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RESUMO

Actinobactérias sdo bacterias Gram-positivas formadoras de filamentos ramificados que se
destacam pela produgdo de metabolitos secundarios, como antimicrobianos, antitumorais,
fitohormonios e corantes naturais. Diante disso, este trabalho teve o objetivo de determinar o
potencial biotecnoldgico de actinobactérias da colecdo UFPEDA contra Candida spp. Para
avaliacdo da atividade biotecnoldgica, 32 actinobactérias foram testadas contra sete isolados
clinicos de Candida spp. utilizando diferentes meios de cultura para o crescimento (ALA,
ISP-4, AY, ISP-3) e temperaturas (37 °C ou 45 °C). No ensaio primario, foi evidenciada
atividade apenas quando as actinobactérias foram cultivadas em meio ISP-3 a temperatura de
37 °C. Dessas, apenas 2 linhagens (6,25 %) apresentaram atividade antifingica com halo de
inibicdo variando entre 11 mm e 18 mm. As duas linhagens produtoras de metabdlitos
secundarios com atividades antifingicas ndo apresentaram diferenca estatistica, por isso foi
selecionada a linhagem G24 por apresentar um pigmento na cor vermelha para dar
seguimento as analises. A fermentacdo da linhagem (G24) foi realizada para avaliar atividade
antifingica, biomassa e pH, durante 5 dias, utilizando diferentes meios (MPE, M1 e ISP-
3),sendo tais parametros monitorados a cada 24 horas. O melhor meio para producgéo de
metabdlitos secundarios foi ISP-3 fermentado durante 48 h em pH 7.0, sendo evidenciados
halos de inibi¢do de 13 a 18 mm e biomassa de 0,1 g/mL de meio. Estabelecidas as condicdes,
foi realizada a extracdo do principio bioativo, sendo evidenciada atividade apenas para
biomassa quando extraido em acetato de etila. A concentragdo minima inibitéria (CMI) do
extrato bruto variou de 125 pg/mL a 62,5 pg/mL para Candida spp testadas. Analise
Cromatografica do Extrato Bruto as fracbes semi-purificadas foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (CCD) sendo evidenciadas duas fragcdes, uma com
atividade antiflngica e outra um corante natural. As caracteristicas morfologicas do isolado
G24 foram analisadas por microscopia Optica, sendo observados esporos verticilados
pertencente ao género Streptomyces. O gene 16S rDNA foi amplificado e enviado para
sequenciamento, sendo identificada como Streptomyces sp. Diante destes resultados, podemos
concluir que a linhagem (Streptomyces sp), isolado da rizosfera de Caesalpinia pyramidalis
tul, do bioma Caatinga, apresenta uma significativa atividade antifungica e necessita de
estudos espectroscopios para caracterizacdo do composto bioativo e do corante.

Palavras-chave: Antifungico, CMI, Metabolitos bioativo, 16SrDNA.



ABSTRACT

Actinobacteria are forming Gram-positive bacteria of branched filaments that stand out for
the production of secondary metabolites such as antibiotics, antitumor, phytohormones and
naturias dyes. Given this, this study aimed to determine the biotechnological potential of
actinomycetes of UFPEDA collection against Candida spp. To evaluate the biotechnological
activity, 32 actinomycetes were tested against seven clinical isolates of Candida spp., Using
different culture media (ALA, ISP-4, AY, ISP-3) and temperatures (37 °© C and 45 ° C). In
the primary test, activity was detected only when the actinomycetes were grown in ISP-
medium 3 to a temperature of 37 ° C. Of these, only 2 strains (6.25%) showed antifungal
activity with inhibition zone ranging between 11 mm and 18 mm. Fermentation of strain
(G24) was used to evaluate antifungal activity, biomass and pH for 5 days, using different
media (MPE M1 and ISP-3), these parameters being monitored every 24 hours. The best
medium for production of secondary metabolites ISP-3 was fermented for 48 h at pH 7.0,
being evidenced inhibition zones 13 to 18 mm and biomass of 0.1 g / ml medium.
Established conditions, the extraction of bioactive principle has been performed and
demonstrated activity only when biomass extracted into ethyl acetate. The minimum
inhibitory concentration (MIC) of the crude extract ranged from 125 mg / mL to 62.5 mg /
mL for Candida spp tested. In chemical prospecting, semi-purified fractions were analyzed
by thin layer chromatography (TLC) was evidenced two fractions, one with antifungal
activity and one with a natural dye. The morphological characteristics of isolated G24 were
analyzed by optical microscopy, observed verticilados spores belonging to the genus
Streptomyces. The 16S rDNA gene was amplified and sent to sequencing, being identified
as Streptomyces sp. Given these results, we can conclude that the line (G24) (Streptomyces
sp), isolated from the rhizosphere of Caesalpinia pyramidalis tul, the Caatinga biome,
presents a significant antifungal activity and requires spectroscopes studies to characterize
the bioactive compound and the dye.

Key-words: Actinobacteria. Bioactive metabolites. 16S rDNA.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais estdo diretamente relacionados a diversidade quimica, pelo fato
dos micro-organismos estarem sujeitos a constantes interacGes metabdlicas e ambientais
podendo originar novos metabdlitos secundarios de importancia biotecnologica.

As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas com alto teor de guanina e citosina,
dentro desse grande grupo merece destaque o género Streptomyces, com elevada ocorréncia
no solo e sdo conhecidos pela sua importancia industrial, uma vez que sao considerados 0s
principais produtores de diferentes metabolitos secundérios, incluindo os antibidticos e
corantes naturais (SUBRAMANI; ALBERSBERG, 2012).

Metabdlitos secundarios desses micro-organismos tém sido alvos de inGmeras
pesquisas desde a descoberta da estreptomicina na década de 40. A maioria dos antibioticos
utilizados na clinica médica humana e veterinaria é produzida pelo género Streptomyces.
Dentre o0s antibidticos, destacam-se o0s grupos dos macrolideos, aminoglicosideos,
cefalosporinas, glicopeptideos e outros (CHATER, 2006).

Embora exista um grande nimero de farmacos os micro-organismos que podem
adquiri resisténcia, por isso € necessario e urgente a busca por novos metabdlitos secundarios
para controlar de forma mais eficaz e menos toxica estes patdgenos causadores de doencas.

Candida albicans € considerada a principal espécie do género Candida representando
cerca de 90% dos processos infecciosos de candidiase. Algumas caracteristicas, ou fatores de
viruléncia, sdo responsaveis pela patogenicidade de C. albicans como adesdo a substratos
inertes e bioldgicos, formacdo de tubo germinativo, variabilidade fenotipica e genotipica,
variabilidade antigénica e imunomodulacio do hospedeiro. (ALVARES et al., 2007). Esse
género engloba patdgenos oportunistas, que devido ao desequilibrio parasita-hospedeiro,
caracterizam-se por causar infecgdes superficiais a invasivas, expondo o0 paciente a serios
riscos. (VIRIATO,2014;CALDERONE, FONZE,2001).

Processos infecciosos resistentes a antibidticos ja existentes, estdo relacionados a
espécie Candida albicans, porém nos ultimos tempos infec¢des por outras espécies de
Candida ndo-albicans tem sido elevado. Dentre essas espécies se destacam C. kusei, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C.glabrata e C. gquilliermondii.(BASSETI et.al. 2006;
VIRIATO,2014).

Por outro lado, o interesse mundial na producdo de corantes naturais € bastante
elevado, devido a sérios problemas provocados pela industria de corantes sintéticos. Estes
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problemas estdo relacionados a reagdes alérgicas, efeitos toxicos (mutagenicidades e potencial
cancerigeno), intolerancias e ambiental. Corantes microbianos sdo uma alternativa por nao
apresentarem problemas de sazonalidade, baixa toxicidade e menos prejudicial ao meio
ambiente.

O nosso grupo de pesquisa vem investigando a diversidade de actinobactérias do
bioma Caatinga do Nordeste brasileiro, considerando que pouco se conhece sobre a
diversidade dessas bactérias neste habitat. E importante salientar que condicBes ambientais
extremas representem um local propicio e capaz de revelar a presenca de actinobactérias
produtoras de novas moléculas bioativas que sdo importantes para o controle de micro-
organismos resistentes. Portanto, esta investigacdo podera trazer importantes informacdes
sobre o potencial biotecnolédgico das actinobactérias isoladas do bioma caatinga.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Auvaliar o potencial biotecnoldgico de actinobactérias com relacéo a producéo de

metabdlitos bioativos e pigmentos.

