UNIVERSIDADE FEEDRAL DO OESTE DO PARA-UFOPA
INSTITUTO DE SAUDE COLETIVA-1SCO
BACHARELADO INTERDISCIPLINAR EM SAUDE

GERALDO WALTER DE ALMEIDA NETO

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE ACTINOBACTERIAS
ENDOFITICAS DE Sorghum sp. CONTRA
MICRORGANISMOS DE INTERESSE CLINICO

Santarém-PA
2018



GERALDO WALTER DE ALMEIDA NETO

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE ACTINOBACTERIAS
ENDOFITICAS DE Sorghum sp. CONTRA
MICRORGANISMOS DE INTERESSE CLINICO

Trabalho Académico Orientado apresentado a
Universidade Federal do Oeste do Para, como
requisito para obtencdo do Grau de Bacharel
Interdisciplinar em saude.

Orientadora: Dra. Silvia Katrine Silva Escher

Co-orientador: José Jeosafa Vieira de Sousa Jr

Santarém-PA
2018



Dados Internacionais de Catalogagao-na-Publica¢ao (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI/UFOPA

Ad47a

Almeida Neto, Geraldo Walter de

Atividade antimicrobiana de actinobactérias endofiticas de Sorghum s.p.-
contra microrganismos de interesse clinico./ Geraldo Walter de Almeida
Neto. — Santarém, 2018.

24 p.:il.

Inclui bibliografias.

Orientadora: Silvia Katrine Silva Escher

Coorientador: José Josafa Vieira de Sousa Jr.

Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagao) — Universidade Federal do Oes-
te do Par4, Instituto de Saude Coletiva, Curso Bacharelado Interdisciplinar em
Saude.

1. Actinobactérias. 2. Metabolitos secundarios. 3. Compostos bioativos.
|. Escher, Silvia Katrine Silva, orient. Il. Sousa Jr., José Josafa Vieira de, co-
orient. Ill. Titulo.

CDD: 23 ed. 660.63




GERALDO WALTER DE ALMEIDA NETO

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE ACTINOBACTERIAS
ENDOFITICAS DE Sorghum sp. CONTRA
MICRORGANISMOS DE INTERESSE CLINICO

Trabalho Académico Orientado apresentado a
Universidade Federal do Oeste do Para, como
requisito para obtencdo do Grau de Bacharel
Interdisciplinar em saude.

Conceito:

Data de Aprovacéao / /

Doutora em Ciéncias farmacéuticas — Katrine Escher — Orientadora
Universidade Federal do Oeste do Para

Especialista em Analises clinica — Andresson Pontes
Universidade Federal do Oeste do Para

Mestre em Biociéncias — Barbara Viana
Universidade Federal do Oeste do Para



RESUMO

As actinobactérias endofiticas comp&em um amplo e diverso filo de bactérias Gram-
positivas, filamentosas, que se destacam pela producdo de metabdlitos secundarios
com ampla atividade antimicrobiana. Considerando as aplicacbes na industria
farmacéutica o presente estudo tem como objetivo selecionar actinobactérias
endofiticas de Sorghum sp. (sorgo) com potencial acdo antimicrobiana frente a
microrganismos de interesse clinico. O estudo foi de base descritivo, experimental e
quanti-qualitativo, sendo analisadas 41 actinobactérias procedentes do acervo da
Bacterioteca do Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Oeste do
Para, as quais foram reativadas pelo cultivo em meio International Streptomyces
Project 2 - ISP2 durante 7 dias a 30°C para o desenvolvimento do micélio aéreo
sobre toda superficie do meio de cultura. A avaliacdo da atividade antimicrobiana
das actinobactérias foi realizada pela técnica de Bloco de Gelose, transferindo-se
blocos circulares contendo as colénias de actinobactérias para o meio de cultura
previamente inoculado com o0s microrganismos teste Staphylococcus aureus,
Candida krusei, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Apds incubacao
durante 48h a 30°C (levedura) e 24h a 37°C (bactéria) foram registrados os halos de
inibicdo de crescimento ao redor dos blocos. Foi utilizado a escala de Matsuura
(2004) para determinacdo da intensidade da atividade antimicrobiana. Das 41
actinobactérias endofiticas avaliadas, 17(41,4%) foram ativas contra pelo menos um
dos microrganismos patogénicos testados. Um total de 4(9,8%) apresentaram
atividade antimicrobiana contra um Gnico patégeno, enquanto que 14(36,8%)
apresentaram atividade antimicrobiana contra dois ou trés patdgenos, sendo eles
Staphylococcus aureus, Candida krusei e Pseudomonas aeruginosa. Nenhuma
actinobactérias endofitica de Sorghum sp. foi ativa contra E. coli. A média dos halos
de inibicdo variou entre 8,8 e 22mm, sendo que 0s maiores halos de inibicdo foram
encontrados frente a P. aeruginosa, com halos de inibicdo entre 11 e 22mm de
diametro e contra C. krusei com halos de inibicdo entre 9 e 19mm. As
actinobactérias que apresentaram maior grau de atividade antimicrobiana foram SIL
4B (21,6mm), SIL 8A (21,3mm), frente a P. aeruginosa e SIL 27 (19mm) SIL 40
(16mm) frente a C.krusei. Diante dos dados obtidos, comprovamos o potencial do
bioma Amazonia, ambiente pouco conhecido quanto a sua microbiota, detentor de
substancias bioativas com atividade antimicrobiana promissora. Os resultados
confirmam que actinobactérias do género Streptomyces sp. endofiticas de Sorghum
sp. apresentam-se como uma fonte potencial na producdo de substancias
antimicrobianas contra bactérias Gram-negativas e fungos leveduriformes.

