2014) adverte quanto ao patamar que 0 S. aureus ja ascendeu como
patdégeno. A plasticidade com que essa bactéria perde a suscetibilidade aos antibioticos é
preocupante, e evidencia ainda que esta proximo o isolamento de uma cepa pan-resistente,
com origem ndo hospitalar e que potencialmente pode alcancar éxito como causador de
infeccbes nosocomiais, ndo somente oportunistas. Mesmo com a introducdo na fase de
avaliacdo clinica de novos farmacos candidatos para a terapéutica de infeccOes
estafilocOccicas, as pesquisas para o desenvolvimento desses farmacos ainda estdo muito
atrasadas frente & adaptabilidade desse micro-organismo.

Contudo, a descoberta da teixobactina de uma [B-proteobactéria do solo ainda nédo
cultivavel, a Eleftheria terrae, renova as esperancas frente ao contexto de regressdo a época
anterior a inclusdo dos antibidticos antimicrobianos. Essa droga atua sobre um novo sitio alvo
na parede celular bacteriana, demonstrou-se mais eficaz do que a vancomicina contra S.
aureus multirresistentes e, notavelmente, sua atividade ndo é acompanhada de aparecimento
de resisténcia para varios micro-organismos de importancia clinica (Ling et al. 2015).
Trabalhos com esse escopo, que se principiou dentro dos laboratorios académicos de pesquisa
e se fortaleceu com o apoio de empresas menores de biotecnologia atuantes na area, € que
deve ser constantemente incentivado e fomentados. O que foi executado nessa dissertacdo de
mestrado € um dos passos iniciais de um processo amplo que esta sendo realizado por

maltiplos grupos de pesquisa ao redor de todo o0 mundo. Todavia, é através dessa abordagem



111

prética de bioprospec¢do da diversidade microbiana de variados habitats que emergem novas

moléculas com promissoras atividades farmacoldgicas.
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CONCLUSOES

e No presente estudo, 19 diferentes morfoespécies de actinobactérias foram recuperadas

de uma amostra de solo do Cerrado goiano coletada durante a estacdo seca. Nove
isolados de actinobactérias ndo caracterizados sob o aspecto taxonémico foram
selecionados da bacterioteca do LAMAB (IPTSP/UFG), todas ndo previamente

avaliadas completamente quanto a producdo de compostos antibioticos;

Das 16 morfoespécies isoladas da amostra de solo de Cerrado e testadas nos ensaios de
triagem primaria da atividade antimicrobiana, 5 (31,25%) exibiram atividade
antimicrobiana. Dois isolados, BC-Al e BC-A22, foram capazes de inibir o crescimento
de S. aureus e a maioria dos outros micro-organismos indicadores gram-positivos, bem

como as cepas de MRSA de origem clinica;

Do total de 9 actinobactérias selecionadas da bacterioteca, 6 apresentaram atividade

antimicrobiana de moderada a alta frente a MRSA;

Dos extratos brutos orgénicos obtidos a partir dos produtos de fermentacdo em culturas
liquidas (ECL) e do crescimento em agar (ECS) gerados a partir das 8 morfoespécies
selecionadas para 0s ensaios de triagem secundaria da atividade antimicrobiana, o ECS
do isolado BC-A22 se destacou quanto a sua capacidade de inibir o crescimento das
amostras hospitalares de MRSA, além da maioria das cepas-padrdo gram-negativas. O
ECS e o ECL da morfoespécie ADU 1.3 também exibiram um alto nivel de acéo

antagbnica contra MRSA;

A maioria dos extratos brutos apresentou atividade litica sobre a parede celular das
cepas controle e multirresistente de S. aureus, com certa predominancia dos ECSs sobre
os ECLs;

Somente 0 ECL de GUARA 1, o ECL de PEG 23 e 0s ECS e ECL de PEG 30 foram
citotoxicos em baixas concentragdes, 0 que sugere que 0s compostos bioativos presentes

na solucdo dos extratos ndo sejam viaveis para a aplicacdo como antibioticos
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antimicrobianos. Todavia, para os demais isolados, ndo foi observada significativa
atividade citotdxica;

Nenhum dos extratos demonstrou efeito de intercalacdo sob a molécula de DNA e,
assim, as biomoléculas presentes nos mesmos provavelmente ndo possuem esse possivel

mecanismo de acao antitumoral;

A caracterizacdo taxondmica morfoldgica sugere que a maioria das actinobactérias,
avaliadas nos bioensaios, pertenga ao género Streptomyces, com exce¢do da
morfoespécie BC-A22. A morfoespécie ADU 1.3 foi identificada como Streptomyces
sp. com base no sequenciamento do segmento génico do 16S rRNA, evidenciando a

concordancia dos resultados da analise morfoldgica com a identificacdo molecular.
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ANEXOS

ANEXO | — Composic¢ao dos meios de cultura e solucbes reagentes empregados
Anexo 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 estdo

explicitados logo abaixo da composi¢do quimica dos mesmos.

