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RESUMO

A grande preocupagdo com a ascensdo da resisténcia a antimicrobianos levou a
Organiza¢dao Mundial da Saude a liberar em 2014 um relatério com dados coletados de
todas as regides do mundo sobre a problematica da disseminacdo de micro-organismos
resistentes a antimicrobianos, estimando que no ano de 2050, 10 milhdes de obitos
serdo atribuidos a resisténcia a antimicrobianos. Apesar de ter havido um drastico
declinio na producgdo de antibiéticos a partir da década de 1980, a descoberta, a partir
de andlises moleculares e genéticas, de que todo o potencial para produc¢do de
compostos bioativos ainda ndo foi totalmente explorado renovou o interesse em
caracterizar novos compostos com atividade antimicrobiana. A abordagem de modificar
o meio de cultivo para alterar o perfil de producdo de metabdlitos secundarios pode ser
uma forma eficiente e barata para se obter novos compostos antimicrobianos. Além
disso, o isolamento de micro-organismos habitantes de regides e ambientes indspitos
pode ser uma nova fonte de compostos microbianos ainda ndo caracterizados, e isso se
deve a capacidade metabdlica diferenciada destes micro-organismos, forjada pela
selecdo natural de espécies mais aptas a tais ambientes. Com isso, o presente trabalho
se prop6s a fazer uma avaliagdo da producdo de compostos antimicrobianos de quinze
isolados de Streptomyces provenientes do solo antartico, frente aos isolados de Candida
sp., Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Para tanto, foram realizadas alteragdes na
composicao dos meios de cultivo Agar Amido Caseina, Czapek-DOX e GYM, adicionando
a esses meios diferentes concentracdes de sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de
magnésio e cloreto de sddio. Para fazer essa avaliacdo foi realizado primeiramente um
ensaio para determinar as concentracdes maximas toleradas pelos isolados de
Streptomyces frente a essas substancias. Posteriormente as concentracdes obtidas
foram adicionadas aos meios de cultivo e foi realizado o ensaio da dupla-camada para
verificar a atividade antimicrobiana dos isolados tanto no meio controle quanto no meio
modificado. Nos meios de cultivo controle somente os isolados 12 e 43 apresentaram
atividade antimicrobiana, e apenas contra o isolado de Candida sp. A adicdo das
substancias modificou consideravelmente o perfil de producdo dos isolados, visto que
apenas trés deles ndo apresentaram atividade antimicrobiana apds as alteracdes dos
meios de cultivo. Pode-se observar que os isolados de Streptomyces tém potencial para
producao de compostos antimicrobianos e foi possivel observar que as alteracdes dos
meios de cultivo tiveram efeito no perfil de produg¢ao de metabdlitos secundarios destes
isolados frente aos micro-organismos teste.

Palavras-chave: Streptomyces, Antimicrobianos, Sulfatos, Salinidade, Ambientes
indspitos



ABSTRACT

The great concern regarding the ascension of antimicrobial resistance led the
World Health Organization to release, in 2014, a full report with data collected from all
over the world about the microbial-resistant dissemination, estimating that, by the year
of 2050, 10 million deaths will be attributed to infections caused by antimicrobial-
resistant microorganisms. Although the drastic decline in antibiotics production started
by the decade of 1980, the discovery of the unexplored potential of microorganisms to
produce bioactive metabolites by applying novel molecular and genetic analysis has
renewed the interest in search of novel compounds. Modifying the culture medium to
shift the secondary metabolic profile produced by microorganisms is considered to be
an efficient and low-cost approach to discover novel antimicrobial compounds. In
addition, the isolation of microorganisms from extreme environment can serve as a new
source of uncharacterized bioactive compounds due to their metabolic capacity.
Therefore, the present study aims to evaluate the effect of medium composition
modification on antimicrobial production from antartic-soil Streptomyces isolates. To
access the antimicrobial activity, the double-layer assay was used on Starch-Casein agar,
Czapek-Dox and GYM media, and fifteen isolates were tested against Candida sp.,
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae isolates. The Maximum Tolerated
Concentration assay was used to determine the maximum concentration of the
substances sodium chlorite, copper sulfate, ferrous sulfate and magnesium sulfate
tolerated by the Streptomyces isolates. The obtained concentrations were applied into
the media and the antimicrobial activity was determined again. On the control media,
only the isolates 12 e 43 showed antimicrobial activity, and only against the Candida
sp.strain. The addition of the different substances considerably modified the production
profile of the isolates, whereas only three isolates did not show any activity on the
modified media.

Keywords: Streptomyces, Antimicrobial, Sulfates, Salinity, Extreme environments
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1 INTRODUCAO

1.1 Resisténcia a antimicrobianos

Durante a Ultima década, a resisténcia a antimicrobianos tornou-se uma grande
preocupa¢ao no mundo todo devido ao aparecimento de novos mecanismos de
resisténcia (1). Mesmo com a implementacdo de estratégias para barrar o
desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos, a taxa de tal fendmeno tende a
aumentar inexoravelmente (2). Bactérias e outros micro-organismos de forma geral,
resistentes a antimicrobianos, estdo se espalhando rapida e silenciosamente por todo o
globo, tornando-se um problema em constante crescimento para as instituicdes de
salde do mundo (3). No ano de 2014 a World Health Organization (WHO) publicou um
relatério detalhado sobre a resisténcia bacteriana abordando estudos realizados em
todas as regiées do mundo. Tal relatério foi publicado para alertar sobre a alarmante
disseminacdo de bactérias resistentes a multiplas drogas. Neste documento, a WHO
prediz que adentraremos em uma era pds-antibiética, onde pequenas infeccdes podem
causar Obito pela falta de antibidticos eficazes para o tratamento (4). Algumas
estimativas apontam que atualmente 700.000 mortes por ano podem ser atribuidas a
micro-organismos resistentes a antimicrobianos. Apesar da dificuldade em prever tais
numeros, estima-se que em 2050 a mortalidade atribuida a resisténcia a
antimicrobianos possa chegar a 10 milhdes de mortes anualmente, gerando custos na
casa dos USD 100 trilhGes de ddlares (4-6).

Todas as classes de antibidticos sofreram com a emergéncia de resisténcia e em
varios niveis, comprometendo sua eficdcia e utilidade (7). O uso indiscriminado de
antibidticos em animais, plantas e humanos, o crescimento populacional constante e o
aumento da globalizacdo facilitaram a disseminacdo de resisténcia por todo o mundo
(3). Por outro lado, a taxa de desenvolvimento de novos antibidticos decaiu
drasticamente desde a década de 1980, e nenhuma nova classe de antibidticos foi
introduzida entre 1962 e 2000 (7, 8). Grande parte das classes de antibiéticos em uso
foram descobertos antes da década de 1970 e desde entdo a maioria dos novos
compostos aprovados para uso foram criados a partir de modificagdes quimicas nas
estruturas de compostos que ja existiam (9). O declinio do nimero de novos compostos
quimicamente modificados e a recorréncia em se redescobrir moléculas ja conhecidas
tornaram-se um obstdculo para programas que investigam novas moléculas naturais na
maioria das grandes companhias farmacéuticas (10). Apesar do sucesso em modificar
guimicamente compostos bioativos para produzir diferentes antibidticos, tais
compostos ndo sao capazes de substituir a necessidade de encontrar novas moléculas
naturais bioativas devido as suas caracteristicas quimicas Unicas. Analises tedricas
relacionadas a caracteristicas como lipofilia, tamanho, rigidez e aromaticidade mostram
gue produtos naturais atingem potencias quimicos mais amplos e diversos quando
comparados a moléculas quimicamente modificadas (10-12).