2.2 Objetivos Especificos

o Selecionar actinobactérias produtoras de metabdlitos secundarios: antifingico e
pigmento;

o Avaliar a influéncia das condicbes de fermentacdo na producdo dos metabdlitos
secundarios;

J Determinar a concentragdo minima inibitoria do extrato bruto bioativo;

o Avaliacdo dos compostos secundarios presentes no extrato bruto;

o Identificar a Actinobactéria produtora do composto bioativo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Actinobactéria: Caracteristicas Gerais

A palavra actinomiceto, atualmente mais conhecida como actinobactéria, é derivada
do grego ““aktis” (trago) e “mykes” (fungo), sendo aplicada principalmente as bactérias que
apresentam uma organizacdo filamentosa, muitas vezes ramificada, formada por um micélio
vegetativo ou micélio aéreo. Esses micro-organismos também séo capazes de produzir cadeias
de esporos semelhantes aos conidios, de fungos o que os tornam muito semelhantes a estes
micro-organismos eucaridticos (LECHEVALIER; LECHEVALIER, 1967).

As actinobactérias compreendem um grupo de bactérias Gram-positivas,
apresentando parede celular formada por isémeros do acido diaminopimélico (LL-DAP ou
Meso-DAP), acido diamino lisina, acido diamino ornitina ou acido diamino butirico
(ANDERSON;WELLINGTON,2001;LECHEVALIER; LECHEVAILIER, 1967), além de
apresentarem crescimento lento (ARAUJO, 1998). Ha interesse cientifico, desde a década
passada, por seus metabolitos secundarios bioativos de importancia biotecnoldgica
(BALLAV;DASTAGER; KERKAR, 2012).

Taxonomicamente, as actinobactérias séo classificadas dentro do Filo e da Classe
Actinobacteria, que compreende 16 ordens, 43 familias, 201 géneros e centenas de espécies
que compartilham entre si 0 DNA com alto teor de guanina e citosina em seu DNA, como
relatado no Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (2012). A presenca dessas bases
nitrogenadas pode variar de 51% a mais de 70% em Corynebacterium e Streptomyces,
respectivamente.

Actinobactérias sdo micro-organismos cosmopolitas, ou seja, estdo distribuidos nos
mais variados ecossistemas, principalmente no solo. Esses micro-organismos vivem em sua
maioria como saprofiticos, executando um importante papel biolégico como o da reciclagem
de biomateriais, enquanto outros estdo em relacdo mutualistica ou parasitaria com plantas e
animais (GOODFELLOW; WILLIAMS, 1983).

Espécies de Actinobactérias podem apresentar reprodugdo por fragmentacdo das
hifas, como o género Nocardia, enquanto outros géneros apresentam conidiésporos ou
esporangidsporos, que sdo esporos assexuais. Os esporos resistem bem a dessecacédo, tendo
um grande valor na preservagdo da espécie, porém, ndo sdo muito resistentes a temperaturas

elevadas. Os esporos sdo formados quando ocorre escassez de nutrientes, podendo apresentar
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motilidade como ocorre no género Actinoplanes (EMBLEY; STRACKEBRABDT, 1994;
FLARDH; BUTTNER,2009).

As actinobactérias apresentam metabolismo variado e utilizam diferentes fontes de
carbono e energia diversificada com ocorréncia de exemplares heterotréficos ou
quimiotroficos (KENNEDY, 1999). Apresentam outras caracteristicas como: crescimento em
meio aerdbio, mesdfilo e pH neutro (GOODFELLOW; WILLIAMS, 1983). De acordo com 0
género, podem exibir diferentes micromorfologias, como coc6ide em Micrococcus, coco
bacilo em Arthrobacter, fragmentacdo de hifas em Nocardia spp. ou micélio ramificado e
cadeia de esporos altamente diferenciados como podem ser observado no género
Streptomyces (LETEK et al., 2012).

O género Streptomyces se destaca como um dos micro-organismos mais promissores
para producdo de diferentes classes de antibidticos, além de agentes antitumorais, produtores
de enzimas de importancia industrial.

3.2 Metabadlitos secundarios

O desenvolvimento dos micro-organismos no meio ambiente os leva a produzir
compostos que os auxiliam nas interagdes com outros seres vivos, como a producdo de
metabolitos diferentes, caracteristicas fisicas e quimicas, e na sobrevivéncia das espécies, em
diferentes habitat (EVANGELISTA-MARTINEZ; MORENO-ENRIQUEZ, 2007).

Para os humanos os beneficio trazidos pelos metabolitos secundarios sdo diversos,
sendo aplicado na industria farmacéutica, agroquimica e corantes.

3.2.1 Antibidticos

As actinobatérias sdo as maiores produtoras de antibidticos, destacando-se o género

Streptomyces como o principal produtor de metabdlitos bioativos. Na tabela 1.1, estdo
exemplificados alguns antimicrobianos obtidos por Streptomyces spp.



Tabela 1.1: Antimicrobianos produzidos pelo género Streptomyces spp.
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Segundo Vuillemin (1889) apud Ribeiro et. al. (2009), o antagonismo entre 0s seres
vivos se define como o processo natural de selecdo, onde um ser destréi o outro para
sobreviver. A definicdo de antibioticos foi proposta por Waksman (1942) como substancias
produzidas por micro-organismos vivos, para agir na sua defesa contra seus patgenos.
(CLARDY; FISCHBACH; CURRIE, 2009; TAVARES, 2001).

Os compostos bioativos podem ser utilizados por trés diferentes formas: a molécula
bioativa é produzida diretamente por fermentagdo; o produto da fermentacdo é usado como
material de partida para a modificacdo quimica subsequente (derivatizacdo); ou ainda, a
molécula é utilizada como composto protétipo para a sintese quimica. A composi¢do quimica
dos compostos bioativos de origem microbiana é muitas vezes complexa, incluindo
diversidades esterioquimica que, em muitos casos, torna dificil a sintese quimica (THOMAS
etal., 2011).

Segundo Liu et. al. (2010), dos metabdlitos bioativos obtidos a partir de micro-
organismos, 45% sao produzidos por actinobactérias, 38 % por fungos e 17% por outros
grupos de bactérias. Esses metabdlitos incluem compostos com diferentes atividades
bioldgicas, como: antibacteriana (CHAROENSOPHARA et al., 2008), antifingica
(OLIVEIRA et al.,, 2010), antioxidante (ZHONG et al., 2011), antiviral, antiparasitaria
(PIMENTEL-ELARDO et al., 2010), anti-inflamatdria, inseticida (EL-KHAWAGH,;
HAMADAH; ELSHEIKH, 2011) e citotoxica (SHAABAN et al., 2011).

O género Streptomyces € responsavel pela producdo de diferentes classes de
antibioticos como: clorafenicol, estreptomicina, eritromicina, neomicina, nistatina e
tetraciclinas, além de agentes antitumorais, aminoacidos e vitaminas (PETROVA; VLAHOV,
2006; SIVARAMKRISHNA; MAHAJAN, 2009).

Entre os anos de 1980-2000, houve uma reducdo na identificacdo de novos prototipos
de antibi6ticos, a0 mesmo tempo em que houve uma elevada incidéncia de resisténcia
bacteriana (GUIMARAES et. al.,2010).

O isolamento de novas estirpes de Streptomyces ao longo dos anos também tem se
tornando cada vez mais escasso e esse fato implica diretamente na descoberta de novos
antibidticos (CWALA; IGBINOSA; OKOH, 2011). Sendo este um dos motivos para
diminuicdo na producédo de novos medicamentos no mercado (SAGA; YAMAGUCHI, 2009).
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3.2.2 Corantes Naturais

As variagbes de cores encontradas na natureza sempre impressionaram e
encantaramas pessoas, 0 que levou ao interesse pela descoberta e isolamento de organismo
vivo, plantas e animais, que produzam corantes.

Os corantes naturais mais encontrados na natureza sdo extraidos de plantas e animais
0s quais sdo divididos em classes: tetrapirrol, tetraterpeno ou caroteno, flavondides,
antraquinonas e betalaina (JACOBSON;WASILESKI, 1994) como observado na tabela 2.1,
além de micro-organismos (DUFOSSE, 2006).Tabela 3.1.

Tabela 2.1 : Principais corantes naturais encontrados na natureza, extraidos de plantas e animais.