Palavras-chave: Actinobactérias, metabdlitos secundéarios, Compostos bioativos.



ABSTRACT

Endophytic actinobacteria make up a broad and diverse range of Gram-positive,
filamentous bacteria, which are distinguished by the production of secondary
metabolites with ample antimicrobial activity. Considering the applications in the
pharmaceutical industry the present study aims to select endophytic actinobacteria
from Sorghum sp. (sorghum) with potential antimicrobial action against
microorganisms of clinical interest. The study was based on descriptive, experimental
and quantitative-qualitative analysis. 41 actinobacteria from the Microbiology
Laboratory Laboratory of the Federal University of Para were analyzed and
reactivated by culture in International Streptomyces Project 2 - ISP2 medium for 7
days at 30°C for the development of the aerial mycelium on the entire surface of the
culture medium. The evaluation of the antimicrobial activity of actinobacteria was
performed by the Gelose Block technique, transferring circular blocks containing the
colonies of actinobacteria to the culture medium previously inoculated with the test
microorganisms Staphylococcus aureus, Candida krusei, Pseudomonas aeruginosa
and Escherichia coli. After incubation for 48 h at 30°C (yeast) and 24 h at 37°C
(bacteria), the growth inhibition halos around the blocks were recorded. The
Matsuura (2004) scale was used to determine the intensity of the antimicrobial
activity. Of the 41 endophytic actinobacteria evaluated, 17(41.4%) were active
against at least one of the pathogenic microorganisms tested. A total of 4(9.8%)
presented antimicrobial activity against a single pathogen, while 14(36.8%)
presented antimicrobial activity against two or three pathogens, being
Staphylococcus aureus, Candida krusei and Pseudomonas aeruginosa. No
endophytic actinobacteria from Sorghum sp. was active against E. coli. The mean
inhibition halos varied between 8.8 and 22 mm, with the highest inhibition halos being
found against P. aeruginosa, with inhibition halos between 11 and 22 mm of diameter
and against C. krusei with inhibition halos between 9 and 19mm. The actinobacteria
that presented the highest degree of antimicrobial activity were SIL 4B (21.6mm), SIL
8A (21.3mm), against P. aeruginosa and SIL 27 (19mm) SIL 40 (16mm) against
C.krusei. In view of the data obtained, we verified the potential of the Amazon biome,
an environment little known for its microbiota, which holds bioactive substances with
promising antimicrobial activity. The results confirm that endophytic actinobacteria of
the genus Streptomyces sp. of Sorghum sp. are presented as a potential source in
the production of antimicrobial substances against Gram-negative bacteria and yeast
fungi.

Key words: Actinobacteria, Secondary metabolites, Bioactive compounds.
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1. INTRODUCAO

Microrganismos endofiticos compreendem bactérias e fungos que passam
toda ou parte de sua vida colonizando tecidos vegetais inter ou intracelularmente de
forma harmoénica, sem causar prejuizos a planta (KADIRI et al., 2014; GOLINSKA et
al., 2015; SAVI et al., 2015). As actinobactérias, grupo extremamente diversificado
de bactérias filamentosas, produtoras de compostos bioativos de variada estrutura
quimica e acao bioldgica estabelecem associacdo com vegetais, interagindo com
seus metabodlitos secundarios, levando inclusive a producdo de substancias
microbianas semelhantes, ou estabelecendo uma relacdo de inducdo para a
producdo destes compostos (SAVI et al., 2015).