Em contrapartida a diminuicdo da caracterizacdo de novas moléculas e a perda
de interesse da indUstria farmacéutica, nas Ultimas décadas, em financiar trabalhos com
essa finalidade, surge um novo interesse em caracterizar novos produtos naturais



produzidos por micro-organismos. Uma das razdoes é a exploracdo de ambientes
indspitos que contenham comunidades de micro-organismos com potencial
diferenciado de producdo de metabdlitos (13, 14). Outra razdo é o avanco das técnicas
de sequenciamento do genoma total, que sdo capazes de evidenciar a alta capacidade
metabdlica de certos micro-organismos em produzir inUmeros compostos ainda nao
conhecidos (15, 16). Para explorar essa capacidade metabdlica surgem abordagens
como a engenharia metabdlica, que visa ativar rotas metabdlicas nao usuais, e também
novas abordagens em relagdo ao cultivo destes micro-organismos como forma de ativar
novas rotas metabdlicas a partir da modificacdo dos meios e condicdes de cultivo.

1.2 Ambientes indspitos

Ambientes moderados possuem valores de pH préximo a neutralidade,
temperaturas que variam entre 20°C a 40°C, pressdao atmosférica de 1 atm e niveis
adequados de d4gua, sais e nutrientes, sendo importantes para sustentar a vida.
Condicbes ambientais que fogem de tais limites sdo consideradas condi¢des extremas.
Porém, uma variedade de micro-organismos consegue sobreviver e crescer em tais
condicOes. Esses organismos, conhecidos como extreméfilos, ndo apenas toleram esses
ambientes, mas precisam de condi¢Ges extremas para seu crescimento (17). Com a
problematica da redescoberta de compostos ja caracterizados, uma das propostas para
contornar esse problema foi a procura por micro-organismos com potencial para
producdo de metabdlitos secunddrios em novos habitats e em ambientes ndo usuais
(18). Comunidades microbianas provindas de ambientes extremos possuem um grande
potencial como uma intocada fonte de novos micro-organismos de importancia
taxondmica. Tais micro-organismos podem representar uma nova fonte de
biomoléculas resultantes de sua evolucdo e adaptacdo em termos de metabolismo (13).
A exploracao de regides desérticas, solos e dguas com altos niveis de salinidade, regides
profundas do oceano e a explora¢do de regides polares detém um grande potencial para
a descoberta de novas moléculas bioativas (18-21).

1.3 Ativando novas rotas metabdlicas com a modificacdo do meio de cultivo

O surgimento da genOmica e sua ampla utilizacdo na década passada trouxe
novas esperancas para o campo da ciéncia que busca novas drogas a partir de produtos
naturais produzidos por micro-organismos (22). Sabe-se, hoje, que apenas uma pequena
parcela de rotas de biossintese de metabdlitos é expressa em condi¢des usuais de
cultivo bacteriano, sendo a maioria dessas rotas controladas por genes cripticos que
necessitam de ativacdo para atingir um nivel de producdo passivel de detec¢do (23). E
sabido que a composicdo do meio de cultivo de micro-organismos pode causar um
grande impacto na producdo de compostos microbianos (24, 25). Altera¢des nas
concentracdes de glicose, fosfato ou amdnio podem levar a modificacGes no perfil de
producdo de metabdlitos secunddrios. Até mesmo aminodcidos comuns sdo descritos
como indutores de metabolismo secundario (25). Outras moléculas que podem levar a
um aumento na producao de metabdlitos secundarios sdo os chamados elementos raros
da Terra. Tais elementos estdo envolvidos na superexpressao de antibidticos e ativacdo
de genes silenciados ou pouco expressos em bactérias (26). Devido a nossa falta de



conhecimento sobre a complexa sinalizagdo biossintética dentro de uma célula e entre
células, a ideia de alterar aleatoriamente condicdes do meio de cultivo, mimetizando
mudangas ambientais, pode influenciar as rotas de biossintese de metabdlitos
secundarios. A abordagem de ‘uma cepa, varios compostos’, que consiste na promoc¢ao
de alteragdes minimas na composicdo dos meios de cultivo para modificar o perfil
metabdlico dos micro-organismos, é considerada bastante aleatdria, porém, pode ser
uma forma eficiente de obter novos metabdlitos de interesse produzidos pelo mesmo
micro-organismo, assim como é uma forma consideravelmente barata quando
comparada com técnicas mais caras de biotecnologia genética e engenharia genética
(25).

1.4 Filo Actinobacteria

O filo Actinobacteria é composto por aproximadamente 80 géneros e é
composto por bactérias Gram-positivas aerdbias (com excecdes), € uma das maiores
unidades taxonOGmicas dentre as grandes linhagens pertencentes ao dominio Bacteria
(27). A maioria dos organismos pertencentes a esse filo sdao saproéfitas de vida livre e
ocupam praticamente todos os ecossistemas da Terra, tanto terrestres (em especial os
estreptomicetos) quanto aquaticos (28, 29). No solo esses micro-organismos sao
responsaveis pela producdo de compostos volateis, como exemplo a geosmina, que os
caracteriza por gerarem o odor caracteristico de terra molhada (30). A presenca desses
micro-organismos no solo - local onde sdo mais abundantes, sendo encontrados na
superficie e também a profundidades de até 2 m - é importante pelo fato de serem
essenciais na reciclagem de biomateriais refratdrios através de decomposicao e também
na formagdo de humus (28, 31). Como outras bactérias do solo, actinobactérias sao, na
grande maioria, mesofilicos, com temperatura étima de crescimento entre 25 e 30°C,
porém, podem habitar ambientes com temperaturas mais indspitas (32). Como
caracteristica de seu material genético, actinobactérias possuem alto conteldo de bases
nitrogenadas guanina e citosina em seu DNA, variando de 51% em algumas
corinebactérias até cerca de 70% nos géneros Streptomyces e Frankia (33).

Actinobactérias possuem uma forma de divisdao e crescimento celular bastante
peculiar. Estes micro-organismos produzem um micélio e, muitos dos organismos que o
produzem, acabam se reproduzindo por esporulacdo. De fato, as actinobactérias eram
consideradas formas intermediarias entre bactérias e fungos devido ao seu crescimento
caracteristico, porém, essa comparacao é apenas superficial. Como todas as bactérias,
os actinomicetos ndo possuem compartimentalizacdo de suas organelas celulares,
possuem uma parede celular composta por peptideoglicano e sdo suscetiveis a agentes
antibacterianos (34).

As propriedades metabdlicas deste filo sdo bastante diversas e muitos
organismos pertencentes a ele possuem habilidade para produzir um vasto leque de
metabdlitos secundarios quimicamente diversos. S3o conhecidos por produzirem
moléculas bioativas com propriedades antitumorais, anti-inflamatérias e
antimicrobianas e, portanto, tém papel importante nas industrias farmacéutica e
biotecnoldgicas (35, 36). Para se ter uma ideia dessa importancia, aproximadamente 60-
80% dos metabolitos secunddrios comercialmente disponiveis para uso humano,
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veterindrio e na agricultura, provém de actinobactérias, especialmente daquelas
isoladas do solo (33, 36).

Apesar de todo esse potencial para producdo de compostos bioativos, o filo
Actinobacteria ainda nao foi explorado ao maximo quanto a sua capacidade de produzir
tais compostos. Com o emprego de técnicas moleculares, como o sequenciamento
completo de genoma, foi possivel observar que, em algumas espécies de certos géneros
desse filo, existe um potencial muito maior do que o jd observado com o uso de técnicas
de cultivo usuais (37), visto que hoje se sabe que em condi¢Ges laboratoriais normais
apenas uma pequena parcela de rotas de biossintese de metabdlitos, muitas vezes
ativadas por genes cripticos, sdo expressas por tais micro-organismos (23). Somado a
isso, existem modelos matematicos capazes de predizer milhares de compostos
antimicrobianos desconhecidos contidos nos genomas de actinobactérias (38).