Classe Corante Cor Fontes de obtencéo
Tetrapirrol Clorofila Verde Folhas verdes
Tetraterpeno [-caroteno Amarelo Cenoura
Astaxantina Vermelho Microalgas, Salmao, Camaréo.
Bixina Vermelho Sementes de urucum
Flavonoide Luteolina Amarelo Frutas, flores e vegetais.
Cianidina Vermelho Frutas: cereja, morango, acai.
Antraquinona Acido Vermelho Inseto: Cochonilha
carminico
Betalaina Betanina Vermelho Beterraba

Fonte: Mapari et al., 2005

Tabela 3.1: Principais corantes naturais produzidos por micro-organismos

Molécula Cor Micro-organismos
Ankaflavia Amarelo Monascus spp. (fungo)
Astaxantina Vermelho-rosa Agrobacterium aurantiacum (bactéria)
Cantaxantina Vermelho escuro Bradyrhizobium ssp. (bactéria)
Rubrolone Vermelho Streptomyces echinoruber (bactéria)
Zeaxantina Amarelo Flavobacterium spp. (bactéria)
Licopeno Vermelho Blakeslea trispora (fungo)

Fonte: Dufossé, 2006.
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Segundo Aberoumand (2011) a quantidade disponivel destes corantes na natureza é
insuficiente para suprir as necessidades industriais atuais, fazendo-se necessario o uso da
producdo biotecnoldgica, a qual possibilita a obtencdo de corantes naturais em grande escala.

Contudo, a producdo biotecnolégica de corantes naturais utilizando processos
fermentativos de micro-organismos é o ponto de partida para a viabilidade econémica destes
corantes, por apresentar possibilidades de aprimoramento da producédo, como a utilizacédo de
substrato de baixo custo ou residuos industrias, pequenos espagos para producdo e além de
ndo ter limitacdes das condi¢bes ambientais. (Valduga et. al. 2009).

Além de produzir diversos antibiéticos, o género Streptomyces também vem sendo
estudado pela indUstria alimenticia e téxtil pela capacidade de produzir corantes naturais.

Zhu et.al ( 2011) conseguiram isolar da rizosfera de um tomateiro um Streptomyces
caeruleatus produtor de um corante azul escuro.

Chintapenta et. al. (2014) isolaram do delta do Godavari na india, de um mangue um
fungo Penicillium sp. produtor de corante vermelho.

Uma preocupacdo para a utilizacdo dos corantes naturais originadas de micro-
organismos é a dificuldade da aprovacdo pelos orgdos fiscalizadores, por exigirem Varios
testes toxicoldgicos.

3.3Género Candida

A levedura Candida pertence ao reino Fungi, classe dos basidiomicetos, familia

Cryptococcaceae, com ocorréncia de aproximadamente 200 espécies, dentre as quais merece
destaque Candida albicans como a mais recorrente como patdégeno humano (MALUCHE et
al.,2008).

Esse género apresenta ampla distribuicdo e ocorre em varios ambientes e alimentos,
além de se destacar como patdogeno humano (GUARRO et al.,1999;SIDRIM; ROCHA,2004).
S0 micro-organismos comensais que se tornam patégenos quando ocorre o desequilibrio na
relacdo parasito/hospedeiro (BRION et al.,2001;SIDRIM;ROCHA,2004).

O mecanismo de defesa do hospedeiro pode sofrer alteragdes causadas por doencas
degenerativas, imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e mudancgas fisioldgicas
(COLOMBO et al.,2003).

Segundo Soares et al.(2013), uma das preocupacbes no periodo neonatal € a
candidemia, infeccdo da corrente sanguinea ocasionada por Candida spp, principalmente
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entre recém-nascidos de muito baixo peso que, durante internacdo em UTIN (Unidade de
tratamento intensivo neonatal), sdo expostos a situagcdes que levam a ruptura das barreiras de
defesa constituidas por pele e mucosas.

A espécie mais associada aos processos de fungemia é Candida albicans, sendo uma
das principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos. Porém,
nos Ultimos anos, cerca de 30 a 40% das infeccdes estdo associadas a Candida nao-albicans,
como C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. guillermondii (BASSET] et al., 2006).

Desde a década de 50, o tratamento frente as infec¢Bes fungicas é realizado com
anfotericina B e os azélicos como fluoconazol e itraconazol. Apesar de mais vantajosos que a
anfotericina B, os compostos azolicos apresentam limitagdes como espectro de atividade,
toxicidade e desenvolvimento de resisténcia, principalmente nas espécies de Candidas ndo
albicans.Com essas limitagcdes, novos farmacos vém sendo desenvolvidos, entre eles 0s
triazdlicos,voriconazol e posoconazol e a classe equinocandina,caspofungina e micafungina
(SABLE et al.,2008).

Alteracbes no alvo molecular do farmaco, producdo de enzimas fldngicas que
degradam as drogas e uma reducdo na concentracdo intracelular do farmaco sdo mecanismos
moleculares envolvidos na resisténcia a antifdngicos. 1sso representa um sério problema,
porque 0s micro-organismos desenvolvem resisténcias a multiplas drogas (PEMAN et al.,
2011).

O aumento de espécies de Candida resistentes aos antifingicos representa um
enorme risco a saude publica, necessitando de medidas adequadas para controle de infecgdes.

3.4Resisténcia Microbiana

Nos ultimos anos, a incidéncia de infecgdes fangicas vem aumentando de forma
consideravel, pois o uso indiscriminado de antibidticos, usados em situacdes terapéuticas, vem
elevando o aparecimento de fungos e bactérias resistentes, provocando uma reducéo eficiente
dos mesmos, sendo necessarias outras intervencdes para obtencdo de novos farmacos com
aplicacdo médica (RIBEIRO; PINTO; PEDROSA, 2009).

O desenvolvimento de antimicético especificos para o patégeno é um desafio, pois 0s
fungos e seus hospedeiros sdo organismos eucariotos e possuem Vvarias vias metabolicas e
estruturas celulares comuns. Dessa forma, os agentes antifungicos que afetam as vias



24

metabdlicas dos fungos frequentemente afetam as vias correspondentes as células
hospedeiras, tornando-os toxicos.

Atualmente, as doencas infecciosas sdo uma das principais causas de morte no
mundo, representando 25% (13,3 milhdes). Segundo a Sociedade Americana de Doencas
Infecciosas (IDSA), cerca de 2 milhdes de infecgOes resistentes a drogas sdo relatadas a cada
ano, ocasionando aumento de custos para o sistema de salde (34 bilhdes de délares/ano)
(MAHAJAN; BALACHANDRAN, 2012).

A resisténcia as drogas antifingicas pode acontecer por mecanismos especificos,
como mutagdes nos receptores de captagdo do medicamento, diminuigédo do teor de ergosterol,
mutacdo génica e superexpressao de outros genes (RODLOFF et. al.,2011).

A superexpressao dos genes erg e gene ergll em C. albicans pode ser causada pela
mutacdo de ativacdo no seu regulador Upc2 (DUNKELET al., 2009), aumentando a
resisténcia das células a diferentes azdis e também a medicamentos que agem sobre outras
etapas na via da biossintese de ergosterol, como a terbinafina (uma alilamina) inibidora da
enzima esqualeno-epoxidase (MORSCHHAUSER, 2009).

Neste sentido, a selecdo de espécies microbianas é um aspecto importante, uma vez
gue nédo existe uma fonte notavel para a producdo de metabdlitos secundarios estruturalmente
diversos que apresentam atividade bioldgica de relevancia farmacéutica (BERDY, 2005).

Contudo, os problemas de resisténcia, a sensibilidade do paciente e incapacidade de
controlar certas doengas infecciosas tem dado um impulso para a busca continua de novos
antibioticos em todo o mundo (ARASU, 2009).

3.5 Técnicas quimica para identificacdo dos Metabolitos Secundarios

A descoberta e identificacdo de compostos quimicos € um grande desafio na
bioprospeccdo de novos farmacos. Isso € possivel se houver a interacdo da
multidisciplinaridade entre a quimica e a biologia para chegarmos ao produto desejado com
caracteristicas importantes para a indudstria biotecnologica.

Com o progresso das técnicas cromatogréficas de isolamento (LC-MS, LC-RMN,
HPLC-UV-VIS, entre outras) e técnicas de identificacdo espectrométricas (RMN uni-
bidimensionais, Cristalografia de Raio-X e Massa) houve um aperfeicoamento na
caracterizacdo quimica de novos metabdlitos secundarios, aumentando em escala exponencial
a quantidade de novos compostos (BEDY'S, 2005).
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A melhora da sensibilidade desses aparelhos tornou possivel realizar a elucidagéo de
novas estruturas quimica com quantidades minimas do composto alvo. Porém, algumas
caracteristicas podem dificultar o isolamento e a identificagdo desses compostos, por
exemplo, a solubilidade em &gua, esterioguimica e a sua estabilidade. Além disso, talvez o
maior desafio para a quimica de produtos naturais seja a produgdo em escala industrial que
permita a obtengdo destes compostos a custos acessiveis. Diante disto, o interesse em micro-
organismos como fonte de compostos naturais, por ser de origem ecologicamente e
economicamente viavel, e com abordagem sistematica na manipulagdo genética das linhagens
chamadas de OSMAC (uma cepa - muitos compostos) pode aumentar o rendimento e
diversidade de compostos (HOFS et al., 2000; BODE et al., 2002; CHRISTIAN et al., 2005;
SCHERLACH; HERTWECK 2006).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecéo e Reativagdo dos Micro-organismos

Foram utilizadas 32 linhagens (Tabela 4.1) de Actinobactérias isoladas de diferentes
amostras da rizosfera da planta catingueira (Caesalpinia pyramidalis tul.) da Caatinga,
pertencentes a Colecdo de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos da UFPE
(UFPEDA). As actinobactérias foram transferidas para tubos de ensaio contendo meio ISP-2
liquido (Anexo A), cultivadas sob agitagdo 160 rpm por cinco dias . Apods esse periodo, foram

semeadas em placa de Petri contendo os meios ALA e ISP3 (Anexo B e C) e incubadas por

mais cinco a dez dias, a 30°C e/ou 45°C, dependendo da temperatura de isolamento.
Posteriormente, foi realizada a analise da micromorfologica de cada linhagem utilizando a
técnica de Shirling e Gottlieb (1966) para confirmacao e identificacdo das mesmas a nivel de
género.