As actinobactérias sao bactérias Gram-positivas, filamentosas e com alto teor
de citosina e guanina em seu DNA (OLIVEIRA, 2003). Estao classificadas na ordem
Actinomycetales e morfologicamente possuem células filamentosas curtas, ao molde
das observadas nas familias Actinomicetaceae e Mycobactariaceae. Em outros
membros da ordem, os filamentos se fragmentam e, por conseguinte s6 podem ser
observados em um determinado estagio do ciclo de crescimento. Estes
microrganismos sdo cosmopolitas, encontrados principalmente no solo, no entanto,
podem também estar presentes em ambientes aquaticos e em associacdo com
liqguens e plantas (SILVA-VINHOTE et al., 2011; GONZALES et al., 2005).

Estas bactérias sdo responsaveis por produzir uma diversificada gama de
metabdlitos secundarios de acao terapéutica, incluindo, antibiéticos, antitumorais,
agentes imunossupressores além de vitaminas e hormbénios indutores do
crescimento (FIEDLER et al., 2005; STROBEL et al., 2004). Devido sua grande
diversidade metabdlica, as actinobactérias particularmente o género Streptomyces, 0
mais comumente isolado e amplamente estudado, sdo considerados importantes
microrganismos do ponto de vista industrial e tem sido descrito como 0s principais
produtores de antibidticos encontrados no solo (COELHO et al., 2008).

Segundo Solecka et al.(2012), dos 200.000 a 250.000 metabdlitos que
apresentam alguma atividade biologica, mais de 22.000 sdo derivados de
microrganismos. Destes metabdlitos microbianos cerca de 17% (3.800) séao
produzidos por bactérias unicelulares, especialmente o0s géneros Bacillus e

Pseudomonas spp., 45% (10.100) sé&o produzidos por actinobactérias e cerca de



38% (8.600) sao de origem fungica. No que concerne as actinobactérias, cerca de
75% (7.600) dos metabdlitos sdo produzidos por espécies do género Streptomyces.

Estudos recentes foram realizados no bioma Amazoénia, visando identificar
actinobactérias com acdo antimicrobiana frente a microrganismos de interesse
clinico, alguns deste séo os realizados por Freitas et al. (2016), Souza (2016) e Lima
et al. (2013). No entanto foram poucos estudos quando considerado a imensa
biodiversidade apresentada por este bioma.

A resisténcia bacteriana aos antibioticos trata-se de um grave problema a
saude publica. A substituicdo de cepas bacterianas sensiveis por cepas resistentes,
na génese de muitas infecgdes bacterianas, tem sido um fator constante de
diminuicdo do valor terapéutico de muitos antimicrobianos. A capacidade de
aguisicdo de resisténcia, bem como o grau de resisténcia adquirida, sdo
propriedades bastante varidveis entre bactérias. Para tanto, a descoberta e o
desenvolvimento de novos compostos com acao antimicrobiana séo essenciais para
combater os patdgenos resistentes (DEMAIN, 2006).

Nesta perspectiva, considerando o0 aumento da resisténcia dos
microrganismos aos antimicrobianos existentes no mercado, observa-se uma
necessidade de identificar novos agentes com potencial atividade antimicrobiana.
Para tanto, a realizacdo de pesquisas buscando novos compostos aparece como
uma alternativa para este fim. Neste sentido, sabendo que o bioma Amazénia possui
uma microbiota variada por apresentar caracteristicas Unicas e que as
actinobactérias apresentam grande potencial biotecnolégico, torna-se interessante
estudar o potencial antimicrobiano de actinobactérias isoladas desse ambiente.

Considerando as aplicacBes na bioindustria o presente trabalho teve como
objetivo analisar o potencial antimicrobiano de actinobactérias isoladas de Sorghum

sp. frente a microrganismos de interesse clinico.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Sorghum sp. (sorgo)

O sorgo € uma planta de origem africana, e, embora seja uma cultura muito
antiga, seu desenvolvimento se deu em diversas regides no mundo somente no final
do século XIX. Esta planta é uma opcao de cultivo, devido a sua grande resisténcia
a periodos de estiagem, e tem sido muito utilizada na producédo de silagem. Nos
paises em desenvolvimento, o sorgo é muito usado na alimentacdo humana,
enquanto que, em paises desenvolvidos, é empregado basicamente na alimentacédo
animal (ROSA, 2012).