Agar Amido-Caseina (AC) (Waksman 1961)

KH2PO4...covcviciiieicee e 059
MOSO4..cciiiiiie e 05¢9
AMIAO.....ccoiiieiiec e 10,09
CaSEINA....ccveee e 109
Al ..o, 15,09
H2O i 1.000 mL
PH. oo 72+0,2

GlICOSE....vviie et 404
Extrato de levedura............ccccovevvvenenee. 40¢g
Extrato de malte...........cccooveveevernnnnn. 10,0 ¢
AGAN i 20,0 ¢
H2O oo 1.000 mL
PH oo 72+0,2

Caldo Luria-Bertani (LB)

TrPtONA. ..o 10,0 g
Extrato de levedura...........ccccccovvevvnennne. 50¢9
NaCl. ..o 10,0 g
HoO oo 1.000 mL

o T 72402
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Agar Aveia (ISP-3) (Shirling & Gottlieb 1966)

YN I 20,0 g
Solucédo de elementos-traco.................. 1,0 mL
T S 18,0 g
H2O e 1.000 mL
PH oo 72+0,2

Preparo: Adicionar 20 g de aveia em 1.000 mL de &gua destilada em cozer por 20 minutos. A
mistura é filtrada em morim e o volume restaurado com agua destilada para 1.000 mL. Um
volume de 1,0 mL da solucdo de elementos-traco (abaixo) é acrescentado (esterilizada por
filtracdo e armazenada em refrigerador), o pH ajustado para 7,0 com NaOH. Apé6s o
acréscimo de 18 g de &gar, 0 meio é autoclavado por 20 minutos a 121°C.

Solucéo de elementos-traco (para os meios ISP-3, 4,5 e 7):

FeS04.7TH20......coiiiieiie e 0.1g
MNCI2.4H20.....cccoeeecieeeeeee e 0,19
ZNSO4.TH2O ..o 18,09
H2O oo 100 mL

Agar Amido-Sais Indrganicos (ISP-4) (Shirling & Gottlieb 1966)
Solucéo I:

Amido solavel...........ccccoevviiiiiennee, 10,09

KoHPO 4. oot 109
MQgSO4.7H20.....cooiiieieieeeee 109
NACH...ooo i 109
(NH4)2SO4u o 2,0¢g
CaCO3. it 2,09
Solucédo de elementos-traco.................... 1,0 mL
H2O i 500 mL
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AGA. ..o, 20,09

Preparo: A massa de amido, acrescentar uma pequena quantidade de 4agua destilada para
producdo de uma pasta. Em seguida, adicionar agua destilada para completar um volume de
500 mL. As solugdes I e 11 sdo misturadas e o agar é entdo adicionado.

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

L-asparagina.........c.cceeeeenenenenenennnnns 1049
Glicerol.......ccoovvviiiiiieee e 10,09
K2HPO4....coiiiiiii 109
Solucao de elementos-traco.................... 1,0 mL
Al ... 20,0 g
HoO oo 1.000 mL
PH. oo 72+0,2

Agar Ferro-Extrato de Levedura-Peptona (ISP-6) (Korn-Wendisch & Kutzner 1992)

PePtONa.....ccocvveiiiii e 15049
Proteose peptona..........cccocevevveriecrnnnn 5049
Extrato de levedura...........ccocevevvevnneennee. 1049
Citrato de amonio férrico.............ccocuo..... 059
KoHPO 4.t 059
Tiossulfato de sOdio.........cccccvevveieinnnne. 0,08 g
Al ... 20,0 g
H2O i 1.000 mL
PH. oo 72+0,2

Glicerol.......cccooviveiiiiieeee e 1509
I ] (01 [ - R 0549
L-asparagina.........ccceevereerenieneneseeieenan, 109
KoHPO oo 05¢9
NACH.....oo i 059
FeSO4.7TH20.....ccieeeee e 0,019

Solucéo de elementos-trago................... 1,0 mL



AGA. ..o, 20,09
HoO. oo, 1.000 mL
T 72402

Caldo 5006 modificado (Wink 2012)