1.5 Género Streptomyces

Sao bactérias Gram-positivas com capacidade para formagao de uma camada de
hifas e cadeias de esporos, processo que necessita de um metabolismo especializado e
coordenado. Os esporos germinam e formam hifas com micélio aéreo multinucleado,
com formacgdo de septos com intervalos regulares que criam uma cadeia de esporos
uninucleados. Em condicdes ambientais favoraveis, os esporos geram um tubo
germinativo que levam a formacao das hifas. A formacdo da hifa dos estreptomicetos é
bastante particular pois se da por extensdo da ponta dessa estrutura, diferente de
bactérias como Bacillus subtilis e Escherichia coli onde a elongacdo é realizada pela
incorporacdo de uma nova parede celular na face lateral da célula (39-41). Devido a
divisao celular, durante o crescimento vegetativo, nao levar a fissdao celular e sim a
formacdo de septos que separam as hifas em compartimentos conectados, os
estreptomicetos sdo um raro exemplo de uma bactéria multicelular, onde cada
compartimento contém multiplas cépias do cromossomo (42-44). De forma
interessante, acredita-se que a pigmentag¢ao e aroma dos esporos de outras espécies
podem estimular o desenvolvimento celular e producao de metabdlitos secundarios
possibilitando, assim, que estes micro-organismos consigam sobreviver melhor em
ambientes desfavordveis (39). Quando em condi¢des ambientais desfavoraveis, o
micélio vegetativo se diferencia em estruturas esporogénicas que dardo origem a hifa
aérea, estrutura que facilita a dispersdo de esporos. Neste momento do ciclo
reprodutivo dos estreptomicetos é onde, também, a maioria dos antibidticos sdo
produzidos (45, 46).

Os individuos do género Streptomyces atuam de forma importante na ecologia
do solo e correspondem a aproximadamente 95% das cepas isoladas de actinobactérias,
e estdo entre os micro-organismos mais abundantes deste ambiente (47). Possuem
papel importante na ciclagem de carbono organico insoluvel preso em debris,
especialmente de plantas e fungos. Desempenham tal acdo pela producao de diversas
exoenzimas capazes de degradar tais produtos (48). Além disso, estreptomicetos sdo
capazes de utilizar diversos nutrientes pela hidrélise de um variado leque de
polissacarideos (celulose, quitina, xilana e agar) e outras macromoléculas naturais (49).
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Além do papel ecoldgico desempenhado por micro-organismos desse género, 0s
estreptomicetos sdo considerados um dos produtores de compostos quimicos mais
competentes da Natureza, pois produzem uma grande quantidade e uma grande
diversidade de metabdlitos secundarios bioativos (50). O género Streptomyces é o maior
produtor de metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana, sendo responsavel
por produzir cerca de 33% de todos os compostos dentre todos os micro-organismos
(51). Portanto, sdao extremamente importantes para a industria farmacéutica de forma
geral. Metabdlitos secundarios cumprem diversas fungdes que beneficiam o organismo
gue os produz, podendo atuar como antibidtico para competir com outros micro-
organismos no ambiente, atuar no transporte de metais ou como efetores no processo
de diferenciacdo celular de bactérias produtoras de esporos (52). O metabolismo
secunddrio evoluiu de forma diferente do metabolismo primdario — essencial para
crescimento celular de forma geral e que é bastante conservado em diferentes espécies.
Este surge como um gerador de moléculas capazes de auxiliar na adapta¢do do micro-
organismo, sendo que esse metabolismo varia entre diferentes espécies, assim como
sua funcdo, podendo atuar na producdo de moléculas que atuam em funcdes
fisioldgicas, funcdes de predacdo ou interacdo entre micro-organismos (53). Desde a sua
descoberta nos anos 1920, os metabdlitos secunddrios apresentam um grande impacto
na saude humana, veterindria e na agricultura, pois muitos deles ja foram ou sdo
utilizados como farmacos anticancer, antiparasitdrios, antimalaricos,
imunossupressores e antimicrobianos (54).

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho tem como objetivo verificar o efeito da modificacdo do meio
de cultivo em relagdo a producdo de compostos antimicrobianos produzidos por isolado
de Streptomyces sp. provenientes de amostras de solo antartico.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Investigar o potencial antimicrobiano de quinze isolados de Streptomyces
sp. provenientes de amostras de solo antartico frente a isolados de Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae e Candida sp. utilizando a técnica da dupla-camada;

2.2.2 Investigar o potencial antimicrobiano desses isolados nos meios de cultivo
Amido-Caseina, Czapek-Dox e GYM;

2.2.3 Determinar as concentracdes maximas toleradas pelos isolados de
Streptomyces frente as substancias cloreto de sddio, sulfato de cobre, sulfato de
ferro e sulfato de magnésio em meio Caldo Czapek-Dox;

2.2.4 Verificar o efeito da modificacdo dos meios de cultivo com as substancias
cloreto de sddio, sulfato de cobre, sulfato de ferro e sulfato de magnésio sobre
a producdo de compostos antimicrobianos produzidos pelos isolados de
Streptomyces nos meios de cultivo Amido-Caseina, Czapek-Dox e GYM.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

EFEITO DA MODIFICACAO DO MEIO DE CULTIVO FRENTE A PRODUCAO DE COMPOSTOS
ANTIMICROBIANOS EM Streptomyces sp. DE SOLO ANTARTICO

Jo3o Paulo D. Witusk?, Marcela P. Borba?, Sueli T. Van der Sand*

!Laboratdrio de Microbiologia Aplicada, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil

Abstract

Modifying the culture medium to shift the secondary metabolic profile produced
by microorganisms is considered to be an efficient and low-cost approach to discover
novel antimicrobial compounds. In addition, the isolation of microorganisms from
extreme environments can serve as a new source of new uncharacterized bioactive
compounds due to their metabolic capacity. Therefore, the present study aims to
evaluate the effect of medium composition modification on antimicrobial production
from antartic-soil Streptomyces isolates. To access the antimicrobial activity, the double-
layer assay was used on the mediums Starch-Casein, Czapek and GYM, and the fifteen
isolates were tested against Candida sp., Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae
isolates. The Maximum Tolerated Concentration assay was used to determine the
maximum concentration of the substances sodium chlorite, copper sulfate, ferrous
sulfate and magnesium sulfate tolerated by the Streptomyces isolates. The obtained
concentrations were applied into the media and the antimicrobial activity was
determined again. On the control media only the isolates 12 e 43 demonstrated
antimicrobial activity, and only against the Candida spp. isolate. The addition of the
different substances considerably modified the production profile of the isolates,
whereas only three isolates did not show any activity on the modified media.

Introdugao

Durante a ultima década, a resisténcia a antimicrobianos se tornou uma das
grandes preocupagdes no mundo todo devido ao aparecimento de novos mecanismos
de resisténcia [1], preocupacdo esta que foi reforcada apds a World Health Organization
(WHO) publicar um relatdério detalhado sobre estudos do mundo todo abordando dados
relacionados a resisténcia a antimicrobianos [2]. De acordo com esse documento,
entraremos em uma era pds-antibidtica, onde pequenas infeccbes poderdo causar
dbitos devido a falta de antibiéticos eficazes para o tratamento. Algumas estimativas
apontam que 700,000 mortes por ano sdo atribuidas a micro-organismos resistentes a
antimicrobianos, porém, estima-se que esse numero sé tende a crescer. Apesar da
dificuldade em prever tais numeros, algumas estimativas apontam que, em 2050, a
mortalidade atribuida a resisténcia a antimicrobianos possa chegar a 10 milhdes de
mortes anualmente, gerando custos na casa dos USD 100 trilhdes de ddlares [2-4].

Com o drastico declinio da producdo de novos antibidticos que teve inicio na
década de 1980 [5, 6], a diminuicdo da sintese de moléculas bioativas e a recorréncia



13

em caracterizar compostos naturais produzidos por micro-organismos ja conhecidos
acabou tornando-se um obstaculo para programas que trabalham com a pesquisa de
produtos naturais [7]. Apesar disso, a importancia em caracterizar novas moléculas
produzidas por micro-organismos ainda é inegdvel devido as suas caracteristicas
quimicas Unicas, que se estendem em um espectro quimico mais diverso e amplo
quando comparadas a moléculas quimicamente modificadas [7-9].