Com relacédo as espécies forrageiras que podem ser ensiladas, o sorgo se
destaca, em razéo, de ser um alimento de alto valor nutritivo, que possui elevada
concentracdo de carboidratos sollveis essenciais para adequada fermentagéo
lactica, além de altos rendimentos de matéria seca por unidade de area (SILVA;
RESTLE, 1993). E portanto, uma excelente fonte de energia para os animais,
podendo ser utilizado como planta in natura, como silagem, como feno, na producao
de graos (BUSO et al., 2011).

O sorgo possui grande importancia do ponto de vista econémico e fitotécnico,
devido, apresentar baixos custos por hectare cultivado, o que representa menores
riscos ao produtor rural. Com relacdo ao manejo, € adaptavel aos diferentes
agroecossistemas, em funcdo de apresentar tolerancia a condi¢bes climaticas
adversas (RODRIGUES et al., 2014). Ele apresenta, também, tolerancia moderada a
altas concentracdes salinas provenientes do solo ou da agua, por possuir
capacidade adaptativa diferenciada. Esta capacidade possui varias utilidades e
permite a utilizacdo dessa espécie de forma a obter bons rendimentos (AQUINO et
al., 2007).

2.2.  MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

Microrganismos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior das plantas,
de forma harmonica, onde recebem alimento e promovem sua protecao.
Evolutivamente, as plantas tem desenvolvido mecanismos adaptativos e muitos
destes apenas sdo possiveis gracas as interagcbes com 0S microrganismos
(PEIXOTO-NETO; AZEVEDO; CAETANO, 2004). Estes microrganismos podem ser



definidos também como, aqueles que colonizam o interior dos tecidos de plantas
terrestres e aquaticas, ndo causando, aparentemente, sintomas de doencas
(PEIXOTO-NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002)

Nesta relacdo simbidtica a planta proporciona nutrientes, protecdo e
substrato. Os microrganismos, por sua vez, apresentam um metabolismo secundario
diverso, que podem conferir protecdo contra patdogenos e seres herbivoros, e até
mesmo influenciar no desenvolvimento, crescimento e produtividade de seu
hospedeiro, aumentando, assim, sua adaptabilidade e competitividade no meio
ambiente (GUNATILAKA, 2006; GUO et al., 2008).

Segundo Stierle et al.(1993), os microrganismos endofiticos sdo produtores
de substancias bioativas que podem estar relacionadas a afinidade enddfito -
hospedeiro, como a exemplo do taxol, produzido pelo fungo endofitico Taxomyces
andreanae e pela planta hospedeira Taxus brevifolia. Desta forma, os metabdlitos
apresentam grande aplicabilidade em varios setores como na medicina, agricultura e

industria.

2.3. ACTINOBACTERIAS
2.3.1. Aspectos gerais

As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas, sendo em sua maioria
filamentosas e com alto teor de citosina e guanina em seu DNA (OLIVEIRA, 2003).
Estas estdo classificadas na ordem Actinomycetales e morfologicamente possuem
células filamentosas curtas, ao molde das observadas nas familias
Actinomicetaceae e Mycobactariaceae. Em outros membros da ordem, os filamentos
se fragmentam e, por conseguinte s6 podem ser observados em um determinado
estagio do ciclo de crescimento. Sao bactérias cosmopolitas, encontradas
principalmente no solo, no entanto, podem também estar presentes em ambientes
aquaticos e em associacao com liquens e plantas (SILVA-VINHOTE et al., 2011,
GONZALES et al., 2005). Estas bactérias sédo afetadas pela localizacdo geogréfica,
temperatura, tipo de solo, pH, teor de matéria organica, tipo de cultivo, aeracao e
umidade(ARIFUZZAMAN et al. 2010).

O filo Actinobactéria inclui varias espécies que, por sua vez, adotam
diferentes estilos de vida: patdgenos (Corynebacterium spp, Mycobacterium spp,

Nocardia spp, Propionibacteriums spp e Tropheryma spp), saprofitos



(Micromonospora spp e Streptomyces spp), comensais vegetais (Frankia spp) e
comensais gastrointestinais (Bifidobacterium spp) (BARKA et al., 2016).