Tabela 4.1 - Actinobactérias selecionadas para realizacdo da atividade antifingica.
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Cddigos Cddigos Cadigos Cadigos
CAO03 CA 15 CA 26 CB 04
CA04 CA 16 CA 29 CB 06
CAO05 CAR 13 CA 32 CB11
CA09 CA 17 CA35 CB12
CA10 CA 22 CA 39 CB 13
CA12 CA 23 G24 CB 17
CA13 CA24 G27 CB 18
CA 14 CA 25 CB 02 CB 19

4.2 Micro-organismos Testes

Seis isolados clinicos de Candida spp provenientes da UTI neonatal, cedidos pela
Colecdo- URM do Departamento de Micologia- UFPE, e a C. albicans UFPEDA 1007 foram
utilizados nos testes antimicrobiano (Tabela 5.1). As culturas foram reativadas sob agitacédo
(200 rpm) em meio Sabouraud liquido — SAB (Anexo D), 30° C, por 48 horas. Apo6s 0
periodo de incubagdo, foram semeadas em meio SAB sdlido e posteriormente estocadas sob-

refrigeracéo, para realizacdo dos testes de antagonismo.

Tabela 5.1: Isolados clinicos de Candida spp da Micoteca URM - UFPE

Registro URM

Espécies

6401
6403
6431
6395
6392
6281

Candida albicans

C.guilliermondii
C.parapsilosis
C.albicans
C.glabrata

C.pelliculosa
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4.3. Determinacdo da Atividade Antifangica

4.3.1 Ensaio Primario em Meio Sélido

Foi realizada uma suspenséo de esporos (108 UFC/mL) das actinobactérias e 100 pL

foram espalhadas com a alga de Drigalki nos meio ALA, ISP3, ISP4, AY (Anexo E) e

cultivadas por 5 dias a 37° C e/ou 45°C, para obtencdo de um crescimento em forma de
tapete. Em seguida, blocos de gelose de 8 mm de didametro foram removidos para realizacdo
do teste. As placas foram previamente semeadas com 0 micro-organismos teste numa

concentracdo de células padronizadas, 108 UFc/imL (analise da densidade Optica num

comprimento de onda de 600 nm), segundo a CLSI (2008). Os blocos de gelose de cada
actinobactéria foram colocados sobre essas placas e incubados por 24 horas a 37° C e 45°C
(Figura 1.1). Os resultados foram determinados pela medida dos diametros dos halos de
inibicdo (mm). Os testes foram realizados em triplicata (ICHIKAWA et al. 1971).

Figura 1.1 - Esquema do teste antimicrobiano do ensaio em bloco de gelose (Bernardo, 2012).
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4.3.2Ensaio Secundario em Meio Liquido

O ensaio secundario teve como objetivo avaliar o melhor tempo e producdo de
metabdlito bioativo através da fermentacdo em diferentes meios de cultura. Com isso, foi
selecionada a linhagem que apresentou a melhor atividade antimicrobiana no ensaio primario.

No pré-inoculo, a linhagem foi cultivada em Erlenmeyrs de 250 mL contendo 50 mL
dos meios liquidos MPE (Anexo F), M1 (Anexo G) e ISP 3 (Anexo C), os quais foram
mantidos sob agitacdo ( 200 rpm) a 37° C por 48 horas. Em seguida, 10% (v/v) do pré-inoculo
foram transferidos para Erlenmeyers (250 mL), contendo 50 mL dos meios liquido para
realizacdo da fermentagéo.

A cada 24 horas de cultivo, aliquota (1 mL) do mosto fermentado foi retirado para
avaliar pH, biomassa e atividade antimicrobiana frente aos micro-organismos teste que se
apresentaram sensiveis no bloco de gelose. Cada aliquota foi centrifugada (12.000 rpm por 5
min.) para separar o liquido metabolico da massa celular e discos de papel de 10 mm de
didmetro foram umedecidos com 50 pL do liquido fermentado e, em seguida, transferidos
para placas de Petri contendo 10 mL dos meios de cultura (SAB) especificos que foram

previamente semeados com 100 uL. de suspensdes padronizadas de cada micro-organismos
teste (108 UFC/mL), conforme descrito no item 4.2. Em seguida, as placas foram cultivadas a

37° C por 24 horas. O teste foi realizado em duplicata e os resultados determinados pela a
média aritmética dos didmetros dos halos de inibicdo em milimetro (figura 2.1) (BAUER et
al., 1966).



Figura2.1 : Esquema da fermentacdo e do teste de difusdo em disco(BERNARDO, 2012).
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4.4Analise Estatistica

Os testes estatisticos em relagdo a atividade antimicrobiana, frente a diferentes

micro-organismos patogénicos, foram realizados visando a selecdo da linhagem com maior

potencial de inibicdo. A analise de variancia (p<0,05) e o teste de Tukey (5%) foram

realizados de acordo com Bluman (2001) no programa Excel 2010 e Minitab versdo 15.

4.5 Extragdo dos Metabolitos secundarios

4.5.1 Extracdo dos Metabdlitos secundérios da Massa Celular

A massa celular foi tratada com acetona, acetato de etila e etanol em gradiente de

polaridade, para extracdo do principio ativo (Fig. 3.1). A cada 1 g de peso umido da massa

celular foram adicionados 10 mL de cada solvente e colocado sob agitacdo durante 20 min.

para extracdo dos Metabdlitos secundarios presentes na biomassa. Em seguida, 0 material
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obtido foi centrifugado a fim de separar a fase liquida (solvente) da fase solida
(biomassa).Discos de papel de (10 mm) foram embebidos com 50 uL dos liquidos extraidos e
realizado o ensaio antimicrobiano conforme descrito anteriormente (item 4.3.2).

4.5.2 Extragdo dos Metabdlitos secundérios do Liquido Metabdlico

Para a extragdo dos metabdlitos secundarios do liquido metabdlico (Fig. 3.1) foram
usados os seguintes solventes: ciclohexano e acetato de etila na, propor¢do de 2:1 (v/v), em
gradiente de polaridade, sendo colocados sob agitacdo por 20 minutos. Posteriormente, o
liquido resultante é deixado em repouso em funil de separagdo para observar e separar as duas
fases obtidas, a fase organica e fase aquosa. Em discos de papel de (10 mm) foram adicionado
50 uL dos liquidos extraidos e foi realizado o ensaio antimicrobiano conforme descrito

anteriormente (item 4.3.2).
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Figura 3.1: Fluxograma da extracdo do principio ativo da linhagem G24 (Streptomyces sp)
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4.6 Atividade Antimicrobiana dos Extratos

Os metabolitos bioativos presentes na biomassa foram utilizados para determinacéo
da concentragdo minima inibitéria (CMI), analise cromatografica e bioautografia das fracdes
frente aos isolados clinicos (Tabela 2.1).

4.6.1 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria

A CMI foi realizada por meio da técnica de microdiluicdo, em placa de multipocos
com 96 pocos. Nesse ensaio, foram distribuidos volumes de 180 puL de meio liquido
Sabouraud na coluna 1 e 100 pL nas demais colunas e, em seguida, adicionados mais 20 pL

do extrato (1000 pg a 0,48 pg ) nos pogos da coluna 1 e realizada a microdilui¢do até a coluna

12 (A — C), ja nas linhas D, E e F foram adicionados 20 uL de Anfotericina B (128 pg a
0,0625 pg ), como substancia padrdo. Na linha H correspondem aos controles, os pogos 1 a 3
trata-se do controle negativo (apenas 0 meio de cultura), nos pocos 5 ao 7 controle positivo e
nos pogos 9 ao 11 controle do solvente adicionou-se 10 pL da suspensdo mais 10 pL do
solvente DMSO (dimetilsulfoxido). Os pocos de 1 a 12 (A - F),controle positivo e o controle
do solvente foram inoculados com 10 puL da suspensdo microbiana padronizada. O ensaio foi
realizado em triplicata para cada micro-organismos teste. As microplacas foram cultivadas a
37° C por 48h.