Para escapar do problema da redescoberta de compostos ja caraterizados,
surgem algumas alternativas para obter novas moléculas bioativas. Uma delas é a
procura por micro-organismos que habitam regides com ambientes extremos, tais como
regioes hipersalinas, vulcoes, regides profundas do mar e ambientes com temperaturas
extremas [10-13]. Outra forma de obter novas moléculas produzidas por micro-
organismos é pela ativacdo de rotas metabdlicas que estdo silenciadas ou pouco
ativadas em condig¢des de cultivo usuais [14]. Uma das abordagens para conseguir essa
ativacdo é através da modificacao dos fatores quimicos e fisicos do meio de cultivo, o
que pode resultar em um grande impacto na produgdo de compostos microbianos [15,
16]. Tal abordagem pode ser considerada bastante aleatéria, porém, pode ser uma
forma eficiente de obter novos metabdlitos de interesse, assim como é considerada uma
abordagem mais barata quando comparada a técnicas mais caras de biotecnologia
genética e engenharia genética [16].

Alguns dos micro-organismos mais valiosos para a producdo de moléculas
naturais bioativas pertencem ao género Streptomyces, visto que sdo considerados um
dos produtores de compostos quimicos mais competentes da Natureza [17]. Bactérias
desse género sao Gram-positivas com capacidade para formagao de uma camada de
hifas e cadeias de esporos[18-21]. Sdo responsaveis pela producdo de aproximadamente
33% de todos os compostos antimicrobianos produzidos por micro-organismos [22].
Visto que seu potencial metabdlico para producdo de compostos bioativos ainda nao foi
totalmente explorado [14, 23, 24], a tentativa de ativar novas rotas metabdlicas por
meio de modificacdes no meio de cultivo torna-se valida. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o perfil de producdo de compostos antimicrobianos de quinze
isolados do género Streptomyces provenientes do solo antartico, em diferentes meios e
condicGes de cultivo, frente a diferentes micro-organismos.

Material e Métodos
Isolados de Streptomyces

Os isolados utilizados no presente trabalho sdo provenientes de amostras de solo
antartico coletadas previamente pelo Dr. Paris Lavin (Instituto Antartico Chileno) e
cedidas ao Laboratério de Microbiologia Aplicada do Departamento de Imunologia,
Microbiologia e Parasitologia da UFRGS. Os isolados foram previamente recuperados
das amostras de solo e identificados como sendo do género Streptomyces.
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Micro-organismos testados contra os isolados de Streptomyces

Para se obter um perfil de producdo de compostos bioativos com atividade
antimicrobiana, foram utilizados diferentes tipos de micro-organismos. Tais micro-
organismos foram selecionados devido ao seu perfil de resisténcia a antimicrobianos
apresentado em estudos previamente realizados. Dentre eles, foram utilizadas uma
cepa de Klebsiella pneumoniae (resistente aos antimicrobianos Aztreonam, Ceftazidima,
Cefpodoxina, Cefotaxima, Ertapenem e Meropenem) e uma cepa de Escherichia coli
(resistente aos antimicrobianos Aztreonam, Ceftazidima, Cefpodoxima e Cefotaxima),
ambas isoladas do Arroio Dilivio em Porto Alegre [25]. Além dessas duas bactérias, foi
utilizado um isolado levedura identificado como sendo do género Candida. Esse isolado,
provindo do mesmo arroio, foi selecionado devido ao seu perfil de resisténcia
apresentado contra os antifungicos cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol e
anfotericina B (55).

Indculo dos isolados de Streptomyces para o ensaio da Dupla-camada

Para a realizacdo deste ensaio foram selecionados 15 isolados de Streptomyces.
Este ensaio teve como finalidade observar se os isolados testados produzem compostos
bioativos capazes de inibir o crescimento dos micro-organismos testes e, também,
comparar diferentes meios de cultura e como eles interferem na producdo desses
compostos. Foi realizado o indculo por picada, em duplicata, dos 15 isolados, utilizando
agulhas bacterioldgicas descartdveis, nos meios de cultura ACA, GYM e Czapek-Dox.
Ap0ds o indculo, as placas foram incubadas a 28°C por 7 dias.

Inéculo dos micro-organismos a serem testados contra os isolados de Streptomyces

Os isolados bacterianos e o isolado de levedura foram inoculados em meio de
cultura Caldo Tripticaseina de Soja (TSB) e meio Caldo Sabouraud (SB), respectivamente,
24h antes do sétimo dia de incubagdo dos isolados de Streptomyces. Os isolados
bacterianos foram incubados a 37°C enquanto que a levedura foi incubada a 28°C. Apds
o periodo de incubacao a cultura liquida desses isolados foi transferida para um tubo de
ensaio com solucdo salina para que fosse ajustada a concentracdo de células para
aproximadamente 1,5 x 108/mL com auxilio da escala McFarland.

Ensaio da Dupla-camada

Apds o ajuste das concentragdes dos indculos dos micro-organismos utilizados,
foi retirado um volume de 1 mL das suspensdes de células dos isolados e esse volume
foi misturado a um novo tubo de ensaio contendo 9 mL de meio Agar Mieller-Hinton
(para os isolados de bactérias) ou um tubo contendo 9 mL de meio Agar Sabouraud (para
o isolado de fungo). Apds a mistura da suspensdo de células com o meio de cultura, essa
solucdo foi vertida sobre as placas contendo o indculo dos isolados de Streptomyces. Ao
final do ensaio as placas foram incubadas a 37°C no caso dos isolados bacterianos, e o
isolado de levedura a 28°C. Ambos permaneceram em incubacdo por até 24h.

Analise dos halos de inibicdo
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Apds o periodo de incubacdo do ensaio da dupla-camada, foi verificado
se os isolados de Streptomyces foram capazes de inibir o crescimento microbiano
levando a formacdo de um halo de inibi¢do. Os isolados que apresentaram um halo de
inibicdo foram fotografados e as imagens foram analisadas utilizando o programa de
computador ImageJ. Com essa ferramenta foi possivel medir o diametro dos halos de
inibicdo, bem como o diametro das colonias dos isolados de Streptomyces. Tanto para o
halo quanto para a colonia, foram aferidas as duas maiores medidas e foi calculada a
média dos mesmos. Para cada isolado foi realizado o calculo do indice de Antibiose (IA)
utilizando a férmula (Rosato et al. 1981):

Média do Diametro do Halo

IA =

Média do Diametro da Colonia

Ensaio para definir a Concentragao Maxima Tolerada (CMT)

Para o presente trabalho foram propostas modificacdes nos componentes dos
meios de cultura, seja por aumento de alguma substancia ou adi¢dao de uma nova, com
o intuito de verificar se tal modificacdo poderia alterar a producdo de compostos
antimicrobianos produzidos pelos isolados de Streptomyces. Devido a isso, foi
necessario realizar uma técnica que possibilitasse verificar a concentracdo maxima de
certa substdncia em que ainda fosse possivel observar, a olho nu, crescimento
bacteriano dos isolados de Streptomyces. Para isso, foi realizada a técnica de
microdiluicdo em placas de 96 pogos com fundo em "U", utilizando o meio de cultura
caldo Czapek. Para o ensaio foram utilizadas quatro substancias a serem adicionadas no
meio de cultura: (a) Cloreto de sdédio (concentracdo de 15-0,46%), (b) sulfato de
magnésio (concentracdo de 20-0,312 mM), (c) sulfato de cobre (concentracdo de 20-
0,312 mM) e (d) sulfato de ferro Ill concentracdo de 20-0,312 mM).

Preparo das placas de 96 pogos

O preparo da placa de microdilui¢ao consistiu em adicionar 100 uL de meio caldo
Czapek-Dox em todos os pogos que seriam utilizados, exceto na primeira coluna, seguido
da adi¢ao de 200 plL de uma solugdo contendo meio caldo Czapek-Dox ajustada ao dobro
da concentracdo inicial da substancia a ser testada. Com isso foi possivel fazer a
microdiluicao das substancias. As duas ultimas colunas foram usadas como controle
positivo do inéculo e controle negativo do meio de cultura, respectivamente.