A morfologia dos microrganismos desse imenso filo é muito variavel. 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 n&o formar uma porcao aérea (Actinoplanes) (VENTURA et al., 2007).

No que concerne ao micélio destas bactérias, estes consistem de células
procarioticas longas com varios nucledides (EMBLEY; STACKEBRABDT, 1994). O
micélio é uma vantagem para o microrganismo, pois ele tem a capacidade de aderir
ou penetrar em tecidos e ajudam a secretar enzimas e outros metabdlitos. Com a
aproximacdo do micélio aos substratos, 0 microrganismo precisa secretar apenas
uma quantidade pequena de enzima para atingir niveis efetivos (CHATER, 2006).

A grande importancia das actinobactérias no ambiente esta relacionado ao
seu papel na degradacdo de matéria organica. Apresentam atividade proteolitica, e
importante funcdo na decomposicdo de queratinas, quitinas, celuloses, amido e,
também, no ciclo de aminoacidos e nitrogénio (CHATER, 2006; KENNEDY, 1999).
Estas bactérias sdo responsaveis por produzir uma diversificada gama de
metabdlitos secundarios com propriedades medicinais, incluindo, antibiéticos,
antitumorais, agentes imunossupressores e horménios de crescimento (FIEDLER et
al., 2005; STROBEL et al., 2004).

2.3.2. Metabolitos secundarios

Os metabdlitos secundarios sdo compostos ndo essenciais para o
crescimento e reproducédo dos diferentes organismos vivos, sendo derivados dos
metabdlitos primarios. Entre estes compostos encontram-se antibiéticos, pigmentos,
toxinas, indutores de competicdo ecoldgica e simbiose, pesticidas, inibidores de
enzimas, agentes moduladores de resposta imunoldgica, agentes antitumorais,
ferormonios e promotores de crescimento de animais e plantas (DEMAIN, 1992).

O metabolismo secundario microbiano tem propiciado intensas pesquisas
com substancias bioativas que podem ser usadas em medicina. Muitas destas
substancias sdo antibiodticos que possuem inumeras aplicacbes na induastria

farmacéutica e na agricultura. As riguezas de recursos quimicos naturais disponiveis



como resultado das atividades metabdlicas secundarias dos organismos s&o
enormes (WOODRUFF, 1980).

As actinobactérias, por sua vez, produzem uma grande variedade de
metabdlitos secundarios, provavelmente refletindo as diferencas de habitats e
estratégias de sobrevivéncia dos mesmos (HARVEY, 2000). Estas bactérias
constituem um dos mais prolificos quanto a producdo de metabdlitos secundarios,
compostos gerados no decorrer do desenvolvimento que, tornam esses organismos
especialmente aplicaveis do ponto de vista biotecnolégico. Na maior parte das
vezes, essas bhiomoléculas exibem interessantes atividades biol6gicas, sendo a
antibiética 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 antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados
como bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando
promovem a inibicdo do crescimento microbiano (WALSH, 2003).

O marco da quimioterapia microbiana ocorreu com o descobrimento da
penicilina, substancia produzida por um fungo do género Penicillium, cuja
capacidade de inibir o crescimento da bactéria Staphylococcus aureus foi
descoberta acidentalmente por Alexander Fleming, no ano de 1928. Porém, seu
emprego em larga escala s6 teve inicio na década de 1940. O grande impacto do
uso penicilina motivou sua producao industrial, sendo este o primeiro medicamento
produzido em grande escala. Assim, iniciou-se a exploragdo dos microrganismos
como fonte de substancias biologicamente ativas, principalmente na busca de novas
substancias com atividade antibiética (TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

Pesquisas recentes apontam que os antibiéticos partilham um mecanismo
comum para acarretar a morte celular, o que estaria relacionado a elevacédo da
concentracdo de radicais hidroxilas reativos resultantes de alteragbes no
metabolismo central e de ferro, de modo bem similar a apoptose eucaribtica
(DWYER et al. 2012). Entre todas fontes de produtos naturais, oS microrganismos
possuem destaque, sendo que, dentre todos os agentes antibacterianos que foram
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) entre 1981-2014, 73% séo
derivaram de microrganismos (NEWMAN; CRAGG, 2016).
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As actinobactérias produzem varios tipos de moléculas antibidticas, as quais
possuem aplicacdes industriais, na agricultura, medicina e veterinaria, como
estreptomicina, cloranfenicol, eritromicina, canamicina, novobiocina, vancomicina,
nistatina e anfotericina B (SILVA-LACERDA et al., 2016). Neste contexto, Barka et
al. (2016), acrescentam que 0 género Streptomyces possui grande importancia do
ponto de vista biotecnologico, devido englobar produtores de enzimas de aplicacdo
industrial e antibiéticos comerciais, como a estreptomicina. Além disso, € 0 género
mais conhecido dentre as actinobactérias, incluindo mais de 3.000 espécies
identificadas.