Ap0s o cultivo, foram adicionadas 15 pL da solucdo reveladora de resazurina sodica
a 0,01% e incubadas por 2 h, para observar a alteracdo colorimétrica pela mudanca de azul
para rosa. A CMI foi definida como a menor concentracdo do agente antimicrobiano que inibe
parcialmente o crescimento dos micro-organismos teste.

A concentragdo minima fungicida (CMF) foi determinada pelo semeio dos pogos
azuis em placas de Petri contendo o meio sélido Sabouraud. As placas foram incubadas a 37°
C por 24h e observado qual concentra¢do ndo apresentou crescimento dos micro-organismos
teste.

4.6.2 Analise Cromatografica do Extrato Bruto Biologicamente Ativo

A andlise foi realizada em cromatografia em camada delgada (CCD) em
cromatofolhas de aluminio Silica Gel 60 F254 (Merck). Aliquotas de 10 pL do extrato bruto
em acetato de etila da linhagem ativa foram aplicadas nas cromatofolhas (5x5 cm) e utilizado
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como eluente acetato de etila : ciclohexano em diferentes proporgdes, para verificar o
comportamento cromatografico do extrato bruto bioativo (Figura 4.1).

Os cromatograma foram revelados com vapores de I2 (revelador universal), lampada

UV, anisaldeido/acido sulfdrico e Dragendorf, para identificar as principais classes de
compostos presentes no extrato bruto. O I2 complexa-se com compostos insaturados, de modo

que placas que os contem, ao serem colocadas em uma camara contendo cristais de iodo,
apresentam pontos amarronzados. Compostos UV-ativos, aparecem como manchas escuras
em fundo fluorescente, quando a placa € iluminada com lampada de luz ultravioleta. O
revelador anisaldeido/acido sulfurico, permite detectar esterdides, prostaglandinas,
carboidratos, fenois, glicosideos, terpenos, antibioticos (macrolideos e tetraciclinas) e
micotoxinas — tricotecenos. Dragendof permite detectar compostos nitrogenados como
alcaldides (Wall, 2005; Jork, Funk, et al., 1990) .

Figura 4.1: Esquema da cromatografia em camada Delgada. (Silva,2013. Modificado)

Cromatoplaca de silicagel

B A—
1cm

Frente de migragdo A: Extrato Brutoda —

Linhagem G24 [: —

A l

/

!

Ponto de aplicacdo
fem

T0UL (10 my/ mL) de cada extrato

Fase movel: Acetato de Etila : Ciclohexano
(2:3vh)

4.6.3 Bioautografia

A fragdo antimicrobiana foi determinada baseando-se na técnica de Bioautografia em

CCD (SRIDHAR et al., 2003; SCHER et al., 2004). Foi aplicado 1uL do extrato bruto obtido
no item 4.5.2 em placa de silica gel 60 F254 (Merck),em acetato de etila:ciclohexano (3:7)
v/v. Apds a corrida cromatografica, foi realizada a revelacdo biologica aplicando sobre a placa
0 meio de cultura SAB fundido, inoculado com uma suspensao de C. parapsilosis URM 6431
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com densidade de 0,5 na escala de Mac Farland e incubada a 37°C por 24 horas. A fracdo
onde foi evidenciada a presenca de um halo de inibicdo frente ao micro-organismos teste foi
denominada de fracdo ativa (Figura 4.1). Esta fracdo foi analisada por espectroscopia de

massa.

Figura 5.1: Esquema da metodologia da bioautografia (Silva, 2013, Modificado).

- - ) ~ ' ®
: :
- 100 Agitador
J J , ¥
10 mL :. L2
10 mL ‘ |
| / Bioautografia
Suspencio de Céndida parapsilosis  Meio SAB semi- solido Meio SAB semi- + suspensio .
URM 6431 solido l37 Ci24h

37°C/ 2h

@ -~

Observagéo dos halos de
inibicdo e célculo do Rf

4.7 Analises dos metabdlitos secundarios por CG-MS.

Os espectros de massas foram registrados utilizando aparelho Cromatografo Thermo
Trace 1300 ISQ Series Single Quadrupole CG-MS Systems da Central Analitica do
Departamento de Quimica Fundamental-UFPE.

4.8 ldentificacdo das Actinobactérias

4.8.1 Microcultivo

Para observacdo da micromorfologia, cada linhagem foi cultivada pela técnica de
microcultivo em placa a 30 ou 37° C, segundo técnica de Shirling e Gottlieb (1966), que
consiste em inocular o micro-organismos com o auxilio de uma alca de platina em formato de
L contendo o meio de cultura solido. Em seguida, inserir laminulas com inclinacdo de 45°
sobre 0 meio de cultura, de forma a induzir o crescimento do micélio aéreo sobre a laminula

para observacdo microscépica em objetiva de 40x ap6s 12 a 20 dias.
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4.8.2 Caracterizacdo Molecular

A linhagem que apresentou atividade antifingica foi escolhida para identificacéo
molecular em nivel de espécie.

4.8.3 Extracao de DNA Total

A extracdo de DNA foi realizada a partir do cultivo em meio liquido ISP-2 por 24
horas a 37° C com agitagéo de 150 rpm, seguindo a metodologia de Sambrook et al. (2012).
Aliquotas de cada cultura foram centrifugadas para obtencdo da biomassa que foi tratada com
1,5 mL de tampédo TAS (Anexo H) e centrifugada a 12000 rpm por 15 min. A biomassa foi
novamente ressuspendida em 300 puL de TES, 24 uL de lisozima (40 mg.mL'l), 3 uL de
RNAse e colocada em banho-maria a 37° C por 30 min. Em seguida, foram adicionados 150

uL de SDS 10% (Anexo G) ¢ 5 uL de proteinase K (150 pg/mL) e colocadas no banho-maria
a 60° por 60 min. Apos esse procedimento, centrifugou-se as amostras a 12000 rpm por 5
min., em seguida, transferiu-se aproximadamente 600 uL do sobrenadante para outro tubo. A
cada sobrenadante foram adicionados 300 pL de acetato de potéassio (3M, pH 5,2) ¢ 0,6 V de
isopropanol (P.A.),seguindo da centrifugacdo da amostra a 12000 rpm por 10 min. os
sobrenadantes foram descartados. Foram adicionados 400 uL de etanol (70%) aos pellets e
centrifugados por 3 min a 12000 rpm. O sobrenadante foi descartado e, ap6s secagem do
pellet, foram adicionados 50-100 pL de tampao TE (Anexo J) sendo posteriormente
centrifugado por 3 minutos a 12.000 rpm

A integridade do DNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose a
1,0%, utilizando 1pL de tampao de amostra, 3,0 uL do syber e 5 uL das amostras de DNA.

4.8.4 Reacdo de Amplificacdo do DNA

A amplificacdo foi realizada por meio da técnica de PCR, utilizando
oligonucleotideos universais para Eubacteria 27F (5’-GAG TTT GAT CCT GGC TCA G-3°)
e 1492R (5’-TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT-3") (HEUER; SMALA, 1997). A reacao

foi composta por 1u L de DNA (de 50 ng.mL'l), 2 uLdNTPs (2,5 mM), 0,5 uL primer 27F
(100mM), 0,5 pL primer 1492R (100mM), 1,5 pL da solugdo de MgCl2 (50mM), 2,5uL de
tampao (Buffer 10X), 0,8uL DMSO (P.A.), 0,35 uLTaq DNA Polymerase e 16,55 pL de agua

Milli-Q com volume final de 25 pL para a reag@o. As condi¢des do termociclador foram
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desnaturacdo inicial 94° C por 4 min, 35 ciclos de desnaturagdo a 94° C/s, anelamento a 55°
Cls, extensdo a 72° C/min. e extenséo final a 72° C/s. (KIM et al., 1996).

A amplificacdo do DNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose a
1,2%, utilizando 1pL de tampao LB (4:1), 3uL. de Syber e luL das amostras de DNA

amplificado. O material foi enviado para sequenciamento pela empresa Macrogen DNA
Sequencing Service-Korea.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio Primario em Meio Sélido

A atividade antimicrobiana foi realizada pelo método semi-quantitativo (bloco de
gelose). Esse teste permite que o metabdlito secundario presente no bloco de gelose se
difunda pelo meio de cultura, impedindo o crescimento dos micro-organismos, que pode ser
visualizado pela formacdo de um halo de inibicdo. O teste permitiu selecionar as
actinobactérias com maior potencial antimicrobiano para a realizacdo do ensaio secundario
(Figura 6.1).