Indculo dos isolados de Streptomyces

O indculo dos isolados de Streptomyces foi realizado em placa de Petri contendo
meio Agar Czapek-Dox e as placas foram incubadas por 5 dias a 28°C. Apds esse periodo
foi realizada a raspagem das estruturas crescidas na placa com a adicao de trés mL de
solucdo salina 0,9% estéril e auxilio de algca de Drigalski. O conteludo da raspagem foi
aliguotado para um tubo de ensaio contendo solugdo salina 0,9%, onde sua turbidez foi



16

ajustada a escala 0,5 de McFarland. Nos moldes do documento M24-A2 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) foi realizada uma diluicdo de 1:20 da suspensdo de
células 0,5 na escala de McFarland em meio caldo Czapek-Dox para obter o inéculo final
do ensaio. Cem microlitros do indculo final foram adicionados aos pogos, exceto na
ultima coluna, e as placas foram incubadas a 28°C por até 5 dias. Apds o periodo de
incubacdo foi realizada a leitura das placas para determinar até que concentragdo da
substancia testada foi observado crescimento bacteriano.

Ensaio da dupla-camada com modificagdes dos meios de cultura

Apds definidas as concentracdes toleradas das substancias testadas para cada
isolado de Streptomyces foi realizado o ensaio da dupla-camada novamente para avaliar
se houve alguma mudang¢a na produ¢ao de compostos com atividade antimicrobiana
contra os micro-organismos citados anteriormente. Para isso, os meios de cultura ACA,
GYM e Czapek-Dox foram modificados e as substancias cloreto de sddio, sulfato de
magnésio, sulfato de cobre e sulfato de ferro Ill foram adicionadas de acordo com o
resultado obtido no ensaio anterior. Repetindo o procedimento da dupla-camada, foi
possivel avaliar se houve alguma mudanca na producdo de compostos antimicrobianos
contra os micro-organismos testados. Novamente os halos foram analisados com o
auxilio do programa ImageJ.

Resultados
Resultados Concentragao maxima tolerada

Os resultados obtidos no ensaio da concentragao maxima tolerada (Tabela 1),
onde os isolados de Streptomyces foram submetidos, em meio caldo Czapek-Dox, a
diferentes concentracdes das substancias cloreto de sddio, sulfato de cobre, sulfato de
magnésio e sulfato de ferro, definiram as concentracbes que seriam utilizadas
posteriormente no ensaio da dupla-camada. Dentro dos intervalos testados, foi possivel
obter a concentracdo mdxima das substancias citadas em que os isolados de
Streptomyces tolerariam e conseguiriam apresentar crescimento visivel. Para as
substancias cloreto de sddio, sulfato de magnésio e sulfato de ferro, os isolados nao
mostraram diferenga entre si nos valores maximos tolerados das respectivas
substancias. Para o sulfato de cobre houve variacdo entre os isolados, visto que dez
foram capazes de crescer em concentragcdes de 0,625 mM, trés em concentracdes de
0,312 mM e dois em concentragdes de 1,25 mM de sulfato de cobre (Tabela 1). As
concentrac¢des obtidas para cada substancia foram aplicadas separadamente em cada
um dos trés meios de cultivo para realizar o ensaio da dupla-camada novamente.
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Tabela 1. A tabela abaixo mostra as concentragdes maximas em que foi observado crescimento dos isolados de
Streptomyces dentro dos intervalos de concentragdo testados para as substdncias cloreto de sédio (15%-0,46%),
sulfato de ferro, sulfato de magnésio e sulfato de cobre (20 mM — 0,312 mM).

Isolados Concentracgdes das substancias
Cloreto de sédio Sulfato de ferro Sulfato demagnésio Sulfato de cobre
2 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,625 mM
4 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,312 mM
5 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,312 mM
9 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,625 mM
11 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,625 mM
12 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,625 mM
16 3,75% 1,25 mM 10 mM 1,25 mM
19 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,625 mM
22 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,625 mM
30 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,312 mM
33 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,625 mM
34 3,75% 1,25 mM 10 mM 1,25 mM
39 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,625 mM
41 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,625 mM
43 3,75% 1,25 mM 10 mM 0,625 mM

Ensaio da Dupla-camada
Meio ACA

No meio de cultivo ACA controle foi observado producdo de composto
antimicrobiano apenas contra o isolado de Candida sp. Dos 15 isolados de Streptomyces
testados o isolados12 e 43 foram os Unicos a apresentar atividade antimicrobiana
(Tabela 2). O melhor resultado observado foi do isolado 12, que apresentou um indice
de antibiose de 11,71. J4 o isolado 43 atingiu um indice de 1,87.

Dentre as modificacbes propostas para os meios de cultivo, o meio ACA com
adicdo de sulfato de ferro (1,25 mM) apresentou resultados distintos quando
comparado ao controle. Neste caso dois isolados se mostraram capazes de inibir o
crescimento do isolado de Candida (Tabela 2). O isolado 19, que ndo havia apresentado
atividade anteriormente, teve um indice de antibiose de 5,10. O isolado 43 novamente
atingiu valores semelhantes ao controle (indice de antibiose de 1,61). De forma
interessante, a adicdo de sulfato de cobre ao meio ACA impossibilitou o cultivo dos
isolados de Streptomyces nesse meio de cultivo, apesar de o ensaio da concentracdo
maxima tolerada tenha mostrado que os isolados testados suportavam tais condicdes
em meio liquido.
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Tabela 2. Valores das médias do indice de antibiose obtidos no ensaio da dupla-camada nas diferentes modificagdes
do meio de cultivo ACA para os quinze isolados de Streptomyces frente aos micro-organismos Candida sp. e E. coli.

Meio Amido-Caseina (ACA)

Candida sp. Escherichia coli

Isolados Controle CuSOs FeSOs MgSOa NaCl Controle CuSOs  FeSOs MgSOa4 NaCl

2 - X = = = = X = = -
4 -
5 =
9 -
11 -
12 11,71
16 -
19 -
22 -
30 -
33 -
34 -
39 -
41 -
43 1,87 X 1,61 = - -

X: sem crescimento bacteriano. -: sem atividade antimicrobiana

X X X X X X X X X X X X X
o
=
o
\
\
\

X X X X X X X X X X X X X Xx

Meio Czapek-Dox

Os isolados de Streptomyces apresentaram atividade antimicrobiana no meio
Czapek-Dox controle, assim como no meio ACA, apenas contra o isolado de Candida
(Tabela 3). Novamente o isolado 12 apresentou um alto indice de antibiose (9,01), sendo
o Unico isolado a apresentar atividade nesse meio de cultivo. Uma comparacdo entre os
meios ACA e Czapek-Dox tende a indicar que o primeiro é mais eficiente para a producdo
de antimicrobiano pelo isolado 12 nas condicGes testadas.

Dentre as diferentes modificagdes do meio de cultivo, o meio Czapek-Dox
apresentou resultados positivos com sulfato de magnésio (10 mM) e com cloreto de
sédio (3,75%). No primeiro, o isolado 22 obteve um indice de antibiosOe de 1,57 frente
ao isolado de Candida, resultado nao obtido no controle. A adicdo de 3,75% de cloreto
de sddio ao meio de cultivo resultou em atividade antimicrobiana frente ao isolado de
E. coli. Neste meio, oito dos quinze isolados de Streptomyces apresentaram atividade
microbiana, mas, diferente dos resultados anteriores, os halos formados ndo inibiram
completamente o crescimento do micro-organismo, mas houve uma considerdavel
diminuicdo no seu crescimento. Tais resultados indicam a producdo de um provavel
composto bacteriostatico. Dentre os oito isolados que apresentaram atividade (Tabela
3), destacam-se os isolados 16 e 33, que alcangaram valores de indice de antibiose de
8,09 e 11,20, respectivamente. A mudanca no perfil de producdo dos oito isolados frente
a modificacdo no meio de cultura é muito promissora. Em relacdo aos resultados obtidos
com a adicdo de sulfato de cobre ao meio Czapek-Dox, novamente, assim como no meio
ACA, os isolados de Streptomyces foram incapazes de crescer com a adicdo dessa
substancia.