A resisténcia microbiana é uma realidade cada vez mais preocupante, e
varias estratégias tém sido desenvolvidas para diminuir o aparecimento de
microrganismos multirresistentes aos antibioticos disponiveis atualmente.

De acordo com Wannmacher (2004), um microrganismo resistente é aquele
capaz de se multiplicar em presenca de concentragbes de antimicrobianos
superiores as doses terapéuticas. A resisténcia bacteriana € uma grave problema,
devido aos antibidticos constituirem medicamentos que influenciam ndo apenas o
paciente em tratamento, afetando também todo o ambiente em que ele esta inserido,
com repercussodes profundas, inclusive na comunidade (AVORN; SOLOMON, 2000).
A descoberta ndo s6 de novos farmacos antimicrobianos, mas de novos
mecanismos de acdo deverdo apresentar vantagens no combate a microrganismos
resistentes, além da emergéncia de novos patégenos (GUIMARAES et.al., 2010).

Assim, a busca de microrganismos potencialmente produtores de substancias
antimicrobianas em ambientes pouco explorados, baseado no conhecimento sobre
as relacfes simbiodticas realizadas por microrganismos endofiticos que resulta na
producdo de metabdlitos bioativos, conferindo protecdo a planta, se apresenta como

uma estratégia importante de bioprospeccao.
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3. METODOLOGIA
3.1. TIPO DE ESTUDO

A pesquisa foi de base descritiva, experimental e quanti-qualitativa. A parte
experimental do presente trabalho foi realizada no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal do Oeste do Para.

3.2. MICRORGANISMOS

Foram analisadas 41 actinobactérias procedentes do acervo da Bacterioteca
do Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Oeste do Para, as quais
foram isoladas do silo de Sorghum sp. (sorgo). Estas bactérias estdo atualmente
preservadas em Oleo mineral e foram reativadas pelo cultivo em meio International
Streptomyces Project n°2- ISP2 durante 7 dias a 30°C para ativacdo metabdlica.

Posteriormente foi realizado o cultivo em placas de Petri contendo 0 meio
ISP2, nas mesmas condicbes apresentadas anteriormente, até a completa

colonizacéo da superficie do meio de cultura.

3.3. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTAGONICA
3.3.1. Microrganismos teste

Para os testes de atividade antagbnica, foram utilizadas bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e leveduras, todos microrganismos de referéncia (ATCC),
pertencentes ao acervo da Bacterioteca do Laboratério de Microbiologia da

Universidade Federal do Oeste do Pard, e sdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Microrganismos teste utilizados no ensaio de antagonismo.

BACTERIAS

Gram positivas Staphylococcus aureus (ATCC 14458)

Escherichia coli (ATCC25922)

Gram negativas i
Pseudomonas aeruginosa (ATCC19429)
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FUNGOS

Leveduriforme Candida krusei (ATCC6258)

Os microrganismos teste encontram-se conservados em 6leo mineral e foram
reativados apods cultivo nos meios apropriados. Posteriormente, foi preparada a
suspensao microbiana em solucado salina, padronizando o inéculo com a escala de
0,5 MacFarland, correspondendo a 10* esporos/mL (fungo) e 10°® UFC/mL
(bactérias).

3.3.2. Método de difusdo em Agar - Bloco de gelose

A atividade antagodnica foi realizada através do método de difusdo em agar
(ICHIKAWA et al., 1971) (Figura 1). Foram recortados blocos circulares de 8 mm de
didmetro do meio de cultura ISP2 contendo as colénias de actinobactérias e
transferidos para placas contendo os meios Agar Mieller-Hinton (MHA) e Agar
Sabouraud (SDA), previamente inoculados com 100 pL da suspensao de bactérias e
fungos, respectivamente. As placas foram incubadas a 37°C, quando bactérias, e a
30°C, quando leveduras, por 24 e 48 horas, respectivamente. O aparecimento de
uma zona clara em volta dos blocos contendo as col6nias de actinobactérias,
indicaram a producéo de substancias antimicrobianas e, portanto, proporcionarao o
aparecimento de um halo de inibicdo de crescimento do microrganismo patogénico.
Foi avaliado o diametro do halo de inibicdo, em milimetros, e a intensidade da
atividade antimicrobiana foi classificada segundo a escala de Matsuura (2004)
(Tabela 2).
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q </ =
7 dias/30°C