Figura 6.1 — Halo de inibicdo do bloco de gelose das actinobactérias G24 (1) e G27 (2) testadas (A) Candida
albicans (6401), (B) C.guilliermondii(6403), (C) C.parapsilosis(6431)e (D) C.glabrata (6392).

O ensaio primario mostrou que das 32 linhagens de actinobactérias testadas, 2
linhagens (6,25 %) apresentaram atividade contra as sete leveduras, apresentando halos de
inibicdo variando de 11 a 18 mm de diametro (Figura 6.1), enquanto 30 linhagens que
corresponde a 93,75% ndo apresentaram atividade antimicrobiana. Quando avaliada a
influéncia da temperatura na producdo do metabdlito secundario, foi observada atividade
apenas de duas actinobactérias cultivadas a 37 °C, ndo sendo evidenciada atividade na

temperatura de 45 °C.

O meio de cultura ISP3 foi o Unico meio que proporcionou a producdo de
metabdlitos bioativos. As médias dos halos de inibicdo da atividade antifungica das 2
actinobactérias contra 0s 7 micro-organismos teste estdo representados na tabela 6.1 (A e B).



Tabela 6.1: Médias dos halos de inibigio (em milimetros) no ensaio primario das linhagens G24 (A) e G27

(B).
A

Micro-organismos teste

Médias /Desvios

6403- C.guilliermondii
6392- C.albicans
6395- C.albicans
1007- C.albicans
6431- C.parapsilosis
6281- C.pelliculosa
6401- C. albicans

16 £0,82
16,3 £ 0,47
16 £0,82
17+0,14
12,3+251
11,66+ 0,57
13+1

Micro-organismos teste

Médias/ Desvios

6403- C.guilliermondii
6392- C.albicans
6395- C.albicans
1007- C.albicans
6431- C.parapsilosis
6281- C.pelliculosa
6401- C. albicans

16,3 +0,82
16,3 £ 0,47
15+0,82
15,7+1,41
15+251
12+0
11,33+ 1,52

Oskay (2009) testou a atividade antimicrobiana de 16 linhagens de Streptomyces

contra leveduras, sendo evidenciada atividade apenas para 18,75% das linhagens com halos

de inibicdo entre 12 a 28 mm.
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Vaérios trabalhos relatam que a composicdo do meio de cultura, temperatura e

condigdes de cultivo influenciam na producdo dos metabdlitos secundarios (SHAHAT et. al.,

2011; NONOH et. al, 2010). No presente trabalho as actinobactérias quando cultivadas no

meio ISP3, um meio com poucos nutrientes (Aveia e Solucdes de tracos de sais), teve uma

acentuada inibigdo dos micro-organismos teste quando comparado com outro meio como o

ALA, composto por glicerol e glicose, além de parametros fermentativos como tempo, pH,

temperatura.

Pesquisas realizadas com amostras do solo de varios ambientes extremofilos tém

demostrado um grande percentual de actinobactérias com atividade antimicrobiana. Choiet.al.
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(2011) coletaram do solo das montanhas de Gyebang na Coréia, actinobactérias com ampla
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas, negativas e leveduras.

Azuma (2011) nos seus estudos na regido entre-marés da ilha do mel no Parand,
isolou 116 actinobactérias, mostrando que 84 delas (72%) apresentaram atividade contra C.
albicans, S. aureus e E. coli.

Diversos trabalhos relatam a importancia de se estudar as actinobactérias pelo seu
potencial antimicrobiano, destacando-se o0 género Streptomyces com uma grande capacidade
de producao de metabolitos secundarios, tais como antiflngicos, antivirais, antitumorais, anti-
hipertensivos, agentes imunossupressores e os antibiéticos (PROCOPIOet al., 2012).

As duas linhagens de actinobactérias (G24 e G27) avaliadas neste estudo,
apresentaram atividade antifingica, contudo foi verificado que ndo existe diferenca
significativa estatisticamente entre elas. Por isto a linhagem G24 foi escolhida para a etapa
posterior, 0 ensaio secundario, por apresentar um pigmento vermelho.

5.2Ensaio Secundario

O ensaio secundario foi realizado a fim de determinar as melhores condi¢ées como o
melhor meio de cultura, tempo e pH, para a producdo de metabolitos secundarios pela
actinobactéria G24 (Apéndice A, B e C).

A linhagem G24 apresentou melhor atividade antifungica no meio ISP3, com 48
horas de fermentacdo, apresentando halos de inibicdo maiores que 15 mm de didametro para
todas as leveduras testadas (apéndice). O pH nesse meio de cultura variou entre 6 e 7,
apresentando em 48 horas pH 7. A producgéo de biomassa no meio ISP 3 foi de 0,41g/ml (peso
seco) em 120 horas de fermentagéo.

Cunha et. al.(2009) realizaram a fermentacdo de uma bactéria endofitica nos meios
ISP-2, MPE e M1 e observaram que 0 meio de cultura ISP-2 teve uma melhor producédo de
metabolitos secundarios contra o B. subtilis, com halos de inibigdo superiores a 20 mm de
didmetro.

Fator que pode influenciar na producdo de metabolitos pode estd relacionado com
deficiéncia ou auséncia de componentes importantes para o crescimento como: fonte de
carbono, Nitrogénio, potassio, fosforo, enxofre, solucéo de tracos de sais e oxigénio.
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No nosso estudo a producdo de metabolito secundario foi no meio ISP 3, onde sua
Unica fonte de carbono é a farinha de aveia, causando um estresse pela limitacdo e
confirmando a maior producéo de metabolitos em menor tempo.

5.3Extragdo dos metabolitos ativos

5.3.1Extracdo do Metabolitos Secundarios - Biomassa e Liquido Metabdlico

A extracdo dos compostos bioativos foi realizada segundo esquema apresentado na
figura 3.1. Os extratos brutos da biomassa e do liquido metabdlito foram testados contra a
linhagem C. guilliermondii (6403), como observados na tabela 7.1.

Tabela 7.1: Resultados dos halos de inibi¢do, em mm, dos extratos brutos da biomassa (A) , obtidos a partir da
extracdo com diferentes solventes e pHs, contra o isolado clinico Candida guilliermondii (6403).

A

Biomassa Halo de inibi¢do do extrato fermentado por 48 h (mm)
pH 2 pH 7 pH9
Acetona - - -
Acetato de etila 16 16 15
Etanol - - -

Os resultados observados na tabela 7.1 mostram que o acetato de etila conseguiu
extrair os metabolitos bioativos da biomassa da linhagem G24, uma vez que inibiu o
crescimento do micro-organismo teste com halo de inibigdo acima de 15 mm de diametro.
Com relacdo a tentativa de extracdo dos metabdlitos bioativos do liquido metabdlico, ndo foi
observada nenhuma atividade microbiana.

Nguyen et al. (2013), em seu estudo sobre producdo de metabolito antifngico de

Streptomyces griseus H7602, conseguiram extrair o principio ativo da biomassa com acetato
de etila. No presente estudo, o extrato bruto da linhagem G24, extraido com o mesmo
solvente, exibiu atividade antimicrobiana significativa para as linhagens de Candida testadas.

Hui et al. (2014) determinaram como melhor solvente para extracdo do metabdlito
bioativo o acetato de etila e foi observada a presenca de um novo composto produzido pela
espécie  Streptomyces  griseorubercom  atividade para  Fusariumoxysporum e
Rhizoctoniasolani.Fato semelhante também foi evidenciado por Vartak et al. (2014) que
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conseguiram extrair um metabolito secundario, com atividade, da linhagem Streptomyces sp.
MTCC 5680 com acetato de etila.

O solvente acetato de etila foi utilizado por consegui dissolver um grande nimero de
substancias tais como gorduras, 6leos e resinas. Desse modo, o acetato de etila mostrou ser
um solvente eficaz para extracdo de metabdlitos bioativos produzidos por diferentes espécies
de actinobactérias, e os resultados desses estudos sdo descritos na literatura (ARASU et al.,
2009; VIMAL; RAJAN; KANNABIRAN, 2009).

5.4Atividade Antimicrobiana do Extrato

A determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) do extrato bruto em
acetato de etila da biomassa da linhagem G24, foi avaliada com valores de CMI igual ou
abaixo de 125 pg/mL.

Choi et. al. (2012) verificaram que o extrato bruto em acetato de etila do

Streptomyces sp. BCNU 1001, isolado do solo das montanhas de Gyebang, Coréia,
apresentou uma CMI de 125 pg/mL para C. albicans, resultado este semelhante ao obtido no
nosso trabalho.

O extrato bruto em acetato de etila da biomassa apresentou valores da concentragédo
minima fungicida (CMF) igual ou inferior a 250 pg/mL para todas as linhagens.