19

Oito isolados de Streptomyces apresentaram atividade antimicrobiana quando em meio
Czapek-Dox com 3,75% de cloreto de sédio. Diferente dos resultados anteriores, os
halos formados nao inibiram completamente o crescimento do micro-organismo, porem
foi possivel observar uma consideravel diminui¢cdo no seu crescimento.

Tabela 3. Valores das médias do indice de antibiose obtidos no ensaio da dupla-camada nas diferentes modificagGes
do meio de cultivo Czapek para os quinze isolados de Streptomyces frente aos micro-organismos Candida sp. e E. coli.

Meio Czapek-Dox

Candida sp. Escherichia coli
Isolados Controle CuSOs FeSOs MgSOa NaCl Controle CuSOs  FeSOs MgSOa4 NaCl
2 - X - - - - X - - 7,54
4 - X - - - - X - - -
5 - X - = - - X = - -
9 - X - - - - X - - 6,25
11 - X - - - - X - - -
12 9,01 X - - - - X - - -
16 - X - - - - X - - 8,09
19 - X - - - - X - - 6,69
22 X - 1,57 - - X - - 6,26
30 - X - - - - X - - -
33 - X - - - - X - - 11,20
34 - X - - - - X - - 5,08
39 - X - - - - X - - -
a1 - X - - - - X : - -
43 - X - - - - X - - 7,35

X: sem crescimento do isolado de Streptomyces. -: sem atividade antimicrobiana.

Meio GYM

Os resultados do meio de cultivo GYM controle foram semelhantes aos do meio
ACA. Novamente, os isolados 12 e 43 se mostraram capazes de inibir o crescimento do
isolado de Candida (Tabela 4), com indices de antibiose de 6,66 e 2,04, respectivamente.

Neste meio de cultivo os isolados de Streptomyces apresentaram atividade
antimicrobiana em todas as modificagcGes propostas, exceto com a adicdo de cloreto de
sddio 3,75%. Nas demais modificacdes, pelo menos um dos isolados foi capaz de inibir
o crescimento microbiano. O isolado 12 apresentou atividade contra o isolado de
Candida no meio GYM sulfato de ferro 1,25 mM (indice de 5,76) e no meio GYM sulfato
de magnésio 10 mM (indice de 1,72). Comparando tais resultados ao controle, observa-
se que o meio GYM sulfato de ferro 1,25 mM apresentou um valor (5,76 e 2,78 para os
isolados 12 e 43, respectivamente) semelhante ao observado no meio sem modificacdo
(6,66 e 2,04 para os isolados 12 e 43, respectivamente), enquanto que o meio GYM
sulfato de magnésio 10 mM apresentou uma diminuicdo no indice de antibiose para o
isolado de levedura (6,66 para 1,72). Ainda sobre o meio GYM sulfato de magnésio 10
mM, os isolados 4, 5 e 11 apresentaram atividade antimicrobiana contra o isolado de
levedura, comindicesde 1,17, 1,23 e 1,38, respectivamente. Esses resultados ndao foram
observados no meio de cultivo controle. Ainda abordando os isolados que conseguiram
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inibir o crescimento do isolado de Candida, foi observado atividade produzida pelo
isolado 43 no meio GYM sulfato de ferro 1,25 Mm (indice de 2,78) e no meio GYM sulfato
de cobre 0,625 mM (indice de 2,51). Ambos os valores se mantiveram préximos aos
valores do controle. Por ultimo, o isolado 33 também foi capaz de inibir o crescimento
do isolado de Candida, com indice de 2,97 observado no meio com sulfato de cobre
0,625 mM. Contra esse micro-organismo, o isolado 33 apresentou atividade
antimicrobiana apenas com a adicao de sulfato de cobre. Em relagdo aos isolados de
bactérias, o Unico resultado positivo observado para o meio GYM foi com o isolado 22,
gue conseguiu diminuir o crescimento bacteriano do isolado de E. coli, com um indice
de antibiose de 3,54. Esse resultado foi obtido com a adicdo de 10 mM de sulfato de
magnésio ao meio de cultivo.

Tabela 4. Valores das médias do indice de antibiose obtidos no ensaio da dupla-camada nas diferentes modificagdes
do meio de cultivo GYM para os quinze isolados de Streptomyces frente aos micro-organismos Candida sp. e E. coli.

Meio GYM

Candida spp. Escherichia coli

Isolados Controle CuSOs FeSOs MgSO, NaCl Controle CuSOs FeSOs MgSO4 NaCl

2 - - - - - - - - - -
4 - - - 1,17 - - ] ) . .

5 - = = 1,23 - -0 = 3 - -

9 - - - - - - - - - -
11 - ® - 1,38 - 5 B _ 3 ;
12 6,66 - 5,76 1,72 - - - - - -
16 - - - - - - - - - -
19 - - - - - - - ; ) -
22 - - - - - - - - 3,54 =

30 - - - - - - - - - -
33 - 2,97 - - - - - - - -
34 - - - - - - - - - -
39 : : : - : - - - : :
41 - - - - - - - - - -
43 2,04 2,51 2,78 2,43 - - - - - -
X: sem crescimento do isolado de Streptomyces. -: sem atividade antimicrobiana

Em nenhum dos ensaios realizados para avaliar a producdo de compostos
antimicrobianos pelos isolados de Streptomyces foi observada atividade antimicrobiana
contra a bactéria K. pneumoniae.

Discussao

A resisténcia contra agentes antimicrobianos tornou-se um grande problema de
saude. A falta de desenvolvimento de novos compostos (apenas duas novas classes de
antibidticos introduzidas nas ultimas quatro décadas) e o aumento de cepas
multirresistentes pioram o cendrio. Algumas estimativas apontam que no ano de 2050
a resisténcia a antimicrobianos terd causado cerca de 300 milhdes de mortes, com
perdas econdmicas na casa das centenas de trilhdes de ddlares [26]. Os novos insights
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sobre o uso de bactérias do solo como fonte de novos antibiéticos abrem novas
possibilidades para a procura por novos compostos. Um dos mecanismos propostos
para angariar novos compostos se da pela ativacdo de genes silenciados ou genes
cripticos [27].

A busca por micro-organismos que habitam ambientes indspitos tem o intuito de
encontrar organismos com caracteristicas metabdlicas distintas, tais caracteristicas
forjadas ao longo do tempo pela evolugdo e adaptagao a esses ambientes extremos [10,
28]. Trabalhos como o de Waithaka et al. [29], que isolou diversos isolados de
actinobactérias com atividade antimicrobiana de uma cratera vulcanica no Quénia, e de
Cheah et al. [10], que encontraram isolados de actinobactérias com atividade
microbiana contra alguns patdégenos em solo vulcanico em uma regidao da Antartica ,
indicam a importancia em explorar locais com caracteristicas ambientais mais extremas.
Portanto, o potencial dos isolados de Streptomyces oriundos do solo antartico merece
ser investigado quanto a sua capacidade antimicrobiana frente a isolados microbianos
que apresentam resisténcia a alguns antimicrobianos.

Os resultados do ensaio da dupla-camada mostraram que, nos meios de cultivo
controle, apenas os isolados 12 e 43 apresentaram atividade antimicrobiana (exceto no
meio Czapek-Dox onde o isolado 43 ndo apresentou atividade), e tal atividade foi
observada apenas contra o isolado de Candida sp. O isolado 12 teve o melhor indice de
antibiose nos resultados com meio controle, atingindo uma média de 11,71 no meio
ACA. Augustine et al. [30] avaliaram a capacidade de isolados de actinomicetos,
provenientes de amostras de solo, em produzir compostos antifungicos, em diversos
meios de cultivo, frente a isolados de leveduras e fungos filamentosos. Dentre os
diferentes meios utilizados, o ACA apresentou os melhores resultados para producdo de
compostos antifungicos. Oliveira et al. [31], que avaliaram o potencial antifungico de
isolados de Streptomyces frente a fitopatdgenos, observou que a maior atividade
antimicrobiana foi obtida com o meio de cultivo ACA. Esses trabalhos apontam que o
meio ACA é comumente o meio mais apropriado para producdao de compostos
antimicrobianos produzidos por isolados de actinobactérias provenientes de amostras
de solo, corroborando com o resultado obtido pelo presente trabalho.