= -, @

Meio ISP-2 Crescimento
Actinobactérias em tapete Bloco de gelose
8mm
</ Transferéncia do bloco
— = ) —
A . 24 horas/30-37°C
Meio especifico 48 horas
Microrganismo teste Leitura do halo de inibi¢ao

Figura 01. Técnica de bloco de gelose.
Fonte: (Adaptado de SILVA, 2006).

Tabela 2: Classificacdo do grau de atividade antimicrobiana em
funcdo do didmetro dos halos de inibicdo (adaptado de MATSUURA,

2004).
Grau de atividade Diametro dos halos de
antimicrobiana inibicao (em mm)
Ausente -
Baixa 9-10
Moderada 11 -14
Alta >14

3.3.3. Andlise dos dados

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os dados obtidos foram
analisados quanto a quanto a presenca ou auséncia de halo de inibicdo (analise
qualitativa). Para a analise quantitativa realizou-se analise estatistica descritiva
(média e desvio padrao).
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4 RESULTADOS

Do total de actinobactérias endofiticas avaliadas quanto a atividade
antimicrobiana, 17(41,4%) foram ativas contra pelo menos um dos microrganismos
patogénicos avaliados. Um total de 4(9,8%) apresentaram atividade antimicrobiana
contra um Unico patogeno, enquanto que 14(36,8%) apresentaram atividade
antimicrobiana contra dois ou trés patégenos, sendo eles Staphylococcus aureus,
Candida krusei e Pseudomonas aeruginosa. As actinobactérias que apresentaram
atividade contra mais de um microrganismo patogénico, 4(9,8%) foram ativas contra
Staphylococcus aureus e Candida krusei, 4(9,8%) contra Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa e 6(14,6%) foram ativos contra Staphylococcus aureus,
Candida krusei e Pseudomonas aeruginosa, simultaneamente (Tabela 3).

No geral, 10(24,4%) actinobactérias foram ativas contra S. aureus, 12(29,3%)
contra C. krusei e 16(39%) inibiram P. aeruginosa. Dentre os microrganismos teste,
apenas E.coli foi resistente aos metabdlitos produzidos por todos os isolados. A
andlise antimicrobiana foi realizada em triplicata e a média dos halos de inibicao
variaram de 8,8 a 22mm (Tabela 3).

Os maiores halos de inibigao foram encontrados frente a P. aeruginosa, com
halos de inibicdo entre 11 e 22mm de diametro e contra C. krusei com halos de
inibicdo entre 9 e 19mm (Tabela 4). Os halos de inibicdo para os demais
microrganismos teste foram entre 8,8mm e 12mm de diametro para Staphylococcus
aureus, e nenhuma actinobactéria foi ativa contra E.coli. Os maiores halos de
inibicdo foram obtidos das cepas Sil 4B (21,6mm), Sil 8A (21,3mm), frente a P.
aeruginosa e Sil 27 (19mm) Sil 40 (16mm) frente a C.krusei (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade antimicrobiana de actinobactérias endofiticas de Sorghum sp.
(sorgo) avaliada pela técnica de bloco de gelose (ICHIKAWA et al., 1971).

Halos de inibicdo (mm) *

Codigo Genero S. aureus P. aeruginosa C. krusei

Sil1 A Streptomyces sp. - 13,341,15 -
Sil4B  Streptomyces sp. - 22+0,76 13,7+0,29
Sil6  Streptomyces sp. - - 10,3+1,53

Sil 8 A Streptomyces sp. - 21+2,02 14,543,91
Sil 8B Streptomyces sp. - - 9

Sil 21B Streptomyces sp.  10+0,50 12+0,50 15,241,26

Sil 21C Streptomyces sp. 10+0,58 13+0,58 -
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Sil 25 Streptomyces sp. - 13 -

Sil 26H Streptomyces sp. 9,3+0,29 13,7+1,15 13,5+2,18
Sil 27  Streptomyces sp. 9,6+0,58 15+1,00 18,7+1,61
Sil 29 Streptomyces sp. 8,8+0,29 19+1,04 -

Sil 31 Streptomyces sp. 9,3+1,04 14+0,76 13,5+1,73

Sil 32 A Streptomyces sp. 8,8+0,58 12+0,50 14,5+1,00
Sil 35 Streptomyces sp. 12+1,15 15+0,58 -

Sil 37  Streptomyces sp. 8,8+0,29 12+0,50 14+0,58
Sil 39  Streptomyces sp. - 18+2,25 12,3+2,75
Sil 40 Streptomyces sp. - 11+1,0 16

*Valores de média e Desvio Padrao.