SACAINOSE. . eiiiiie et 309
GlICOSE. ...t 15,09
Extrato de malte...........cccooevveieiiiieenne 109
Extrato de levedura............ccccovevvevvenenne 2090
TSB. e 5009
NACH....ooo i 0,01g
KoHPO4....ooiiiiice 0,59
FeSO4.7TH20.....coieiiceccecee 0,01¢g
MQSO4. 7TH20......cooiiiiiiieeeeeee 05¢9
H2O oo, 1.000 mL
PH e 72+0,2

Meio basal de tolerancia ao NaCl (Wink 2012)

Peptona Caseina.........cocerverveerereenennn. 10,0 g
Extrato de levedura............cccccoeevvenennne. 5090
Al ..o 18,0 g
1 S 1.000 mL
PH e 72+0,.2
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Preparo: Adiciona-se as seguintes concentragcdes de NaCl: 0%, 2,5%, 5,0%, 7,5% e 10,0%,

anterior ao ajuste de pH. Apos o acréscimo de 18 g de agar, 0 meio é autoclavado por 20

minutos a 121°C.

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

Extrato de levedura............cccoceveiveennne, 109
Extrato de Carne.........ccceveveevvcveeeeeeineen, 0,89
Bacto-casitona.........ccccveevvvcvvereeeiiiiee e 209
GlICOSE...cviiiii et 10,0 g
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e T 1.000 mL
L T 72+0,2

Meio para determinacéo da atividade proteolitica (Vieira 1999)

Solucéo I:

Caldo NUtriente.........ocveveeeivciine e 109
GlICOSE.....vvecieee e 0,89
AGAr. ..o 15,0 ¢
H2O oo 1.000 mL

Solucéo Il:
Leite desnatado.........ccccoeeeeeeeeeeee, 15mL
HoO ettt 1.000 mL

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

Meio de Sierra (Sierra 1957)

Solucéo I:

PePtONa.....ccoovviiiiiii i 10,0¢g
NACH....oo i 5049
CaCla. HoO..ovvvieee s, 0,19
H2O i 1.000 mL
PH. oo 72+0,2

Solugéo Il:
TWEEN 80...uvveeiiiiiiiieeeeeeeee e 01g
[ 11O T 1.000 mL

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

Agar Triptona (Goodfellow & Alderson 1979)

LI 010 o - TSP 20,09
NACH.....oo o 5049
Acido ribonucleico..........co.covveeeeereennn.. 309



e T 1.000 mL
L T 7.3

Agar Uréia (Korn-Wendisch & Kutzner 1992)

PePIONa.....ccoiviiiiiiii e 10¢9
GlICOSE....vviieiiciie e 1049
NACl....ooiiiiee e 5090
KHoPO4uoooiiiiiiiiiiiii 2,09
Vermelho de fenol...........cccccovvvvieiiiinenn. 0,0012 g
AN i 15049
HoO oo 1.000 mL
PH e 72+0,2
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Preparo: A uréia € acrescentada depois da autoclavagem do meio basal na concentracdo de

1,0% (m/v), ja esterilizada por filtrag&o.

Meio para determinacdo da hidrolise de acido arico (Vieira 1999)

GlICOSE.....vvecieeecece e 109
Extrato de levedura...........ccocevevvevnneennee. 1049
ACIHO UFICO. ..o 500
AGAN i 18,0 ¢
H2O oo 1.000 mL
PH oo 72+0,2

Agar Esculina (Williams et al. 1983)

ESCUliNG......ovveeeiiiee e 1049
Extrato de levedura............ccccovevveivennne. 3090
Citrato de amonio ferroso.............c......... 0,59
AGAr....oii 759
H2O oo 1.000 mL
PH. oo 72+0,2

Agar Nitrato modificado (Atlas 2005)
PepPtoNa......cccveiiiiie i 10,0¢g
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Extrato de carne.........cccevvvveevvvieeec v, 3090
Extrato de levedura............cccccvevevvenenne 2090
NACHL...oooo i 5049
ANt 6,09
HoO o 1.000 mL
PH e 7,2+0,2

Anexo IB — Solucdes reagentes e tampdes

Solucao de lugol (para revelacdo do teste de hidrolise de amido)

0o [o J 5049
lodeto de potassio.........ccceevvevevivereeennenn 10,0 ¢
H2O .o 100 mL

Preparo: Os reagentes sdo solubilizados em 10 mL de agua destilada e depois o volume é
completado para 100 mL.