A mudanga na composi¢ao e nas concentragdes das substancias presentes nos
trés meios de cultivo testados refletiu na atividade antimicrobiana dos isolados de
Streptomyces. Enquanto que nos meios controle apenas dois isolados apresentaram
atividade, nos ensaios com meio de cultivo modificado apenas os isolados 30, 39 e 41
n3o apresentaram nenhuma atividade contra os micro-organismos testados. E sabido
gue metais-traco, como os utilizados no presente trabalho em forma de sulfato, tém
papel fundamental em diversos processos biolégicos e reagdes enzimaticas [32]. O
isolado 19 apresentou um indice de antibiose de 5,10 frente ao isolado de Candida sp.
com a modificacdo da de sulfato de ferro ao meio ACA, atividade ndo observada no meio
controle. Zhou et al. [33] observaram que a alteracdo da concentracdo dessa substancia
no meio de cultivo teve efeito negativo sobre um isolado de Streptomyces na producdo
do antibiético Nosiheptide. Outros trabalhos demonstraram que condicdes de cultivo
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ricas em ferro tendem a atuar como repressores na sintese de metabdlitos secundarios
[34, 35]. Este efeito pode ter sido refletido nos resultados obtidos nesse trabalho, visto
gue o isolado 12 deixou de produzir o composto antimicrobiano contra o isolado de
Candida sp. nos meios ACA e Czapek-Dox. Porém, tal alteracdo do meio de cultivo ndo
parece ter interferido na produgao de metabdlito pelo isolado 43 e, o isolado 19 passou
a inibir o crescimento da levedura.

Com a adi¢cdo e modificagdao na concentracgao de sulfato de magnésio também se
observou uma mudanc¢a do perfil de producdo de compostos antimicrobianos,
especialmente no meio de cultivo GYM. Os isolados 4, 5 e 11 apresentaram atividade
contra o isolado de Candida spp., além dos isolados 12 e 43 que também tiveram
atividade no meio controle. Além da atividade antifungica observada, essa alteracao
também demonstrou resultado positivo contra o isolado de E. coli. Zhou et al. [33]
verificaram que o sulfato de magnésio aumentou significativamente a producdo do
antibidtico Nosiheptide. O ion Mg*? possui um papel catalitico importante como cofator
de enzimas envolvidas na estimulacdo da sintese de DNA e proteinas por meio dos
metabdlitos da glicose, o que pode explicar a grande mudanca no perfil de produgdo no
meio GYM, visto que esse meio contém um grande aporte desse carboidrato em sua
composigao.

Sabe-se que o cobre é um importante cofator de enzimas e proteinas
transportadoras de elétrons. A disponibilidade desse ion no meio de cultivo tem papel
importante no inicio da diferenciacio morfolégica e producdo de metabdlitos
secundarios no género Streptomyces. Com o sulfato de cobre, os isolados 33 e 43
apresentaram atividade contra o isolado de levedura, sendo que o ultimo ndo variou
muito do resultado obtido no controle. O efeito da adicdo de cobre ao meio de cultivo
sobre a producdo de compostos antimicrobianos é discutivel. Mao et al. [36]
observaram aumento significativo na produc¢ao de Candicinina por um isolado de
Streptomyces ao adicionar sulfato de cobre ao meio, enquanto que no trabalho de Cruz-
Morales et al. [37] identificaram e demonstraram a expressao de um cluster de genes
envolvidos na sintese de metabdlitos secundarios responsivos ao cobre. Porém, outros
estudos mostram que aumentar a disponibilidade de cobre, muitas vezes, acaba
reprimindo a producado de antibidticos como a Actinorhodine e Nosiheptide [33, 38]. A
adicdo de sulfato de cobre aos trés meios de cultivo impediu que os isolados de
Streptomyces fossem cultivados nos meios ACA e Czapek-Dox. Sabe-se que esse ion
pode ser extremamente tdxico para as células e essa toxicidade pode ser a explicagao
para esse resultado nos meios ACA e Czapek-Dox. Uma possivel explicacdo para o
crescimento observado no meio GYM é a grande disponibilidade de fontes de carbono,
o que poderia levar a sobrevivéncia dos isolados de Streptomyces em condicOes de altas
concentracdes de cobre.

Em relacdo a alteracdo da salinidade dos meios de cultivo testados, apenas no meio
Czapek-Dox foi observado atividade antimicrobiana, porém, este pode ser considerado
um dos resultados mais interessantes do trabalho. Na concentracdo de 3,75% de cloreto
de sdodio, oito dos quinze isolados de Streptomyces apresentaram atividade
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antimicrobiana frente ao isolado de E. coli, sendo que ndo foi observado atividade em
nenhum dos isolados nos testes com meio controle frente aos isolados bacterianos.
Kathiresan et al. (2003) avaliaram a producdo de um composto antifungico produzido
por isolados de Streptomyces frente a diferentes condi¢des de salinidade e o resultado
com maior atividade foi obtido em concentragdes de 1,87% de sal, metade do valor
obtido no presente trabalho [39]. Em trabalho semelhante, Vijayakumar et al.
observaram que a salinidade 6tima para a produc¢do de antibiéticos por um isolado de
Streptomyces foi de 4% [40].

Conclusao

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de dupla-camada com os meios
controle evidenciaram que dois isolados (12 e 43) foram capazes de produzir compostos
antifdngicos que inibiram o crescimento de uma cepa de Candida sp nos trés meios de
cultivo testados. As diferentes modificacdes realizadas nas composicdes destes meios
evidenciaram que a adicdo de metais-traco pode mudar o perfil de producdo destes
isolados, visto que apenas trés isolados (30, 39 e 41) ndo apresentaram atividade
antimicrobiana apds a modificacdo dos meios de cultivo. O aumento da concentracdo
de cloreto de sddio (3,75%) resultou em oito dos quinze isolados de Streptomyces
apresentando atividade contra o isolado de E. coli no meio Czapek-Dox, visto que no
meio controle, nenhum dos estreptomicetos havia inibido o crescimento bacteriano
desse isolado. Os resultados obtidos a partir das modificagdes nos meios de cultivo sdo
promissores e a busca por condi¢des 6timas de cultivo merecem ser melhor avaliadas.
Este trabalho corrobora com diversos estudos na literatura que apresentaram
resultados semelhantes ao modificar a composicdo do meio de cultivo com metais-traco
e alteragbes de salinidade. Existe a necessidade de mais testes para confirmar os
resultados obtidos no trabalho, de forma que testes estatisticos possam dar mais
confiabilidade aos nossos resultados. Além disso, a investigacdo das condi¢des 6timas
de cultivo para esses isolados é bastante promissora, assim como a caracteriza¢do dos
compostos produzidos pelos isolados de Streptomyces oriundos do solo antartico.
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4 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A ascensdo da resisténcia a antimicrobianos se tornou uma das grandes
preocupac¢des para a comunidade cientifica de todo o mundo, preocupa¢dao também
compartilhada em um relatério divulgado pela Organizacdo Mundial da Saude
evidenciando essa problematica por todo o globo. Devido a isso, a busca por novos
compostos antimicrobianos com potencial para serem utilizados como antibiéticos tem
sido um dos grandes esfor¢os da comunidade cientifica por todo o mundo. Uma das
grandes fontes de drogas antimicrobianas é a produ¢do de compostos naturais
provindos de micro-organismos capazes de produzir tais compostos.

A avaliagdo do potencial de produgao de metabdlitos secundarios com atividade
antimicrobiana por quinze isolados de Streptomyces provenientes de amostras de solo
antdrtico foi realizada no presente trabalho, sendo que os ensaios foram realizados nos
meios de cultivo ACA, Czapek e GYM, frente a isolados de Candida spp., E. coli e K.
pneumoniae. O ensaio da dupla-camada mostrou que dois isolados (12 e 43)
apresentaram atividade frente a um isolado de Candidaspp. resistente a cinco
antifungicos. Apds determinar a concentracdo mdaxima tolerada pelos quinze isolados
de Streptomyces frente as substancias sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de
magnésio e cloreto de sddio, as concentracdes obtidas no ensaio foram aplicadas aos
trés meios de cultivo com o intuito de avaliar o efeito dessas modifica¢des na produgao
de compostos antimicrobianos.