No que concerne a intensidade da atividade antimicrobiana, foram
classificados como alto grau de atividade 19,5% dos halos de P. aeruginosa e 9,8%
dos halos de C. krusei e como grau moderado 4,9% dos halos de S. aureus, 19,5%

de P. aeruginosa e 14,7% dos halos de C. krusei (tabela4).

Tabela 4: Classificacdo do grau de atividade antimicrobiana de actinobactérias
endofiticas de Sorghum sp. (sorgo) segundo a Classificacdo de Matsuura (2004).

Grau de Diametro dos halos de inibicdo (em mm)
atividade S. aureus P. aeruginosa C. krusei
antimicrobiana N (%) N (%) N (%)
Ausente 31(75,6) 25 (61) 29 (70,7)
Baixa 8(19,5) 0 (0) 2 (4,9
Moderada 2 (4,9) 8 (19,5) 6 (14,7)
Alta 0 (0) 8 (19,5) 4 (9,8)
Discusséo

Esse estudo baseou-se na estratégia de bioprospeccdo preliminar de
metabdlitos com atividades antimicrobianas, a fim de buscar novos compostos com
tal atividade. O grupo selecionado de microrganismos para essa pesquisa foram as
actinobactérias.

Segundo Clardy et al (2009), as actinobactérias sédo as maiores produtoras de
antibioticos, como, por exemplo, Streptotricina, Estreptomicina e Tetraciclina.

Semédo e colaboradores (2011) sugerem a existéncia de uma alta
diversidade de actinobactérias em solos tropicais, sendo estes pouco pesquisados
sob o aspecto microbiologico. O fato de o bioma Amazoénia ser tdo pouco estudado

qguanto a estrutura de suas comunidades bacterianas e a descoberta de isolados de



16

Actinobacteria ndo comumente relatados reforca a necessidade de trabalhos
centrados nesse sentido. Estes podem sustentar iniciativas novas visando a
conservacao desse macrobioma e, principalmente, o aproveitamento de uma vasta e
inexplorada gama de potencialidades biotecnologicas a partir dos microrganismos
gue o habitam.

De um modo geral, a varredura por essas bioatividades foi sistematizada em
praticos ensaios de triagem, na literatura comumente se observa duas opc¢bes
metodoldgicas para essa varredura inicial da acdo antagonista: 0 método de blocos
de gelose de &gar ou a técnica de estria cruzada (Arifuzzaman et al. 2010). Foi
preferida a primeira em vista da possibilidade de mensurar de modo mais exato os
didmetros dos halos de inibicdo do crescimento dos microrganismos. Além de uma
analise de carater quantitativo parcial poder ser atribuido ao teste, mediante a
comparacao das inibicao obtidas com os valores definidos do tamanho das mesmas,
como estabelecido segundo Matsuura (2004).

Zitouni e colaboradores (2015) sugerem que os actinobactérias possuam uma
caracteristica de gradacdo decrescente de sua atividade inibitéria, conforme a
seguinte escala: bactérias gram-positivas > fungos > bactérias gram-negativas.
Resultado diferente foi observado no presente trabalho, em que foi evidenciado alto
potencial para inibicdo de bactéria Gram negativa (P. aeruginosa) sendo este maior

do que os encontrados para gram-positiva(S. aureus).

5 CONCLUSAO

Diante dos dados obtidos, comprovamos o potencial do bioma Amazoénia,
ambiente pouco conhecido quanto a sua microbiota, detentor de substancias
bioativas com atividade antimicrobiana promissora.

Os resultados confirmam que actinobactérias do género Streptomyces sp.
endofiticas de Sorghum sp. apresentam-se como uma fonte potencial na producédo
de substancias antimicrobianas contra bactérias Gram-negativas e fungos

leveduriformes.
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