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

|

Acido sulfanilico........cooveveceeeeeesenenn 80¢g
Acido aCEticoO BM.......ovoveveeeeeeeeeeen, 1.000 mL
|

Alfa naftilamina..........ccooeeiivieeeivcienn. 5049
ACido aCEticoO BM......cvvveeeeeeeeeeeeerns 1.000 mL

Tampéao EDTA (0,5 M; pH 8,0)

Acido etilenodiaminotetracético 18,612 g
(SN
HoO .o 80 mL*

Preparo: A solucdo deve ter o pH ajustado com aproximadamente 2,2 g de lentilhas de
NaOH. No final, o volume ¢ ajustado até 100 mL* com agua destilada.
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Tris-HCI (1 M)
TrHzMa base......ccccvveiiic 121 g

Preparo: Manter a solucdo em repouso a temperatura ambiente antes de ajustar o pH.
Transferir o volume de HCI concentrado de acordo com o pH desejado: 60 mL para pH 7,6 e
42 mL para pH 8,0. Completar para o volume de 4gua destilada de 1000 mL e autoclavar
(121°C por 15-20 minutos).

Tampéo Tris-EDTA (TE)

Tris-HCI (pH 7,6)..cccveiiiieeeee, 10 mM
=10] N (] 5 R 0) 1,0 mM
5] O 75
NaCl (5 M)

NACHL....oi i 29,29
H20 ultrapura.........ccccoeveviieiiinnnennne, 100 mL

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

Solucdes de lise alcalina (Sambrook & Russel 2001)

Solucéo |

Tris-HCI (pPH 7,4).cccceiiiiiiice, 150 mM
EDTA (PH 8,0)....ccveerveeeeeeeereneeneen, 10 mM
Solucéo 11

NAOH. ... 200 mM
SDS.. e 1,0 % (m/v)

Solucéo 11

Acetato de SOdI0..........cceverervrenirnnnn, 3,0M

Acido acético glacial (pH 5,0)............. 20M

Preparo: Acrescentar 80% do volume de agua ultrapura ao acetato de sodio. Apds

solubilizacéo, ajustar o pH com acido acetico glacial até completar o volume.



Tampéao de amostra

Azul de bromofenol...........cccoeeeeiiiiineens 0,5%
GlICErol......oooeiieic e, 50%
EDTA (pPH 8,0)...ccceeiieiecececeee e 100 mM

Tampéo Tris/Borato/EDTA (TBE) 0,5X

TrHZMA DASE. ..o, 10 mM
ACIdO DOFICO. ..o 90 mM
EDTA (PH 8,0)..ccccciciciiiiiciececee, 1,0 mM

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

Trizma base.......ccccceevvevvevecie e 242 g
Acido acético glacial............ccocouvuruennn. 57,1 mL
EDTA (0,5 M; pH 8,0)....ccvvrvrirerrrrnes 100 mL
H>0 destilada.........c.coovviveiniiiiicie, 1.000 mL

*Concentracao de uso: 0,5a 1,0X.
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ANEXO Il - Ficha de solicitacdo das amostras de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) da Colecdo de Culturas de Bactérias de Origem Hospitalar da
Fundacéo Oswaldo Cruz (CCBH/FIOCRUZ).

Winistério da Satide
FEOCRUZ
Fundagic Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

COLEGAO DE CUTURAS DE BACTERIAS DE INTERESSE EM SAUDE

DADOS SOBRE O SOLICITANTE

Nome do destinatéario: José Daniel Gongalves Vieira

Instituigdo de ensino/pesquisa: Instituicio: Instituto de Patologia Tropical e Satde Prblica — Universiadade
Federal de Goias / Lab. de Microbiologia Ambiental de Biotecnologia — Departamento de Microbiologia,
Imunologia, Parasitologia e Patologia

Endereco completo: Rua 235 — s/n — Setor Universitario / CEP: 74605050 - Goidnia — Géias

Telefone : (62) 3209 6108 Fax: (62) 320906363

DADOS SOBRE A CEPA E CARACTERISTICAS GERAIS

R;?: igtl-? Espécime Caracteristica da cepa 5=
ogs2 | ShapIiocacusy MRSA
aape | SEEe MRSA
76D || Al MRSA
gopr | Hheleeoas MRSA
L e s VRSA

Meio de cultivo recomendado: Tripticase Soy Agar

Temperatura de incubacgéo: 37C

Nivel de risco biolégico: NB 2

Forma de encaminhamento: ( X ) Cultura em tubo ( ) Cultura em placa () Frasco-ampola, contendo papel
de filtro impregnado com esporos liofilizados ( ) Papel de filtro impregnado com esporos em sistema de

embalagem de papel grau cirtdrgico lacrado.

OBSERVAGOES:

I3

*Onde 1-se “Sthaphylococcus aureus”, o correto é “Staphylocoocus aureus” (erro de digitacdo).