Apesar da anfotericina B ser um dos antifungicos mais antigos e seu emprego
restringir-se quase que exclusivamente a administragdo sistémica, ainda hoje, é consideradaa
droga de referéncia para o tratamento da maioriadas infecgdes fungicas, por esse motivo foi
utilizada com padrdo para todos os micro-organismos teste, utilizando a concentragdo de
0,031pg/mL sendo inibidas todas as linhagens testes.
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Tabela8.1: Determinacdo da CMI do extrato da biomassa de acetato de etila da linhagem Streptomyces

sp (G24).

Micro-organismos teste CMI e CMF do extrato Bruto
(Mg/mL)

CMmI CMF
Candida albicans (URM 6395) 62,5 125
C.guilhermondii (URM 6403) 125 250
C. albicans (URM 6401) 125 250
C. parapsilosis (URM 6431) 125 250
C. pelliculosa (URM 6281) 125 250
C. glabrata (URM 6392) 62,5 125
C. albicans (UFPEDA 1007) 125 250

Vartak et al. (2014) isolaram um novo composto da linhagem Streptomyces MCTT
5860, isolado das regides montanhosas de Himachal Pradesh, na india, e obtiveram uma CMI
de 32 pug/mL para C.albicans, além de atividade frente a fungos filamentosos.

Os valores de CMI do extrato obtido no nosso trabalho séo bastante promissores e
novos estudos estdo sendo conduzidos a fim de purificar e identificar o composto.

5.5 Analise Cromatografica do Extrato Bruto Biologicamente Ativo

O extrato de acetato de etila da biomassa da linhagem (G24) foi submetido a
cromatografia em camada delgada (silica gel 60) para verificar a presenca de metabolitos
secundarios presentes no extrato de acetato de etila, foi observada 7 fragdes ( quando
reveladas na cdmara com lampada UV) , entre estas fracGes havia 2 fracdes que conseguiram

ser reveladas com vapores de iodo, como pode ser observado no cromatograma apresentado

na Figura 7.1.
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Figura 7.1: Perfil cromatografico do extrato bruto da linhagem Streptomyces sp (G24) . Fase movel:

-ciclohexano: acetato de etila (1:1v/v). Revelacdo em I2.

——— Rf=094

— 'Rf=0,65

O extrato bruto de acetato de etila da linhagem (G24) foi submetidas a fracionamento
por cromatografia em coluna de silica gel (figura 8.1). O sistema de eluicdo utilizado foi
ciclohexano : acetato de etila P.A. (1:1 v/v). Foram coletadas 40 fracdes, as que apresentaram
perfil quimico semelhante foram reunidas, secas & temperatura ambiente, para calculo de
rendimento, e posteriormente, foram submetidas a revelac6es bioldgicas.

Figura 8.1: Cromatografia em coluna (50gde silica gel 60),utilizando-se como fase mével ciclohexano:acetato de
etila (1:1 viv).
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As fracbes F14 ( Corante - rendimento de 180 mg) e F38 (Com atividade
antimicrobiana - rendimento de 110 mg), foram analisadas por CCD e enviadas para analise

estrutural de 1H-RMN e 130- RMN.

Azuma (2011), estudando actinobactérias da regido entre-marés da ilha do mel —
Parand, conseguiu isolar 60 subfracGes da fracdo do extrato bruto em acetato de etila de

Steptomyces sp. obtendo uma Unica fracdo com atividade antimicrobiana.

Hozzein, Rabie e Ali (2011) investigaram actinobactérias produtoras de novos
compostos antimicrobianos isolados do deserto egipcio. A extracdo dos compostos foi
realizada em acetato de etila, realizada purificacdo parcial por coluna, seguido de
bioautografia.

5.6Bioautografia

A verificacdo das fragdes com atividades foi realizada com o extrato bruto de acetato
de etila da biomassa da linhagem (G24) por bioautografia, apés corrida com o sistema
ciclohexano: acetato de etila (1:1 v/v). A levedura Candida parapsilosis URM 6431 foi
utilizada como micro-organismo teste.

Na revelacdo biologica do extrato bruto, foi possivel verificar que a atividade
antifingica ndo estava no pigmentoe sim em outra fracdo (Figura 9.1). A subfracéo (38) foi
analisada pela revelacdo biologica apresentando ativadade frente a Candida parapsilosis

URM 6431, como podemos observar na figura 10. 1.
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Figura 9.1: Bioautografia dos extratos brutos da biomassa da linhagem Streptomyces sp (G24) . Fonte: O autor.

Figura 10.1: Bioautografia da subfracdo 38 extratos brutos da biomassa da linhagem Streptomyces sp (G24) .
Fonte: O autor.

O composto obtido da fracdo F14 (Corante) apresentou valor de Rf de 0,65 (em
placa de CCD) usando o sistema acetato de etila: ciclohexano (1:1)v/v e a fracdo F38 (que

possui atividade antifingica) apresentou valor de Rt de 0,15 para 0 mesmo sistema de eluigao
(Fig 10.1).
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A bioautografia permite uma pesquisa rapida de novos agentes antimicrobianos
através do estudo biomonitorado. Esse método detecta, mesmo em pequenas quantidades,
compostos antimicrobianos ativos em misturas complexas de compostos. Trata-se de uma
técnica qualitativa que ndo informa os valores da concentracdo minima inibitdria
(SCORZONI et al., 2007).

5.7 Analise dos metabolitos secundarios por CG-MS

A analise da cromatografia gasosa da fracdo F14 (corante) revelou uma substancia
com tempo de retencdo de 7,46 mim. , cujo carater aromatico fica evidenciado, pois o
espectro de massas apresenta fragmentos caracteristicos (m/z 77 e m/z 105) provavelmente de
um composto aromatico alquilsubstituido (Figura 11.1).

Figura 11.1. Fragmentos caracteristicos de compostos aromaticos

CH
| 3 CH3

+
 —
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m'z 77 m/z 105 m/z 105

A andlise da cromatografia gasosa da fracdo F38 (antifungica) revelou uma
substancia com tempo de retengdo de 13,66 min. O espectro de massas (Fig. 12.1) indicava
que a substancia apresenta uma fragmentagdo correspondente a um metil ester de acido graxo

com ion molecular m/z 282 indicando uma formula molecular de C17H3003.



Figura 12.1 Espectro de massas fracdo F38.
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Os ésteres saturados apresentam os fragmentos diagndsticos de ésteres metilicos m/z

74 (pico base) obtido pelo rearranjo do tipo McLafferty (Figura 13.1) e o fragmento m/z 87
obtido pela clivagem 3 ao grupo carboxilico (Reboucas, et al, 1999). (figura 14.1).

Figura 13.1: Rearranjo de McLafferty
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R=C_ A CHR,
CH

|
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Fonte: http://www2.iq.usp.br/docente/Ihc/disciplinas/qfl5922-2011/2011 massa - _bloco 2 - lique.pdf



http://www2.iq.usp.br/docente/lhc/disciplinas/qfl5922-2011/2011_massa_-_bloco_2_-_lique.pdf
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Figura 14.1. Modelo de fragmentacdo em metilester saturado.
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A estrutura do referido composto esta sendo avaliada por técnicas espectroscopicas
de ressonancia magnética nuclear.

5.8ldentificacdo das Actinobactérias

5.8.1Microcultivo

A identificacdo a nivel de género da actinobactéria foi realizada pela técnica de
taxonomia classica (microcultivo) que consiste em avaliar por microscopia Optica a
micromorfologia das cadeias de esporos, bem como a producédo de pigmento (Figura 15.1).

Figura 15.1 - Microcultivo da linhagem Streptomyces sp (G24) no meio ISP3. Fonte: O autor.
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Rahman et al.(2011) observaram a atividade antibacteriana de actinobactérias
isoladas do solo de Rajshahi (Bangladesh) e descreveram que as actinobactérias isoladas
apresentaram diversidades de coloragdes do micélio aéreo (marrom, branco, laranja e
vermelho). A coloracdo do micélio aéreo ndo esté relacionada com o local de isolamento e

sim com os nutrientes utilizados em cada meio.

Na analise micromorfolégica mostrou cadeias de esporos em forma de espiral
verticiladas, caracteristico do género Streptomyces sp. (Figura 16.1). Essas caracteristicas

podem ser confirmadas no Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (2012).

O género Streptomyces é predominante no solo, isso justifica por ser um grupo que
ndo tem muitas exigéncias nutricionais. Existem géneros de actinobactérias que para ser
isolados necessitam de meios de culturas mais complexos, com fontes de carbono ou
nitrogénio elevadas para sobrevivéncia. Sanchez e Demain (2002) afirmam que a fonte de
carbono utilizada no experimento pode interferir no crescimento e na producdo do metabdlito

bioativo.