A alteragdo da composicao dos meios de cultivo surtiu efeito na producao de
compostos antimicrobianos visto que apenas os isolados 30, 39 e 41 ndo apresentaram
qualquer atividade frente aos micro-organismos testados. Dentre as modificacdes
testadas, a adicdo de 10 mM de sulfato de magnésio, especialmente no meio GYM, levou
a grandes diferencas de producdo de compostos quando comparadas ao controle. Os
isolados 4, 5 e 11 passaram a inibir o crescimento da levedura, além dos isolados 12 e
43 que continuaram inibindo o crescimento da mesma. Somada a esses resultados, o
isolado 22 passou a inibir o crescimento bacteriano da E. coli.

Destacando outro resultado muito importante, a mudanca da salinidade do meio
de cultivo Czapek parece ter alterado drasticamente a capacidade dos isolados de
Streptomyces em produzir compostos antibacterianos, visto que oito dos quinze
isolados conseguiram inibir o crescimento do isolado de E. coli, resultado que nao foi
observado no meio controle

Sabe-se que a modificacdo nas condi¢des e na composicdao do meio de cultivo
tém grande impacto no metabolismo de micro-organismos, muitas vezes levando a
alteragdes no perfil de biossintese de compostos de interesse. A presenca de metais-
traco e a salinidade do meio de cultivo possuem papel importante no metabolismo de
micro-organismos, e a modificacdo de tais varidaveis é vista como uma estratégia
eficiente e barata para aumentar e até levar a producdo de novos compostos produzidos
por esses micro-organismos. O presente trabalho mostrou que alteracdes na
concentracdo de metais-traco e na salinidade do meio de cultivo levou a diferencas
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claras no perfil de produgao de compostos antimicrobianos de quinze isolados de
Streptomyces provenientes do solo antartico, mostrando a importancia em buscar as
melhores condicdes de cultivo para extrair o maximo da capacidade de producgdo desses
micro-organismos.

Como perspectivas desse trabalho, é necessario que mais testes sejam realizados
para que métodos estatisticos possam ser empregados. Também, a determinacdo das
condicdes oOtimas de cultivo para esses isolados deve ser obtida, assim como a
caracterizagao dos compostos produzidos e a investigacdo das variagdes moleculares e
genéticas que levam a essa mudanca do perfil de produ¢dao de compostos.
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Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf".
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content of the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author
without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that
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Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so

that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)
MATERIALS AND METHODS

The Materials and methods section should follow the Introduction and should provide
enough information to permit repetition of the experimental work.

NEW: As of May 2017 all descriptions of novel Archaeal and Bacterial taxa must be
accompanied by an entry in the Digital Protologue Database DPD (Link/) and

authors must include the respective Taxon Number in the text. For more information
please read this editorial/
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nucleic acid or amino acid sequences are presented (this includes also optimized
sequences of known genes), a GenBank/EMBL accession number for primary
nucleotide and/or amino acid sequence data must be included in a separate
paragraph at the end of the Materials and methods section. Huge sequencing
datasets or raw data must also be deposited, e.g. as a NCBI BioProject (via the Link
below).

For studies in proteomics, the minimum information about a proteomics experiment
(MIAPE) of the HUPO proteomics standard initiative (see the Link below) and
publication guidelines for the analysis and documentation of peptide and protein
identifications by the American Society for Biochemistry and Molecular Biology (at
the below Link) must be followed up. One biological replicate will not be acceptable.
For X-ray crystallographic analyses of proteins (enzymes), the authors should obtain
each PDB ID to one structure of protein from PDB (The Worldwide Protein Data

Bank (wwPDB)) and add it to the manuscript just like as nucleotide accession
numbers.

For commercial sources of used materials, the name of the company, town and
country should be indicated.
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Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript for
clarity.

Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when
writing in English.

Using a professional language editing service where editors will improve the English
to ensure that your meaning is clear and identify problems that require your review.
Two such services are provided by our affiliates Nature Research Editing Service

and American Journal Experts. Springer authors are entitled to a 10% discount on
their first submission to either of these services, simply follow the links below.
English language tutorial

Nature Research Editing Service
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American Journal Experts

Please note that the use of a language editing service is not a requirement for publication in this
journal and does not imply or guarantee that the article will be selected for peer review or
accepted.

If your manuscript is accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and formal style
before publication.
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ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the
Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to
deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in
the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific
endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by
following the rules of good scientific practice, which include:

The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous
consideration.

The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new

work concerns an expansion of previous work (please provide transparency on the

re-use of material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of
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COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid concerns, the
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the retraction is provided in a note linked to the watermarked article.
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Disclosure of potential conflicts of interest
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submitting your article check the instructions following this section carefully.
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ethical standards and send if requested during peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-mentioned
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RESEARCH INVOLVING HUMAN PARTICIPANTS AND/OR ANIMALS

1) Statement of human rights

When reporting studies that involve human participants, authors should include a statement that
the studies have been approved by the appropriate institutional and/or national research ethics
committee and have been performed in accordance with the ethical standards as laid down in
the 1964 Declaration of Helsinki and its later amendments or comparable ethical standards.

If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the 1964 Helsinki
Declaration or comparable standards, the authors must explain the reasons for their approach,
and demonstrate that the independent ethics committee or institutional review board explicitly
approved the doubtful aspects of the study.

The following statements should be included in the text before the References section:

Ethical approval: “All procedures performed in studies involving human participants were in
accordance with the ethical standards of the institutional and/or national research committee
and with the 1964 Helsinki declaration and its later amendments or comparable ethical
standards.”

Ethical approval retrospective studies

Although retrospective studies are conducted on already available data or biological material
(for which formal consent may not be needed or is difficult to obtain) ethical approval may be
required dependent on the law and the national ethical guidelines of a country. Authors should
check with their institution to make sure they are complying with the specific requirements of
their country.

2) Statement on the welfare of animals
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The welfare of animals used for research must be respected. When reporting experiments on
animals, authors should indicate whether the international, national, and/or institutional
guidelines for the care and use of animals have been followed, and that the studies have been
approved by a research ethics committee at the institution or practice at which the studies were
conducted (where such a committee exists).

For studies with animals, the following statement should be included in the text before the
References section:

Ethical approval: “All applicable international, national, and/or institutional guidelines for the
care and use of animals were followed.”

If applicable (where such a committee exists): “All procedures performed in studies involving
animals were in accordance with the ethical standards of the institution or practice at which the
studies were conducted.”

If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the authors,
please select one of the following statements:

“This article does not contain any studies with human participants performed by any of the
authors.”

“This article does not contain any studies with animals performed by any of the authors.”

“This article does not contain any studies with human participants or animals performed by any
of the authors.”

INFORMED CONSENT

All individuals have individual rights that are not to be infringed. Individual participants in studies
have, for example, the right to decide what happens to the (identifiable) personal data gathered,
to what they have said during a study or an interview, as well as to any photograph that was
taken. Hence it is important that all participants gave their informed consent in writing prior to
inclusion in the study. Identifying details (names, dates of birth, identity numbers and other
information) of the participants that were studied should not be published in written descriptions,
photographs, and genetic profiles unless the information is essential for scientific purposes and
the participant (or parent or guardian if the participant is incapable) gave written informed
consent for publication. Complete anonymity is difficult to achieve in some cases, and informed
consent should be obtained if there is any doubt. For example, masking the eye region in
photographs of participants is inadequate protection of anonymity. Ifidentifyingcharacteristics
are altered to protect anonymity, such as in genetic profiles, authors should provide assurance
that alterations do not distort scientific meaning.

The following statement should be included:

Informed consent: “Informed consent was obtained from all individual participants included in
the study.”

If identifying information about participants is available in the article, the following statement
should be included:

“Additional informed consent was obtained from all individual participants for whom identifying
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