Figura .16.1 - Micromorfologia dos géneros investigados por microscopia optica (40x). (A) e (B) indicam as

caracteristicas da Streptomyces sp. G24. Fonte: O autor.

A B




50

5.8.2Caracterizacdo Molecular

A caracterizacdo molecular da Streptomyces sp G24 foi realizada com a extracao do
DNA genbémico a partir da cultura pura e em seguida avaliada sua integridade por eletroforese
em gel de agarose a 1%. Apds a confirmacdo da extracdo e integridade, foi realizada a
amplificacdo do gene 16S DNAr e foi evidenciada uma banda em torno de 1500 pb no

aparelho espectrofotdmetro. A amostra foi enviada para sequenciamento.

Malekiet al.(2013) utilizaram a técnica de PCR para amplificar a regido 16S do
rDNA e identificaram actinobactérias do solo do noroeste do Ird que apresentaram atividade
antibacteriana e antifangica frente a diferentes micro-organismos teste
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6. CONCLUSAO

As linhagens G24 e G27 de actinobactérias apresentaram uma boa atividade
antifingica. A linhagem Streptomyces sp (G24) foi escolhida por apresentar um pigmento na
cor vermelha e ter apresentado melhor producédo de metabolito tanto no ensaio primario como
no ensaio secundario; o melhor meio neste ultimo ensaio foi o ISP3 em 48 horas de
fermentacdo para a produgdo do composto bioativo.

O solvente acetato de etila em pH 7,0 foi 0o mais eficiente para extragdo do composto
bioativos da biomassa da linhagem Streptomyces sp (G24) e do corante. A concentracdo
minima inibitoria do estrato bruto apresentou uma variacao de 62,5 pg/mL a 250 pg/mL para
0S micro-organismos teste.

Na analise cromatografica do extrato bruto da biomassa, quando analisado no sistema
acetato de etila : ciclohexano (1:1 v/v) em placa de CCD, foi possivel verificar a existéncia de
vérias bandas. O fracionamento desse extrato bruto foi realizado por cromatografia em coluna
de silica gel, eluida com acetato de etila:ciclohexano (1:1 v/v), sendo obtidas 40 subfracdes,
tendo duas principais a fragdo F14 e F38.

A fracdo F38 apresentou um halo de inibigéo significativo frente a0 micro-organismo
teste e a fracdo F14 um corante vermelho, onde néo foi observado atividade antimicrobiana .

Através da técnica de microcultivo, foi possivel identificar a linhagem (G24) como
Streptomyces sp.

Esses resultados indicam o potencial desta linhagem de Streptomyces sp como

promissor para producdo de novos antibidticos com atividade antifingica e produtor de um
corante com coloracgéo intensa.



7. PERSPECTIVAS

v
Elucidagéo estrutural do composto bioativo;

Elucidagdo estrutural do pigmento.
Fazer atividade citotxica do pigmento
Aplicar em diversos tecidos o pigmento

Redigi o artigo
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ANEXOS

A International Streptomyces Project Medium 2 (ISP2) (SHIRLING E GOTTLIEB,
1966)-pH 7,2

Extrato de levedura 409
Extrato de malte 10,0 g
Dextrose 4049
Agua destilada 1000 mL

B B.Arginina Levedura Agar (ALA) (NONOMURA e OHARA, 1971)- pH 7,4

L-arginina 0,39
Glicose 10¢g
Glicerol 10g
KoHPO4 0,39
MgS04.7H20 0,29
KCI 0,39
Extrato de levedura 10g

Agua destilada 1000 mL
Agar 20,09

C International Streptomyces Project Medium 3 (ISP3) modificado(SHIRLING
E GOTTLIEB,

1966) - pH 7,2
Farinha de Aveia 20,09
Agar 20,09
Agua destilada 1000 mL
Solucdo de Tracos de Sais (as quantidades abaixo sdo para 1 L de
meio)
FeS04.7H20 0,1mg
MnCl2 4H20 0,1 mg
ZnS04 7TH20 0,1 mg
D MeioSabouraud (SAB)- pH 5,6
Peptona bacteriolégica 10,0 ¢
Glicose 40,09
Agar 15,0 g

Agua destilada 1000 mL



E Meio AY
L-arginina 0,30;
Glicose 19
Glicerol 1g
K2HPO4 0,39
MgS0O4.7H:0 0,29
NaCl 0,39
Extrato de levedura 1g
FeSO4.7H,0 10mg
MnSO,.7H,0 1mg
CuS0..5H,0 1mg
ZnS04.7H,0 1mg
H.0 100ml
F Meio de Produgéo de Euromicina (MPE)- pH 7,0
Glicose 200¢
Farinha de soja 20,0 ¢
NacCl 504
CaCOs3 20g
Agua destilada 1000 mL
G Meio 1 (M1) -pH 7,0
Glicose 100g
Farinha de soja 10,0 ¢
NaCl 500
CaCOs3 10g
Agua destilada 1000 mL
H Tampao TAS
Tris-HCI 50 mmol.L?
EDTA (pH 8,0) 50 mmol.L!
NaCl 150 mmol.L™?

Observacdo: Apenas 0s meios de cultura listados acima foram esterilizados em
autoclave a 121° C/15 min.

| SDS 10%
SDS 209
Volume 200 mL
Observacao: Dissolverem 150mL de H,O estéril e aquecer a 68°C

J Tampao TE
Tris-HCI 10,0 mmol.L*
EDTA -pH 8,0 1,0 mmol.L?!
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Farinha de soja
NaCl
CaCoOs3
Agua destilada
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100¢g
500
10¢9

1000 mL(pH 7,0)



isolada da rizosfera da Caatinga, para diferentes micro-organismos teste.

APENDICES
APENDICE A - Didmetros dos halos de inibicdo (em milimetros), do ensaio secundario, da linhagem Streptomyces sp (G24) de actinobactéria
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L 24 6401 6403 6281
MEIOS Atividade (mm) Atividade (mm) Atividade (mm)
(DP)* (DP) (DP)
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
MPE 16 15,5 11,5 0 0 15,5 16 14 17 16 15 20 145 16,5 14
2,8284 10,7071 0,7071 O 0 0,7071 0 14142 0 1,4142 0 0 0,7071 0,7071 1,4142
M1 12,5 12 12,5 0 0 15,5 18 16 14 14,5 15,5 17,5 12,5 14,5 12
0,7071 11,4142 0,7071 O 0 0,7071 0 1,4142 2,1213 0,7071 2,1213 0.7071 0.7071 0,7071 O
ISP 3 18,5 15 13 0 0 18,5 18 16 18,5 15 19 17 16 14 15
0,7077 0 2,8284 0 0 0,7071 0 14142 1,4142 0 0 1,4142 1,4142 0 0
L 24 6431 6395 6392
MEIOS Atividade (mm) Atividade (mm) Atividade (mm)
(DP)* (DP)* (DP)
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
MPE 16,5 18,5 18 17 14,5 15 16,5 17,5 15 14,5 16 19 17 16,5 18,5
0,7071 2,1213 0 0 0,7071 0 0,7071 0,7071 1,4142 0,7071 1,4142 1,4142 0 0,7071 2,1213
M1 15,5 15 15,5 17 15 14,5 15 14 16 13 13,5 16,5 15 15 14
0,7071 O 0,7071 0,7071 1,4142 0,7071 0 0 0 0 0,7071 0,7172 1,4142 0O 1,4142
ISP 3 19,5 18,5 18 18,5 145 19,5 17 14 17 15,5 16,5 17 18 15 15
0,7071  0,7071 4,2426 2,1213 0,7071 0,7071 0 1,4142 1,4142 0,7071 2,1213 0 1,4142 0 0
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APENDICE B- Variagio de pH da linhagemStreptomyces sp (G24)durante 120 horas de
fermentacdo nos diferentes meios de fermentacao.

Variacdo de pH da Streptomyces sp. G24 durante 120 horas de fermentacao nos diferentes meios
de fermentagéo.

Meios Tempo

24h 48 h 72h 96 h 120h
M1 8 8 7 7 7
MPE 8 8 8 8 8
ISP 3 7 7 7 6 6

APENDICE C — Concentrac&o de massa celular da linhagem Streptomyces sp (G24), durante

120 horas nos diferentes meios de fermentacdo (biomassa em miligramas).

Concentracdo de massa celular do isolado G24, durante 120 horas nos diferentes meios de
fermentacéo (biomassa em grama).

Meios Tempo

24h 48 h 72h 96 h 120h
M1 0,113 0,88 0,287 0,28 0,434
MPE 0.1105 0,162 0,265 0,316 0,361

ISP 3 0,140 0,1 0,14 0,32 0,41




